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Usos terapéuticos de masilla de goma
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencion se refiere a usos terapéuticos de masilla de goma, y los compuestos que se encuentran en el
mismo incluyendo mirceno polimérico. Mas particularmente, la invencion describe métodos para tratar una funcion
neuroldgica alterada usando composiciones que comprenden mirceno polimérico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La busqueda de nuevas entidades de medicamentos derivados de plantas y productos vegetales para
diversas aplicaciones terapéuticas tiene sus origenes en la antigliedad y contintia hasta el presente. Una de tales
fuentes es masilla, también conocida como masilla de goma o goma de masilla, que es una resina de arbol obtenida
como un exudado de Pistacia lentiscus L., un miembro de la familia Anacardiaceae. La masilla se utilizé6 en el mundo
mediterrdneo antiguo para trastornos gastrointestinales como gastralgia, dispepsia y Ulcera péptica. Se ha divulgado
que la administracion oral de masilla a pacientes humanos con Ulcera duodenal y a ratas experimentales con Ulceras
gastricas y duodenales inducidas tiene efectos terapéuticos (Al-Habbal y col. (1984) Clin Exp Pharmacop Physio 11
(5): 541-4; Et al (1986) J Ethnopharmacol 15 (3): 271 - 8). Si bien se ha descrito que la masilla tiene efectos
bactericidas in vitro contra Helicobacter pylori, causando el agente etioldgico la enfermedad de Ulcera de péptido
(Marone et al (2001) J Chemother 13: 611-614), otros informes describen que la masilla no ejerce actividad anti-
bacteriana en la administracidon a pacientes humanos positivos H. pylori (Bebb et al (2003) J Antimicrob Chemother
52: 522-23) o ratones experimentalmente infectados (Loughlin et al (2003) J Antimicrob Chemother 51: 367-371).

[0003] La patente griega n°® GR 1.003.541 da a conocer accion antimicrobiana y antifungica del aceite de masilla
quios extraido de las hojas, ramas y frutas de Pistacia lentiscus var. Chia Patente Griega n°® GR 1.003.868 describe
el uso de un producto derivado de Pistacia lentiscus var. Chia como un antioxidante, como un inductor de curacién
de heridas y como un agente citostatico.

[0004] La publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n® 2005/0238740 describe que ciertas fracciones extraidas
a partir de resina de masilla muestran actividades proliferativas anti-microbianas y anti-celulares. Segun la
descripcion, un primer extracto (denominado "fraccion total" o "extracto entero") contiene todos los compuestos de la
goma masillaa excepto la resina polimérica; un segundo extracto es una fraccion acida que contiene todos los acidos
triterpénicos de la fraccién total y un tercer extracto es una fraccion neutra que contiene todos los otros terpenos de
la fraccién total. Ademas se describe un aceite esencial obtenido de la destilacion que contiene monoterpenos
incluyendo B-mirceno. La solicitud describe formulaciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de las
fracciones totales, acidas o neutras antes mencionadas, opcionalmente combinadas con aceite esencial de TH e, o
equivalentes sintéticos de los mismos, o que comprenden productos aislados de componentes o equivalentes
sintéticos de los mismos, asi como su uso en métodos para el tratamiento de infecciones microbianas, incluyendo H.
pylori, Propionibacterium, Staphylococcus, Pseudomonas, y la hiperproliferacion celular. Paraschos et al (2007),
escrito por algunos de los inventores de la solicitud de patente antes mencionada, dan a conocer la preparaciéon de
un extracto de masilla total, sin polimero (TMEWP), preparado por extraccién con disolventes polares de la masilla
cruda y la eliminacion del polimero insoluble de poliB-mirceno, y fracciones acidas y neutras separadas de TMEWP
(Paraschos et al. (2007) Antimicrob Agents Chemother 51 (2): 551 - 559). Segun la descripcion, la administracion de
TMEWP a ratones infectados H. pylori durante un periodo de 3 meses dio como resultado una reduccién de 30
veces de la colonizacién bacteriana, en gran parte atribuible a un compuesto particular purificado a partir de la
fraccion de acido. Los autores indican que TMEWP se prepar6 al especularse que el alto porcentaje de B-poli-
mirceno en preparaciones de masilla de crudo, tal como se utiliza en estudios anteriores, obstaculiza la potencial
actividad in vivo durante la administracion oral. Los autores describen ademas que la eliminacién de la poliB-mirceno
produce una fraccién terapéutica mejorada con actividad anti-H. pylori.

[0005] La solicitud de patente EP n° 1.520.585 describe el uso de un producto obtenido a partir de una planta del
género Pistacia para la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir el cancer. Segun la descripcion, los
aceites esenciales por destilaciéon a partir de hojas, ramas, frutas, nueces y flores de diferentes especies Pistacia
contienen un gran nimero de compuestos de terpeno monoméricos en proporciones variables inter alia -mirceno.
La solicitud describe ademas que los aceites tienen actividad contra ciertas lineas de células tumorales tales como
colon y adenocarcinomas de ovario y que el acetato de bornilo era el Unico componente Unico que se ha encontrado
gue tiene actividad anticancerigena.

[0006] La solicitud de solicitud de patente internacional n® WO 2005/112967 describe la purificacion de masilla de
material de anti-cancer que tiene efectos anti-proliferativos, que se encuentran en una fraccion soluble obtenida por
masilla de suspensién en un disolvente seleccionado de un hidrocarburo no acido, alifatico, una soluciéon acuosa que
contiene al menos 25% de un hidrocarburo alifatico, no acido, soluble en agua, o una combinacién de los mismos, y
la eliminacion de la fraccién insoluble. La solicitud describe adicionalmente un método para tratar células cancerosas
que comprende la administracion de una cantidad farmacéuticamente eficaz de una fracciéon de resina de goma

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2617875T3

masillaada que inhibe el crecimiento de células cancerosas. De acuerdo con la descripcion, el compuesto
anticancerigeno es eficaz contra diversos tipos de células cancerosas, incluyendo células de cancer de colon
humano.

[0007] Van der Berg et al (1998) describe el aislamiento y la purificacion de la fraccion de polimero de masilla
mediante la extraccion y la cromatografia de exclusion por tamafio (Van der Berg et al (1998) Tetrahedron Lett 3:
2645-2648). De acuerdo con el cierre de esto, el polimero tiene una distribucién de peso molecular ancha, es decir
20.000 a 100.000 Da, se forma a partir de unidades de mondémero de 136 Da, y tiene la estructura de 1,4-polip-
mirceno, con configuraciones cis y trans en una proporcién de 3: 1. Los autores afirman que su divulgacion es el
primer informe de un polimero de origen natural de un monoterpeno.

[0008] Barra et al (2007) describe la extraccion y el analisis de cromatografia de gases del aceite esencial de P.
lentiscus L. (Barra et al (2007) J Agric Food Chem 55 (17): 7.093-7.098). Segun la descripcion, se identifico un total
de 45 compuestos, incluyendo B-mirceno como uno de los principales compuestos. Marner et al (1991) describen la
identificacion de varios triterpenoides de masilla de goma de P. lentiscus (Marner et al (1991) Fitoquimica, 30, 3709
a 3712).

[0009] La patente de EE.UU. n° 5.506.406 da a conocer aceite de masilla producido mediante la disolucion de
masilla en un aceite o grasa, y llenado en una capsula blanda que contiene ademas opcionalmente una sustancia
anfipatica tal como quitina o quitosano. Segun la descripcion, la capsula es eficaz para la eliminacion y la inhibicién
de H. pylori, y para reducir el olor de las heces.

[0010] La patente de EE.UU. n° 5.637.290 da a conocer un producto de higiene oral, que comprende la combinacion
de una pasta de dientes y un ingrediente seleccionado de masilla natural, aceite de masilla extraido y agentes de
aceite de masilla sintéticos. También se describe el uso de masilla para su incorporacién en crema solar, productos
para el cabello y cosméticos.

[0011] La patente de EE.UU. n° 6.623.728 describe composiciones de emulsion de cuidado cosmético de la piel que
comprenden de aproximadamente 0,001% en peso a 10% en peso de masilla de goma solubilizada; un disolvente
volatil miscible en agua; y un vehiculo cosméticamente aceptable. De acuerdo con la descripcion, la emulsion es
preferiblemente una emulsion de aceite en agua, y los disolventes preferidos incluyen etanol, metanol propanol,
alcohol isopropilico y mezclas de los mismos. De acuerdo con la descripcidon, se usan los mismos tipos de
disolventes para obtener la masilla de goma solubilizada.

[0012] La patente de EE.UU. n° 6.811.769 da a conocer una composicion oral que comprende un extracto de aceite
de masilla, tal como la preparada con aceite de oliva o aceite de palma; Y un antiphlogistic, tal como &acido
glycyrrhizic. De acuerdo con la descripcién, la composicion tiene accion antibacteriana contra las bacterias
relacionadas con la enfermedad periodontal y contra las bacterias relacionadas con la caries dental.

[0013] La patente de EE.UU. n° 7.294.651 describe el uso de compuestos isoprenoides, compuestos de terpeno
inter alia, para la inhibicién de la producciéon de exoproteinas de bacterias positivas Gram, tales como sindrome de
choque téxico de la toxina-1 producida por S. aureus. De acuerdo con la divulgacién, terpenos adecuados pueden
ser ciclicos o aciclicos, saturados o insaturados, y también incluyen politerpenos, inter alia. También se describe el
uso de tales compuestos para preparar composiciones que pueden incorporarse en soluciones acuosas, tales como
formulaciones de limpieza vaginal.

[0014] La patente de EE.UU. n°® 4.564.718 da a conocer la preparacién de polimeros funcionalmente terminados,
gue se refiere como "cauchos liquidos" que tienen temperaturas de transicion vitrea sustancialmente inferior a la
temperatura ambiente, por polimerizacion de un derivado de terpeno o el oxigeno del mismo que tiene un doble
enlace o un doble enlace conjugado disponible para polimerizacion, con un iniciador que proporciona la terminacién
funcional deseada. Segun la descripcidn, los polimeros tienen preferiblemente un peso molecular de 500 a 20.000, y
monoterpenos aciclicos preferidos para la preparacion de los mismos son -mirceno inter alia. La patente describe la
preparacioén de mirceno polimérico de peso molecular de aproximadamente 2000 y de aproximadamente 4000. La
patente describe ademas que los polimeros de la invencién pueden hacerse reaccionar con otros reactivos para
proporcionar elastémeros, sellantes o adhesivos, o pueden ser utilizados como agentes de endurecimiento de
caucho. Se describe adicionalmente la preparacion de polimirceno terminado en hidroxilo a partir de mirceno y su
uso para preparar un elastdmero de poliuretano.

[0015] Newmark et al J. Polymer Sci 26, 71-77 (1988) describe la sintesis de polimirceno que tiene un peso
molecular observado de 87.000 y un peso molecular calculado de 46.000.

[0016] La patente de EE.UU. n° 4.374.957 da a conocer un polimero elastbmero de tres bloques lineales
termoplasticos pegajosos correspondientes a la formula A-B-A, en donde A es un bloque de homopolimero lineal no
elastico de un hidrocarburo monovinil-aromatico que tiene un peso molecular de promedio entre 10.000 y 60.000 y
una temperatura de transicién vitrea por encima de 70°C, y en la que B es un bloque homopolimérico elastomérico
de mirceno que tiene un peso molecular de promedio entre 50.000 y 200.000 y una temperatura de transicion vitrea
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por debajo de aproximadamente -40°C.

[0017] La patente de EE.UU. n° 5.759.569 da a conocer articulos compostables biodegradables que al menos
parcialmente comprenden ciertos polimeros trans, en los que los polimeros tienen un peso molecular promedio en
peso de al menos aproximadamente 20.000 y se hacen por polimerizacién de un componente monémero que
comprende: (1) de aproximadamente 70 a 100% en moles de 1,3-dienos B-mirceno inter alia; y (2) hasta
aproximadamente 30% en moles de otros comondmeros compatibles. De acuerdo con la divulgacion, los articulos
incluyen materiales de embalaje, inter alia; articulos absorbentes desechables (por ejemplo, pafales, compresas
higiénicas); articulos de prendas de vestir tales como ropa protectora, cortinas quirdrgicas, batas quirirgicas,
sdbanas quirdrgicas; materiales tejidos, cosidos y no tejidos; esponjas quirirgicas, aplicadores de tampones,
jeringas desechables y recipientes.

[0018] La patente de EE.UU. n° 7.232.872 y 7.214.750 describen un procedimiento de polimerizacion que
comprenden la puesta en contacto de uno 0 mas mondémero(s) mirceno inter alia, uno o mas acido(s) Lewis, uno o
mas iniciador(es), y un diluyente que comprende uno o mas hidrofluorocarbono(s) en un reactor.

[0019] La publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n° 2007/0179260 y la patente de EE.UU. n° 7.417.103,
describe polimeros a base de 3,4-isopreno con alta regioregularidad y un método para producir la misma. De
acuerdo con estas descripciones, el peso molecular promedio en nimero del polimero es de 5000 a 6.000.000, y el
polimero también puede incluir unidades de 1,4-isoprenos tales como mirceno. De acuerdo con la descripcion, el
polimero es adecuado para su uso como material plastico debido a su durabilidad mecanica y térmica.

[0020] Mansouri et al. (2005) describe los efectos neuroprotectores de un extracto de etanol-agua de goma Pistacia
vera L. contra el dafio oxidativo durante la reperfusion de isquemia cerebral experimental en ratas (Mansouri et al.
(2005) Iranian Biomedical Journal 9 (4): 181-185). Dicha referencia no describe una fraccidn especifica del extracto
que comprende mirceno.

[0021] Khan et al. (2006) describe la prevencién de deterioros cognitivos y la neurodegeneracion por medio de
"Khamira Abresham Hakim Arshad Walan" (KAHAW), un producto que contiene una mezcla de componentes
minerales, vegetales y animales, uno de dichos componentes es la goma de masilla (Khan et al (2006) J. of
Ethnopharmacology 108: 68 - 73). Dicha referencia no describe una fraccion especifica de goma de masilla que
comprende mirceno.

[0022] Yousuf et al. (2005) describe los efectos protectores de "Khamira Abresham Uood Mastagiwala" (KAUM)
contra el dafio inducido libremente inducido en la isquemia cerebral focal en animales de experimentacion (Yousuf et
al (2005) J. of Ethnopharmology 99: 179-184). KAUM es una mezcla de componentes minerales, vegetales y
animales, uno de ellos es la goma de masilla. Dicha referencia no describe una fraccién especifica de goma de
masilla que comprende mirceno.

[0023] La técnica anterior no da a conocer el uso de la goma de masilla o fracciones de los mismos para el
tratamiento de enfermedades neurolégicas. La técnica anterior no ensefia ni sugiere el uso de fracciones aisladas de
goma de masilla en una composicion para tratar afecciones neuroldgicas. La técnica anterior tampoco ensefia o
sugiere el uso ventajoso de una fraccién aislada de mirceno polimérico, ya sea derivado de masilla o que se sintetiza
guimicamente, como un ingrediente activo en una composicion farmacéutica o en una aplicacion terapéutica.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0024] La presente invencién proporciona composiciones que tienen propiedades neuroprotectoras y neuro-
regenerativas y sugiere métodos de uso para el tratamiento de una serie de enfermedades neuroldgicas y
trastornos. Mas especificamente, las composiciones que comprenden fracciones aisladas extraidas de goma de
masilla se describen ahora que tienen actividades neuroprotectoras y pueden usarse para promover la diferenciacion
y maduracion de tipos de células neuronales y otros tipos de células.

[0025] La presente invenciéon se basa en parte en el descubrimiento inesperado de que determinadas fracciones
aisladas de la goma de masilla exhiben actividades bioldgicas neuroprotectoras y neuro-regenerativas que pueden
ser explotadas para una variedad de aplicaciones terapéuticas. Mas especificamente, las composiciones que
comprenden tales fracciones aisladas tienen actividad para inducir la diferenciacion celular de una variedad de tipos
celulares, incluyendo tipos de células neuronales. La actividad de induccién de diferenciacién se ha observado en
multiples linajes celulares, incluyendo varios tipos celulares de los linajes ectodérmico, mesodérmico y endodérmico.

[0026] Los nuevos usos de la presente invencion pueden ponerse en practica con cualquiera de las fracciones
aisladas y extractos de la goma de masilla como se conoce en la técnica. Sin embargo, la presente invencion
describe ademas que algunas fracciones seleccionadas que comprenden componentes de mas alto peso molecular
de goma de masilla son particularmente ventajosas para uso en las composiciones y usos sugeridos de la presente
invencion.
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[0027] Se conocen extractos de la goma de masilla para comprender formas poliméricas del compuesto
monoterpeno conocido como mirceno. Por tanto, se describe ademas por primera vez que se puede emplear una
fraccion aislada de goma de masilla que comprende mirceno polimérico como ingrediente activo en composiciones
farmacéuticas para tratar trastornos neurodegenerativos. Las enfermedades que pueden ser susceptibles de
tratamiento con las composiciones de la invencién incluyen diferentes tipos de demencia, incluyendo, pero sin
limitarse a la enfermedad de Alzheimer, el accidente cerebrovascular y la enfermedad de Parkinson. También se
describe por primera vez que pueden emplearse fracciones aisladas de mirceno polimérico, ya sea obtenido de
fuentes vegetales o quimicamente sintetizadas, como ingrediente activo en composiciones farmacéuticas para tratar
trastornos neurodegenerativos, asi como para tratar el dafio tisular.

[0028] Las ensefianzas de la presente invencion se han ejemplificado tanto con las fracciones aisladas de la goma
de masilla que incluyen mirceno polimérico, y con mirceno polimérico sintetizado quimicamente correspondiente al
polimero aislado a partir de la goma de masilla. La presente invencion es particularmente sorprendente e inesperada
respecto a las ensefianzas de la técnica anterior que describen el uso de fracciones de extracto de goma de masilla
de las que se ha eliminado el mirceno polimérico, para diferentes indicaciones terapéuticas. Ademas, la técnica
anterior afirma que las fracciones poliméricas derivadas de masilla no son terapéuticamente Utiles, y que la
presencia de mirceno polimérico en composiciones terapéuticas realmente inhibe las actividades bioldgicas
beneficiosas y la biodisponibilidad de los compuestos activos. Por lo tanto, la técnica anterior atribuye actividades
terapéuticas de la goma de masilla a diversas moléculas de bajo peso molecular de tipo terpeno, inter alia, mirceno
monomérico y pequefias formas oligoméricas de mirceno. Sin embargo, los inventores de la presente invencion han
encontrado sorprendentemente, y contrariamente a las ensefianzas de la técnica anterior, que ciertos terpenos de
bajo peso molecular presentes en extractos de goma masilla interfieren y bloquean realmente la actividad de las
fracciones y composiciones descritas en la presente invencién para inducir diferenciaciéon celular. Se describe asi
que la nueva actividad biolégica de las fracciones y composiciones descritas en la presente invencion esta inhibida
por la presencia de ciertas formas oligoméricas monoméricas y pequefias de diversos terpenos.

[0029] Sin desear estar ligado por ninguna teoria particular o mecanismo de accién, la actividad de composiciones
gue comprenden mirceno polimérico para la induccion de la diferenciacion celular neuronal, como se describe en el
presente documento, hace que la presente invencion sea Util para la reformacion de las uniones inter-neuronales y la
superacion de la comunicacion inter-neuronal defectuosa en el cerebro y el tejido neural afectado por patologias
asociadas con la formacion sinaptica inadecuada. Esta patologia subyace a muchas patologias del sistema nervioso,
incluyendo por ejemplo la enfermedad de Alzheimer. Ademas, la invencién puede usarse para revertir efectos
adversos de diversos farmacos que actian sobre el sistema nervioso, tales como anestésicos. La invencién es util
para el rejuvenecimiento de un gran numero de células y tejidos.

[0030] Tal como se usa en el presente documento "mirceno polimérico” abarca formas poliméricas de mirceno que
tienen un grado de polimerizacion de al menos 6. Mirceno polimérico incluye, sin limitacién, B-mirceno polimérico
(poli B-mirceno), a-mirceno polimérico (poli-a-mirceno), homopolimeros de los mismos y heteropolimeros (también
conocidos como copolimeros) que contienen subunidades de mirceno. También se incluyen isémeros geométricos,
isdbmeros 6pticos y diastereoisdmeros de compuestos de mirceno polimérico.

[0031] Como se usa en este documento, B-mirceno se refiere a 7-metilo-3-metileno-1,6-octadieno y a-mirceno se
refiere al isdmero estructural 2-metilo-6-metileno-1,7-octadieno.

[0032] De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencion proporciona una fraccion aislada de la goma de
masilla que comprende mirceno polimérico para su uso en el tratamiento de una alteracién de la funcién neurolégica.
La fraccién se puede obtener mediante:

a) poner en contacto la goma de masilla con al menos un disolvente organico polar;

b) aislar una fraccién que es soluble en al menos un disolvente organico polar;

¢) tratar la fraccion soluble obtenida en la etapa b) con al menos un disolvente organico no polar seleccionado de
un Cs-Cio-alcano,

d) aislar una fraccion que es soluble en dicho disolvente organico no polar, en donde las etapas a) a b) y c) a d)
se realizan cada una independientemente durante un nimero de ciclos,

en el que la fraccion esta sustancialmente desprovista de compuestos que son solubles en dicho disolvente organico
polar pero insolubles en dicho disolvente organico no polar,

En el que el al menos un disolvente organico polar es un alcohol seleccionado del grupo que consiste en metanol,
etanol, propanol, isopropanol, 1-butanol, 2-butanol, sec-butanol, t-butanol, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-metilo-2-
butanol, 2-metilo-2-butanol, etilenglicol y éter monometilico de etilenglicol y mezclas de los mismos. La funcién
neurolégica alterada comprende una disminucién en una funcion seleccionada del grupo que consiste en funcién
cognitiva, funcioén sensorial, funcién motora y combinaciones de las mismas.

[0033] Segun una realizacion preferida, el disolvente polar es el etanol y el disolvente no polar es hexano.

[0034] De acuerdo con una realizacion preferida adicional, el mirceno polimérico se selecciona del grupo que
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consiste en B-mirceno polimérico (poli-B-mirceno), a-mirceno polimérico (poli-a-mirceno), copolimeros de mirceno y
combinaciones de los mismos. Preferiblemente, el polo-B-mirceno se selecciona del grupo que consiste en cis-1,4-
poli-B-mirceno, trans-1,4-poli-B-mirceno, 3,4-poli-B-mirceno, 1,2-poli-B-mirceno y combinaciones de los mismos.

[0035] De acuerdo con una realizacion, la fraccion aislada de goma de masilla comprende una mezcla de cis-1,4-
poli-B-mirceno y trans-1,4-poli-B-mirceno, y en el que la mezcla comprende al menos 75% (en peso) de cis-1,4-poli-
B-mirceno.

[0036] Segun otra forma de realizacion, la fraccién aislada de la goma de masilla comprende al menos 75% (en
peso) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular de promedio en numero en el intervalo de
aproximadamente 1.000 a aproximadamente 20.000, preferiblemente en el que el peso molecular promedio en
namero esta en el intervalo de al menos aproximadamente 5.000 a aproximadamente 20.000.

[0037] De acuerdo con una realizacion, la funcién neuroldgica alterada esta asociada con una afeccién seleccionada
del grupo que consiste de un traumatismo, demencia vascular, demencia senil, enfermedad de Alzheimer, la
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson y accidente cerebrovascular.

[0038] De acuerdo con otra realizacion, la fraccidon aislada esta adaptada para administracién oral, tdpica,
parenteral, o transdérmica.

[0039] De acuerdo con otra forma de realizacion, la fraccion aislada de la goma de masilla estd adaptada para
administracion intravenosa, intramuscular, subcutdnea, intradérmica, intraperitoneal, intraarterial, intracerebral,
intracerebroventricular, intradsea y la administracion intratecal; o la fraccion aislada de goma de masilla esta
adaptada para aplicacion tépica seleccionada de dérmica, vaginal, rectal, inhalacién, intranasal, ocular, auricular y
bucal.

[0040] De acuerdo con una realizacion adicional, el disolvente organico no polar se selecciona del grupo que
consiste en pentanos, hexanos, heptanos, octanos, nonanos, decanos, y sus mezclas.

[0041] De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, mirceno polimérico se utiliza en el tratamiento
de una funcion neurolégica alterada, en el que la funcion neurolégica alterada comprende una disminucion de una
funcién seleccionada del grupo que consiste de la funcién cognitiva, la funcion sensorial, funciébn motora y
combinaciones de los mismos.

[0042] De acuerdo con una realizacion, el mirceno polimérico se utiliza en una composicién, en la que la
composicion comprende de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 25% (en peso) de mirceno polimérico
basado en el peso total de la composicion.

[0043] De acuerdo con otra realizacion, el mirceno polimérico comprende cis-1,4-poli-B-mirceno.

[0044] De acuerdo con todavia otra realizacion, la composicién esta adaptada para la administracién oral, topica,
parenteral, y transdérmica.

[0045] De acuerdo con una realizacion adicional, el mirceno polimérico se deriva de una fuente vegetal.

[0046] De acuerdo con una realizacién, el mirceno polimérico se selecciona del grupo que consiste de 3-mirceno
polimérico (poli-B-mirceno), a-mirceno polimérico (poli-a-mirceno), copolimeros de mirceno y combinaciones de los
mismos.

[0047] Disolventes organicos polares adecuados para la obtencién de extractos incluyen alcoholes, éteres, ésteres,
amidas, aldehidos, cetonas, nitrilos y combinaciones de los mismos. Ejemplos particulares de disolventes organicos
polares son metanol, etanol, propanol, isopropanol, 1-butanol, 2-butanol, sec-butanol, t-butanol, 1-pentanol, 2-
pentanol, 3-pentanol, neopentanol, 3-metilo-1-butanol, 2-metilo-2-butanol, 2-metilo-2-butanol, etilenglicol, éter
monometilico de etilenglicol, éter dietilico, éter metiletilico, éter etilpropilico, éter metilpropilico, 1,2-dimetoxietano,
tetrahidrofurano, dihidrofurano, furano, pirano, dihidropirano, tetrahidropirano, acetato de metilo, acetato de etilo,
acetato de propilo, acetaldehido, metilformiato, etilformiato, propionato de etilo, propionato de metilo, diclorometano,
cloroformo, dimetilformamida, acetamida, dimetilacetamida, N-metilpirrolidona, acetona, etilmetilcetona, dietilcetona,
acetonitrilo, propionitrilo y combinaciones de los mismos.

[0048] Los disolventes no polares adecuados para llevar a cabo la invencién incluyen hidrocarburos alifaticos
aciclicos o ciclicos, saturados o insaturados e hidrocarburos aromaticos, por ejemplo, alcanos C5-C10, cicloalcanos
C5-C10, hidrocarburos aromaticos C6-C14, y combinaciones de los mismos. Cada uno de los anteriores puede estar
opcionalmente sustituido con uno o mas halégenos, por ejemplo, perfluoroalcanos C7-C14. Ejemplos particulares de
disolventes organicos no polares son pentanos, hexanos, heptanos, octanos, nonanos, decanos, benceno, tolueno,
xileno e isomeros y mezclas de los mismos.
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[0049] La goma de masilla se puede obtener de una especie de Pistacia seleccionada de entre el grupo que
consiste en P. lentiscus, P. atlantica, P. palestina, P. saportae, P. terebinthus, P. vera y P. integerrima.

[0050] EI mirceno polimérico puede tener un grado de polimerizacion en el intervalo de al menos aproximadamente
6 a aproximadamente 1800.

[0051] Debe entenderse que la composicion puede comprender diferentes fracciones de peso molecular de
mirceno polimérico, por ejemplo en el intervalo de al menos aproximadamente 800 a aproximadamente 100.000, o
varias combinaciones de los mismos. En un ejemplo particular, el mirceno polimérico puede tener un indice de
polidispersidad inferior a 5.

[0052] El mirceno polimérico utilizado de acuerdo con algunos de los usos de la invencién puede ser el producto de
una sintesis quimica. La sintesis quimica puede comprender el uso de mirceno monomérico como sustrato. El
sustrato puede ser 3-mirceno. El sustrato 3-mirceno” puede derivarse de una planta.

[0053] La composicion puede comprender menos de aproximadamente 10% (en peso), y mas preferiblemente,
menos de aproximadamente 5% (en peso), de compuestos de terpeno que son solubles en un disolvente organico
polar e insoluble en un disolvente organico no polar. La composicién puede estar sustancialmente desprovista de
compuestos terpénicos que son solubles en un disolvente organico polar e insoluble en un disolvente organico no
polar. La composiciéon puede comprender menos de aproximadamente 10% (p / p), y mas preferiblemente, menos de
aproximadamente 5% (p / p) de compuestos terpénicos monoméricos. La composicién puede estar sustancialmente
desprovista de monémeros de mirceno.

[0054] Tal como se indica en el presente documento, los compuestos terpénicos incluyen formas mondémeras y
oligbmeras de compuestos terpénicos, incluidos los clasificados como monoterpenos, diterpenos, triterpenos,
sequiterpenes y tetraterpenos, incluyendo sus forma de acido, aldehido y alcohol. En una realizacién particular, la
composicion comprende menos de aproximadamente 10% (en peso), y mas preferiblemente, menos de
aproximadamente 5% (en peso), de un compuesto de monoterpeno seleccionado de entre el grupo que consiste en:
-mirceno, a-mirceno, cis-a-ocimeno, dihidromirceno, limoneno, a-pineno, 3-pineno, y combinaciones de los mismos.

[0055] La fraccién aislada de mirceno polimérico puede ser derivado de una planta y la composiciéon puede estar
sustancialmente desprovista de mondmeros de mirceno y formas oligoméricas de mirceno que tienen un grado de
polimerizacién de menos de aproximadamente 6. La fraccién aislada de mirceno polimérico puede derivarse de una
planta y la composicion puede estar sustancialmente desprovista de compuestos terpénicos que sean solubles en al
menos un disolvente organico polar e insoluble en al menos un disolvente organico no polar.

[0056] Un vehiculo farmacéuticamente aceptable puede comprender un vehiculo hidréfobo. El vehiculo hidrofébico
farmacéuticamente aceptable puede comprender al menos un aceite. El aceite puede seleccionarse del grupo que
consiste en un aceite mineral, un aceite vegetal y combinaciones de los mismos. En una realizacién particular, el
aceite vegetal se selecciona del grupo que consiste en aceite de almendra, aceite de canola, aceite de coco, aceite
de maiz, aceite de semilla de algodon, aceite de semilla de uva, aceite de cacahuete de aceite de oliva, aceite de
azafran, aceite de sésamo, aceite de soja y combinaciones de los mismos. El aceite mineral puede ser aceite
mineral ligero. El vehiculo hidr6fobo puede comprender al menos una cera. El vehiculo hidréfobo puede comprender
una combinacion de al menos un aceite y al menos una cera.

[0057] La composicién puede estar en una forma seleccionada del grupo que consiste de una capsula, una tableta,
un liposoma, un supositorio, una suspension, una pomada, una crema, una locién, una solucién, una emulsion, una
pelicula, un cemento, un polvo, un pegamento, un aerosol y un aerosol.

[0058] La composicién puede ser una composicion farmacéutica. La composicion puede estar en una forma
adecuada para la administracion cosmética o dermatoldgica.

[0059] La etapa de administrar o poner en contacto células comprende el uso de un articulo de fabricacion, en el que
la composicién esta dispuesta en o dentro del articulo de fabricacién. La composicion puede estar dispuesta sobre el
articulo de fabricacion en forma de revestimiento. El articulo de fabricacion puede comprender un recipiente, en el
gue la composicién esta dispuesta dentro del recipiente. El articulo de fabricacion puede seleccionarse del grupo
que consiste en un articulo de tela, un pafial, un aposito para heridas, un dispositivo médico, una aguja o una
pluralidad de agujas, una microaguja o una pluralidad de microagujas, un dispositivo de inyeccion y un dispensador
de pulverizacion. El articulo de fabricaciéon puede comprender una pluralidad de microagujas. El dispositivo médico
puede seleccionarse del grupo que consiste en una protesis, un érgano artificial 0 un componente del mismo, una
vélvula, un catéter, un tubo, un stent, una membrana artificial, un marcapasos, un sensor, un endoscopio, un
dispositivo de formacion de imagenes, una bomba, un alambre y un implante. El implante puede seleccionarse del
grupo que consiste en un implante cardiaco, implante coclear, implante corneal, implante craneal, implante dental,
implante maxilofacial, implante de érgano, implante ortopédico, implante vascular, implante intraarticular e implante
mamario.
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[0060] Se ha de entender expresamente que el alcance de la presente invencion abarca formas mas cortas y mas
largas de mirceno polimérico, incluyendo las formas sintéticas y semi-sintéticas, incluyendo copolimeros de mirceno,
y derivados sustituidos con varias funcionalidades, y conjugados con moléculas adicionales, como se conoce en la
técnica, con la estipulacion de que estas variantes y modificaciones preservan la capacidad terapéutica del mirceno
polimérico en el contexto de los métodos de la presente invencion.

[0061] Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién quedaran claras a partir de la siguiente
descripcion y los dibujos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0062]

Figura 1 muestra la cromatografia de exclusién de un extracto de resina de masilla usando SEDEX y detectores
PDA.

Figura 2 muestran fracciones de peso molecular bajas (Fig. 2A) y pesadas (Fig. 2B) de un extracto de resina de
masilla obtenidas por cromatografia de exclusion por tamafio preparativa.

Figura 3 muestra el espectro *H-RMN de la fraccion de MW pesada obtenida por SEC preparativa de un extracto
de resina de masilla.

Figura 4 muestra el espectro de '313C-RMN de la fraccion MW pesada obtenida por cromatografia de exclusion
de tamafio preparativa de un extracto de resina de masilla.

Figura 5 muestra la cromatografia analitica de exclusion de tamafio de productos altos (Fig. 5A) y bajos (Fig. 5B)
obtenidos en un proceso de sintesis quimica para mirceno polimérico.

Figura 6 muestra el espectro *H-RMN del 1,4-poli B-mirceno sintetizado.
Figura 7 muestra el espectro de 313C-RMN de 1,4-poli B-mirceno sintetizado.

Figura 8 muestra los efectos de RPh-1 en células ARPE-19. Fig. 8A, cultivos de control tratado con vehiculo de
aceite; Fig. 8B, cultivos de ensayo 48 horas después de RPh-1 (0,1%; 1 mg/ml) y la administracién de
incubacién; Fig. 8C, cultivos de ensayo 48 horas después de la RPh-1 (0,25%; 2,5 mg/ml) y la administracion de
incubacién; Fig. 8D cultivos de ensayo 72 horas después de RPh-1 (0,25%;/ml 2,5 mg) y la administracion de
incubacién.

La Figura 9 muestra el andlisis de inmunofluorescencia de las células ARPE-19 diferenciadas antes (paneles de
la izquierda) y después (derecha) 72 horas de incubaciéon con RPh-1, lo que indica la expresion de la tubulina,
beta 3 (TUBB3), proteina asociada a citoesqueleto regulado por actividad (Arco/Arg3.1) y pentraxina neuronal Il
(NPTX2) después del tratamiento.

Figura 10 muestra el efecto de RPh-1 sobre la proliferacion celular ARPE-19 tal como se comprueba por un
ensayo para evaluar el contenido de proteina total.

Figura 11 muestra células ARPE-19 de diversos grados de diferenciacion. Fig. 11A, grado de diferenciacion 3;
Fig. 11B, grado de diferenciacion 4; Fig. 11C, grado de diferenciacion 5.

Figura 12 muestra el efecto de RPh-1 en células de melanoma humano. Fig. 12A, células de control tratadas con
vehiculo de aceite; Fig. 12B, células tratadas con RPh-1 (5 uL) después de 48 horas de incubacién, Fig. 12C,
células tratadas con RPh-1 (2 pL) después de 48 horas de incubacioén; Fig. 12D, células tratadas con RPh-1 (5
pL) después de 72 horas de incubacion.

Figura 13 muestra los efectos de mirceno polimérico quimicamente sintetizado en las células RPh-1. Fig. 13A,
diferenciacion inducida con fraccion 18,1; Fig. 13B, diferenciacion inducida con Fraccién 18,2.

Figura 14 muestra la regeneracion de la piel en un perro macho Golden Retriever envejecido aquejado de una
lesion cutdnea asociada con la alopecia después del tratamiento con RPh-1. Fig. 14A, antes del tratamiento; Fig.
14B, después de 2 semanas de tratamiento.

Figura 15 muestra el efecto de RPh-1 en la curacién de heridas de heridas sufridas en ratones experimentales
como se indica por el tamafio de la herida (mm?) en diversos puntos temporales después de infligir heridas en
ratones tratados con RPh-1 por inyeccién SC (Grupo A, barras grises), por via topica (Grupo B, barras negras) y
en ratones tratados con vehiculo solo (Grupo C, barras abiertas).
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Figura 16 muestra el efecto de RPh-1 en la recuperacion de la hipoperfusion cerebral en un modelo de rata
demencial vascular, tal como se evalué mediante el ensayo de laberinto de agua de Morris.

El rendimiento de los animales tratados con RPH-1 (grupo A; barras rayadas), animales tratados con vehiculo
(grupo B; bares con bandas horizontales) y en animales de control de simulacro (barras llenas) se ensayaron
para determinar la frecuencia en la ubicacion de la plataforma (Fig. 16A); el tiempo empleado en el area de la
plataforma (Fig. 16B.); latencia para encontrar la plataforma (Fig. 16C.); frecuencia en la zona 1 (Fig. 16D.); el
tiempo empleado en parte la luz (Fig. 16E.); latencia para encontrar la plataforma (Fig. 16F.); y la velocidad (Fig.
16G).

Figura 17 muestra el efecto de RPh-1 sobre la ganancia de peso.

Figura 17A muestra el aumento de peso en los animales después de la hipoperfusién cerebral en un modelo de
rata de la demencia vascular. El peso de los animales del grupo B (tratados con RPh-1; simbolos de triangulo) se
esta recuperando significativamente mas rapidamente que los animales del grupo A (tratados con vehiculo;
simbolos cuadrados).

Figura 17B muestra el aumento de peso de los ratones obesos (ob/ob) después del tratamiento con RPh-1, ya
sea por administracion subcutanea (Grupo A; simbolos de diamantes) o por administracién topica (Grupo B;
simbolos cuadrados), o el tratamiento con vehiculo solo (Grupo C; simbolos triangulo). Los ratones de los grupos
B y C ganaron un 10,2% y 9,1%, respectivamente. La tasa de ganancia de peso corporal en todos los grupos
expresados por las laderas era similar (p = 0,07 (A vs. B), 0,08 (Avs. C)y 0,43 (B vs. C).

Figura 18 muestra el efecto de RPh-1 en la recuperacion de la oclusién transitoria de la arteria cerebral media
(tMCAOQ) en un modelo de carrera de la rata.

Fig. 18A muestra la calificacién neuro-muscular (Neuroscore) en varios puntos de tiempo en dias (d) como se
indica, después de MCAO en ratas tratadas con RPh-1 (Grupo A) o con vehiculo (Grupo B). Se observaron
diferencias significativas sélo en el Grupo A, entre el dia 8 y el dia 14, y entre el dia 8 y el dia 28.

Fig. 18B muestra los resultados de la prueba de paso a paso en varios puntos de tiempo después de MCAO en
ratas tratadas con RPh-1 (Grupo A; barras negras) o con vehiculo (Grupo B; barras abiertas) de tratamiento. Se
encontraron diferencias significativas entre los dos grupos sélo en el dia 28.

Fig. 18C muestra los resultados de la prueba de eliminaciéon de adhesivo en varios puntos de tiempo en dias (d)
como se indica, después de MCAO en ratas tratadas con RPh-1 (Grupo A) o con vehiculo (Grupo B). Se
observaron diferencias significativas sélo en el Grupo A, entre el dia 2 y los otros dias.

Figura 19 muestra el nimero medio de células ganglionares retinianas (RGC) supervivientes tras axotomia del
nervio éptico en ratas tratadas con control y RPh-1.

Figura 20 muestra el analisis Western blot de la expresion de SEMA3 (Fig. 20A) y la caspasa-3 (Fig. 20B) en
desprendimiento de retina (DR) y retinas no lesionadas (control) de animales tratados con RPh-1 o vehiculo tras
desprendimiento de retina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0063] La presente invencién proporciona composiciones que tienen propiedades neuroprotectoras y neuro-
regenerativas que son Utiles para tratar una variedad de enfermedades y trastornos neurologicos. Mas
especificamente, las composiciones que comprenden fracciones aisladas extraidas de la goma de masilla estan
ahora reveladas a tener actividades neuroprotectoras y se pueden utilizar para promover la diferenciacion y
maduracion de los tipos de células neuronales y otros tipos de células.

[0064] Ademas, se ha encontrado que mirceno polimérico es un componente principal de tales extractos de goma de
masilla. La sintesis quimica y la prueba biolégica de mirceno polimérico ha confirmado que este compuesto presenta
las actividades biol6gicas neuroprotectoras y neuro-regenerativas antes mencionadas. Por otra parte, estos
resultados son muy inesperados a la luz de la técnica anterior que ensefia que la fraccién polimérica obtenida a
partir de la masilla no tiene ningun beneficio terapéutico, y de hecho obstaculiza ciertas actividades biolégicas
atribuidas a las preparaciones de masilla cruda y extractos de masilla.

[0065] Se da a conocer en el presente documento por primera vez que, debido a sus diversas actividades en la
estimulacion e induccién de la regeneracion de células, la fraccion aislada de la goma de masilla como se describe
en el presente documento se puede emplear como ingrediente activo en una composicion farmacéutica para un
numero de indicaciones terapéuticas relacionadas con la alteracién de la funciéon neuroldgica, y las condiciones que
requieren la reparacion de tejidos. Tras el contacto con células de sujetos tanto humanos como no humanos, la
composicion induce la diferenciacion celular en una amplia gama de tejidos, compartimentos de células y linajes
celulares, incluyendo la piel, el endotelio, las membranas mucosas, huesos, tendones y cartilagos. Ademas, la
actividad de diferenciacion celular de la composicién farmacéutica puede explotarse para promover in vivo la
incorporacion de los dispositivos médicos, implantes y trasplantes de érganos.

Definiciones
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[0066] Tal como se usa en el presente documento, los términos "masilla”, "resina de masilla", "goma de masilla" y
"goma de masilla", se utilizan indistintamente para referirse a una resina de arbol (también conocida como una
oleorresina) obtenida como un exudado de cualquier arbol clasificado en la familia de anacardiaceae. Los arboles
del género Pistacia, mas notablemente Pistacia lentiscus L., y en particular, el P. lentiscus L. cv. Chia cultivar
(cultivado en la isla griega de Quios), se conocen por su alto rendimiento de masilla. Otras variedades incluyen P.
lentiscus L. var. emarginata Engl., y P. lentiscus L. var. latifolia Coss. Otras especies de Pistacia incluyen, por
ejemplo, P. atlantica, P. palestina, P. saportae, P. terebinthus, P. vera y P. integerrima.

[0067] Tal como se utiliza aqui, el término "polimero" se refiere a un compuesto 0 una mezcla de compuestos, que
comprende subunidades de repeticién (también denominadas monémeros) de la misma estructura quimica, en el
gue los mondémeros estan en conexién covalente. Un ejemplo de un monédmero a partir del cual se puede formar un
polimero es un terpeno, por ejemplo un monoterpeno tal como mirceno. Los polimeros pueden tener diferentes
grados de polimerizacién y por lo tanto abarcan formas poliméricas de diversa longitud de cadena. Polimeros
incluyen homopolimeros y heteropolimeros (también conocidos como copolimeros), y pueden tener diversas
configuraciones isoméricas y diastereoisbmeras.

[0068] Tal como se usa en el presente documento, los términos "mirceno polimérico" y "polimirceno" de forma
intercambiable se refieren a un polimero formado a partir de monémeros de mirceno. Mirceno y polimero abarcan
formas poliméricas que tienen diversos grados de polimerizacion y preferiblemente polimeros de mirceno que tienen
un grado de polimerizacion de al menos 6. Mirceno polimérico para uso de acuerdo con la invencién incluye sin
limitaciéon, B-mirceno polimérico (poli-B-mirceno), a-mirceno polimérico (poli-a-mirceno), homopolimeros de los
mismos, heteropolimeros (también conocidos como copolimeros) que comprenden monémeros de mirceno en
conexion covalente directa o indirecta con monémeros heterélogos, isbmeros trans- y cis- de los mismos, D- y L-
enantiomeros de los mismos, 0 combinaciones de los mismos. Mirceno polimérico puede obtenerse en forma aislada
de una fuente vegetal, en particular de la masilla, o puede ser el producto de una reaccion de sintesis quimica.

[0069] Tal como se utiliza aqui, el término "una fraccién aislada de la goma de masilla" se refiere a una fraccion
obtenida después de la extraccién de masilla de goma en al menos un disolvente organico polar o no polar, o
combinaciones de los mismos. La fraccion aislada para uso de acuerdo con la invencion es generalmente soluble en
uno o ambos de los disolventes organicos polares y no polares.

[0070] Tal como se utiliza aqui, el término "una fraccién aislada de mirceno polimérico" se refiere a una preparacion
de mirceno polimérico que tiene un peso molecular definido o rango de peso molecular, que esta separado lejos de
otros componentes quimicos presentes en la fuente de la que el polimero mirceno se aislg, en particular, una mezcla
de reaccion quimica o un extracto de la planta.

[0071] Tal como se utiliza aqui, el término "grado de pureza" se refiere al contenido de un compuesto quimico
especificado en una preparacion, expresado como porcentaje en una base de peso por peso del compuesto quimico
especificado en relacion con otros compuestos quimicos en la preparacion.

[0072] Como se usa en este documento, "homopolimero" se refiere a un polimero que se produce a partir de un
Unico tipo de mondémero. Por ejemplo, mirceno polimérico es un homopolimero cuando se produce solamente a
partir de monémeros de mirceno, por ejemplo B-mirceno. Un homopolimero también puede ser una mezcla de
polimeros producidos a partir del mismo monémero, pero que tiene un grado variable de polimerizacion es decir,
longitud de la cadena. En consecuencia, mirceno polimérico puede comprender una diversidad de compuestos de
diferentes longitudes de cadena y diferentes pesos moleculares. Ademas, un homopolimero puede contener
monomeros que tienen diferentes configuraciones isoméricas, por ejemplo, -mirceno” y a-mirceno.

[0073] Como se usa en este documento, "heteropolimero” y "copolimero" se refieren a un polimero producido a
partir de mas de un tipo de mondmero. Asi, por ejemplo, un copolimero de mirceno se produce a partir de
mondémeros de mirceno, ademas de un tipo de mondmero heterdélogo que no es mirceno. Los copolimeros incluyen
copolimeros alternantes, copolimeros de periddicos, copolimeros aleatorios, copolimeros de bloque y copolimeros
estadisticos, como se conoce en la técnica.

[0074] Como se usa en este documento, "grado de polimerizacion." se refiere al nimero de monémeros o unidades
monoméricas que estan asociadas covalentemente para formar un polimero, por ejemplo, el nimero de monémeros
de mirceno en un compuesto de mirceno polimérico.

[0075] Como se usa en este documento, "peso molecular promedio en peso" se refiere al peso molecular de

promedio de un polimero que tiene moléculas de diferentes longitudes de cadena, tal como se expresa por la
ecuacion:
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donde Nies el numero de moléculas de peso molecular Mi. El peso molecular promedio en peso puede determinarse
por ejemplo, por dispersion de luz, dispersién de neutrones de angulo pequefio, dispersion de rayos X, y velocidad
de sedimentacion.

[0076] Como se usa en este documento, "peso molecular promedio en niumero" se refiere al peso molecular de
promedio de un polimero que tiene moléculas de diferentes longitudes de cadena, tal como se expresa por la
ecuacion:

lm_fn — ZE N : J} fl
> Vi

donde Ni es el numero de moléculas de peso molecular Mi. El peso molecular promedio en numero puede
determinarse por ejemplo, mediante cromatografia de permeacion en gel (también conocida como cromatografia de
exclusién de tamafio) o viscosimetria.

[0077] Los términos "indice de polidispersidad” y "distribucion molecular" se usan en este documento indistintamente
para referirse a la relacion del peso molecular de promedio en peso al peso molecular promedio en nimero.

[0078] Tal como se usa en este documento, "compuestos de terpeno” se refiere a hidrocarburos que contienen
isopreno y compuestos relacionados que contencidon oxigeno tales como alcoholes, aldehidos o cetonas
(terpenoides). La unidad de isopreno (CH2=C(CHzs)-CH=CH) es el bloque de construccion béasico de este tipo de
compuestos. Hidrocarburos terpénicos en general, tienen la formula molecular (CsHs)n, e incluyen monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos y que tienen, respectivamente, 2, 3, 4, 6 y 8 unidades de
isopreno. Los terpenos pueden ser clasificados como aciclico o ciclico.

[0079] Ejemplos de monoterpenos incluyen mirceno, limoneno y pineno, que son, respectivamente, ejemplos de
monoterpenos aciclicos, monociclicos y biciclicos. Ejemplos de sesquiterpenos incluyen nerolidol y farnesol.
Ejemplos de diterpenos incluyen el cafestol y el fitol. Los ejemplos de un tuterpeno y un tetraterpeno son escualeno y
caroteno, respectivamente.

[0080] Como se usa en este documento, "sustancialmente libre" significa que una composicién o preparacion
farmacéutica para su uso segin la invencién contiene generalmente menos de 3% de la sustancia mencionada,
preferiblemente menos de 1% y lo mas preferiblemente menos de 0,5%.

[0081] En la presente memoria, "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a aquella cantidad de un ingrediente
farmacéutico que induce sustancialmente, promueve o resulta en un efecto terapéutico deseado.

[0082] Tal como se usa en este documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un diluyente o
vehiculo que se utliza para mejorar las propiedades de suministro y/o farmacocinéticas de un ingrediente
farmacéutico con el que se formula, pero no tiene un efecto terapéutico propio, ni induce ni causa ningun efecto
indeseable o adverso o reaccion adversa en el sujeto.

[0083] Tal como se usa en este documento, "vehiculo hidréfobo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un
diluyente o vehiculo no polar hidroéfobo en el que se disuelve o suspende el mirceno polimérico.

[0084] Tal como se usa en este documento, "la diferenciacion celular" se refiere al proceso en el que una célula
menos especializada se convierte en una célula mas especializada. La diferenciacion celular se puede establecer
sobre la base de los cambios en cualquiera de una serie de caracteristicas celulares, incluyendo pero no limitado a
tamafio, forma, aspecto organulo, potencial de membrana, actividad metabdlica y capacidad de respuesta a las
sefiales. Un "grado" particular, se puede administrar a un tipo celular para describir el grado de diferenciacion.

[0085] Tal como se usa en este documento, "funcién neuroldgica alterada” se refiere a una disminucion en al menos
una de la funcién sensorial, cognitiva o motora, en comparacion con un nivel anterior de la funcién o actividad, y/o en
comparacion con los sujetos no alterados de acuerdo con criterios aceptados.

[0086] Los valores numéricos indicados en la presente memoria han de entenderse como el valor declarado +/-
10%.

Fracciones aisladas de la goma de masilla y mirceno polimérico
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[0087] La presente invencion emplea fracciones aisladas que comprenden mirceno polimérico. La fraccion puede ser
de una fuente vegetal, en particular la goma de masilla, o puede ser el producto de una sintesis quimica. Mirceno
polimérico para uso en la invencién es un compuesto de polimero, o una mezcla de polimeros de diferentes pesos
moleculares, que se forman a partir de subunidades de mirceno. Fuentes vegetales adecuadas de mirceno
polimérico incluyen las clasificadas ya sea en la familia anacardiaceae o una familia de plantas diferentes. Las
especies de plantas de las que se puede obtener un producto de mirceno polimérico incluyen, sin limitacién, las de
los géneros Pistacia, Pinus, Picea, Juniperus, Alsies, Larix, Ocimum, Laurus y Lavandula. Especies Utiles de Pistacia
incluyen, sin limitacién, P. lentiscus, P. atlantica, P. palestina, P. saportae, P. terebinthus, P. vera y P. integerrima. El
mirceno polimérico puede obtenerse de cualquier parte de la planta, incluyendo, por ejemplo, resina, hojas, ramas,
frutos y semillas. Una fraccion aislada de mirceno polimérico puede obtenerse mas convenientemente a partir de la
goma de masilla, aunque se pueden usar otras partes y productos vegetales. Varios métodos para la obtencién y
caracterizacion de una fraccion aislada que comprende mirceno polimérico de la goma de masilla se ejemplifican en
los Ejemplos 1y 2 de este documento. Preparaciones comerciales de masilla estan disponibles, por ejemplo, de la
Asociacion de Productores de Masilla de Goma de Quios, o de G. Baldwin & Co., Reino Unido

[0088] Alternativamente, mirceno polimérico se puede producir quimicamente como un equivalente sintético de un
polimero de origen natural, tal como cis-1,4-poli-mirceno, o puede ser un polimero mirceno que se produce en la
naturaleza, tal como polimérico a-mirceno. La invenciéon no se limita al proceso mediante el cual se produce el
mirceno polimérico o si es natural, sintético o semi-sintético.

[0089] Se prevé que el mirceno polimérico puede ser un producto sintético, producido por un proceso quimico
utilizando como sustrato una forma monomérica del mirceno monoterpeno. El sustrato de mirceno monomeérico
puede aislarse de una planta, o puede ser quimicamente o enzimaticamente convertido de un terpeno precursor,
como se conoce en la técnica. Por ejemplo, B-mirceno monomérico aislado de una fuente de la planta se puede
polimerizar posteriormente a -mirceno polimérico por un proceso quimico. Cuando el sustrato mirceno se deriva de
una fuente natural, el producto resultante puede ser denominado como un producto semi-sintético. Procesos
guimicos para la polimerizacién de B-mirceno se describen por ejemplo en la Patente de Estados Unidos n°
4.564.718.; 5.759.569; 7.232.872 y 7.214.750, y en Newmark et al (1988) J. Polymer Sci. 26, 71-77 (1988) y en
Cawse et al (1986) Journal of Applied Polymer Science, Vo I. 31, 1963-1975.

[0090] Un proceso de sintesis quimica adecuada emplea una reaccion de polimerizaciéon anidnica, por ejemplo, la
que comprende el uso de al menos un disolvente alcano o cicloalcano y al menos un metal de alcalino alquilo. Por
ejemplo, el metal alcalino alquilo puede ser de litio de butilo, y el disolvente alcano puede ser hexano, o el disolvente
puede ser cicloalcano ciclohexano. El disolvente de alcano y el iniciador de metal alcalino alquilo pueden estar
presentes en la mezcla de reaccion en una proporcion de al menos 20:1. La reaccion polimerizacién aniénica puede
ser terminada por un compuesto tal como agua, alcohol, oxigeno molecular y diéxido de carbono.

[0091] EI procedimiento de sintesis para el 1,4-poliB-mirceno descrito en esta memoria (Ejemplo 3) es
particularmente adecuado para mantenimiento que contiene las diversas actividades bioldgicas del polimero, tales
como la promocion de la diferenciacion celular. Se sabe que 3-mirceno monomérico se produce en una variedad de
plantas, incluyendo arboles de los géneros Pinus, Picea, Juniperus, Alsies y Larix, y flores de los géneros
Antirrhinum, Boswelli, Citrus y Gynura.

[0092] Una fraccién aislada de mirceno polimérico puede obtenerse como el producto purificado de una reaccion de
sintesis quimica, como se ejemplifica en el Ejemplo 3 en el presente documento. Mirceno polimérico quimicamente
sintetizado puede ser aislado de sustrato sin reaccionar y otros reactivos, analizados y fraccionados adicionalmente
segun el peso molecular usando métodos de andlisis y de separacidn como se conocen en la técnica. Tales
métodos incluyen los que separan las moléculas sobre la base del tamafio, carga o hidrofobicidad, incluyendo, por
ejemplo, cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), cromatografia liquida de alta presion (HPLC), cromatografia
de gas-liquido (GLC) y combinaciones de las mismas.

[0093] Los métodos de analisis para la determinacion de la estructura quimica precisa del polimero obtenido
incluyen la resonancia magnética nuclear (por ejemplo 'HNMR y 3CNMR), viscosimetria, diversos métodos de
espectrometria de masas (por ejemplo MALDI-TOF), métodos de combinacion tales como cromatografia liquida-
espectrometria de masas (CL-EM)), técnicas de dispersion de luz, tales como por ejemplo Multi Angle Laser Light
Scattering (MALLS), el andlisis de carbono total, espectrofotometria UV-VIS, IR y espectrometria de FT-IR y otros
métodos como se conocen en la técnica. Los mismos métodos y enfoques pueden ser utilizados para purificar y
caracterizar mirceno polimérico a partir de plantas, como se muestra en el presente documento en el Ejemplo 2.

[0094] Una fraccion de mirceno polimérico que es un producto de una sintesis quimica debe ser sustancialmente
desprovista de monémeros de mirceno y formas oligoméricas de mirceno que tienen un grado de polimerizacion de
menos de aproximadamente 6. También se prefiere que el producto aislado sea sustancialmente desprovisto de
compuestos de terpeno monoméricos que son solubles en disolventes organicos polares.

[0095] Métodos similares se pueden utilizar para la obtencion de fracciones aisladas de la goma de masilla y las
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fracciones aisladas de mirceno polimérico, cuando el mirceno polimérico se deriva de una fuente de planta, tales
como la goma de masilla. A modo de descripcién general, el material vegetal recolectado, por ejemplo la goma de
masilla, se combina en un recipiente adecuado con un disolvente adecuado, normalmente un disolvente polar. Los
disolventes polares adecuados incluyen, por ejemplo, alcoholes, éteres, ésteres, amidas, aldehidos, cetonas, nitrilos
y combinaciones de los mismos. Ejemplos particulares de disolventes organicos polares son metanol, etanol,
propanol, isopropanol, 1-butanol, 2-butanol, sec-butanol, t-butanol, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, neopentanol,
3-metilo 1-butanol, 2-metilo-1-butanol, 3-metilo-2-butanol, 2-metilo-2-butanol, etilenglicol, éter monometilico de
etilenglicol, éter dietilico, éter metilo, éter etilpropilo, éter metilpropilo, 1,2-dimetoxietano, tetrahidrofurano,
dihidrofurano, furano, pirano, dihidropirano, tetrahidropirano, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo,
acetaldehido, metilformato, formiato de etilo, propionato de etilo, propionato de metilo, diclorometano, cloroformo,
dimetilformamida, acetamida, dimetilacetamida, N-metilpirrolidona, acetona, etilmetilcetona, dietilcetona, acetonitrilo,
propionitrilo, y combinaciones de los mismos.

[0096] La goma de masilla y el disolvente se combinan preferiblemente de modo que el disolvente es en gran
exceso, por ejemplo 10: 1 o 20: 1. La mezcla se puede agitar periddicamente o continuamente durante un periodo
que varia desde unos pocos minutos a varias horas. El disolvente puede ser decantado sin ningun tratamiento, o,
opcionalmente, la mezcla se puede someter primero a centrifugacion a baja velocidad, por ejemplo de 100 a 2000
rpm, como se conoce en la técnica. El material insoluble se recupera a partir del extracto y se afiade una parte
alicuota fresca de disolvente con el material insoluble, de manera que el proceso de extraccién y la disolucién se
repite para un namero de ciclos, a fin de obtener lo mas posible de los compuestos solubles en disolventes polares.
Después de la etapa de disolucion final, los extractos que contienen el material soluble en el disolvente polar se
combinan y se evapora el disolvente polar (por ejemplo mediante el uso de una evaporacién rotatoria como se
conoce en la técnica), con el fin de producir material soluble disolvente polar, que se puede denominar como un
extracto crudo o de "primer paso".

[0097] EI primer material de extracto de paso se combina con un disolvente organico no polar y se extrajo por
agitacion durante un periodo de 1 hora. Los disolventes no polares adecuados incluyen hidrocarburos alifaticos e
hidrocarburos aromaticos aciclicos o ciclicos, saturados o insaturados, por ejemplo, alcanos C5-C10, cicloalcanos
C5-C10, hidrocarburos aromaticos C6-C14, y combinaciones de los mismos. Cada uno de los anteriores puede estar
opcionalmente sustituido por uno o mas halégenos, por ejemplo, perfluoroalcanos C7-C14. Ejemplos particulares de
disolventes organicos no polares son pentanos, hexanos, heptanos, octanos, nonanos, decanos, ciclopentano,
ciclohexano, cicloheptano, benceno, tolueno, xileno, e isémeros y mezclas de los mismos.

[0098] El material restante insoluble o precipitante en presencia del disolvente no polar se retira y desecha. La
fraccion soluble en disolvente no polar se obtiene entonces por evaporacién del disolvente no polar (por ejemplo por
evaporacion rotatoria). Esta fracciéon denominarse extracto purificado o de "dos etapas", que corresponde a una
fraccion aislada de la goma de masilla que se caracteriza por el hecho de que es soluble tanto en un disolvente polar
como en un disolvente no polar, mientras que los materiales que son solubles en el disolvente polar pero insolubles
en el disolvente no polar, se han eliminado. Esta caracteristica distingue las fracciones aisladas para el uso segun la
invencion sobre los extractos de la técnica anterior de la goma de masilla, el Gltimo de los cuales generalmente
incluye una amplia variedad de compuestos que son solubles sélo en disolventes polares. De acuerdo con las
ensefianzas de la presente invencion, tales compuestos interfieren con las actividades bioldgicas beneficiosas de las
fracciones aisladas descritas en este documento.

[0099] El extracto de dos etapas puede secarse adicionalmente, por ejemplo mediante tratamiento de alto vacio (por
ejemplo, <0,01 mbar de hasta varios dias) para eliminar el disolvente residual y otros materiales volatiles, pesarse y
combinarse con un disolvente organico polar no adecuado u otro vehiculo para efectuar su disolucion. Como se
describe aqui en los Ejemplos 1 y 2, estas fracciones aisladas contienen mirceno polimérico. Las fracciones
obtenidas que contienen mirceno polimérico se pueden usar directamente o adicionalmente purificarse,
caracterizarse y/o fraccionarse usando medios conocidos en la técnica, como se especifica anteriormente.
[0100] Fracciones aisladas se pueden obtener por un procedimiento que comprende las etapas de:

(a) tratar la goma de masilla con un disolvente orgéanico polar;

(b) aislar una fraccion soluble en dicho disolvente organico polar;

(c) eliminar opcionalmente dicho disolvente organico polar;

(d) tratar la fraccién soluble obtenida en la etapa (b) o (c) con un disolvente organico no polar, (e) aislar una
fraccion soluble en dicho disolvente organico no polar; y

(f) retirar opcionalmente dicho disolvente organico no polar;

que las etapas (d) a (f) pueden preceder a los pasos (a) a (c).
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[0101] El procedimiento puede comprender ademas el tamafio de fraccionamiento de la fraccion soluble obtenida
después de la etapa (c) o la etapa (f), por ejemplo por cromatografia de exclusion de tamafio, o cualquier otro
método conocido en la técnica.

[0102] EIl procedimiento puede comprender ademas la eliminacion del disolvente después de que cualquiera o
ambas de las etapas (c) o (f). La eliminacién del disolvente puede llevarse a cabo por cualquier medio conocido en la
técnica, por ejemplo evaporacion rotativa, la aplicacion de alto vacio y una combinacion de los mismos. Las etapas
(@) a (c) pueden llevarse a cabo antes de las etapas (d) a (f), o viceversa. El disolvente organico polar puede
comprender etanol y el disolvente organico no polar comprende hexano. Como se entiende facilmente por un
experto en la técnica, las etapas (a) a (c) y las etapas (d) a (f) se pueden llevar a cabo de forma independiente por
un numero de ciclos para optimizar el proceso de extraccion y el grado de purificacion del producto.

[0103] Para la preparacion de una composicion para uso terapéutico, los vehiculos adecuados se pueden usar, tales
como vehiculos hidréfobos incluidos los aceites farmacéuticamente aceptables, opcionalmente en combinacion con
ceras, como se describe en el presente documento.

[0104] Las composiciones que comprenden las fracciones aisladas a partir de la goma de masilla como se describe
aqui, deben comprender menos de aproximadamente 20% (en peso) de los compuestos de terpeno monémeros y
oligébmeros que son solubles en el disolvente organico polar y que son sustancialmente insolubles en el disolvente
organico no polar, en el que los disolventes antes mencionados se refieren a los utilizados en la preparacion de la
fraccion. Mas preferiblemente, las fracciones aisladas comprenden menos de aproximadamente 5% (en peso) de
tales compuestos de terpeno. Incluso mas preferiblemente, las fracciones aisladas son sustancialmente desprovistas
de tales compuestos de terpeno. Los efectos inhibidores de las fracciones que comprenden tales compuestos de
bajo peso molecular en la actividad biolégica de mirceno polimérico se ejemplifican en este documento en el Ejemplo
8.

[0105] Una fraccion aislada que comprende mirceno polimérico puede derivarse de una planta y puede ser
sustancialmente desprovista de monémeros de mirceno y formas oligoméricas de mirceno que tienen un grado de
polimerizacion de menos de 6. Una fracciéon aislada que comprende mirceno polimérico puede derivarse de una
planta y puede ser sustancialmente desprovista de compuestos de terpeno que son solubles en un disolvente
organico polar, pero son sustancialmente insolubles en un disolvente organico no polar.

[0106] Se ha de entender que el mirceno polimérico puede no tener un peso molecular Unico, sino mas bien, una
distribucién de pesos moleculares, que representa una poblacion de moléculas de mirceno poliméricas de diferente
grado de longitud de cadena, es decir de polimerizacion.

[0107] No hay un limite superior particular sobre el peso molecular o el grado de polimerizacién del mirceno
polimérico. El grado de polimerizacién puede ser al menos aproximadamente 6. El grado de polimerizacion puede
ser al menos aproximadamente 10. El grado de polimerizacion puede ser al menos aproximadamente 25. El grado
de polimerizacion puede ser al menos aproximadamente 35. El mirceno polimérico puede tener un grado de
polimerizacién en el intervalo de al menos aproximadamente 6 a aproximadamente 1800. Los intervalos ejemplares
adecuados incluye aproximadamente 30 a aproximadamente 500, o aproximadamente 35 a aproximadamente 150.

[0108] ElI peso molecular promedio en numero del mirceno polimérico es preferiblemente al menos
aproximadamente 800. Mas preferiblemente, el peso molecular promedio en nimero es de al menos 1000, tal como
al menos 2000 o al menos 3000, y aun mas preferiblemente, el peso molecular promedio en nimero es al menos
aproximadamente 5000. el mirceno polimérico puede tener un peso molecular promedio en ndmero en el intervalo
de al menos aproximadamente 800 a aproximadamente 100.000. El peso molecular promedio en nimero puede ser
de un rango seleccionado de entre el grupo que consiste en: al menos aproximadamente 800 a aproximadamente
5.000; al menos aproximadamente 800 a aproximadamente 15.000; aproximadamente 5.000 a aproximadamente
15.000; aproximadamente 5.000 a aproximadamente 20.000; aproximadamente 15.000 a aproximadamente 30.000;
aproximadamente 25.000 a aproximadamente 40.000; aproximadamente 35.000 a aproximadamente 50.000;
aproximadamente 45.000 a aproximadamente 60.000; aproximadamente 55.000 a aproximadamente 70.000;
aproximadamente 65.000 a aproximadamente 80.000; aproximadamente 75.000 a aproximadamente 90.000;
aproximadamente 85.000 a aproximadamente 100.000; y sus combinaciones. El peso molecular promedio en
namero puede ser de al menos aproximadamente 5000. El mirceno polimérico puede tener un peso molecular
promedio en nimeros en el intervalo de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 20.000. Es de entenderse que
la composicion puede comprender diferentes fracciones de peso molecular de mirceno polimérico, por ejemplo en el
intervalo de al menos aproximadamente 5.000 a aproximadamente 20.000, asi como en el intervalo de
aproximadamente 25.000 a aproximadamente 40.000. El mirceno polimérico puede tener una distribucion molecular
de menos de 5.

[0109] La fraccion aislada puede consistir esencialmente de mirceno polimérico que tiene un peso molecular
promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 20.000.

[0110] EI peso molecular del producto polimérico se puede expresar de una variedad de maneras, por ejemplo, el
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peso molecular promedio en peso molecular promedio en peso 0 nimero, como se conoce en la técnica. El peso
molecular puede determinarse por cualquiera de una serie de medios, tales como la dispersién de la luz, multi
dispersion de luz laser de angulo (centros comerciales), pequefio angulo de dispersion de neutrones, dispersion de
rayos X, velocidad de sedimentacién, viscosimetria (ecuacion de Mark-Houwink), espectrometria de masas (por
ejemplo, MALDI-TOF) y cromatografia de permeacion en gel.

[0111] El mirceno polimérico puede existir como diferentes isbmeros geométricos, resultando de la disposicion de
los sustituyentes alrededor del doble enlace carbono-carbono. Tales isémeros se designan como cis o configuracion
trans- (también se hace referencia, respectivamente, como la Z o E de configuracion), en el que cis- (0 Z) representa
sustituyentes en el mismo lado del doble enlace carbono-carbono, y trans- ( 0 E) representa sustituyentes en lados
opuestos del doble enlace carbono-carbono. Los diversos isdmeros geométricos y mezclas de los mismos son Utiles
en la invencion.

[0112] EI producto mirceno polimérico puede contener uno o mas atomos de carbono asimétricos y por lo tanto
puede presentar isomeria y/o diastereoisomeria 6ptica. Todos los estereoisémeros y diastereoisomeros son Utiles en
la invencion, ya sea como un Unico isémero o como una mezcla de formas isoméricas estereoquimicas. Los diversos
estereoisomeros y diastereoisbmeros se pueden separar usando técnicas convencionales, por ejemplo
cromatografia o cristalizacion fraccionada. Alternativamente los isbmeros Opticos deseados se pueden preparar por
reaccion de los materiales de partida 6pticamente activos apropiados en condiciones que no causan racemizacion o
epimerizacion, o por derivatizacion, por ejemplo con un acido homoquiral seguido de separacion de los derivados
diastereoméricos por medios convencionales.

[0113] Las formas adecuadas de mirceno polimérico incluyen 3-mirceno polimérico (poli-B-mirceno), incluyendo 1,4-
poli-B-mirceno, 3,4-poli-B-mirceno, 1,2-poli-B-mirceno, cis-1,4-poli-B-mirceno, trans-1,4-poli-B-mirceno, a-mirceno
polimérico (poli-a-mirceno) o combinaciones de los mismos. El aislamiento y la caracterizacion de 1,4-poli-B-mirceno
de masilla se describen por ejemplo en Van der Berg et al (1998) Tetrahedron Lett 3: 2645-2648.

[0114] El mirceno polimérico puede tener una conformacion lineal, una conformacién ramificada o una conformacion
ciclica.

[0115] La fraccién aislada de mirceno polimérico Util de acuerdo con la invencion tiene un grado de pureza de al
menos 90%, tal como al menos 93%, o al menos 95%, o al menos 97%, o al menos 98% o al menos 99%. Como se
entiende en la técnica, se desea un grado de pureza tan alto como sea posible inter alia para garantizar el
cumplimiento con requisitos de agencia reguladora de la salud. Se ha de entender sin embargo, que la fraccién de
mirceno polimérico puede contener especies poliméricas de mirceno que tienen diversos pesos moleculares, tales
como dentro de un rango estrecho o amplio definido, sin reducir el grado especifico de pureza. Ademas, la fraccién
aislada de mirceno polimérico puede contener diferentes isémeros estructurales como se describe anteriormente de
mirceno polimérico sin reducir el grado especifico de pureza. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede
comprender al menos 90% (en peso) de cis-1,4-poli-B-mirceno. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede
comprender una mezcla de cis-1,4-poli-B-mirceno y trans-1,4-poli-B-mirceno, en el que la mezcla comprende al
menos 80% (en peso) de cis-1,4-poli-B-mirceno. La fracciéon aislada de mirceno polimérico puede comprender al
menos 90% (en peso) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en numero de al menos 800.
El peso molecular promedio en nimero puede ser al menos 1,000 . El peso molecular de promedio puede ser de al
menos 2000. El peso molecular de promedio en nimero puede ser de al menos 3,000. El peso molecular promedio
en namero puede ser de al menos 5000. El peso molecular promedio en nimero puede ser de al menos 10.000. La
fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos 90% (en peso) de cis-1,4-poli-B-mirceno que
tiene un peso molecular de promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 800 a aproximadamente 5000.
La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos 90% (en peso) de cis-1,4-poli-B-mirceno que
tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 10.000.
La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos 90% (en peso) de cis-1,4-poli-B-mirceno que
tiene un peso molecular de promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 10.000 a aproximadamente
20.000. La fraccion aislada de mirceno polimérico ne puede comprender al menos 90% (en peso) de cis-1,4-poli-B-
mirceno que tiene un peso molecular de promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 5.000 a
aproximadamente 20.000. La fraccion aislada del mirceno polimérico puede consistir esencialmente en cis-1,4-poli-
B-mirceno que tiene un peso molecular de promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 5.000 a
aproximadamente 20.000.

[0116] La fraccion aislada de mirceno polimérico puede tener un grado de pureza de al menos 90%, y el mirceno
polimérico tiene un grado de polimerizacién de al menos 10.

[0117] La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos 90% (en peso) de cis-1,4-poli-B-
mirceno que tiene un peso molecular de promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 20.000 a
aproximadamente 30.000. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos 90% (en peso) de
cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular de promedio en ndmero en el intervalo de aproximadamente
30.000 a aproximadamente 50.000. La fraccién aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos 90% (en
peso) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular de promedio en numero en el intervalo de
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aproximadamente 50.000 a aproximadamente 80.000.

[0118] La fraccion aislada de mirceno polimérico se puede purificar sustancialmente de compuestos de terpeno que
son solubles en un disolvente organico polar pero sustancialmente insoluble en un disolvente organico no polar. En
particular, la composicion debe comprender menos de aproximadamente 10% (en peso), y mas preferiblemente,
menos de aproximadamente 5% (en peso), y mas preferiblemente, menos de aproximadamente 3% (en peso), de
compuestos de terpeno que son solubles en un disolvente organico polar, pero sustancialmente insolubles en un
disolvente organico no polar. La composicion puede star sustancialmente desprovista de compuestos de terpeno
que son solubles en un disolvente organico polar, pero insoluble en un disolvente organico no polar. La composicién
puede comprender menos de aproximadamente 10% (en peso), y mas preferiblemente menos de aproximadamente
5% (en peso), y mas preferiblemente, menos de aproximadamente 3% (en peso), de compuestos de terpeno
monoméricos. La composicidon puede estar sustancialmente desprovista de mondmeros de mirceno y formas
oligoméricas de mirceno que tienen un grado de polimerizacion de menos de aproximadamente 5. La composicién
puede comprender menos de aproximadamente 10% (en peso), y mas preferiblemente, menos de aproximadamente
5% (en peso), y mas preferiblemente, menos de aproximadamente 3% (en peso), de un compuesto de terpeno
seleccionado de entre el grupo que consiste en: B-mirceno”, a-mirceno, cis-a-ocimeno, dihidromirceno, limoneno, a-
pineno, B-pineno, y combinaciones de los mismos.

Composiciones farmacéuticas

[0119] La composicion para su uso en la invencion comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una fraccion
aislada de mirceno polimérico, y un vehiculo hidréfobo farmacéuticamente aceptable.

[0120] Un vehiculo hidrofébico adecuado comprende al menos un aceite, tal como por ejemplo un aceite mineral, un
aceite vegetal o combinaciones de los mismos.

[0121] El término "aceite mineral" se refiere a un liquido transparente e incoloro, casi inodoro e insipido obtenido de
la destilacion del petréleo. También puede denominarse aceite blanco, aceite mineral blanco, aceite de vaselina,
parafina liquida o aceite de parafina blanco. El aceite mineral puede ser aceite mineral ligero, un producto disponible
comercialmente que se puede obtener ya sea como un producto de grado NF (National Formulary) o como un
producto de grado USP (Farmacopea de EE.UU.). Para uso en la invencion, el aceite mineral esta preferiblemente
libre de compuestos aroméaticos y compuestos insaturados.

[0122] Los aceites vegetales adecuados incluyen, pero no se limitan a aceite de almendras, aceite de canola, aceite
de coco, aceite de maiz, aceite de semilla de algodén, aceite de semilla de uva, aceite de cacahuete, aceite de oliva,
aceite de azafran, aceite de sésamo, aceite de soja, 0 combinaciones de los mismos. El aceite mineral puede ser
aceite mineral ligero.

[0123] El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede comprender alternativamente o adicionalmente un cambio de
aceite adecuado. Reemplazos de aceite incluyen alcanos que tienen al menos 10 de carbono (por ejemplo,
isohexadecano), ésteres de benzoato, ésteres alifaticos, ésteres no comodogénicos, compuestos de silicona
volatiles (por ejemplo, ciclometicona) y sustitutos de silicona volatiles. Ejemplos de ésteres de benzoato incluyen
benzoato de alquilo C12C1s, benzoato de isoestearilo, benzoato de 2-etilhexilo, benzoato de dipropilenglicol glicol,
benzoato de octildodecilo, benzoato de estearilo y benzoato de behenilo. Ejemplos de ésteres alifaticos incluyen
C12Cs1s alquilo octanoato y maleato de dioctilo. Los ejemplos de ésteres noncomodogénicos incluyen isononanoato
de isononilo, isononanoato de isodecilo, dilinoleato dimero diisoestearilo, propionato araquidilico, y
isotridecilisononanoato. Ejemplos de sustitutos de silicona volatiles incluyen decanoato de isohexilo, isononanoato
de octilo, octanoato de isononilo y dioctanoato de dietilenglicol.

[0124] La ciclometicona es una silicona de evaporacién que se puede incluir en el vehiculo para ayudar en la toma
de la composicion susceptible de eyeccion de un dispensador de pulverizacién. Ademas, debido a su propiedad de
evaporacion, ciclometicona puede ayudar en la retencion y la fijacion de la formulacion sobre la superficie a la que
se pulveriza, por ejemplo, un sitio de la herida.

[0125] EI vehiculo hidréfobo puede comprender ademas al menos una cera. Las ceras incluyen, por ejemplo, cera
de abejas; ceras vegetales, ceras de cafia de azlcar, ceras minerales y ceras sintéticas. Ceras vegetales incluyen,
por ejemplo, carnauba, candelila, ouricuri y cera de jojoba. Ceras minerales incluyen, por ejemplo, cera de parafina,
cera de lignito, ceras microcristalinas y las ozoqueritas. Las ceras sintéticas incluyen, por ejemplo, polietileno de
ceras.

[0126] La composicion farmacéutica se puede formular en cualquiera de una serie de formas tales como, por
ejemplo, una capsula (incluyendo una capsula de gelatina blanda), un comprimido, un gel, un liposoma, un
supositorio, una suspension, una pomada, una soluciéon, una emulsion o microemulsion, una pelicula, un cemento,
un polvo, un pegamento, un aerosol, un spray y un gel.

[0127] Para la preparacién de la composicion farmacéutica, el mirceno polimérico puede formularse adecuadamente
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como complejos de inclusién, nanoemulsiones, microemulsiones, polvos y liposomas. Un complejo de inclusién
puede comprender al menos una ciclodextrina. Las ciclodextrinas pueden comprender hidroxipropilo-B-ciclodextrina.
Nanoemulsiones pueden comprender gotitas que tienen tamafio medio de particula inferior a 800 nm. Las gotitas
pueden tener un tamafio medio de particula de menos de 500 nm. Las gotitas pueden tener un tamafio de particula
promedio de menos de 200 nm. Los polvos pueden ser polvos secados por pulverizaciéon. Los liposomas pueden
comprender vesiculas multilamelares. Una microemulsiéon puede comprender un agente tensioactivo no iénico. Los
tensioactivos no iénicos incluyen, sin limitacién, aceites de ricino de polioxilo, ésteres de acidos grasos de sorbitan
de polioxietileno (polisorbatos), un poloxamero, derivados de vitamina E, éteres de alquilo de polioxietileno,
estearatos de polioxietileno, glicéridos poliglicolizados saturados o combinaciones de los mismos.

[0128] Varias formulaciones de mirceno polimérico y preparacion de los mismos se dan a conocer en el presente
documento en los Ejemplos 17-21. Las composiciones farmacéuticas descritas se pueden administrar por cualquier
medio que consiga su propdsito previsto. Por ejemplo, la administracién puede ser por via oral, parenteral, topica o
transdérmica. La administracion parenteral incluye la administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intradérmica, intraperitoneal, intraarterial, intrauterina, intrauretral, intracardial, intracerebral, intracerebroventricular,
intrarrenal, intrahepatica, intratendon, intradsea e intratecal de la administracion. La administracion topica incluye la
aplicacion a través de una ruta seleccionada de dérmica, vaginal, rectal, inhalacion, intranasal, ocular, auricular y
bucal. La administracion puede ademas comprender una técnica o medios tales como la electroporacion, o la
sonicacion con el fin de ayudar en su entrega, por ejemplo por via transdérmica. Otras técnicas que se pueden
emplear incluyen, por ejemplo, la frecuencia de radio o la aplicacién por pulverizacién a presién.

[0129] La dosificaciéon administrada dependera de la edad, salud, y peso del sujeto, el uso de tratamiento
concurrente, si lo hay, frecuencia de tratamiento, y la naturaleza del efecto deseado. La cantidad del mirceno
polimérico para su uso de acuerdo con la presente invencion en cualquier forma de dosificacion unitaria comprende
una cantidad terapéuticamente eficaz que puede variar dependiendo del sujeto receptor, la via y la frecuencia de
administracion.

[0130] En general, la cantidad de mirceno polimérico o fraccion de goma de masilla aislada presente en la
composicion farmacéutica puede estar convenientemente en el intervalo de aproximadamente 0,01% a
aproximadamente 25%, tal como 0,01% a aproximadamente 12%, en un peso por peso base, basado en el peso
total de la composicion. Para uso topico, el porcentaje de mirceno polimérico o fraccion de goma de masilla aislada
en la composicion puede estar en el intervalo de aproximadamente 0,05% a aproximadamente 2,5%. Para la
administraciéon por inyeccién, el porcentaje de mirceno polimérico o fraccion de goma de masilla aislada en la
composicion puede estar en el intervalo de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 7%. Para la administraciéon
oral, el porcentaje de mirceno polimérico o fraccion de goma de masilla aislada en la composicién puede estar en el
intervalo de aproximadamente 0,005% a aproximadamente 7%.

[0131] Las composiciones farmacéuticas descritas se pueden fabricar de una manera que en si mismo se conoce
por los expertos en la técnica, por ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezcla, granulacion,
elaboracion de grageas, encapsulacion de gelatina blanda, disolucién, extraccion, o liofilizacion. Las formulaciones
pueden ser no acuosas y/o no comprender disolventes polares que contactan directamente con el ingrediente activo
polimérico de mirceno, a fin de evitar la pérdida de la actividad biolégica del ingrediente activo. Asi, las
composiciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener combinando los compuestos activos con excipientes
sélidos y semi-sélidos y conservantes adecuados, y/o antioxidantes. Opcionalmente, la mezcla resultante puede ser
molida y procesada. La mezcla resultante de los granulos se puede utilizar, después de afiadir auxiliares adecuados,
si es necesario, para obtener comprimidos, geles blandos, capsulas, o nlcleos de grageas.

[0132] Los excipientes adecuados son, en particular, cargas tales como sacarinas, por ejemplo, lactosa o sacarosa,
manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa y/o fosfatos de calcio, por ejemplo, fosfato tricalcico o fosfato hidrégeno
de calcio; asi como aglutinantes, tales como pasta de almidon, usando, por ejemplo, almidon de maiz, almidén de
trigo, almidon de arroz, almidéon de patata, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio, y/o pirrolidona de polivinilo. Si se desea, agentes desintegrantes pueden afadirse,
tales como los almidones mencionados anteriormente y también carboximetilo-almidén, polivinilpirrolidona reticulada,
agar, o acido alginico o una sal del mismo, tal como alginato de sodio. Auxiliares son agentes reguladores del flujo y
lubricantes, por ejemplo, silice, talco, acido estearico o sales del mismo, tales como estearato de magnesio o
estearato de calcio, y/o polietilenglicol. Los nucleos de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados que,
si se desea, son resistentes a los jugos gastricos. Para este propésito, las soluciones concentradas de sacarina se
pueden usar, que pueden contener opcionalmente goma arabe, talco, polivinilpirrolidona, polietilenglicol y/o diéxido
de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos o mezclas de disolventes adecuados. Con el fin de producir
recubrimientos resistentes a los jugos gastricos, soluciones de preparaciones de celulosa adecuadas, tales como
ftalato de acetilcelulosa o ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa de celulosa, se utilizan. Colorantes o pigmentos
pueden afadirse a los comprimidos o revestimientos de grageas, por ejemplo, para identificacién o para caracterizar
combinaciones de dosis de compuestos activos.

[0133] Otras composiciones farmacéuticas para uso oral incluyen capsulas de ajuste suave hechas de gelatina, asi
como capsulas blandas, selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas
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duras pueden contener compuestos activos en forma de granulos, que pueden mezclarse con cargas, tales como
lactosa; aglutinantes, tales como almidones; y/o lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio v,
opcionalmente, estabilizantes. En las capsulas blandas, los compuestos activos se disuelven o suspenden en
liguidos adecuados, tales como aceites grasos, o parafina liquida. Ademas, se pueden afiadir estabilizantes.

[0134] Otras composiciones farmacéuticas para uso oral incluyen una pelicula disefiada para adherirse a la mucosa
oral, como se describe por ejemplo en la Patente de EE.UU. N° 4.713.243.; 5.948.430; 6.177.096; 6.284.264;
6.592.887,y 6.709.671.

[0135] Las composiciones farmacéuticas en forma de supositorios consisten en una combinaciéon del compuesto
activo con una base de supositorio. Bases para supositorios adecuadas son, por ejemplo, triglicéridos naturales o
sintéticos, polietilenglicoles, o hidrocarburos parafinicos.

[0136] Las formulaciones para administracion parenteral incluyen suspensiones y dispersiones de microparticulas de
los compuestos activos, segun proceda. Las suspensiones de inyeccion oleosas se pueden administrar. Disolventes
o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen aceites grasos, por ejemplo, aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos
sintéticos, por ejemplo, oleato de etilo, triglicéridos, polietilenglicol-400, cremofor, o ciclodextrinas. Las suspensiones
para inyeccién pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspensién incluyen, por ejemplo,
celulosa de carboximetilo de sodio, sorhitol, y/o dextrano. Opcionalmente, la suspensién también puede contener
estabilizantes.

[0137] Las composiciones farmacéuticas también se pueden preparar usando liposomas que comprenden el
ingrediente activo. Como se conoce en la técnica, los liposomas derivan generalmente de fosfolipidos u otras
sustancias lipidicas. Los liposomas estan formados por cristales liquidos hidratados mono- o multi-laminares que se
dispersan en un medio acuoso. Cualquier lipido no téxico, fisiologicamente aceptable y metabolizable capaz de
formar liposomas puede utilizarse. En general, los lipidos preferidos son los fosfolipidos y las fosfatidilcolinas
(lecitinas), tanto naturales como sintéticos. Los métodos para formar liposomas son conocidos en la técnica, como
se describe por ejemplo, en Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volumen XIV, Academic Press, Nueva York, NY
(1976) y en la Patente de EE.UU. n° 7.048.943.

[0138] Las formulaciones para la administracion tépica incluyen ungiientos. Los vehiculos adecuados incluyen
aceites vegetales o minerales, vaselina blanca, grasas de cadena ramificada o aceites, grasas animales y ceras. Los
vehiculos preferidos son aquellos en los que el ingrediente activo es soluble. Estabilizantes, humectantes y
antioxidantes también pueden incluirse, asi como agentes que imparten color o fragancia, si se desea. Los
unguentos se pueden formular por ejemplo, mezclando una solucion del ingrediente activo en un aceite vegetal tal
como aceite de almendra con una parafina blanda caliente, y dejando que la mezcla se enfrie.

[0139] La composicion farmacéutica puede comprender una emulsién o microemulsiéon de aceite en agua con el fin
de facilitar su formulacion para uso oral, parenteral o topica Tales emulsiones/microemulsiones incluyen
generalmente lipidos, tensioactivos, humectantes opcionalmente, y agua. Los lipidos adecuados incluyen los que
generalmente se sabe que son (tiles para la creacién de aceite en agua de emulsiones/microemulsiones, por
ejemplo, ésteres de glicéridos de acidos grasos. Los tensioactivos adecuados incluyen aquellos generalmente
conocidos por ser Utiles para la creacion de emulsiones/microemulsiones de aceite-en-agua en el que los lipidos son
usados como el componente de aceite en la emulsion. Los tensioactivos no iénicos pueden ser preferidos, tales
como, por ejemplo, aceite de ricino etoxilado, fosfolipidos, y copolimeros de blogque de 6xido de etileno y 6xido de
propileno. Los humectantes adecuados, si se usan, incluyen, por ejemplo, propilenglicol o polietilenglicol.

[0140] La composicion farmacéutica se puede formular en la forma de un gel, tal como un hidrogel formado a partir
de un polimero formador de gel, tales como carragenano, goma de xantano, goma de karaya, goma de acacia, goma
de algarroba, goma guar. Un hidrogel se puede combinar con una emulsion de aceite en agua que comprende el
ingrediente activo.

[0141] La composicién farmacéutica puede formularse en la forma de un cemento tales como los que comprenden
polimetilmetacrilato (PMMA) o fosfato de calcio, como se utilizan en la cirugia ortopédica.

[0142] La composicion farmacéutica puede formularse en forma de un polvo, en particular, tales como los utilizados
para aplicaciones transdérmicas utilizando radiofrecuencia, como se describe por ejemplo, en la Patente de los
EE.UU. N°s. 6.074.688 y 6.319.541 y WO 2006/003659.

[0143] La composicion farmacéutica puede formularse en forma de una cola, tales como los que comprenden
anoacrylate octocy- utilizado para aplicaciones de cierre de heridas.

[0144] La composicién farmacéutica puede estar sustancialmente desprovista de compuestos de terpeno de peso
molecular bajo y monomeérico, incluyendo por ejemplo, los clasificados como monoterpenos, diterpenos,
sesquiterpenos, triterpenos, tetraterpenos. Ejemplos de compuestos terpénicos incluyen B-mirceno, a-mirceno, cis-
a-ocimeno, dihidromirceno, limoneno, a-pineno, B-pineno, tirucalol, acido betulonal, 4cido masilladiendnico, acido
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masilladienol, acido isomasilladiendnico, acido isomasilladiendlico, acido oleandlico y acido oleandnico.

Usos terapéuticos

[0145] La presente invencién encuentra uso en métodos terapéuticos para tratar trastornos de la funcion
neurolégica, y la induccion o la promocién de la regeneracion de tejidos. Los métodos comprenden la administracion
al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién que comprende una fraccion aislada de la
goma de masilla, o una fraccién aislada de mirceno polimérico, como se describe en el presente documento.

[0146] La etapa de administracién de las composiciones pueden comprender cualquier ruta aceptable, incluyendo la
oral, tdpica, parenteral, y transdérmica. La administracion parenteral incluye la administracién intravenosa,
intramuscular, subcutadnea, intradérmica, intraperitoneal, intraarterial, intrauterina, intrauretral, intracardial,
intracerebral, intracerebroventricular, intrarrenal, intrahepatica, intratendon, intradsea vy intratecal. La administracion
tépica incluye la aplicacion a través de una ruta seleccionada de dérmica, vaginal, rectal, inhalacion, intranasal,
ocular, bucal y auricular.

[0147] La etapa de administracion puede comprender la puesta en contacto de las células de un tipo particular, de
un linaje particular o en una etapa particular de la diferenciacion, con la composicion. Las células pueden ser
cualquiera de una amplia variedad de tipos de células, incluso en células particulares, neurales, células neuronales,
células endoteliales, células epiteliales y células de dichos linajes madre. Ademas, las células pueden ser de
cualquier linaje, por ejemplo, linajes ectodérmicos, mesodérmiasos, entodermales y células de dichos linajes madre.

[0148] El método descrito en este documento para el tratamiento de deterioro de la funcién neurolégica es
particularmente ventajoso para los sujetos afligidos con enfermedades neurodegenerativas y enfermedades,
incluyendo, en particular, el trauma, la demencia vascular, demencia senil, enfermedad de Alzheimer, esclerosis
laterial amiotréfica (ELA), esclerosis mdltiple), accidente cerebrovascular y la enfermedad de Parkinson. En otros
casos, el método se puede aplicar ventajosamente en sujetos que sufren de trastornos de la funciéon neuroldgica
debido a una infeccién (por ejemplo, viral, bacteriana, fingica, parasitaria) o un trastorno inmunolégico. La funcién
neurolégica alterada puede deberse a la exposicion a un farmaco, tal como un anestésico. La funcién neurolégica
alterada también puede estar asociada con una afeccion seleccionada del grupo que consiste en esquizofrenia,
trastorno bipolar, depresién, obesidad, anorexia y caquexia.

[0149] Los métodos descritos en este documento para inducir o promover la regeneracion de tejidos son
particularmente ventajosos para los sujetos que tienen dafio en los tejidos, que por ejemplo, pueden estar asociados
con, o el resultado de una lesion o insulto. Los métodos para inducir o promover la regeneracion de los tejidos se
pueden utilizar en los sujetos que han sufrido una lesion o insulto seleccionado del grupo que consiste de un infarto
de miocardio, embolia pulmonar, un infarto cerebral, enfermedad oclusiva arterial periférica, una hernia, un infarto
esplénico, una Ulcera venosa, una axotomia, un desprendimiento de retina, una herida (por ejemplo, una herida por
guemadura, picadura de la herida, una herida de congelacién, una herida por puncion, una herida de metralla, una
contusién, una herida de infeccién o una herida quirdrgica), una infeccién y un procedimiento quirdrgico.

[0150] Los métodos descritos se ejemplifican en los Ejemplos descritos en este documento.

[0151] Ejemplo 4 da a conocer que una fraccién aislada de mirceno polimérico (derivado de masilla de Pistacia)
induce diferenciacion de las células del epitelio pigmentario de la retina.

[0152] Ejemplo 5 describe que mirceno polimérico reduce el tiempo de recuperacién de la anestesia en animales de
experimentacion.

[0153] Ejemplo 6 describe que la misma fraccién tiene una actividad para inducir la diferenciacion en el melanomay
lineas celulares de tumores de neuroblastoma.

[0154] Ejemplo 7 describe que mirceno polimérico quimicamente sintetizado de diversos intervalos de peso
molecular induce diferenciacion en las células del epitelio pigmentario de la retina.

[0155] Ejemplo 8 da a conocer que los compuestos de peso molecular pequefio de masilla que se separan de
mirceno polimérico durante la preparacion de los mismos sobre la base de su solubilidad sélo en un disolvente polar
interfieren con, reducen y dificultan la diferenciacién celular, induciendo la actividad ejercida por mirceno polimérico.
[0156] Ejemplos 9, 10 y 11 dan a conocer la cicatrizacién de heridas en mamiferos y sujetos no mamiferos.

[0157] Ejemplo 12 describe que las composiciones que comprenden mirceno polimérico tienen efectos de mejora en
un modelo animal de la demencia vascular.

[0158] Ejemplo 13 da a conocer una composicién que se puede utilizar para estimular el apetito en los sujetos
afectados por diversos trastornos que resultan en la pérdida de apetito o aumento de peso patoldgico resulta en la
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obesidad.

[0159] Ejemplo 14 describe que las composiciones que comprenden mirceno polimérico tiene efectos de mejora en
un modelo animal de infarto.

[0160] Ejemplo 15 describe que las composiciones que comprenden mirceno polimérico tiene efectos de mejora en
un modelo animal de lesion del nervio 6ptico/trauma.

[0161] Ejemplo 16 describe que las composiciones que comprenden mirceno polimérico tiene efectos en un modelo
animal de desprendimiento de retina y proporciona evidencia de la reparacién de heridas libre de cicatrices.

[0162] La etapa de poner en contacto células puede llevarse a cabo in vitro o ex vivo. En particular, las células, o un
organo o tejido derivados de los mismos que esta destinado para la implantacion o el trasplante en el sujeto puede
tratarse. Por ejemplo, los explantes de células o células o tejidos cultivados y mantenidos en cultivo pueden ponerse
en contacto con la composicién. Las células pueden originarse por ejemplo, de células madre de un donante
autdlogo u homdélogo, y estar previstas para la regeneracion de 6rganos y/o implantacién en un receptor. En otros
casos, las células son de un donante heter6logo y estan destinadas a la implantacion o el trasplante en un receptor.
Las células pueden ser las de un 6rgano o tejido de un donante heterélogo destinado a su implantacién o el
trasplante en un receptor. Las células pueden ser las que secretan factores solubles.

[0163] El método puede llevarse a cabo antes o después de la implantacion de un dispositivo médico en el tema.
Los dispositivos médicos incluyen, pero no se limitan a una prétesis, un 6rgano o un componente artificial del mismo,
una valvula, un catéter, un tubo, un stent, una membrana artificial, un marcapasos, un sensor, un endoscopio, un
dispositivo de imagen, una bomba, un alambre y un implante. Los implantes incluyen, pero no se limitan a un
implante cardiaco, un implante coclear, un implante de cérnea, un implante craneal, un implante dental, un implante
maxilofacial, un implante de 6rgano, un implante ortopédico, un implante vascular, un implante intra-articular y un
implante mamario.

[0164] EI dispositivo médico puede ser un implante de érganos, que pueden en ciertos casos comprender células
autélogas de la materia.

[0165] La etapa de puesta en contacto puede comprender un medio seleccionado del grupo que consiste en
electroporacidn, sonicacién, frecuencia de radio, pulverizacion a presion y combinaciones de los mismos.

[0166] La etapa de puesta en contacto puede comprender el establecimiento de contacto entre el fluido intersticial y
la composicion. Esto puede ser particularmente ventajoso para las heridas que estan rodeadas por el fluido
intersticial. El contacto entre el liquido intersticial y la composicién puede llevarse a cabo por la perforacion y/o
tratamiento de la dermis con una aguja, una microaguja, o un aparato que comprende una pluralidad de agujas o
microagujas. Tales agujas o microagujas son preferiblemente no huecas y pueden estar formadas en una pluralidad
por ejemplo, en un peine o un aparato similar a un cepillo.

[0167] El método descrito es adecuado para la aplicacién en seres humanos, mamiferos no humanos, peces y aves.

Articulos de fabricacién

[0168] ElI método descrito puede abarcar el uso de un articulo de fabricacién que incorpora la composicion que
comprende mirceno polimérico descrito en este documento.

[0169] La composicién farmacéutica puede estar en la forma de un recubrimiento sobre el articulo de fabricacion, o
puede estar contenida dentro de un recipiente que es integral con el articulo de fabricacion. La composicion
farmacéutica es ventajosamente presente como un revestimiento sobre dispositivos que se insertan en el cuerpo y
estan destinados para la integracion en el mismo, por ejemplo un implante. La composicién farmacéutica puede
pues promover el cierre de tejido sobre el implante debido a la actividad de mirceno polimérico en la induccién de la
diferenciacion celular.

[0170] La composicion farmacéutica puede incorporarse ventajosamente sobre o en articulos utilizados en la
curacion de la herida o tejido de reparacion, por ejemplo, un aposito o vendaje. La composicion farmacéutica puede
promover la cicatrizacion de heridas debido a la actividad de mirceno polimérico en la induccion de la diferenciacion
celular.

[0171] En otros casos, la composicién farmacéutica se puede incorporar a un dispositivo de administracion tal como
una aguja, un dispositivo de inyeccion o un dispensador de aerosol del cual la composicién se entrega a un sitio del
cuerpo que requiere tratamiento, por ejemplo un sitio de la herida.

[0172] Los articulos de fabricacién incluyen, pero no se limitan a un articulo de tela, un pafial, un apésito para
heridas, un dispositivo médico, una aguja, una microaguja, un dispositivo de inyeccién y un dispensador de
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pulverizacién. El articulo de fabricacion puede comprender una pluralidad de microagujas. Los dispositivos médicos
e implantes son como se describen.

[0173] Los siguientes ejemplos se presentan con el fin de ilustrar mas completamente ciertas realizaciones de la
invencion. No deben de ninguna manera, sin embargo, considerarse como limitantes del amplio alcance de la
invencion. Un experto en la técnica puede idear facilmente muchas variaciones y modificaciones de los principios
descritos en este documento sin apartarse del alcance de la invencién.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 Preparacién de fracciones aisladas de goma de masilla de fuentes vegetales

[0174]

Método 1. Resina de masilla (10 g) se combind con etanol absoluto (200 ml) y la mezcla se dej6 reposar durante
la noche. La mezcla se agitd, las particulas insolubles de mayor tamafio se dejaron sedimentar durante 20
minutos, y el etanol se transfirié a un nuevo matraz. El resto se agité con una nueva porcién de etanol absoluto
(150 ml) durante 10 minutos. Esta fraccidon de etanol se combiné con la primera fraccién. El procedimiento se
repiti6 con otra porcion 150 ml de etanol absoluto que se combind con dos primeras fracciones de etanol.
Posteriormente, se elimind el etanol a vacio usando un evaporador rotatorio (temperatura del bafio de agua
30°C). Se afiadié hexano (300 ml) al residuo restante y la mezcla se agit6é varias veces durante un periodo de
dos horas. Después de reposarse durante la noche en el matraz cerrado con el fin de completar la disolucién de
material soluble y la precipitacion de cualquier material insoluble, la solucién de hexano claro se transfirié a un
matraz previamente pesado limpio y el hexano se eliminé utilizando un evaporador rotatorio. A la fraccion aislada
obtenida se afiadi6é inmediatamente la cantidad deseada de aceite y la mezcla se agité hasta que se obtuvo una
mezcla homogénea.

Método 2. Resina de masilla (10 g) se combiné con metanol absoluto (300 ml) y la mezcla se dej6 reposar
durante la noche. La mezcla se agitd, las particulas insolubles de mayor tamafio se dejaron sedimentar durante
20 minutos, y la fraccién soluble de metanol se transfirié a un nuevo matraz. El material insoluble restante se
agitoé con una nueva porcion de metanol absoluto (200 ml) durante 10 minutos. Esta segunda fraccién soluble de
metanol se combiné con la fraccion soluble de primer metanol. El procedimiento se repitié con otra porcién de
200 ml de metanol absoluto, y una fraccién soluble de tercer metanol se combind con primeras fracciones
solubles dos metanol. A continuacion, el metanol se eliminé a vacio usando un evaporador rotatorio (temperatura
del bafio de agua 30°C). Se afadi6é hexano (300 ml) al residuo restante y la mezcla se agit6 varias veces durante
un periodo de dos horas. Después de reposarse durante la noche en el matraz cerrado con el fin de completar la
disolucién de material soluble y la precipitacion de cualquier material insoluble, la solucién de hexano claro se
transfirid a un matraz previamente pesado limpio y el hexano se eliminé utilizando un evaporador rotatorio. A la
fraccion aislada obtenida se afiadié inmediatamente a la cantidad deseada de aceite y la mezcla se agité en el
matraz cerrado hasta que se obtuvo una mezcla homogénea.

Método 3. Resina de masilla (5 g) se pulverizé con mortero y se combiné con hexano (200 ml). La mezcla se
agité cada 30 minutos durante un periodo de ocho horas y posteriormente se dejé reposar durante la noche. La
fraccion soluble de hexano se elimin6é del material insoluble y se transfiri6 a un matraz limpio. El hexano se
elimin6 de la fraccion soluble en hexano usando un evaporador rotatorio. Después, el residuo remanente se
sometié a un sistema de alto vacio (<0,01 mbar) durante al menos 24 horas con el fin de eliminar los materiales
volatiles adicionales. etanol absoluto (100 ml) se afiadi6 al residuo restante y la mezcla se agit6 varias veces
durante un periodo de 1 hora. La fraccién soluble en etanol se transfirié a un matraz limpio y la extraccion se
repiti6 con dos porciones adicionales de 100 ml de etanol absoluto. Las fracciones solubles en etanol se
combinaron y se permitié que cualquier material insoluble restante se reposara durante la noche. La solucién de
etanol claro se transfirié a un matraz limpio, previamente pesado y el etanol se eliminé a vacio. Para el resto se
afiadio inmediatamente la cantidad deseada de aceite y la mezcla se agité hasta que se obtuvo una formulacion
homogénea.

Método 4. Hojas, ramas suaves, frutas y bayas de arboles Pistacia lentiscus L., P. atlantica o P. Palestina se
recogieron, se limpiaron y se pulverizaron. La disolucién con etanol o metanol se llevé a cabo inicialmente
esencialmente como se describe en los métodos 1 y 2, y disoluciones posteriores se llevaron a cabo usando
combinaciones de etanol o metanol con un aceite vegetal para un nimero de ciclos.

Método 5. Hojas (30 g) de Pistacia lentiscus L. se recogieron, se limpiaron y se cortaron en trozos pequefios con
un cuchillo y se colocaron en un procesador de alimentos. Se afiadié el aceite de oliva (100 ml) y se proceso.
Toda la mezcla se retird y se coloc6 en un vaso de precipitados de vidrio. Se afiadieron doscientos ml de etanol
(96%) y la mezcla se calent6 a 65°C durante 20 min. Toda la mezcla se coloca en una gasa y el liquido se
presiona hacia fuera. La fase de etanol superior se separ6 por pipeteo y se desech6. Etanol residual puede
eliminarse de la fase de aceite por evaporacion.
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Método 6. Bayas (25 gramos) de Laurus nobilis (recogidas en mayo o junio) se lavaron con etanol (96%, 200 ml)
durante 30 segundos. El etanol y las bayas se retiraron y se afadié aceite de oliva al residuo restante. Se
permitié cualquier material insoluble a precipitar, y se aislo la solucion de aceite claro.

Método 7. Para cada preparacion, aproximadamente diez gramos de exudado de resina se recogieron de arboles
Pistacia lentiscus L., P. atlantica o Palestina P., en el area de Zikhron Yaakov Israel se utiliz6. La resina se
combiné con 30 ml de metanol en un recipiente de vidrio adecuado y la mezcla se agité vigorosamente varias
veces durante un periodo de tiempo de 30 minutos a 2 horas-. Una porcion de la resina se disolvid, mientras que
el material insoluble se instal6é en la parte inferior del recipiente. El liquido superior se decanté, y se afadieron
alicuotas adicionales de metanol como anteriormente, y el proceso de agitaciéon y decantacion se repitio. El
material insoluble restante se sumergioé después en agua destilada durante 30 segundos a 1 minuto, resultando
en un liquido de color blanco lechoso con material insoluble restante. Después de varios ciclos alternos rapidos
de tratamiento con agua, y metanol, el material insoluble restante se sec6 al aire y se pesa. Tipicamente,
alrededor de 1-3 gramos de material insoluble se obtuvieron a partir de diez gramos de resina de partida. Se
obtuvieron resultados similares usando etanol como disolvente en lugar de metanol. La disolucién de la fraccion
final de material insoluble se llevé a cabo inmediatamente después del secado mediante la adicién de un aceite
vegetal, aceite de semilla de uva o aceite de oliva tipicamente, en una cantidad suficiente para proporcionar una
solucion de concentracion deseada, tipicamente 1% o 10%.

Método 8. Para cada preparacion, aproximadamente diez gramos de exudado o bien (i) exudado de resina
recogido de la corteza de arboles Pistacia lentiscus L. o P. Palestina que crecen en la region del monte Carmelo,
Israel, o (ii) obtenido comercialmente masilla de Quios (disponible por ejemplo, de la Asociacion de Productores
de Masilla de Goma Quios o de G. Baldwin & Co.) se utilizd. La resina se pulverizé en un mortero, se transfirié a
un vaso de precipitados de vidrio y se afiadieron 100 ml de etanol (98%). Después de agitarse durante unos
minutos, el etanol se decantd, dejando una masa reducida de la resina debido a la eliminacion de material
solubilizado. Se afiadié una cantidad adicional de etanol, y las etapas de agitacion, decantacion y adicion de
disolvente se repitieron rapidamente para un ndmero de ciclos, durando cada ciclo entre 5 y 30 minutos. El
material insoluble que queda después del ciclo final (tipicamente correspondiente a 20 a 35% en peso del
material de partida comercial, 0 10 a 25% del material de partida de resina recogida) se solubilizé en una de
aceite de oliva, aceite de cacahuete, aceite de semilla de uva, aceite de sésamo, aceite de algodén o aceite de
soja para dar una concentracion final de 8-10% (en peso).

Método 9. Masilla pulverizada (~10 g) se combin6 con 100 ml de metanol. Después de agitarse durante unos
minutos, el metanol se separé por decantacion, dejando una masa reducida de material blanco no soluble debido
a la eliminacion de material solubilizado. Se afiadié una cantidad adicional de metanol, y los pasos de agitacion,
decantacion y adicion de disolvente se repitieron rapidamente para un nimero de ciclos. El material insoluble que
gueda después del ciclo final (tipicamente correspondiente a 20 a 30% en peso del material de partida) se
solubilizé en aceite de oliva. El proceso de disolucién implica tipicamente el aceite de oliva se calentd a 45°C y
agitacion suave en el vaso de precipitados.

Método 10. Masilla pulverizada (~10 g) se combind con 25 ml de aceite de soja y 100 ml de metanol en un vaso
de precipitados de vidrio. La agitacién usando un agitador magnético se llevd a cabo durante 2 horas. El
disolvente se separé por decantacion y metanol nuevo se afiadio, seguido por agitaciéon durante una hora. El
disolvente se separé por decantacion, seguido de evaporacién a vacio para eliminar el disolvente residual.

Método 11. Masilla pulverizada (~10 g) se combind con 100 ml de etanol (96%) en un vaso de precipitados de
vidrio. La agitacién usando un agitador magnético se llevo a cabo durante 10 minutos. El disolvente se separ6
por decantaciéon y se afiadié una cantidad adicional de etanol, seguido de agitacion durante 5 minutos y
decantacion del disolvente. Los pasos de adicién de disolvente, agitando y decantando, se repitieron durante 4
ciclos. Después, se afiadid n-hexano (100 ml) al material blanco insoluble, seguido por agitacion repetida hasta
disolverse el material. Una pequefia muestra se deseca y se pesa con el fin de determinar la concentracion. La
mayor parte de la solucién de hexano se aplicé a una columna de exclusién de tamafio calibrado y se deseché la
fraccion que tenia un peso molecular de hasta 1.500. La fraccién que tiene un peso molecular de mas de 1500 se
mezcld con 20 gramos de pomada de parafina pesada. La mezcla se homogeneiza mediante mezclado repetido,
y se elimin6 el hexano por evaporacién a vacio.

[0175] Este procedimiento también se puede realizar por parafinas y ceras que tienen aumento de peso molecular
con el fin de obtener un producto mas sélido de mezcla.

[0176] El término "RPh-1" se utiliza aqui para referirse a una fraccion aislada preparada como en cualquiera de los
métodos anteriores, y después de la disolucion en un aceite adecuado, cera o combinacién de los mismos.

[0177] RPh-1 se uso6 directamente para experimentos de cultivo celular in vitro o para el tratamiento de animales de
prueba, tipicamente a concentraciones finales que van de 0,025 a 5% en un aceite o mezcla de aceites en particular,
tal como se especifica en este documento. Ademas, como se muestra en el Ejemplo 2, el componente principal de
RPh-1 se determin6 que era de 1,4-poli-B-mirceno de peso molecular en el intervalo de 5.000 a 20.000.
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Ejemplo 2. Caracterizacion guimica de mirceno polimérico aislado de fuentes vegetales. Visién de conjunto

[0178] Resina de masilla de Pistacia lentiscus L. se extrajo de acuerdo con el método 1 o 2 para obtener la fraccion
deseada (denominada RPh-1), que se analiz6 por cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) con el fin de definir
la distribucion de peso molecular. La estructura quimica de RPh-1 se analiz6 mediante resonancia magnética
nuclear (RMN) seguida de fraccionamiento preparativo SEC.

[0179] Se constaté que el RPh-1 contiene una fraccion "ligera", con pesos moleculares inferiores a 1000 y una
fraccion "pesada” de polimero con un peso molecular en el intervalo de 5000 a 20.000. En base al analisis de RMN
(*H-RMN y ¥13C-RMN) el compuesto predominante en la fraccion "pesada” tiene una estructura consistente con 1,4-
poli-B-mirceno.

[0180] Separaciones preparativas se llevaron a cabo usando acetato de etilo y tetrahidrofurano (THF) como
eluyentes. En ambos casos, la fraccion de polimero "pesado” se observd para exhibir diversas actividades bioldgicas
beneficiosas, incluyendo la de la induccion de la diferenciacién celular, como se describe en los Ejemplos 4 y 6. En
contraste, la fraccion de "luz" demostrd experimentos de eficacia de toxicidad in vitro en el uso de células epiteliales
retinales pigmentadas. Se encontré que con el fin de preservar la actividad de la fraccion de polimero, es muy
importante protegerlo de la oxidacién o reacciones de reticulacion diluyéndola en un disolvente hidréfobo,
preferiblemente aceite, opcionalmente en combinacién con una cera.

Métodos

[0181] La resina de masilla (10 g) se combiné con etanol absoluto (200 ml) y la mezcla se dejo reposar durante la
noche. La mezcla se agitd, las particulas insolubles de mayor tamafio se dejaron sedimentar durante 20 minutos, y
el etanol se transfiri6 a un nuevo matraz. El resto se agité con una nueva porciéon de etanol absoluto (150 ml)
durante 10 minutos. Esta fraccidn de etanol se combiné con la primera fraccién. El procedimiento se repitié con otra
porcién de 150 ml de etanol absoluto que se combiné con la primera fraccion dos etanol. A continuacion, el etanol se
eliminé a vacio en un evaporador rotativo (temperatura del bafio de agua 30°C. Para el resto se agreg6 hexano (300
ml) y la mezcla se agité varias veces durante un periodo de dos horas. Después de reposarse durante la noche en el
matraz cerrado con el fin de completar la precipitacion de cualquier material insoluble, la solucién de hexano claro se
transfiri a un matraz limpio y se utiliz6 para separaciones analiticas y preparativas.

[0182] Las macromoléculas se separan mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) sobre la base de su
exclusiéon de la fase estacionaria. En la SEC los compuestos de peso molecular mas altos estan totalmente
excluidos de los poros del relleno y por lo tanto se eluyen primero. Los pesos moleculares de los compuestos de
ensayo de polimero pueden estimarse por SEC sobre la base de comparacién con una curva estandar construida
con compuestos de peso molecular conocidos, por ejemplo los estandares de poliestireno. Sin embargo, los pesos
moleculares de polimeros determinados sobre la base de estas comparaciones pueden estar sujetos a un margen
de error inherente de al menos aproximadamente 10 a 15%, ya que la relacién entre el volumen hidrodinamico y el
peso molecular no es el mismo para todos los polimeros, por lo que sélo una determinacion aproximada se puede
hacer.

[0183] Por SEC analitica, una columna PLgel (7,5*300mm 5p 10° A°) se utilizd y se calibr6 con patrones de
poliestireno de los pesos moleculares 1000, 2000, 5000, 10000, 30000 y 70000. Los disolventes utilizados (hexano,
acetato de etilo, tetrahidrofurano (THF), diclorometano (DCM) y acetona) eran de grado analitico para la
cromatografia liquida. Con fines analiticos se encontré que THF era 6ptima. El instrumento utilizado era una
cromatografia ThermoPhinnigan TSP equipado ya sea con un detector de matriz de diodos o un detector ELSD,
usando una velocidad de flujo de 1 ml/min, tiempo de 15 min'y 100% de THF para la fase mavil.

[0184] SEC preparativa se llevé a cabo usando las siguientes condiciones:
1. Condiciones de THF:

Columna: PLgel: 25300 mm 5y 103 A°

Fase movil: hexano 60% /THF al 40% velocidad de flujo 11 mil/min.

La separacion se repitid 12 veces con extracto de 1 ml cada uno y dos fracciones se recogieron: 1) contenido
pesado MW; 2) Bajo contenido MW.

2. Las condiciones de DCM:

Columna: PLgel: 25*300 mm 5 103 A°,

Fase movil: hexano 70%/DCM 30% de velocidad de flujo de 11 ml/min.

La separacion se repitid 12 veces con 1 ml de extracto de cada uno y dos fracciones se recogieron: 1) Contenido
pesado MW; 2) Bajo contenido MW.

Para cada ejecucion SEC preparativa, la columna se calibré con patrones de poliestireno de pesos moleculares
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1000, 2000, 5000, 10000, 30000 y 70000.

[0185] Las fracciones recogidas a partir de estas dos fases moviles diferentes se dividieron en dos, una media se
evaporé hasta sequedad utilizando un evaporador y se afadié 3 ml de aceite. Se afiadio a la segunda mitad 3 ml de
aceite y después se evaporé el disolvente organico. Las muestras obtenidas se analizaron para la actividad
biologica.

El material pesado MW de la elucion THF se analizé por *H-RMN y 13133C-RMN a 300 MHz y 75 MHz
respectivamente.

Resultados
SEC analitica

[0186] La Figura 1 muestra el cromatograma analitico SEC obtenido usando un detector PDA (linea debil) y un
detector de ELSD-SEDEX (linea gruesa). Una fraccién correspondiente al peso molecular en el intervalo de
aproximadamente 60.000 a aproximadamente 5.000 (eluyendo a los 5-7 minutos) sélo se detectd con el detector
ELSD. Ambos detectores indicaron la presencia de una fraccion de peso molecular en el intervalo de <1,000.

SEC preparativa

[0187] La Figura 2 muestra las fracciones de peso molecular pesado (Fig. 2B) y bajo (Fig. 2A) obtenidas por SEC
preparativa. La fraccion pesada se obtuvo mediante SEC en DCM/hexano, mientras que la fraccion ligera se obtuvo
mediante la ejecucién de la SEC en THF/hexano. La Tabla 1 resume las fracciones obtenidas usando SEC
preparativa y varios sistemas de disolventes.

Tabla 1. Fracciones recogidas de columnas preparativas usando varios eluyentes y modos de evaporacion

[}
?‘ . de intervalo de pesos moleculares Eluyentes/modo de evaporacién
raccion
19-1 P_esado THF/evaporacion de hexano con aceite
19-2 Ligero
19-3 Pesado L . .
194 Ligero THF/evaporacion de hexano sin aceite
195 P.esado DCM/evaporacién de hexano con aceite
19-6 Ligero
19-7 Pesado L .
198 Ligero DCM/hexano evaporacion sin aceite

Andlisis de RMN

[0188] La Figura 3 muestra el espectro *H-RMN obtenido para el material pesado MW de la preparativa SEC
ejecutada en hexano 60%/THF 40%. La figura 4 muestra el espectro de 3C-RMN obtenido para el material pesado
MW de SEC preparativa ejecutada en hexano 50%/THF 50%.

[0189] Los andlisis *H-RMN y 13C-RMN indican que B-mirceno 1,4-polimérico es el componente principal de la
fraccion pesada MW obtenida a partir de SEC preparativa del disolvente polar insoluble en el material (RPh-1) a
partir de masilla.

Ejemplo 3. Sintesis quimica de B-mirceno 1,4-polimérico

[0190] Preparaciones sintéticas de B-mirceno 1,4-polimérico se prepararon de diversos pesos moleculares,
utilizando métodos que se basan en general sobre la base de los procedimientos descritos en Newmark et al (1988)
J. Polym Sci.26: 71-77.

Métodos

[0191] Los siguientes reactivos se afiadieron a un matraz de 3 bocas de 250 ml equipado con un condensador: -
mirceno, hexano y litio de sec-butilo en ciclohexano, todo bajo atmésfera de nitrégeno, en las cantidades que se
muestran en la Tabla 2. El volumen de hexano usado en cada reaccion era generalmente al menos
aproximadamente 20 a 25 veces el volumen del iniciador de litio de butilo. Cada mezcla de reaccion se calenté a
80°C y se agité durante aproximadamente 1 hora. Con el fin de estimar la concentracion de polimero se tomé una
pequefia alicuota (unos pocos ml) de la solucién y se evapor6 a sequedad.

[0192] Para algunas mezclas de reaccion, el litio se eliminé después de la reaccion por dilucion de la mezcla final
con un exceso de hexano y se lavo dos veces con agua. La fase organica se separ6 y se sec6 con sulfato de sodio.
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[0193] Para su uso en ensayos de actividad biologica y caracterizacién de peso molecular, una solucion de 10% del
polimero sintetizado en el aceite de oliva se preparé mediante la adicién de aceite de oliva a una concentracion final
de 10% (sin hexano) y se evaporo el disolvente hexano. El peso molecular aparente se determin6 usando SEC y el
célculo de una curva de calibracién se preparé utilizando estandares de poliestireno de peso molecular 2000, 5000,
10000, 30000 y 70000. Las condiciones utilizadas para SEC eran las siguientes:

Columna: PLgel: 7.5*300 mm 5p 103 A°
Fase movil: 100% de THF

Velocidad de flujo 1 ml/min

Detector: ELSD

Resultados

[0194] Los pesos moleculares esperados y calculados del B-mirceno polimérico producido bajo diferentes
condiciones de reaccion se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Cantidades reactivas y peso molecular de producto de mirceno polimérico quimicamente sintetizado.

MW MW B-mirceno (mol) litio de sec-butilo | litio de sec-butilo | Reacci6
calculado esperado (mol) (ml) n
3816,05 2381 0,0735 0,00420 3 1
7007,32 3571 0,0735 0,00280 2 2
11400,54 7143 0,0735 0,00140 1 3
27153,13 14286 0,0735 0,00070 0,5 4
46034,97 28571 0,0735 0,00035 0,25 5
2845,24 1786 0,0735 0,00560 4 6

[0195] Como se puede ver en la Tabla 2, las diversas condiciones de reaccion produjeron mirceno polimérico que
tiene pesos moleculares calculados en el intervalo de aproximadamente 3.000 a aproximadamente 46.000. Los
productos pueden ser designados como en el rango de mirceno polimérico de peso molecular "alto" es decir,
<20.000 a aproximadamente 50.000, y mirceno polimérico de peso molecular "bajo", es decir, <3000 a ~11.000.
Perfiles SEC analiticos representativos para B-mirceno polimérico de peso molecular "alto" y "bajo" se muestran en
las Figuras 5A y 5B, respectivamente.

[0196] Productos de reaccion lavados con agua dieron resultados sustancialmente idénticos en SEC analitica.

[0197] La Figura 6 muestra un espectro representante *H-RMN del producto de polimerizacion B-mirceno. La Figura
7 muestra un espectro representativo **C-RMN del B-mirceno, producto de polimerizacion.

[0198] Andlisis *H-RMN y 13C-RMN indican que el producto de la reaccién de polimerizacién tiene una estructura
consistente con la de 1,4-poli-B-mirceno.

[0199] La reaccion sintética usada para producir f-mirceno polimérico implica un mecanismo de polimerizacion
anionica (conocida como la "reaccion de Michael").

[0200] Para que la iniciacién tenga éxito, la energia libre de la etapa de iniciacion debe ser favorable. Por lo tanto, es
necesario que coincida el monémero con la fuerza apropiada de iniciador de modo que la primera adicién es "cuesta
abajo". Una reaccion tipica aniénica es la polimerizacién de estireno usando butilo-litio, C4HoLi, en un disolvente
inerte tal como n-hexano. Cuando se lleva a cabo en las condiciones adecuadas, las reacciones de terminacion no
se producen en la polimerizacion aniénica. Se afiade normalmente un compuesto tal como agua, alcohol, oxigeno
molecular o diéxido de carbono para terminar la propagacion, debido a la reaccion rapida con los carbaniones en los
extremos de cadena.

[0201] La polimerizacién anidnica da lugar a distribuciones de peso molecular muy definidas porque los procesos de
transferencia estan ausentes. Si el disolvente es extremadamente puro, las cadenas de polimero seguiran siendo
activas después de consumirse todo el monémero.

[0202] El grado de polimerizacion se expresa como:
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en la que M=monémero e I=iniciador.

[0203] Como se indicé anteriormente, litio de butilo es un iniciador adecuado para la polimerizacion anidnica para
moléculas que contienen isopreno, tales como los terpenos. Por lo tanto, se ha utilizado en la sintesis de 1,4-
polimircenos para la presente invencion.

[0204] Mientras que el procedimiento descrito anteriormente se da a conocer en general en la técnica anterior
(véase por ejemplo Newmark et al (1988) J. Polym Sci.26: 71-77), importantes modificaciones descritas en este
documento son el trabajo en una alta dilucién de hexano y el paso final de cambiar el disolvente al aceite, a fin de
obtener polimero que conserva su actividad bioldgica con alta potencia.

Ejemplo 4. RPh-1 induce la diferenciacién de tipo neuronal en cultivos de células del epitelio pigmentario de la retina.

Visién de conjunto

[0205] La presente invencion se dirige a la induccion de la diferenciacion y maduracion de las células, y tiene
aplicacion directa a la regeneraciéon del tejido funcional, en particular, el tejido neuronal. Nuestros resultados
experimentales muestran que RPh-1 induce la diferenciacion de las células epiteliales del pigmento retinal, un tejido
epitelial de origen neuronal, a células neuronales morfologicas que producen axones, dendritas y uniones entre las
células conocidas como sinapsis. La diferenciacién morfolégica de las células tratadas con RPh-1 se acompafia por
la expresion de novo del antigeno de diferenciacion neuronal especifica B3 tubulina. La induccién de la
diferenciacion de células neuronales sugiere fuertemente que RPh-1 afecta a la diferenciacion de células madre
neuronales en neuronas funcionales. Dogma actual sobre la patologia de la demencia y la enfermedad de Alzheimer
sostiene que la deficiencia implican el fracaso de las neuronas para formar uniones sinapticas funcionales (véase,
por ejemplo, Kimura R, Ohno M. Impairments in remote memory stabilization precede hippocampal synaptic and
cognitive failures in 5XFAD Alzheimer mouse model. Neurobiol Dis. 2008 Nov 5).

[0206] Por consiguiente, los experimentos descritos en el presente documento apoyan el uso de una fraccion aislada
de masilla como se describe en el Ejemplo 1, asi como de mirceno polimérico, una molécula activa en RPh-1, como
una modalidad terapéutica para provocar la neuroregeneracion en enfermedades neurodegenerativas tales como la
demencia y la enfermedad de Alzheimer.

[0207] También se describe mirceno polimérico sintético y es (til en los métodos terapéuticos descritos.

Células del epitelio pigmentario de la retina (EPR)

[0208] Estudios dirigidos a la evaluacién de los efectos de RPh-1 en diversas lineas celulares de origen humano
condujeron al uso de células ARPE-19, una linea celular epitelial de pigmento de retina humana no maligna.

[0209] El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es una sola capa de células epiteliales pigmentadas hexagonales de
origen neuronal, que forma la capa de células mas externa de la retina del ojo y esta unida a la coroides subyacente.
Funciones EPR incluyen apoyo, nutricion y proteccion de los fotorreceptores subyacentes de la neuro-retina.

[0210] Las células de EPR estan involucradas en la fagocitosis del segmento exterior de las células fotorreceptoras,
en el ciclo de vitamina A en el que se isomerizan retinol todo-trans a 11-cis retinal y en el suministro de los
fotorreceptores con D-glucosa, aminoacidos y acido ascorbico .

[0211] A pesar de que el EPR se pigmenta in vivo, células ARPE-19 no forman melanina y no se pigmentan. En
cultivo, las células crecen como células en forma de husillo y poligonales.

Métodos

[0212] Células ARPE-19 (obtenidas de la American Type Culture Collection, ATCC) se sembraron en microplacas de
cultivo de tejidos de 96 pocillos de fondo plano (Costar) a una concentracion de células 2 - 5x102 por pocillo (1 -
2,5x10% células/ml) en un medio de crecimiento que consiste en DMEM: Ham F-12, 1: 1, suplementado con 10% de
suero bovino fetal, glutamina 200 mM, 100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Se dejo que las
células se adhieran a las superficies de la placa durante la noche antes del tratamiento con RPh-1.

[0213] RPh-1 se prepar6 esencialmente como se describe en el Ejemplo 1, Método 1 para proporcionar una solucion
10% en un vehiculo compuesto de aceite de semilla de uva, aceite de oliva, aceite de semilla de algodén, Mygliol®
810 o Mygliol® 812. Las preparaciones se afadieron a los cultivos en volimenes de 0,5 pl, 2 pl, 5 pl y 20 pl. Estos
volumenes, introducidos en un volumen medio de muestra global de 200 pl, corresponden a concentraciones finales
RPH-1 de 0,025%, 0,1%, 0,25% y 1%, respectivamente. El portador del petréleo sirvi6 como un control del vehiculo
y se aplico a los cultivos de control en los mismos volimenes.

[0214] Los cultivos se incubaron en un 37°C, 5% de CO: incubadora durante 72 horas. A continuacion se retirg el
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medio, los cultivos se lavaron dos veces con tampdn fosfato salino (PBS), fijado con metanol absoluto durante 10
min y se tifieron con reactivos Hemacolor® (Boehringer Mannheim), que tifien las células de una manera similar a
Giemsa, y puede utilizarse en un ensayo de viabilidad celular cuantitativa (véase Keisari, Y. A colorimetric microtiter
assay for the quantitation of cytokine activity on adherent cells in tissue culture. J. Immunol. Methods 146, 155-161,
1992). El colorante se eluy6 con 20% de SDS, y se cuantificé en un lector ELISA a 630 nm (muestras por triplicado
evaluadas). Para la determinacién de la expresion de tubulina beta-3, las células se sembraron en cubreobjetos de
vidrio estériles inmersos en 6 microplacas a una concentracién de 10° células/pocillo en un medio consistente en
mezcla 1: 1 de medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM) y F12 de Ham medio, suplementado con 10 suero
bovino fetal y penicilina

[0215] (100 unidades/ml), estreptomicina (100 pug/ml) y glutamina (2 mM). Las células se dejaron adherir durante la
noche a los cubreobjetos y 7% RPh-1 en aceite de oliva (0 aceite de oliva solo para preparaciones de control) se
administré a los cultivos a un volumen de 25 pl/ml de medio y se incubaron a 37°C, 5% de CO2 durante 72 horas.
Después, las células se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron con 4% para-formaldehido. Para determinar la
expresion de proteina de tubulina beta-3 en las células, los cubreobjetos de vidrio se tifieron con un anticuerpo
primario monoclonal de ratén dirigido contra la tubulina beta-3 humana seguida de un IgG anti-ratén marcado por
FITC secundario. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI. Preparaciones de ensayo y de control se evaluaron a
continuacién en un microscopio confocal.

Resultados

[0216] Se encontro que el tratamiento de células ARPE-19 EPR con RPh-1 inducia de forma inesperada cambios
morfolégicos drasticos que son inequivocamente caracteristicos de neuro-diferenciacion. Los cambios morfologicos
no se producen en los cultivos de control tratados con vehiculo de aceite solo, y resultados similares se observaron
entre los cultivos de ensayo tratados con RPh-1, independientemente del aceite usado como portador para el
compuesto activo. Los cambios morfolégicos también se asociaron con el cese de la proliferacion celular, apoyando
adicionalmente la conclusién de que RPh-1 induce la neuro-diferenciacion.

[0217] Cultivos de control tratados con aceite mostraron el patrén de crecimiento tipico en forma de huso y poligonal
caracteristico de las células ARPE-19 EPR (Fig. 8A). Después de 48 horas de incubacion en cultivo, las células
tratadas con RPh-1 (0,1%; 1 mg/ml) se alteraron en forma, y desarrollaron protuberancias individuales gruesas, de
tincion densa muy largas evocadoras de axones de células neuronales (Fig. 8B). Después de 48 horas de
incubacién, las células tratadas con RPh-1 (0,25%; 2,5 mg/ml) muestra un nimero mayor de salientes largos mas
delgados evocadores de las dendritas (Fig. 8C) después de 72 horas de incubaciéon con RPh-1 las protuberancias
largas delgadas formaron uniones con salientes similares en las células adyacentes, creando una red de células
interconectadas, potencialmente capaces de comunicar informacion entre una y otra (Fig. 8D). Redes similares
ocurren normalmente entre las neuronas en el sistema nervioso central y permiten la transmisién y el procesamiento
de la informacion.

[0218] Mientras que las células de control se proliferaron durante el periodo de incubaciéon de 72 horas, células
tratadas con RPh-1 rapidamente dejaron de proliferarse y las células se mantuvieron en la densidad escasa,
apoyando adicionalmente la idea de la diferenciacion celular.

[0219] El uso de las preparaciones inactivas de RPh-1 que no indujeron la diferenciacion como se describio
anteriormente, las células ARPE-19 comenzaron a producir grandes cantidades de granulos de melanina y estos
cultivos continuaron proliferando y la densidad celular se aumenté a confluencia.

[0220] Se demostré que el tratamiento de células ARPE-19 con RPh-1 (5% en aceite de semilla de algodon) resultd
en la expresion de los marcadores neuronales y sinaptogénesis 3 tubulina (TUBB3), un marcador de diferenciacion
de tipo neuronal; Arco/Arg3.1, asociado con plasticidad sinaptica; y pentraxina neuronal 1l (NPTX2), un gen
temprano inmediato neuronal que funciona en la sinaptogénesis excitatoria. El andlisis de inmunofluorescencia de
células ARPE-19 diferenciadas mostré que después de 72 horas de incubacion con RPh-1, las células se tifieron
positivamente para B3TUB, Arc/Arg3.1 y NPTX2 (Fig. 9, paneles de la derecha), mientras que poca o ninguna
expresion de iones de estos marcadores se observo antes del tratamiento (paneles de la izquierda Fig. 9,).

[0221] Se obtuvo evidencia adicional de que el tratamiento RPh-1 de las células ARPE-19 condujo a la cesacion en
la replicacion celular. Las células se trataron con RPh-1 durante 72 horas y el contenido total de proteina (en
relacion con el numero total de células presentes en el cultivo) se compar6 con células ARPE-19 de control sin
tratar. Como se muestra en la Fig. 10, los cultivos tratados con RPH-1 contenian contenido de proteina
significativamente menor en comparacién con los cultivos de control, confirmando que la proliferaciéon celular se
termin6 sustancialmente.

Un sistema de puntuacién para la potencia de RPh-1 en la induccién de la diferenciacién celular

[0222] Sobre la base de los resultados anteriores, un sistema de puntuacion fue desarrollado para evaluar la
potencia de RPh-1 para inducir la diferenciacién en cultivo celular, con células cultivadas en placas 2x10°2 por pocillo.
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Los grados y sus descripciones respectivas se exponen en la Tabla 3.

Tabla 3.
Grado Descripcion del Efecto de Diferenciacion

0 Sin efecto. Las células proliferan, los cultivos se hacen confluentes y las células
mantienen su morfologia tipica en forma de husillo y poligonal.

1 Las células producen la granulacion pigmentada, pero contindan proliferando

2 Menos de 10% de las células se someten a cambios morfolégicos para producir
protuberancias alargadas de tipo dendrita

3 Aproximadamente 10-30% de las células muestran protuberancias alargadas. La
proliferacién celular reducida en comparacion con células control sin tratar

4 Mas de 30% de las células forman protuberancias alargadas de tipo dendrita que forman
uniones entre las células adyacentes, asi como extensiones gruesas de tipo axon.

5 El cultivo entero se somete a la diferenciacion. Las células siguen siendo escasas y todas
sufren cambios morfoldgicos que culminan en la formacion de protuberancias alargadas
de tipo dendritas, estructuras de tipo axdn y uniones intercelulares.

[0223] Los ejemplos representativos de los cultivos celulares en los grados 3, 4 y 5 se presentan en las Figuras 11A,
11By 11C, respectivamente.

Ejemplo 5. RPh-1 acorta el periodo de recuperacién de la anestesia

[0224] Se hace cada vez mas evidente que la anestesia se asocia con dafio neuronal, y se requieren métodos
seguros y eficaces para la neuroproteccion contra tales dafios.

Métodos

[0225] Ratones C57B1/6, 8 por grupo fueron inyectados con RPh-1 a través de la ruta subcutanea tres veces a lo
largo de 7 dias (dias alternos) con 0,05 ml de una solucién al 3% en el aceite de semilla de uva para una dosis de 30
mg/kg. Los ratones fueron sometidos a una dosis sub-letal (120 mg/kg) de ketamina administrada a continuacion a
los ratones. Un grupo de control se traté con 0,05 ml del vehiculo de aceite de semilla de uva.

Resultados

[0226] Después de la anestesia, los ratones tratados com RPh-1 se recuperaron significativamente mas
rapidamente, como se evidencia por su movilidad completa, mientras que los controles eran todavia inmdviles. La
recuperacion en el grupo de control como se define por la capacidad de hacerse méviles duraron 3 minutos mas en
el grupo de control en comparacién con el grupo tratado con RPh-1. Esta observacién indica que el mirceno
polimérico de ingrediente activo en RPh-1 acorta el periodo de recuperacién de la anestesia y se puede utilizar para
la neuroproteccién contra los efectos secundarios adversos asociados con farmacos anestésicos.

Ejemplo 6. RPh-1 induce la diferenciacién de células seguido de la muerte celular en lineas celulares de tumor.

[0227] Se investigaron los efectos de RPh-1 en dos lineas celulares de melanoma y tres lineas celulares de
neuroblastoma. La linea celular de melanoma humano 5151 y la linea celular de melanoma marino B16F10
proliferan en cultivo de tejidos de una manera indiferenciada y no producen melanina. Lineas celulares de
neuroblastoma humano Lan-1, Lan-5 y SY5Y proliferan en cultivo como las células en forma de huso que no
presentan la morfologia de diferenciacion.

Métodos

[0228] Las células se colocaron en placas a 2x102 células microplacas de fondo plano por 96 pocillos (Costar) y se
cultivaron en 200 ml de medio DMEM (medio de Dulbecco) suplementado con 10 suero bovino fetal, 200 mM L-
glutamina, 100 unidades/ml de penicilina y 100 microgramos/ml de estreptomicina (todos los reactivos de Gibco-
BRL). Después de la union durante la noche, se afiadié RPh-1 (de una solucion 10% en aceite de semilla de uva) a
los cultivos celulares para proporcionar concentraciones finales de 0,025%, 0,1%, 0,25% y 0,5%, y se continud la
incubacién durante 48 y 72 horas. El vehiculo de aceite de semilla de uva se utiliz6 como control. Después de 72
horas, las células se fijaron con metanol y se tifieron con reactivos Hemacolor® (Boehringer Mannheim).

Resultados
[0229] Se encontr6 que el tratamiento de células de melanoma con RPh-1 inducia la formacién de melanina

después de 24-48 horas, como se muestra en la Fig. 12B y Fig. 12C, en comparacion con el control de las células
tratadas en la Fig. 12A. El tratamiento RPh-1 caus6 mas detencién en la replicacion, como se muestra por la
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densidad celular disminuida, por ejemplo en la Fig. 12D. Tras 72 horas, muerte celular se observé en cultivos
incubados con cada uno de las cuatro concentraciones RPH-1 ensayadas.

[0230] Tras el tratamiento de lineas celulares de neuroblastoma Lan-1, Lan-5 y SY5Y con RPh-1 (concentracion final
0,025%), las células comenzaron a desarrollar protuberancias de tipo dendrita y la proliferacion celular cesé. Las
concentraciones mas altas de RPh-1 causaron la muerte celular en todo el cultivo. Por lo tanto, el tratamiento con
RPh-1 indujo caracteristicas de diferenciacion similares a neuronas morfologicas que fueron seguidas por la muerte
celular.

[0231] Tras el tratamiento de lineas celulares de neuroblastoma Lan-1, Lan-5 y SY5Y con una fraccion aislada de
polimirceno (concentracion final 0,025%), las células comenzaron a desarrollar protuberancias de tipo dendrita y la
proliferacién celular cesé. Las concentraciones mas altas RPh-1 causaron la muerte celular en todo el cultivo. Por lo
tanto, el tratamiento con RPh-1 indujo caracteristicas de diferenciacién similares a neuronas morfolégicas que fueron
seguidas por la muerte celular.

Conclusién

[0232] El mirceno polimérico, un componente activo en RPh-1, se asocia con la induccion de la diferenciacién de
varias lineas celulares derivadas de canceres de melanoma y neuroblastoma maligno.

[0233] Un bloque en la diferenciacion terminal es reconocida como una via importante en la perpetuacion de la
proliferacién celular en el cancer. La superacion de este bloque ya ha demostrado ser una modalidad de tratamiento
eficaz de varias formas de cancer (por ejemplo, los retinoides en el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda)
y ahora se conoce como "terapia dirigida". La terapia dirigida no mata las células cancerosas pero modifica su
comportamiento, principalmente mediante la induccion de la diferenciacion. En consecuencia, la agresividad de
muchos tipos de cancer se puede reducir.

[0234] Como se describe en el presente documento, mirceno polimérico, se ha encontrado un ingrediente activo de
RPh-1 que supera el bloqueo en la diferenciacién de células tumorales, como se indica por la formacién de dendritas
de células neuronales) en lineas celulares de neuroblastoma, y la induccién de la formacién de melanina en lineas
celulares de melanoma. En ambos casos, estos cambios se asociaron con el cese de la proliferacion celular y la
muerte celular.

Ejemplo 7. Mirceno polimero quimicamente sintetizado induce la diferenciaciéon celular _en cultivos celulares
epiteliales del pigmento retiniano.

[0235] Los experimentos se llevaron a cabo para determinar si el mirceno polimérico sintético de dos diferentes
rangos de peso molecular induce la neuro-diferenciacién en células ARPE-19.

Métodos

[0236] Las células ARPE-19 se sembraron en microplacas de cultivo de fondo plano de tejidos de 96 pocillos
(BIOFIL) a una concentracion de SX102 células por pocillo (2.5x10* células/mL) en un medio de crecimiento que
consiste en DMEM: Ham F-12, 1: 1, suplementado con 10% suero bovino fetal, glutamina 200 mM, 100 unidades/mL
de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. Se deja que las células se adhieran a las superficies de la placa
durante la noche antes del tratamiento con las fracciones de mirceno poliméricos sintetizadas quimicamente.

[0237] Las fracciones aisladas de mirceno polimérico sintetizado quimicamente, teniendo distintos pesos
moleculares, se analizaron para determinar la actividad en el ensayo de diferenciacion de células EPR. La fraccion
18-1 (peso molecular en el intervalo de aproximadamente 50.000 dalton), y la fraccién de 18-2 (peso molecular en el
intervalo de aproximadamente 20.000 dalton), que se describe en el Ejemplo 3 se utilizaron. Fracciones 18-1y 18-2,
y RPh-1 fueron preparadas a una concentracion de 10% en aceite de oliva. Cada preparacion se afiadio a los
cultivos celulares ARPE-19 usando volimenes de 0,5 pl, 2 pl, 5 pl y 20 pl, correspondientes a una concentracion
final de 0,025%, 0,1%, 0,25% y 1%, respectivamente. El aceite de oliva sirvi6 como control del vehiculo y se aplicé a
los cultivos de control en los mismos vollimenes. Los cultivos se incubaron en una incubadora CO2 de 5% a 37°C,
durante 72 horas. Después se retird el medio, los cultivos se lavaron dos veces con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS), se fijaron con metanol absoluto durante 10 min y se tifieron con reactivos Hemacolor®.

Resultados

[0238] Se han demostrado que las dos fracciones 18-1 y 18-2 tenian la actividad en la induccién de la
neurodiferenciacion en células ARPE-19 (Fig. 13 y Tabla 4). Se observé una actividad 6ptima con la fracciéon de 18-1
en 0,25% (como se muestra en la Fig. 13A), mientras que 0,1% era algo eficaz y 0,025% no tuvo ningun efecto
(Tabla 4). El efecto de la fraccion de 18-2 se muestra en la Fig. 13B.

Tabla 4. Efectos de las fracciones 18-1 y 18-2 en la diferenciacion de las células ARPE 19
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Fracciéon | Volumen Resultados
(ul)
18-1 0525 Alta densidad celular. Sin diferenciacion
20 Alta densidad. Células diferenciadas

Densidad inferior. Células diferenciadas. Axones largos con uniones
intercelulares
Muerte celular

18-2 0,52 5- | Bajadensidad. Pocas células completamente diferenciadas.
20 Células diferenciadas pero axones mas cortos y menos frecuentes que
18-1
Muerte celular
RPh-1 0,52 5- | Células diferenciadas en racimos. Axones largos
20 Células diferenciadas con menor densidad. Axones largos

Muerte celular
Vehiculo 0,5-20 Densidad celular muy alta, sin diferenciacion
de aceite

Conclusién

[0239] Los resultados observados apoyan la conclusion de que RPh-1, una formulacion de una fraccion aislada de la
goma de masilla, tiene una actividad para inducir la diferenciacion de las células neuronales.

[0240] Los resultados observados también apoyan la conclusién de que mirceno polimérico, ya sea aislado de una
fuente de la planta o sintetizado quimicamente, tiene una actividad para inducir la diferenciacién de las células
neuronales.

Ejemplo 8. El efecto de RPh-1 en la induccién de la diferenciacién de células esta blogueado por la fraccién soluble
en disolvente polar presente en la resina de masilla.

Vision de conjunto

[0241] Resina de masilla y diversos compuestos identificados en la misma se han asociado con una variedad de
actividades biolégicas y terapéuticas beneficiosas. Varias descripciones de la técnica anterior indican que la
actividad bioldgica se asocia con una fraccidon que se obtiene por extraccién de masilla con un disolvente polar, y la
recuperacion del material soluble en disolvente polar. Por el contrario, RPh-1 es una fraccién que ha sido aislada a
partir de resina de masilla sobre la base de que sea soluble en ambos disolventes organicos polares y disolventes
organicos no polares, mientras que los compuestos que son solubles sélo en disolventes organicos polares pero no
en no disolventes organicos polares se descartaron (este Gltimo designado en el presente documento como Fraccién
SP). Un componente importante en RPh-1 es mirceno polimérico, como se muestra en el Ejemplo 2. Sin embargo,
este compuesto, previamente no se ha atribuido con efectos beneficiosos, sino que ha sido reconocido para interferir
con la administracion oral y la biodisponibilidad de los compuestos activos presentes en la resina de masilla. La
Fraccion SP corresponde a fracciones de masilla de técnica anterior a las que se han atribuido varias actividades
biolégicas beneficiosas. El objetivo del presente estudio era el de evaluar el efecto de la SP en el efecto de la
diferenciacion celular ejercida por RPh-1. Ahora se describe que los compuestos presentes en SP interfieren con los
efectos de diferenciacion celular inducida por RPh-1 y los bloguean.

Métodos

[0242] La resina de masilla se tratd para obtener RPh-1, esencialmente como se describe en el Método 1 del
Ejemplo 1, usando etanol como el disolvente polar. La fraccion soluble en etanol se separé por decantacion del
material insoluble para obtener la fraccion SP. Las mezclas de RPh-1 y fracciéon de SP en diferentes proporciones se
prepararon de la siguiente manera:

Mezcla | RPh-1 (%) | Fraccion SP (%)
A0 95 5

Al 90 10

A2 80 20

A3 70 30

A4 50 50

A5 25 75

[0243] Ademas, la masilla entera disuelta en aceite (calentada a 60°C) se prepar6 para obtener preparacion TC.
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[0244] Los resultados del estudio, resumidos en la Tabla 5, indican que las fracciones ricas en RPh-1 (A0 y Al)
fueron eficaces para la induccion de la diferenciacion ARPE-19. Los cambios morfolégicos observados en estos
cultivos eran similares a los mostrados en las figuras 8B y 8C. A medida que se aumentaba la proporcién de la
fraccion SP en las mezclas, la muerte celular se incrementd, sin observarse diferenciacion celular. Las células en los
cultivos tratados con SP solo fueron muertas en todas las dosis de la prueba, y la fraccion de TC ejerci6é solo un
efecto insignificante.

[0245] Estos resultados muestran que las actividades inductoras de neurodiferenciacién potente solo se aportaron
por los polimeros en RPh-1, mientras que la fraccion polar SP sélo causé la muerte celular.

Tabla 5. Efectos de mezclas de RPh-1 y SP sobre la diferenciacion celular

Fraccion | Volumen (ul) Resultados
0,5 Alta densidad celular, células diferenciadas.
A0 2 Baja densidad celular. Células diferenciadas con axones largos.
5-20 Muerte celular.
0.5 Alta densidad celular. Menos células diferenciadas que en AO.
Al 2 Diferenciacion.
5 Baja densidad celular. Células diferenciadas con axones largos
20 Muerte celular.
Baja densidad celular. Diferenciacion.
0,5 5 . . . . . .
A2 5 Células parcialmente diferenciadas (s6lo dendritas cortas) asociadas
20 a la muerte celular
Muerte celular.
A3 05 Diferenciacion parcial esporadica. Alta densidad celular (proliferacién
’ celular).
2-20 Muerte celular.
A4 0.5 Muerte celular, téxica
2-20 Muerte celular.
A5 0,5-20 Muerte celular.
RPh-1 o5 Células diferenciadas con uniones intercelulares y axones largos
i Diferenciacion y axones largos
20 Muerte celular.
SP 0,5-20 Muerte celular.
TC 0,5 Efectos insignificantes
2 Muerte celular.
Vehiculo 0,5-20 Alta densidad

Ejemplo 9. Curacién de heridas en perros

[0246] Un perro macho Golden Retriever envejecido tenia una herida abierta en la pierna crénica durante mas de 6
meses. La lesién dérmica se asocié con alopecia (pérdida de pelo) y despigmentacion de la piel circundante. El
perro fue tratado por varios ciclos de tratamiento tépico con RPh-1. Después de la aplicacion inicial, edema
transitorio con hinchazon se produjo durante 16-20 horas. Esto fue seguido por la formaciéon de novo de tejido
funcional epitelial (epitelizacion) y neoangiogénesis (formacion nueva de microvasculatura) con contornos de tejido
normal, como resultado de las formaciones rapidas y vigorosas de tejido de granulacion. La cicatrizacién de heridas
se contrajo hacia adentro hacia el centro de la herida, lo que sugiere la presencia de fibro-miocitos (de origen
mesodérmico).

[0247] La herida se curé por completo en aproximadamente 12 semanas con la piel predominantemente funcional y
nuevo crecimiento del pelo. La figura 14 muestra la zona afectada antes (Fig. 14A) y después (Fig. 14B) del
tratamiento con RPh-1.

[0248] En otro perro macho envejecido afectado por la alopecia, el tratamiento tépico con RPh-1 resulté en re-
crecimiento del pelo para integrarse con el pelo circundante.

[0249] Un perro diferente tenia un tumor de mandibula (no inducido), partes del cual sobresalia en la cavidad bucal.
Las partes salientes se extirparon quirdrgicamente, mientras que las secciones del tumor que se incrustan dentro de
la mordaza no podian eliminarse. El tumor fue diagnosticado como un sarcoma. Se aplic6 RPh-1 formulado en el
aceite de semilla de uva a la zona de la mandibula afectada. El tratamiento llevé a cabo la curaciéon completa de las
encias que cubrian el sitio de la incision quirirgica en la medida en que ninguna cicatriz permanecia y el sitio de
incisién quirdrgica ya no era discernible. Incluso se impidié la repeticion esperada del tumor a partir de porciones
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incrustadas en la mandibula para un intervalo prolongado de varias semanas. El tratamiento con RPh-1 indujo una
curacion extraordinariamente rapida de la zona de la incision quirdrgica y la regeneracion completa de las encias.

[0250] En los dos casos anteriores, la cicatrizacion de heridas fue acompafiada por un aumento general de la
vitalidad, la conciencia mental y la actividad fisica en los perros tratados.

[0251] Los resultados anteriores apoyan el uso de mirceno polimérico, el componente activo de RPh-1, para la
cicatrizacion de heridas, la regeneracion de los foliculos pilosos y la reversion de la degeneracion neurolégica.

Ejemplo 10. El tratamiento de heridas en los peces.

[0252] Peces de oro, asi como peces koi (ambos parte de la familia de las carpas) son propensos a Ulceras de
integumento causadas por bacterias, en particular, Aeuromonas hydrophila.

[0253] Peces de oro con un peso aproximado de 100 gramos cada uno, que se habian desarrollado ulceraciones
bacterianas fueron divididos en dos grupos en tanques separados, conteniendo cada grupo cuatro peces. Cada
tanque se llena con un volumen de 100 litros de agua y se mantiene bajo aireaciéon con una bomba de aire. Los
grupos se asignaron al azar en peso y tamafio de la herida (en el intervalo de 1-1,5 cm por 1-1,5 cm). Cada pez se
inyectd por via intramuscular a través de tegumento intacto en un sitio de aproximadamente 5 mm a partir de una
Ulcera con 20 microlitros de cualquiera de aceite de semilla de uva solo (grupo control), o una solucion de 1% de
RPh-1 en el aceite de semilla de uva (grupo de tratamiento).

[0254] Peces en el grupo de prueba comenzaron a mejorar progresivamente después de 4 ciclos de tratamiento con
RPh-1 y se curaron durante un periodo de un mes. Todos los peces en este grupo sobrevivieron a través de la
duracion de seis semanas del estudio. Estos peces también mostraron un comportamiento alerto y sensible, como la
natacion activa, la busqueda y obtencion de alimentos proporcionados en la superficie del agua, y movimiento rapido
y sorprendido de alejamiento en respuesta a la percusion en la pared del tanque.

[0255] Por el contrario, los peces en el grupo de control no mostraron ninguna mejora en la condiciéon de sus
Ulceras. Los peces estaban letargicos, mostraron un comportamiento sedentario en la parte inferior del tanque, y no
respondieron a la estimulacién. Todos los peces en este grupo murieron a finales de seis semanas.

[0256] Las diferencias entre estos dos grupos fueron muy significativas en ambos parametros: la supervivencia de
peces y cierre de la herida.

Ejemplo 11. Efecto de RPh-1 en la cicatrizacidon de heridas usando modelo de ratones B6.V-Lepob/OlaHsd

[0257] Ratones B6.V-Lepob/OlaHsd (ob/ob) (expresan obesidad a la edad de 4 semanas) se utilizaron para evaluar
el efecto de RPh-1 en la curaciéon de heridas. La puncion de piel de espesor total se realizé con un punzén de
biopsia desechable (Uni-Punch® Disposable Biopsy Punch, Premier) en la zona distal de cada ratén. La puncion
tiene forma de elipse. La longitud media de eje largo de pinchazos oscilé entre 5,1 y 5,3 mm. La longitud media del
eje ancho de pinchazos oscilé entre 4,8 a 5,1 mm. RPh-1 (5%) en aceite de oliva se inyecté por via subcutanea en
dos sitios que rodean la herida a una distancia de 3-5 milimetros desde el borde de la herida (Grupo A, n = 6) o por
via topica sobre la herida (Grupo B, n = 6). El vehiculo se aplico tdpicamente en las heridas de ratones (Grupo C, n =
6). A partir de entonces, se aplico RPh1 (5%) 3 veces a la semana, 7 veces en total, durante los 16 dias del estudio
en un volumen de dosis de 20 ul (inyeccién) o un volumen de dosis de 50 ul (administracion topica).

[0258] Fig. 15 muestra que en el dia 11 después de infligir la herida, el tamafio de la herida (area de la herida) se
redujo significativamente en los ratones tratados con RPh-1 (Grupo A) en comparacion con los tratados con vehiculo
solo (p = 0,005) (Grupo C) . La tasa de curacién de las heridas durante el periodo comprendido entre el dia 0 al dia
11 después de infligir la herida fue significativamente mas rapida en ratones tratados con RPh-1 en comparacién con
los tratados con vehiculo solo (p = 0,034).

Ejemplo 12. Efecto de RPh-1 en la reversion de los efectos neurodegenerativos de hipoperfusion cerebral crénica
(demencia vascular) en un modelo de rata.

[0259] La demencia vascular (DV) es un subtipo de demencia, con una prevalencia que solo es superada por el de
la enfermedad de Alzheimer en las sociedades occidentales. VD causa muchos problemas neuropsiquiatricos y
fisicos, y representa una carga economica significativa. Las imagenes del cerebro han revelado cambios obvios en
la corteza cerebral y la sustancia blanca, y se cree que estas lesiones son la patologia de nucleo para la disminucion
cognitiva en pacientes con demencia vascular (véase, por ejemplo, Farkas et al., Experimental cerebral
hypoperfusion induces white matter injury and microglial activation in the rat brain. Acta Neuropathol. 2004;108:57-
64; Stenset et al., White matter lesion subtypes and cognitive deficits in patients with memory impairment. Dement
Geriatr Cogn Disord. 2008 26: 424-431).

[0260] Las lesiones cerebrales pueden ser inducidas experimentalmente en los cerebros de ratas mediante la
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oclusion permanente de las dos arterias carétidas que pueden afectar la funcién cognitiva. Este modelo es similar a
la demencia vascular y la técnica experimental puede disminuir el flujo sanguineo en la corteza cerebral y el
hipocampo en hasta un 40 a 80% durante varios meses, induciendo ciertos trastornos de aprendizaje. Por lo tanto se
utilizé este modelo para estudiar los efectos del tratamiento RPh-1 en la reversion de las deficiencias causadas por
lesiones de demencia vascular.

[0261] Un total de 40 animales fueron asignados al azar en 3 grupos, es decir, un grupo de control sin tratamiento
simulado, un grupo de control de vehiculo y un grupo tratado RPh-1 (10-15 animales por grupo). Estos se dividieron
aleatoriamente en 3 grupos, un grupo control simulado sin tratar, un vehiculo de control y un grupo tratado RPh-1.
Diez pl de RPh-1 (5% en aceite de semilla de algodén) o vehiculo administrado por via subcutanea 2 veces/semana,
con la primera dosis administrada 14 dias después de la induccion de la demencia vascular.

[0262] La prueba de laberinto de agua de Morris (MWM) es sensible a la funcién del hipocampo. La tarea del
laberinto de agua se realiza para evaluar dos déficits de aprendizaje relacionados con CCA utilizando el método
descrito anteriormente (Watanabe et al, Cilostazol Stroke 2006; 37 (6): 1539-1545). En una piscina circular de
didametro de 160-cm llena de agua de profundidad 20 cm, se prepara una plataforma acrilica transparente circular,
cuya superficie superior es de 3 cm por debajo del agua. Las ratas son liberadas frente a la pared, y el tiempo
necesario para escapar a la plataforma se registra como la latencia de escape. Las pruebas se realizaron en el dia 3
antes de la oclusion y la CCA en los dias 14, 35, 56, 84 y 112 después de la oclusién CCA. En los dias de
entrenamiento seis ensayos de entrenamiento se llevaron a cabo por dia con un intervalo entre ensayos de 2 min.
Los animales se colocan en la piscina en una de las seis posiciones de partida. En cada ensayo de entrenamiento,
el tiempo y la longitud del camino necesario para escapar a la plataforma oculta se registran. Los resultados de seis
ensayos de entrenamiento se promedian para obtener un Unico valor representativo, y los promedios se utilizan para
los analisis estadisticos finales. A los animales que encontraron la plataforma se les permite permanecer en la
plataforma durante 30 segundos. Los animales que no se encuentran dentro de la plataforma de 90 seg se guian
suavemente a la plataforma durante 30 segundos al final de la prueba.

[0263] El rendimiento de los animales tratados con RPh-1 (barras rayadas), animales tratados con vehiculo (barras
blancas) y en animales de control de simulacro (barras negras) en cuanto a la frecuencia en la ubicacion de la
plataforma (Fig. 16A.); el tiempo empleado en el area de la plataforma (Fig. 16B.); la latencia para encontrar la
plataforma (Fig. 16C.); la frecuencia en la zona 1 (Fig. 16D.); el tiempo empleado en parte la luz (Fig. 16E.); la
latencia para encontrar la plataforma (Fig. 16F.); y la velocidad (Fig. 16G). Todas las pruebas mostraron un
rendimiento significativamente mayor en los animales tratados con RPh-1 en comparacion con al menos uno de los
grupos de control.

Ejemplo 13. Efecto de regulacién de control de peso patolégica de RPh-1 (efecto orexigénico y anti obesidad).

[0264] Los perros con diversas heridas descritas en el Ejemplo 9, ademas, sufrieron una pérdida de apetito y no
comian alimentos que se colocaban delante de ellos. Tras aproximadamente 10 dias de tratamiento con RPh-1
como se describe, los perros gradualmente recuperaron su interés en los alimentos y empezaron a comer. Dentro de
un mes, los perros mostraron un fuerte interés en los alimentos y el apetito era similar al de los perros sanos
normales.

[0265] Los peces con ulceraciones descritas en el ejemplo 10, ademas, sufrian de pérdida de apetito. El grupo de
control sigui6 ignorando alimentos aplicados en el agua, mientras que los peces tratados con RPh-1 respondieron
con entusiasmo al movimiento rapido en respuesta a la administracion de los alimentos.

[0266] Las ratas descritas en el Ejemplo 12, ademas, sufrieron una pérdida de peso después de la hipoperfusion
cerebral crénica. Después de 35 dias de tratamiento (dia 56 de estudio) las ratas tratadas con RPh-1 como se
describen, recuperaron su peso significativamente mas rapidamente que los animales tratados con vehiculo (Fig.
17A).

[0267] Los ratones descritos en el Ejemplo 11 generalmente sufren de obesidad como resultado de la mutacion del
gen leptina. La Figura 17B muestra que la administracion subcutanea de RPh-1 a ratones (grupo A; simbolos de
diamante), provoca una ganancia significativa de peso corporal mas bajo en comparacién con los animales tratados
con vehiculo (Grupo C; simbolos triangulo) o los animales tratados mediante la administracion tépica de RPh-1
(Grupo B; simbolos cuadrados). Los ratones del grupo A ganaron 4,9% durante los 11 dias. La ganancia de peso
corporal se comparé del peso corporal inicial (dia 0). El aumento de peso corporal en el grupo A es
significativamente mas bajo que la ganancia media de peso corporal de los ratones del grupo B (valor p = 0,02,
PRUEBA T, Excel). Los ratones del grupo C fueron similares (p = 0,08) a los ratones del grupo B y ganaron peso
corporal de un modo significativamente diferente (valor de p = 0,04) que los ratones del grupo A. Los ratones del
grupo By C ganaron 10,2% y 9,1%, respectivamente. La tasa de ganancia de peso corporal en todos los grupos del
modo expresado por las laderas era similar (p = 0,07 (A vs B), 0,08 (A vs. C) y 0,43 (B vs. C).

[0268] Las observaciones anteriores apoyan la conclusion de que RPh-1 es el regulador de trastorno de peso
patolégico y puede servir como un agente orexigénico (estimulante del apetito) o agente anti-obesidad.
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Ejemplo 14. Efecto de RPh-1 en modelo de derrame en ratas de oclusién de arteria cerebral media transitoria
(tMCAO).

[0269] En un estudio para evaluar la capacidad de RPh-1 para prevenir o revertir el déficit neurolégico como
resultado de isquemia utilizando el modelo de oclusién arterial cerebral media transitoria de rata (tMCAO), RPh-1
(5% en aceite de semilla de algoddn) se administré por via subcutdnea a una dosis 10 ul y la primera administracion
se realizd 3 horas después de la intervencion quirdrgica y después dos veces por semana hasta el final del estudio
en el dia 28. Durante el estudio neuroldgico, las funciones motoras y somatosensoriales se pusieron a prueba en
una bateria de pruebas de comportamiento.

[0270] A lo largo del estudio no se observaron diferencias significativas en las condiciones fisiolégicas generales, el
aumento de peso corporal o signos clinicos generales entre los dos grupos.

[0271] Se observaron claras diferencias entre el grupo tratado RPh-1 y el vehiculo tratado con el grupo de control en
funcion de la recuperacion neurolégica después del accidente cerebrovascular durante los 28 dias después del
accidente cerebrovascular. En general, la recuperacion acelerada y mejorada se demostrdé en animales que fueron
tratados con RPh-1. Funciones somatosensoriales eran mas sensibles al tratamiento, y la respuesta significativa fue
demostrada ya en el dia 8 después del accidente cerebrovascular (Figs. 18A y 18C). La evaluacion de
Neuropuntuacién mostré diferencias significativas que sélo se observaron en ratas tratadas con RPh-1 (Grupo A),
entre el dia 8 y el dia 14, y entre el dia 8 y dia 28 (Fig. 18A). La recuperacién neurolégica segun la evaluacion de la
prueba de retirada del parche sélo era significativa en las ratas tratadas con RPh-1 (Grupo A) entre el dia 2 y los
otros dias (Fig. 18C). La mejora de la funcién motora, segin la evaluaciéon de la prueba paso a paso, solo era
significativa en las ratas tratadas con RPh-1 (barras negras), en el dia 28 (Fig. 18B).

Ejemplo 15. Efecto de RPh-1 en las células ganglionares de la retina (RGC).

[0272] Axotomia del nervio 6ptico se realizé en el ojo derecho de ratas profundamente anestesiadas (19 ratas por
grupo). El grupo de ensayo recibié una inyecciéon subdérmica en la zona posterior del cuello de RPh-1 (5% en aceite
de semilla de algodén); 0,025 mL/inyeccion), y el grupo de control se inyectdé de manera similar con el mismo
volumen de vehiculo. La primera inyeccion se dio a todos los animales inmediatamente después de la cirugia. Las
inyecciones posteriores (misma dosis y forma de administracion) se administraron dos veces a la semana, cada 3 a
4 dias.

[0273] Catorce dias después de axotomia, se inserté un neurotrazador retrégrado fluorescente (Di-Asp) en el nervio
Optico axotomizado con el fin de manchar las células supervivientes ganglionares retinianas (RGC), y 24 horas mas
tarde, las ratas se sacrificaron en una camara saturada por CO2 y el ojo derecho lesionado se trat6 por enucleacion.
Se aislaron las retinas, se aplanaron en un portaobjetos y se fijaron con medio de montaje en base a xileno.

[0274] Las retinas de montaje completo se evaluaron con un microscopio de fluorescencia. Las células tefiidas se
contaron manualmente. El nimero medio de RGC por grupo se muestra en la Fig. 19, mostrando un numero
significativamente mayor de células en el grupo de prueba RPh-1.

Ejemplo 16. Modelo de Desprendimiento de Retina (DR).

[0275] EI desprendimiento de retina (DR) se llevd a cabo en el ojo derecho de los animales profundamente
anestesiados (xilacina 50 mg/kg y ketamina 35 mg/kg) después de la dilatacion de la pupila con gotas de tropicamida
0,5%. DR se indujo mediante la generacion de una pequefia abertura en la retina en la serata ora seguida de una
inyeccion sub-retinal de 5 pl de solucién salina con una aguja de jeringa 30G. Aproximadamente la mitad de la zona
de la retina se separ6 por este procedimiento.

[0276] Las ratas con DR se dividieron en dos grupos experimentales, con el grupo de prueba que recibe una
inyeccidon sub-cutanea en la zona posterior del cuello de RPh-1 (5% en aceite de semilla de algodén; 0,025
mL/inyeccién), y el grupo de control inyectado con el mismo volumen de vehiculo. La primera inyeccién se dio a
todos los animales inmediatamente después de la cirugia. La segunda inyeccién (misma dosis y forma de
administracion) se administré 48 horas después de la cirugia.

[0277] En los dias 3 y 14 dias después de la DR, las ratas operadas fueron sacrificadas en una cadmara saturada
CO:a. El ojo derecho lesionado y el ojo izquierdo no tratado fueron enucleados. Se aislaron las retinas, se congelaron
en hielo seco y se procesaron para analisis de transferencia Western o analisis inmunohistoquimico. Las retinas de
los ojos de izquierda sirvieron como controles no operados.

[0278] Se estudiaron los niveles de expresion de Semaforina3A (Sema3A), Neuropilinal (NP1), y GAP43, Caspasa3

se utilizd como un marcador de apoptosis, y se examinaron los cambios morfolégicos en Miiller y células
microgliales.
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[0279] Sema3A es un inhibidor del crecimiento axonal que se ha demostrado estar involucrado en la pérdida de
células ganglionares de la retina después de una lesion en el nervio Optico. Los niveles altos de Sema3A se
detectaron en retinas después de DR como se muestra por analisis de transferencia Western (Fig. 20A). El
tratamiento con RPh-1 disminuyé claramente los niveles de expresion Sema3A, tanto en las retinas de control no
lesionadas y aquellos con DR (Fig. 20A). Las muestras se normalizaron a la expresion de beta-actina (banda inferior,
Fig.20A)

[0280] El analisis inmunohistoquimico de secciones de retina de 20 um incubadas con el anticuerpo anti-Sema3A y
el tinte nuclear Sytox Blue mostré que la expresion Sema3A fue claramente superior en desprendimiento de retina
en comparacidon con los controles. Se observd expresion Sema3A principalmente alrededor de las células
ganglionares de la retina. Similar a los resultados observados en el analisis de transferencia Western, la expresion
Sema3A se redujo en los animales DR tratados con RPh-1.

[0281] NP1 es un receptor Sema3A funcional. Células TUNEL-positivas, indicando los procesos de apoptosis, fueron
evidentes 24 horas tras el desprendimiento de retina y se aumentaron después de 7 dias.

[0282] La caspasa-3 se activa en respuesta a DR. Sin embargo, la elevacién de caspasa-3 se atenud
significativamente en los animales DR tratados con RPh-1 (Fig. 20B).

[0283] GAP43 es una proteina intracelular que esta estrechamente conectada con la membrana de los conos de
crecimiento. Se expresa normalmente durante el proceso de la sinaptogénesis. En la retina, GAP43 se expresa en
las neuronas en una etapa temprana de la embriogénesis, mientras que el nervio éptico todavia se esta alargando.
En el nervio éptico de la rata, GAP43 se encuentra tanto en los axones y cuerpos celulares de las CGR, pero la
expresion desaparece a la edad de 8 a 16 semanas, y se encuentra de nuevo después de una isquemia o lesion en
el nervio optico.

[0284] Los cambios morfoldgicos de las células de Miller se estudiaron mediante la tincién para la proteina acida
fibrilar glial (GFAP). GFAP etiqueta las células de Muller en la retina, y se utiliza cominmente como un indicador de
estrés. El etiquetado de GFAP en la retina de control intacto se concentré en la GCL. El analisis inmunohistoquimico
mostré niveles elevados de GFAP en los desprendimientos de retina en comparacion con los controles. Las retinas
desprendidas tratadas con RPh-1 mostraron niveles mas altos de GFAP.

[0285] La invasion y activacién microglial son consideradas como perjudiciales o beneficiosas para las neuronas. La
activacion microglial después de la lesion del SNC aguda es principalmente una respuesta de células glial reactiva y
adaptativa, que se activa por las neuronas lesionadas y que se disefia para mejorar el dafio tisular primario y para
promover la reparacion posterior y gliosis (cicatriz glial) como resultado. La microglia se activé en la retina por lo
general después de la lesion, estimulan y reclutan células endoteliales y fibroblastos. El analisis inmunohistoquimico
de las secciones de retinas desprendidas de y no lesionadas etiquetadas con IB4 y tefiidas con la tincion nuclear Pl
mostraron evidencia de células microgliales activadas sé6lo en retinas desprendidas. Sin embargo, en retinas
desprendidas de animales tratados con RPh-1, menos activacion microglial era evidente en comparacion con retinas
desprendidas de los animales que fueron tratados con vehiculo.

[0286] Los resultados mostraron una reduccién en el reclutamiento de la microglia activa en torno a una region de
lesién y apoyan un mecanismo de reparacion libre de cicatrices de heridas.

Ejemplo 17. Preparacién de complejos de ciclodextrina con mirceno polimérico.

[0287] Las ciclodextrinas, en virtud de su capacidad para formar complejos de inclusién con muchos medicamentos,
pueden aumentar sustancialmente la solubilidad acuosa de los productos biofarmacéuticos, en particular los que se
definen como insolubles en agua, tales como mirceno polimérico. Las ciclodextrinas son compuestos solubles en
agua, que pueden formar complejos reversibles con moléculas poco solubles en agua dando como resultado un
complejo de inclusion molecular soluble. Cuando el complejo de inclusion de la combinaciéon de farmaco-
ciclodextrina se diluye en un volumen suficientemente grande de agua o la sangre, se disocia rapidamente, liberando
el agente farmacolégicamente activo secuestrado.

[0288] La complejacion de mirceno polimérico con 3-HPCD se realiza como sigue:

a. Disolucion de mirceno polimérico pre pesado en una cantidad minima de disolvente no polar tal como hexano,
heptano, o similar.

b. Adicién gota a gota del disolvente no polar al polvo 3-HPCD.
c. El secado a 50-80°C hasta la evaporacion del disolvente no polar.

d. La mezcla con la cantidad necesaria de agua.
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e. Disolucién con sonicacion y calentamiento.
f. Filtracién a través de un filtro 0,2 a 0,45 pm.

Ejemplo 18. Preparacién de nanoemulsiones de mirceno polimérico.

[0289] Formulaciones de nanoemulsién liquida de aceite-en-agua han de prepararse por técnicas de emulsificacion
a alta presion de todos los ingredientes lipidos y el mirceno polimérico de componente activo disuelto en la fase de
aceite de lipidos y emulsionarse con una fase acuosa, proyectada para dar lugar a la formacion de nanogotas lipidas
que contienen farmaco estables, esféricas y uniformemente dispersas. La reduccién del tamafio de gotas de
emulsion es esencial para generar formulaciones de farmacos con alta estabilidad. Las gotas de nanoemulsién
preferidas tienen un tamafio medio de gota de menos de una micra (generalmente en el intervalo de 0,1 a 0,2 pm)
uniformemente dispersadas en una fase acuosa. La singularidad del nicleo de aceite hidréfobo interno grande de
las gotas de nanoemulsion proporcionan una capacidad de alta solubilizacion para compuestos insolubles en agua
tales como mircenos poliméricos.

1. Preparacién de fase oleosa

[0290] La fase de aceite se compone de 13% lipoide E-75, 0,026% aTP-succinato, propilparabeno como
antioxidante y 86,9% Miglyol® 810. El mirceno polimérico preparado como en el Ejemplo 1 se disolvié en la fase
oleosa. Los componentes se mezclan con calentamiento suave hasta que se obtenga una solucion completamente
solubilizada homogénea.

2. Preparacion de la fase acuosa

[0291] La fase acuosa se compone de 0,1% de EDTA, 0,5% de Tween-80, 2,3% de glicerol, metilparabeno como
conservante y 97,1% de agua. pH se ajust6 a 7,4 con NaOH 1N.

3. La mezcla de fases de aceite y acuosa

[0292] Fase de aceite (3,7 g) se calentd y se afadié a 70 ml de la fase acuosa (precalentada). La mezcla se agita
suavemente durante 10 a 15 min a temperatura ambiente.

4. Preparacion de emulsién gruesa de aceite en agua

[0293] Una emulsién de aceite en agua se prepara usando el dispensador de tamafio medio y unidad de
homogeneizacion de alto cizallamiento Polytron®, a 20.000 rpm durante 5 min.

5. Dimensionamiento la emulsién a la gama submicrénica por homogeneizador de alta presion Gaulin®

[0294] El tamafio de gotas de la emulsién obtenida después de la etapa 4 se reduce a la gama submicrénica
(nanosize) mediante la presentacién de la emulsién a homogeneizacion a alta cizalla usando el homogeneizador de
alta presion Microlab 70 Gaulin® a presion de 800 bar. Un total de 5-6 ciclos se debe realizar para obtener gotitas de
nanoemulsién homogéneas que tienen un tamafio medio de particula de menos de 200 nm. El tamafio de particula
debe ser determinado por espectroscopia de correlacion de fotones (PCS) usando un analizador de tamafio de
particula NAMD (Coulter® Electronics, Reino Unido). Cuando la mayor parte de las particulas (> 90%) son mas
pequefias que 200 nm, se determina que el proceso de dimensionamiento es completo.

6. Filtracion estéril

[0295] La filtracion en condiciones asépticas de la nanoemulsion a viales estériles usando un 0,2 um PES filtro
estéril y el almacenamiento a 40°C.

Ejemplo 19. Preparacién de polvo de mirceno polimérico secado por pulverizacion.

[0296] Un procedimiento conveniente para la fabricacion del producto de la mezcla polimérica mirceno-lipido es
mediante secado por pulverizacion directa de la formulacién de una mezcla de dispersion de disolvente no polar que
contiene todos los ingredientes de lipidos y el agua que contiene los componentes hidréfilos, teniendo en cuenta la
rentabilidad y las consideraciones de ampliacién de la escala. El método de secado por pulverizacion seleccionado
esta optimizado para obtener un polvo fino, que fluye libremente. EI mirceno polimérico se disuelve en la fase lipidica
gue contiene la lecitina de ingredientes de lipidos, tricaprina (triglicérido de acido caprico), succinato de tocoferol y
se calenté ( ~ 40°C) en un disolvente no polar hasta obtener una buena dispersién. Una dispersion de diéxido de
silicio de pirdlisis (Cab-O-Sil®) en agua (5%) se prepard por la inflamaciéon del polvo en agua purificada. La
suspension resultante (precalentada a 40°C) se vertio después lentamente en la dispersion de lipidos de disolventes
no polares y la mezcla se agita a 40°C durante aproximadamente 1 h hasta obtener una dispersion homogénea.
Después, la mezcla se seca por pulverizacion usando el secador por pulverizacion GA32 Yamato Pulvis®. Las
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condiciones de secado por pulverizacién son: velocidad de flujo 7mL/min, temperatura de entrada 130°C,
temperatura de salida 70°C, y el aire de secado de flujo 0,5 m3/min. Se espera obtener un polvo seco homogéneo
gue contiene la mezcla polimérica mirceno-lipido.

[0297] Se espera que la formulacion de mezcla polimérica mirceno-lipido preparada por el proceso de secado por
pulverizacién directa muestra una buena dispersabilidad en agua, siendo por lo tanto adecuada para la preparacion
de formas sélidas de dosificacion tales como capsulas de gelatina dura o comprimidos para la administracion oral
mejorada de polimero mirceno con potencial de buena biodisponibilidad oral.

Ejemplo 20. Preparacién de preparaciones liposomales que contienen mirceno polimérico.

[0298] Los lipidos que contienen mircenos poliméricos disueltos se disolvieron en 100 mL de diclorometano en un
matraz de fondo redondo, y se agité durante 30 min a temperatura ambiente hasta obtener una solucion
transparente clara. El disolvente se evapord usando una unidad de evaporacion rotativa a 39°C. En primer lugar, el
matraz se hace girar a 4,5 rpm, 5 min a presion atmosférica, seguido de 10 a 30 min (hasta completa evaporacion
del disolvente) bajo vacio débil, y finalmente 15 min bajo vacio total. Al final del proceso de evaporacién se creara
una lamina de lipidos uniforme. La lamina de lipido se disolvio en 15 mL de tampon isotonico. Los liposomas se
preparan por agitacion vigorosa durante 10 a 30 min usando agitador multi-mufieca, hasta formar una dispersion
uniforme y lechosa de vehiculo multilamelar (MLV) y ninguna lamina de lipido restante seran evidente. Con el fin de
obtener una preparacién de liposomas equilibrada y homogénea, el matraz se agitara adicionalmente a 37°C durante
30 a 90 min. a 270 rpm.

Ejemplo 21. Preparacién de microemulsiones que contienen mircenos poliméricos.

[0299] Varios tensioactivos comunmente usados en la administraciéon parenteral se pueden utilizar para desarrollar
microemulsiones de agua en aceite y de aceite en agua aceptables para uso inyectable, oral y topica. Los
tensioactivos farmacéuticamente aceptables adecuados para la formacion de formulaciones de microemulsiones son
tensioactivos no iénicos incluyendo aceite de ricino hidrogenado de polioxilo 40 (vendido bajo el nombre comercial
Cremophor RH40®), aceite de ricino de polioxilo 35 (vendido bajo el nombre comercial Cremophor® EL), ésteres de
acidos grasos de sorbitan de polioxietileno (polisorbatos), poloxameros (Pluronics®), vitamina E-TPGS 1000 (VE-
TPGS 1000), éteres de alquilo de polioxietileno, Solutol® HS-15, Tagat® TO, Peglicol 6-oleato, estearatos de
polioxietileno, o glicéridos poliglicolizados saturados, todos los cuales estan disponibles comercialmente. Los
tensioactivos preferidos incluyen aceite de ricino hidrogenado de polioxilo 40 (Cremophor® RH40®), aceite de ricino
hidrogenado de polioxilo 35 (Cremophor® EL), ésteres de acidos grasos de sorbitan de polioxietileno (polisorbatos),
poloxameros (Pluronics®), y vitamina E-TPGS 1000. La cantidad total de tensioactivo presente en la composicion
sera generalmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 700 mg/g, y preferiblemente de aproximadamente
300 a aproximadamente 500 mg/g.

[0300] Preparacion de microemulsiones que contienen mirceno polimérico se puede realizar disolviendo los
mircenos poliméricos en una cantidad apropiada de aceite tal como triglicéridos de cadena media (Migliol) en un vial
adecuado. A continuacion, se tapa el vial. El vial se puso en un bafio de agua de alrededor de 50 a 60°C y se agita
suavemente hasta que todo el material de la droga se disuelve completamente. Después de que el vial se enfri6 a
temperatura ambiente, una cantidad apropiada de agente tensioactivo (tal como Cremophor® EL o VE-TPGS) se
afnade y se sigue de la mezcla de mono- y di-glicéridos de acidos grasos, en su caso. El vial se tap6 y se coloco a
continuacion en el bafio de agua de aproximadamente 50-60°C. El vial se agita suavemente para obtener una
solucién clara y uniforme. Esta solucion se puede llenar en capsulas de HPMC y se almacen6 a temperatura
ambiente antes de la dosificacion oral. Alternativamente, los polvos de polimeros sustituidos (tales como HPMC)
pueden afadirse a la solucion con agitacion adecuada (es decir, agitacion) para obtener una suspension de polimero
uniforme. La composicion resultante puede llenarse en capsulas de gelatina, ya sea de gelatina blanda o dura y se
almacend a temperatura ambiente antes de la dosificacién oral. Alternativamente, la formulacion de microemulsién
puede utilizarse como una membrana 0,2um tépica o filtrada a administrarse por via parenteral.

[0301] Las microemulsiones que contienen mircenos poliméricos tienen buenas propiedades de dispersabilidad en
agua y auto-emulsionan cuando se diluyen en medio acuoso para formar micelas nanométricas pequefias con
biodisponibilidad mejorada.

[0302] Ha de entenderse que la fraseologia o terminologia empleada en el presente documento es para el propésito

de descripcion y no de limitacion. Los medios, materiales, y pasos para llevar a cabo diversas funciones descritas
pueden adoptar una variedad de formas alternativas sin apartarse de la invencion.
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Reivindicaciones

1. Una fraccién aislada de la goma de masilla, comprendiendo la fraccion el mirceno polimérico y siendo obtenible
por:

a) poner en contacto la goma de masilla con al menos un disolvente organico polar;

b) aislar una fraccion que es soluble en el al menos un disolvente organico polar;

¢) tratar la fraccion soluble obtenida en la etapa b) con al menos un disolvente organico no polar seleccionado de
un Cs-Cao-alcano,

d) aislar una fraccién que es soluble en dicho disolvente organico no polar, en el que los pasos a) a b) y ¢) a d)
se llevan a cabo cada uno independientemente de un nimero de ciclos,

en el que la fraccion esta sustancialmente desprovista de compuestos que son solubles en dicho disolvente organico
polar pero insoluble en dicho disolvente organico no polar,

en el que al menos un disolvente organico polar es un alcohol seleccionado del grupo que consiste en metanol,
etanol, propanol, isopropanol, 1-butanol, 2-butanol, sec-butanol, t-butanol, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol,
neopentanol, 3-metilo-1-butanol, 2-metilo-1-butanol, 3-metilo-2-butanol, 2-metilo-2-butanol, etilenglicol, y éter de
monometilo de etileneglicol, y mezclas de los mismos,

para su uso en el tratamiento de una funcién neuroldgica alterada, en la que la funcién neurolégica alterada
comprende una disminucion de una funcién seleccionada del grupo que consiste de la funcién cognitiva, la funcién
sensorial, la funcién motora y combinaciones de los mismos.

2.  La fraccion aislada para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el mirceno polimérico se selecciona
del grupo que consiste en B-mirceno polimérico (poli-B-mirceno), a-mirceno polimérico (poli-a-mirceno),
copolimeros de mirceno y combinaciones de los mismos.

3. Lafraccion aislada para uso de acuerdo con la reivindicacion 2,
en la que el poli-B-mirceno se selecciona del grupo que consiste en cis-1,4-poli-R-mirceno, trans-1,4-poli-3-
mirceno, 3,4-poli-B3-mirceno, 1,2-poli-B-mirceno y combinaciones de los mismos.

4. La fraccién aislada para uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que la fraccién aislada de la goma de
masilla comprende una mezcla de cis-1,4-poli-B-mirceno y trans-1,4-poli-B-mirceno, y en la que comprende la
mezcla de al menos 75% (en peso) de cis-1,4-poli-B-mirceno.

5. La fraccion aislada para uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que la fraccion aislada de la goma de
masilla comprende al menos 75% (en peso) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular de promedio
en numero en el intervalo de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 20.000, preferiblemente en el que el
peso molecular promedio en nimero estd en el intervalo de al menos aproximadamente 5.000 a
aproximadamente 20.000.

6. La fraccion aislada para uso de acuerdo con la reivindicacion 1,
en la que la funcidon neurolédgica alterada esta asociada con una afeccion seleccionada del grupo que consiste
de un traumatismo, demencia vascular, demencia senil, enfermedad de Alzheimer, la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA), esclerosis mdltiple, enfermedad de Parkinson y derrame cerebral; o
gue esta adaptado para administracion oral, parenteral, tépica o transdérmica.

7. La fraccién aislada para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la fraccion aislada de la goma de
masilla esta adaptado para administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, intradérmica,
intraperitoneal, intraarterial, intracerebral, intracerebroventricular, intradsea e intratecal; o
en la que la fraccion aislada de la goma de masilla estd adaptada para aplicacion topica seleccionada de
dérmica, vaginal, rectal, de inhalacion, intranasal, ocular, bucal y auricular.

8. La fraccién aislada para uso de acuerdo con la reivindicacion 1,
en la que el disolvente organico no polar se selecciona del grupo que consiste en pentanos, hexanos,
heptanos, octanos, nonanos, decanos, y sus mezclas.

9. El mirceno polimérico para su uso en el tratamiento de una alteracion de la funcién neurolégica, en el que la
funcién neurol6gica alterada comprende una disminucion de una funcion seleccionada del grupo que consiste
de la funcién cognitiva, la funcion sensorial, la funcién motora y sus combinaciones.

10. EI mirceno polimérico para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en una composicion, en la que la
composicion comprende de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 25% (en peso) de mirceno polimérico
basado en el peso total de la composicion.

11. El mirceno polimérico para uso de acuerdo con la reivindicacién 10,
en el que el mirceno polimérico comprende cis-1,4-poli-B-mirceno.
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El mirceno polimérico para uso de acuerdo con la reivindicacién 10,
en el que la composicion esta adaptada para la administracion oral, tépica, parenteral, y la administracion
transdérmica; o en el que el mirceno polimérico se deriva de una fuente de planta.

El mirceno polimérico para uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que el mirceno polimérico se
selecciona del grupo que consiste de R-mirceno polimérico (poli-3-mirceno), a-mirceno polimérico (poli-a-
mirceno), copolimeros de mirceno y combinaciones de los mismos.

La fraccién aislada segun la reivindicacion 1, en la que el disolvente polar es etanol y en la que el disolvente no
polar es hexano.
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