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DESCRIPCION
Formulaciones orales de carotenoides trans bipolares

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patente provisional de EE. UU. niUmero 61/350.804, presentada
el 2 de junio de 2010.

Esta invencion se refiere a formulaciones de compuestos potenciadores de la difusiéon. Las composiciones de esta
invencion incluyen tipicamente un carotenoide trans bipolar, una ciclodextrina y un revestimiento. Se incluyen
composiciones que estan revestidas entéricamente con un compuesto sensible al pH para el aporte oral.

Antecedentes de la invencion

Se considera generalmente que el aporte por via oral de agentes terapéuticos es el método mas popular de aporte
de farmacos para los pacientes debido a que esta via, en general, incrementa el cumplimiento terapéutico del
paciente, disminuye el numero de efectos secundarios asociados con las inyecciones y proporciona comodidad al
usuario. Esta via de administracion esta muy favorecida para la dosificacion a pacientes con enfermedades croénicas.

Los carotenoides son una clase de hidrocarburos que consisten en unidades isoprenoides. La cadena principal de la
molécula consiste en dobles enlaces y enlaces sencillos carbono-carbono conjugados, y también puede tener
grupos colgantes. Se sabe que la crocetina y el crocetinato sodico trans (TSC) incrementan la difusividad de oxigeno
en soluciones acuosas.

La Patente de EE. UU. 6.060.511 se refiere a crocetinato sédico trans (TSC) y sus usos. La patente cubre diversos
usos del TSC tales como mejorar la difusividad de oxigeno y el tratamiento del choque hemorragico.

La solicitud de Patente de EE. UU. N° Ser. 10/647.132 se refiere a métodos de sintesis para elaborar sales de
carotenoides trans bipolares (BTC) y a métodos para usarlas.

La solicitud de Patente de EE. UU. N° Ser. 11/361.054 (documento US2006/0194973) se refiere a métodos
mejorados de sintesis de BTC y a nuevos usos del BTC.

La solicitud de Patente de EE. UU. N° Ser. 12/081.236 (documento US2008/0255246) se refiere al uso de
carotenoides trans bipolares como un pretratamiento y en el tratamiento de la vasculopatia periférica.

La solicitud de Patente de EE. UU. N° Ser. 12/289.713 (documento US2009/0110746) se refiere a una nueva clase
de agentes terapéuticos que potencian la difusion de moléculas pequenias.

La Solicitud Provisional de EE. UU. N° Ser. 61/213.575 (documento US2010/0322918) se refiere al uso de
compuestos potenciadores de la difusién con tromboliticos.

Se ha divulgado una variedad de formulaciones de carotenoides trans bipolares. Véase la solicitud de propietario
comun solicitud de Patente de EE. UU. N° Ser. 10/647.132 (documento US2004/0116729) y la solicitud de Patente
de EE. UU. N° Ser. 11/361.054.

Sumario de la invenciéon

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion incluyen un compuesto potenciador de la difusion, una
ciclodextrina y un revestimiento entérico.

En particular, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1. Otras
caracteristicas ventajosas se pueden encontrar en las reivindicaciones dependientes.

Descripcion detallada de la invencién

Aunque un carotenoide trans bipolar (BTC), tal como crocetinato sédico trans (TSC), es un miembro de la familia
carotenoide de compuestos, no se puede dosificar oralmente de un modo similar a otros carotenoides que se
venden en forma de capsulas o pildoras (p. €j., betacaroteno o vitamina A). Dos factores que se deben tener en
cuenta en el desarrollo de una formulacién oral de un compuesto de BTC son consideraciones de pH y solubilidad
que son totalmente diferentes de otros compuestos carotenoides. Los métodos usados para la formulacién de otros
compuestos carotenoides simplemente no funcionan para compuestos tales como TSC.

El TSC se precipita bajo condiciones acidas, tales como las que existen en el estémago. Este material sdélido es
practicamente insoluble en el ambiente acido del estémago. EI TSC no es estable en condiciones acidas y se
convertira en el isémero cis que puede precipitar. Se ha ideado un sistema que protegera al TSC en el ambiente
acido duro del estomago y liberara TSC en una regiéon de pH mas favorable. Un pH mas favorable existe en el
intestino delgado. Estudios de circuito cerrado in situ han mostrado un incremento de la biodisponibilidad cuando el
TSC se administra directamente al intestino delgado en comparacion con el estomago. Véanse los Ejemplos
posteriores. Se cree que la eficacia del TSC depende de los niveles de concentracién de TSC encontrados en el



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 654 945 T3

cuerpo. La eficacia del TSC se puede prolongar al administrar TSC oralmente.

Los comprimidos de carotenoides trans bipolares incluyen excipientes que se usan comunmente en la elaboracion
de comprimidos. Ventajosamente, los comprimidos también tienen un revestimiento entérico situado sobre ellos, de
modo que se disolveran en las zonas de pH superior (> 5,5) del tracto digestivo en vez de en el estdmago acido.

Composiciones de la invencion

Las composiciones de esta invencion se fabrican todas para ser de calidad farmacéutica, es decir, composiciones
farmacéuticas. Estas formulaciones pueden incluir portadores farmacéuticamente aceptables conocidos por los
expertos en la técnica si como otros agentes terapéuticos. Ventajosamente, la formulacion no incluye un compuesto
que inhiba la capacidad del compuesto potenciador de la difusiéon para mejorar la difusividad.

Las composiciones incluyen) un compuesto potenciador de la difusién, b) una ciclodextrina y c) un revestimiento.
Como alternativa, se puede usar un portador sensible al pH (es decir, el TSC se dispersa/mantiene en una matriz
polimérica) o un sistema de liberacién con el tiempo (también conocido como liberacion sostenida, controlada, etc.).

A. Compuestos potenciadores de la difusion

Los compuestos potenciadores de la difusion de la invencion incluyen los compuestos descritos en los documentos
US N° Ser. 10/647.132, US N° Ser. 11/361.054, US N° Ser. 12/081.236 y US N° Ser. 12/289.713.

Los compuestos potenciadores de la difusién de esta invencién son carotenoides trans incluyendo diésteres,
dialcoholes, dicetonas y diacidos de carotenoides trans, carotenoides trans bipolares (BTC) y sales bipolares de
carotenoides trans (BTCS). Se incluyen compuestos de carotenoides trans bipolares que tienen la formula:

YZ-TCRO-ZY
donde:
Y = un cation
Z = un grupo polar que esta asociado con el cation y
TCRO = esqueleto de carotenoide trans, tal como TSC.
Mas especificamente:

Y (que puede ser igual o diferente en los dos extremos) = H o un catién distinto de H, preferiblemente Na* o K* o Li".
Y es ventajosamente un ion metdlico monovalente. Y también puede ser un catién organico, p. €j., RsN", R3S,
donde R es H o CyHzn+1 donde n es 1-10, ventajosamente 1-6. Por ejemplo, R puede ser metilo, etilo, propilo o
butilo.

Z (que puede ser igual o diferente en los dos extremos) = grupo polar que esta asociado con H o el cation.
Incluyendo opcionalmente el carbono terminal en el carotenoide (o compuesto relacionado con carotenoide), este
grupo puede ser un grupo carboxilo (COO") o un grupo CO (p. €j. un grupo éster, aldehido o cetona), o un grupo
hidroxilo. Este grupo también puede ser un grupo sulfato (OSOs3’) o un grupo monofosfato (OPOj3’), (OP(OH)O2’), un
grupo difosfato, trifosfato o combinaciones de los mismos. Este grupo también puede ser un grupo éster de COOR
en el que la R es CyHan+1.

TCRO = esqueleto de carotenoide o relacionado con carotenoide trans (ventajosamente menos de 100 carbonos)
que es lineal, tiene grupos colgantes (definidos posteriormente), y tipicamente comprende dobles enlaces y enlaces
sencillos carbono-carbono "conjugados" o alternos (en una realizacion, el TCRO no esta completamente conjugado
como en un licopeno). Los grupos colgantes (X) son tipicamente grupos metilo pero pueden ser otros grupos segun
se analiza posteriormente. En una realizacion ventajosa, las unidades del esqueleto estan ligadas de tal modo que
su disposicion esté invertida en el centro de la molécula. Los 4 enlaces sencillos que rodean un doble enlace
carbono-carbono estan todos en el mismo plano. Si los grupos colgantes estan en el mismo lado del doble enlace
carbono-carbono, los grupos se denominan cis (también conocidos como "Z"); si estan en el lado opuesto del enlace
carbono-carbono, se denominan frans (también conocidos como "E"). A lo largo de este caso, los isémeros se
denominaran cis y trans.

Los compuestos de esta invencion son trans. El isémero cis tipicamente es un detrimento -- y da como resultado que
la difusividad no se incremente. En una realizacion, se puede utilizar un isémero cis en el que el esqueleto sigue
siendo lineal. La posicién de los grupos colgantes puede ser simétrica con relacion al punto central de la molécula o
puede ser asimétrica de modo que el lado izquierdo de la molécula no parezca igual que el lado derecho de la
molécula ni en cuanto al tipo de grupo colgante ni su relacién espacial con respecto al carbono central.

Los grupos colgantes X (que pueden ser iguales o diferentes) son atomos de hidrogeno (H), o un grupo
hidrocarbonado lineal o ramificado que tiene 10 carbonos o menos, ventajosamente 4 o menos, (que contiene
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opcionalmente un halégeno), o un halégeno. X también podria ser un grupo éster (COO-) o un grupo etoxi/metoxi.
Ejemplos de X son un grupo metilo (CHs), un grupo etilo (CzHs), una estructura de anillo aromatico fenilico o simple
con o sin grupos colgantes desde el anillo, un grupo alquilo (C1-C10) que contiene halégeno tal como CHCI, o un
halégeno tal como Cl o Br o un metoxi (OCH3) o etoxi (OCH>CHs). Los grupos colgantes pueden ser iguales o
diferentes pero los grupos colgantes utilizados deben mantener el esqueleto como lineal.

Aunque existen muchos carotenoides en la naturaleza, las sales de carotenoides no. La patente de EE. UU. de
propietario comun 6.060.511 se refiere a crocetinato sddico trans (TSC). El TSC se elabord al hacer reaccionar
azafran presente en la naturaleza con hidroxido sodico seguido por extracciones que seleccionaban principalmente
el isomero trans.

La presencia de los isdmeros cis y trans de un carotenoide o una sal de carotenoide se puede determinar al
examinar el espectro ultravioleta-visible para la muestra de carotenoide disuelta en una soluciéon acuosa. Dado el
espectro, el valor de la absorbancia del pico mas alto se produce en el intervalo de longitud de onda visible de 380 a
470 nm (dependiendo el nimero del disolvente usado y la longitud de la cadena del BTC o la BTCS). La adicién de
grupos colgantes o diferentes longitudes de cadena pueden cambiar esta absorbancia del pico, pero un experto en
la técnica reconocera que la existencia de un pico de absorbancia en el intervalo visible correspondiente a la
estructura de cadena principal conjugada de estas moléculas, dividido por la absorbancia del pico que se presenta
en el intervalo de longitud de onda UV de 220 a 300 nm, se puede usar para determinar el nivel de pureza del
isémero trans. Cuando el diéster de carotenoide trans (TCD) o la BTCS se disuelve en agua, el pico del intervalo de
longitud de onda visible mas alto estara entre 380 nm y 470 nm (dependiendo de la estructura quimica exacta, la
longitud de la cadena principal y los grupos colgantes) y el pico del intervalo de longitud de onda UV estara entre
220 y 300 nm. Segun M. Craw y C. Lambert, Photochemistry and Photobiology, Vol. 38 (2), 241-243 (1983), el
resultado del calculo (en ese caso se analiz6 la crocetina) era 3,1, que se incrementaba hasta 6,6 después de la
purificacion.

Realizando el analisis de Craw y Lambert sobre el TSC sintético segun se describe en US N° Ser. 10/647.132 y US
N° Ser. 11/361.054, esa relacion es mayor de 7,0 (p. €j. de 7,0 a 8,5), ventajosamente mayor de 7,5 (p. €j. 7,5 - 8,5),
lo mas ventajosamente mayor de 8. El material sintetizado es un isémero trans "mas puro" o altamente purificado.

Ventajosamente, el carotenoide trans es crocetina, crocina, una sal de carotenoide trans bipolar (BTC) tal como TSC
o un diéster, alcohol o acido de carotenoide.

B. Ciclodextrinas

Se han sugerido muchos excipientes para incrementar la biodisponibilidad de farmacos a partir de tracto
gastrointestinal tales como tensioactivos, agentes quelantes, glicoles, polietilenglicol y otros; sin embargo, la
ciclodextrina con un carotenoide trans bipolar funciona extremadamente bien.

Una descripcién detallada de ciclodextrinas en combinaciéon con carotenoides trans bipolares se puede encontrar en
la solicitud de propietario comun US N° Ser. 11/361.054. El carotenoide trans bipolar esta en la forma de una
composicion que comprende un carotenoide trans y una ciclodextrina, por ejemplo a-ciclodextrina, B-ciclodextrina o
y-ciclodextrina. La ciclodextrina puede ser hidroxilpropil-B-ciclodextrina o 2-hidroxilpropil-y-ciclodextrina. En otra
realizacion, la composicién comprende ademas manitol o solucién salina. En una realizaciéon adicional mas, la
composicion comprende ademas un compuesto para regular el pH tal como bicarbonato o glicina. Ventajosamente,
la relacion de un carotenoide trans bipolar a la ciclodextrina es hasta 1:10. Ventajosamente, hasta 1:4, p. gj. 2:1, 1:1
0 1:4.

C. Revestimientos

Un revestimiento entérico es una barrera aplicada a la medicacion oral que controla la localizaciéon en el sistema
digestivo en el que se absorbe. Entérico se refiere al intestino delgado, por lo tanto los revestimientos entéricos
evitan la liberacion del medicamento antes de que alcance el intestino delgado. La mayoria de los revestimientos
entéricos funcionan al presentar una superficie que es estable al pH altamente acido encontrado en el estémago,
pero se disocia rapidamente a un pH menos acido (relativamente mas basico). Por ejemplo, no se disolveran en los
jugos acidos del estomago (pH de 1 a 3), pero lo haran en el ambiente de pH superior (por encima de pH 5,5)
presente en el intestino delgado. Materiales usados para revestimientos entéricos incluyen acidos grasos, ceras y
goma laca asi como plasticos.

Los carotenoides trans bipolares precipitan en condiciones acidas. Para estos tipos de farmacos, se puede afiadir un
revestimiento entérico a la formulacion para proteger a la sustancia activa de la exposicion acida del estomago,
aportando en su lugar el principio activo al ambiente de pH basico (pH del intestino 5,5 y superior) donde es mas
soluble, y puede dar su accién deseada.

Se cree que la eficacia del TSC depende de los niveles de concentraciones de TSC encontrados en el cuerpo. La
eficacia del TSC se puede prolongar al administrar TSC oralmente. Puesto que el TSC precipita en condiciones
acidas, las composiciones de esta invencion protegen al TSC en el ambiente acido duro del estomago y liberan TSC
en una region de pH mas favorable en el intestino.
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Un revestimiento entérico se aplica a formulaciones de dosificacion oral a fin de proteger a la sustancia activa de la
disolucion en el fluido gastrico dentro del estdmago. Las razones mas comunes para usar un revestimiento entérico
incluyen:

Proteccion de la sustancia activa de las enzimas gastricas o la acidez del fluido gastrico

Enmascaramiento del sabor o el olor

Prevencion de la irritacion del estbmago incluyendo nauseas y vomitos

Liberacién sostenida para una absorcién controlada

Aporte de la sustancia activa a una zona especifica del tracto digestivo que es mas favorable para la absorcion
sistémica

Otra realizacion incluye usar un revestimiento entérico que responde a un intervalo mas amplio de valores de pH a
fin de permitir que un carotenoide trans bipolar tal como TSC se absorba en mas secciones del intestino,
incrementando asi la superficie especifica disponible para la absorcién.

Composicion de los revestimientos

Existen muchos materiales disponibles que se usan para revestir entéricamente materiales. La mayoria funcionan
bien mediante una erosién lenta del material de revestimiento (cera de carnauba, queratina, gluten, etc.) o bien
mediante un revestimiento sensible al pH. Los materiales que se basan en el mecanismo de erosiéon dependen de
los tiempos de vaciado gastrico. El segundo tipo, el revestimiento sensible al pH, son hidréfobos e insolubles en
agua a condiciones de pH bajo y se vuelven solubles a pH superiores. Asi, el revestimiento es insoluble en el
ambiente acido duro del estdmago y se disuelve en la regién de pH superior del intestino. Existen muchos polimeros
sensibles al pH disponibles que se pueden seleccionar basandose en un pH especifico al que se produce la
desintegracion. La tabla posterior lista algunos de los polimeros sensibles al pH mas comunes.

Polimeros sensibles al pH comunes usados para revestimientos entéricos

Acetato-ftalato de celulosa (CAP)
Acetato-succinato de celulosa

Polimeros de acrilato

Ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa
Acetato-succinato de hidroxipropilmetilcelulosa

Poli(acetato-ftalato de vinilo)

Tres polimeros-copolimeros de acrilato disponibles comercialmente derivados de ésteres de acido acrilico y
metacrilico son Eudragit L30D-55, L100 y FS30D. La funcionalidad dependiente del pH de estos polimeros se
determina por sus grupos funcionales acido carboxilico:

Eudragit L30D-55: La disolucion se produce a un pH de 5,5 o mas con una zona de liberacion elegida del duodeno.

CHs CHj

~ "~

IR

OH (l)
CH:
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Eudragit L100: La disolucion se produce a un pH por encima de 6,0 con una zona de liberacion elegida del yeyuno.

Can O =
[Te 70 [To

T OH
CH; CH;

Eudragit FS30D: : La disolucién se produce a un pH por encima de 7,0 con una zona de liberacion elegida del colon.
D. Otros ingredientes

Se pueden afiadir agentes para tamponar los compuestos potenciadores de la difusion. Se pueden afadir otros
agentes para afectar a la osmolalidad, o se pueden afadir como agentes de combinacion necesarios para
formulaciones orales. Agentes tamponadores especificos incluyen glicina, carbonato sdédico, bicarbonato sédico,
carbonato magnésico e hidroxido de aluminio. Agentes especificos para afectar a la osmolalidad incluyen manitol y
polisacaridos.

Otros agentes que se pueden afadir incluyen:

Prosolv 90 es una celulosa microcristalina silicificada. Se dice que el PROSOLV SMCC 90 ofrece un equilibro de
compactacion y flujo de lo mejor de su clase para formulaciones en forma de comprimido. Mejora el flujo de la
formulacion, potencia la consolidacion de las particulas y mejora la uniformidad del contenido.

Crospovidone XL 90 es una polivinilpirrolidona reticulada que se usa en la formacién de comprimidos como un
adyuvante de la esferonizacion y una alternativa a la celulosa microcristalina. Esferonizacion, marmumerizacion,
nodulizacion y micronodulizacion significan todos lo mismo: la fabricacion de productos en esferas pequefias para el
uso en las industrias farmacéutica y relacionadas. Todos los productos producidos mediante estos procedimientos
se pueden denominar esferoides, esferas, microesferas, nédulos, micronédulos o nédulos farmacéuticos. Todos
estos términos se refieren a lo mismo. El intervalo de tamafo es normalmente de aproximadamente 0,8 mm a 1,5
mm de diametro, aunque son posibles menores y mayores. En contraste, el término granulacion se refiere
normalmente a particulas de conformacion irregular con un intervalo de tamafio grande dentro de un lote. Los
materiales granulados normalmente son menos densos.

El estearato magnésico, también llamado sal magnésica de acido octadecanoico, es una sustancia blanca que es
sélida a temperatura ambiente. Tiene la formula quimica C3sH7oMgOs4. Es una sal que contiene dos equivalentes de
estearato (el anién de acido estedrico) y un cation magnesio (Mg”*). El estearato magnésico se funde a
aproximadamente 88°C, no es soluble en agua y generalmente se considera seguro para el consumo humano.
Debido a que es ampliamente considerado como inocuo, a menudo se usa como un agente de carga en la
fabricacion de comprimidos y capsulas medicinales. A este respecto, la sustancia también es util debido a que tiene
propiedades lubricantes, evitando que los ingredientes se peguen al equipo de fabricacion durante la compresion de
polvos quimicos en comprimidos sélidos.

Kollidon es un polimero de polivinilo de peso molecular variable; usado como un agente de suspension y dispersion
y vehiculo para productos farmacéuticos.

Métodos de formulacion

Formulaciones de la presente invencion adecuadas para la administracion oral se pueden presentar como unidades
discretas tales como pildoras, capsulas, sellos o comprimidos, como polvos o granulos, o como una solucion,
suspension o emulsion. Formulaciones adecuadas para la administracion oral incluyen ademas tabletas y pastillas.
Las formulaciones se pueden presentar convenientemente en forma de dosificacion unitaria y se pueden preparar
mediante métodos conocidos en la técnica de la farmacia. La formulacién puede ser para la liberacién inmediata o
lenta o controlada del compuesto potenciador de la difusion. Las ventajas de un sistema de liberacion sostenida
(también conocida como liberacion temporizada, liberacion controlada, etc.) son que la frecuencia de dosificacion se
puede disminuir y las concentraciones sistémicas de farmaco son mas estables a lo largo de un periodo mayor en
comparacion con otras formulaciones del mismo farmaco.

Las dosificaciones apropiadas de las composiciones de la invencién dependeran del metabolismo del compuesto
dado y la gravedad de la afeccion que se trate. Para que una dosis sea "terapéuticamente eficaz", debe tener el
efecto deseado, es decir, debe aliviar los sintomas de la indicacién para la que se da. La dosificacion
terapéuticamente eficaz dependera de la afeccidon que se trate, la gravedad de la afeccion, la fase y las
caracteristicas individuales de cada paciente mamifero tratado y la mitigacion del efecto potenciador de la difusion.

Tipicamente, las composiciones de la invencién se elaboran al mezclar el carotenoide trans bipolar y la ciclodextrina
seleccionada en una relacion de hasta 1:10. La mezcladura se realiza mediante cualquier método
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farmacéuticamente aceptado. La mezcla bien se carga en un recipiente para capsulas o bien se estampa en un
comprimido (que también puede contener los ingredientes mencionados previamente para promover la liberacion de
los moldes, etc.). Las capsulas o los comprimidos se revisten a continuacion mediante un polimero sensible al pH tal
como un Eudragit de tal modo que se cree un revestimiento continuo.

En una realizacién, mdltiples tipos de cuentas revestidas entéricamente se ponen en una capsula u otro sistema
para el aporte oral. Las cuentas estan compuestas por una primera porcion o grupo de cuentas que tienen un primer
revestimiento y una segunda porcion o grupo de cuentas que tienen un segundo revestimiento. También se pueden
afadir grupos adicionales de cuentas con diferentes revestimientos. Un ejemplo es una capsula que contiene
cuentas que tienen tres tipos diferentes de revestimientos de Eudragit que se liberan a diferentes valores de pH y se
liberan a lo largo de un periodo mas prolongado que una capsula que contiene un solo tipo de cuenta.

Usos terapéuticos y modos de administracion

Las composiciones de la invencién tienen usos terapéuticos para tratar a mamiferos que tienen tejidos que
experimentan bajos niveles de oxigeno (hipoxia) o en diversas afecciones que afectan al sistema nervioso central.

Los usos de las composiciones de la invencion incluyen los divulgados en la Patente de EE. UU. 6.060.511, la
solicitud de Patente de EE. UU. N° Ser. 10/647.132, la solicitud de Patente de EE. UU. N° Ser. 11/361.054, la
solicitud de Patente de EE. UU. N° Ser. 12/081.236 y la solicitud de Patente de EE. UU. provisional N° Ser.
61/213.575 de propietario comun.

Las composiciones orales de la invencién son Utiles en el tratamiento de:

choque hemorragico,

una enfermedad respiratoria, asma, enfisema, ALI, ARDS, COPD

isquemia,

una enfermedad cardiovascular, aterosclerosis, infarto de miocardio, hipertension, fibrilacién ventricular
apoplejia, lesion cerebral traumatica, edema cerebral,

afecciones del sistema nervioso central (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y otras enfermedades
neurodegenerativas). Neurodegeneracion es el término general para la pérdida progresiva de estructura o funcion de
las neuronas, incluyendo muerte de neuronas. Ejemplos de enfermedades nerviosas degenerativas incluyen:
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, ataxia de Friedreich, enfermedad
de Huntington, enfermedad por cuerpos de Lewy y atrofia muscular espinal. Véase el Ejemplo 7.

artritis,

anemia, (anemia de la premadurez, anemia de Fanconi, anemia hemolitica, anemia microcitica, una anemia
normocrémica, una anemia macrocitica, esferocitosis hereditaria, anemia drepanocitica, anemia hemolitica
autoinmunitaria por anticuerpos calientes, anemia hemolitica por crioaglutinina),

insuficiencia renal crénica, hipertension,
papilomas, lesiones de la médula espinal,

radioterapia del cancer (ventajosamente como un anexo a i) incluyendo radiacion de haces externos, bisturi gamma,
braquiterapia, tomoterapia y haz de protones, incluyendo radioterapia conformal tridimensional fraccionada,
radiacion intracavitaria y radioterapia de intensidad modulada (IMRT), y/o ii) quimioterapia incluyendo temozolimida).

diabetes, retinopatia diabética,

vasculopatia/claudicacion vascular periférica, embolia, coagulos de sangre, estenosis espinal/claudicacion
neurogeénica,

enfermedades en las que los érganos no obtienen suficiente oxigeno tales como granulomatosis de Wegener

Las composiciones de la invencion también son utiles como un pretratamiento o para tratar a mamiferos con riesgo
de las enfermedades/afecciones apuntadas anteriormente.

Las composiciones también son utiles en la neuroproteccién, es decir, en la prevencion o el retraso de las
complicaciones asociadas con trastornos neurodegenerativos tales como enfermedad de Parkinson o enfermedad
de Alzheimer. También son Utiles para reducir la cantidad de isquemia resultante de cirugia en un mamifero al
administrar la composicion antes, durante o después de la cirugia.

Las composiciones también son Utiles para potenciar el comportamiento cuando la respiracién/el esfuerzo se
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incrementa o estresa, para incrementar el metabolismo aerdbico y para incrementar la resistencia durante la
actividad fisica, tal como correr, andar o levantar objetos.

Para los usos siguientes, los compuestos potenciadores de la difusion se administran mediante cualquier via
adecuada incluyendo oral, nasal o inhalacion, tépica, parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa,
intradérmica, transdérmica e intradsea), vaginal o rectal. La via de administracion preferida dependera de las
circunstancias. Una via de inhalacion o una inyeccion intravenosa o intramuscular es ventajosa para el tratamiento
de situaciones de emergencia, cuando es necesario que el compuesto potenciador de la difusion entre en la
corriente sanguinea muy rapidamente. En una realizacién, una composicion de una ciclodextrina y carotenoide trans
bipolar disueltos en agua estéril se puede inyectar, bien intramuscularmente (IM) o bien intravenosamente (IV). Las
formulaciones incluyen asi las adecuadas para la administracion a través de estas vias (liquido o polvo que se va a
nebulizar). Se apreciara que la via preferida puede variar, por ejemplo, con la afeccién y la edad del paciente.

isquemia critica de las extremidades

enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington,
enfermedad por cuerpos de Lewy y atrofia muscular espinal,

esclerosis multiple,
sindrome metabdlico
neuropatia periférica
paralisis cerebral

cancer -- una sal de carotenoide trans bipolar, tal como TSC, es la quimioterapia usada para provocar la regresion
de muchos tipos de tumores cancerosos, es decir, sin el uso de radiacién u otra quimioterapia. El Ejemplo 8 se
refiere al tratamiento de tumores cancerosos con TSC. ElI TSC no funciona destruyendo las células cancerosas, sino
que, aunque sin querer limitarse por una teoria, se cree que funciona haciendo que las células reviertan en células
mas maduras (y, asi, mas cercanas a la normalidad). El uso de retinoides (tales como acido retinoico totalmente
trans), o sus sales, para el tratamiento del cancer se excluye de la invencion. Ejemplos de los tipos de
cancer/tumores que se pueden tratar son: canceres/tumores de piel, pulmén, mama, cerebro, préstata y colon.

En una realizacién, se administra mas de un compuesto potenciador de la difusiéon. Alternativamente, se pueden
aportar conjuntamente hemoglobinas o fluorocarbonos y un compuesto potenciador de la difusion.

Los siguientes Ejemplos son ilustrativos, pero no limitativos de las composiciones de la presente invencion y los
métodos de la presente divulgacion. Otras modificaciones y adaptaciones adecuadas de una variedad de
condiciones y parametros normalmente encontrados que son obvios para los expertos en la técnica estan dentro de
esta invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1

Composicion para comprimidos (sin ciclodextrina)

Se elaboraron dos formulaciones que consisten en los siguientes ingredientes:

Combinacion al 65%

65,0% TSC

26,0% Prosolv 90

2,9% Crospovidone XL 90
1,5% Estearato magnésico

4,6% Kollidon
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Combinacion al 60%

60,4% TSC

30,1% Prosolv 90

3,8% Crospovidone XL 90
1,4% Estearato magnésico

4.3% Kollidon

Los comprimidos de TSC se elaboraron en tres (3) etapas:

Etapa 1: Una mezcla que contiene 70% de TSC, 25% de Prosolv 90 y 5% de Kollidon 25 se mezclé en una bolsa
durante 5 minutos y se compacté con rodillos usando un compactador de rodillos Vector. Las condiciones para el
compactador de rodillos eran presion de los rodillos = 5,5 Mpa (800 psi), velocidad del tornillo = 10 rpm, velocidad de
los rodillos = 0,95 rpm. Esto producia una combinaciéon denominada Combinacién de TSC I.

Etapa 2: La Combinacién de TSC | procedente de la Etapa 1 se compacto con rodillos usando Crospovidone XL 10y
estearato magnésico. Los porcentajes eran 97,5% de Combinacién de TSC |, 2% de Crospovidone XL 10y 0,5% de
estearato magnésico. El producto de esta etapa se denomina Granulos de TSC IlI.

Etapa 3: Las cintas procedentes de la Etapa 2 se trituraron a mano y se tamizaron a través de un tamiz de malla 20.
Los granulos obtenidos se mezclaron con excipientes (véase posteriormente) para dar combinaciones finales que
contenian 65% de TSC y 60% de TSC.

Combinacién de TSC al 65% Combinacién de TSC al 60%
95,2% de Granulos de TSC Il 88,5 % de Granulos de TSC Il
2,8% de Prosolv 90 8,5 % Prosolv 90

1% de Crospovidone XL 2% de Crospovidone XL

1% de Estearato magnésico 1% de Estearato magnésico

Etapa 4: Los comprimidos se revistieron con CAP (acetato-ftalato de celulosa)

Para demostrar la diferencia en la absorcion en el estbmago y en el intestino, se realizaron los siguientes estudios.
Ejemplo 2

Absorcion de soluciones de TSC

Ratas Sprague-Dawley (SD) y Wistar macho que pesaban aproximadamente 300-400 g cada una se mantuvieron en
ayunas durante 24 horas antes de cada experimento. Se dio agua a voluntad y la coprofagia se previno usando
jaulas con suelos de malla de alambre. La anestesia se indujo y se mantuvo con isoflurano. La arteria carétida se
expuso y se canuld con tubo PE-50. La canula se aseguré usando suturas de seda y se aplico a la herida lidocaina
al 2%.

Después de la canulacion, los animales se incluyeron en uno de dos grupos: administracion de una formulacion de
dosificacion de TSC directamente en el 1) estbmago a través de una sonda; o 2) en un segmento intestinal aislado.
Para la dosificacion en un segmento intestinal aislado, se realiz6 una linea media frontal, exponiendo el abdomen y
segmentos intestinales. En este estudio, el ileon se aislo y se canulé con tubo PE-50, a continuacién se lavé con
solucion salina normal a 37°C hasta que los lavados corrieran claros. El segmento se recoloco, el abdomen se pinzé
y se dejo que la rata se estabilizara durante 1 hora. A continuacién, la formulacion de TSC se introdujo en el
segmento aislado. El intestino se recoloco y el abdomen se cerrd con suturas. Se recogieron muestras de sangre de
aproximadamente 0,3 ml para la arteria carétida a intervalos de tiempo discretos después de la administracién de
TSC. Una pequefia cantidad de heparina sddica se us6 como un anticoagulante. Las muestras de sangre se
centrifugaron y el volumen de plasma resultante se mezclé con 3 volimenes de metanol y se sometio a turbulencia.
A continuacion, la mezcla de plasma se centrifugd y el sobrenadante se analizé mediante HPLC para determinar los
niveles de TSC.

La formulacion de dosificacion de TSC administrada en este estudio consistia en una formulacion intravenosa (20
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mg/ml de TSC, 8% de y-ciclodextrina, 50 mM de glicina y 2,3% de manitol). La Figura 1 de la siguiente pagina
muestra que existe un incremento de la biodisponibilidad cuando se administra TSC directamente al intestino

delgado en comparacion con el estbmago.

2.50 et

1.50

0.50

-

0.00

i

conc. plasmatica de TSC, pg/ml

0 50 100 150 200

tiempo, minutos

Figura 1. Concentracion plasmatica media de TSC después de la administracion de 2,9 mg/kg de TSC directamente
al (@) ileon (dosificacion in situ) y al (O) estdmago.

Ejemplo 3
Comprimidos revestidos entéricamente (sin ciclodextrina)

El TSC se precipita y es practicamente insoluble bajo el ambiente acido duro del estémago. El TSC se debe proteger
del ambiente duro del estébmago y liberarse en una region de pH superior mas favorable del intestino delgado. Para
este estudio, se elaboraron comprimidos de TSC (Tabla 1) y se revistieron entéricamente bien con Eudragit L100 o
bien con acetato-ftalato de celulosa (CAP). La integridad de ambos tipos de revestimientos protectores se confirmé
en un estudio de disolucion de la USP en el que comprimidos revestidos entéricamente se pusieron en primer lugar
en una celda de disolucidn que contenia fluido gastrico simulado (SGF), a continuacion se transfirieron a otra celda
que contenia fluido intestinal simulado (SIF). El revestimiento y el comprimido permanecian intactos en el SGF, pero
se producia disolucion en SIF. Este estudio se realizé segun protocolos de la USP.

Tabla 1. Formulaciéon de comprimidos de TSC

Combinacién de TSC al 65% Combinacién de TSC al 60%
95,2% de Granulos de TSC Il 88,5% de Granulos de TSC Il
2,8% de Prosolv 90 8,5% de Prosolv 90

1% de Crospovidone XL 2% de Crospovidone XL

1% de Estearato magnésico 1% de Estearato magnésico

Estos comprimidos se elaboraron usando tecnologia de formaciéon de comprimidos conocida para el experto en la
técnica.

A continuacion, para examinar lo que ocurria con TCS revestido entéricamente, un comprimido revestido con CAP, y
que contenia 300 mg de TSC usando la combinacion al 65%, se administré oralmente a perros. Se encontraron
concentraciones plasmaticas de TSC muy bajas, sugiriendo que la disponibilidad seria demasiado baja para el uso
clinico en esta formulacion.

10
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Ejemplo 4
Absorcion intestinal de TSC y efecto de la ciclodextrina

Se efectuaron estudios adicionales a fin de determinar el efecto sobre la absorcién sistémica con la adicion de y-
ciclodextrina al TSC.

Ratas Sprague-Dawley (SD) y Wistar macho que pesaban aproximadamente 300-400 g cada una se mantuvieron en
ayunas durante 24 horas antes de cada experimento. Se dio agua a voluntad y la coprofagia se previno usando
jaulas con suelos de malla de alambre. La anestesia se indujo y se mantuvo con isoflurano. La arteria carétida se
expuso y se canuld con tubo PE-50. La canula se asegurd usando suturas de seda y se aplico a la herida lidocaina
al 2%.

Después de la canulacion, se realizd una linea media frontal, exponiendo el abdomen y segmentos intestinales. En
este estudio, el yeyuno se aislé y la formulacién de TSC se administré en el yeyuno proximal Se administraron
aproximadamente 60 mg/kg de TSC a diversas relaciones de y-ciclodextrina de 0,5:1 hasta 4:1 (peso de TSC:peso
de y-ciclodextrina). EI movimiento del TSC dentro de los segmentos intestinales no se restringia distalmente a la
zona de administracién. El intestino se recolocé y el abdomen se cerré con suturas. Se recogieron muestras de
sangre de aproximadamente 0,3 ml para la arteria carétida a intervalos de tiempo discretos después de la
administracion de TSC. Una pequefa cantidad de heparina sédica se usé como un anticoagulante. Las muestras de
sangre se centrifugaron y el volumen de plasma resultante se mezclé con 3 volimenes de metanol y se sometio a
turbulencia. A continuacion, la mezcla de plasma se centrifugd y el sobrenadante se analizé mediante HPLC para
determinar los niveles de TSC.

Se encontré que la y-ciclodextrina potencia mucho la absorcion del TSC segun se muestra en la Figura 3.

2 Efecto de gammaciclodextrina sobre
= la absorcion de TSC en sangre
<
© 0
8 @ 1000
S o
£ 800 -
S
g g 600
g T 400 |
o 2 e
275 200 i
[£]
P [o] .
< 0.5 1
&= Peso de CD por peso de TSC

Figura 3: Efecto de y-ciclodextrina sobre la absorcién de TSC en el yeyuno de la rata.

Posteriormente estan las curvas de pk después de la administracion de TSC in situ en el intestino delgado. Las
curvas muestran que la ciclodextrina incrementa significativamente la absorcion intestinal de TSC.

11
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La grafica posterior es la concentracion plasmatica de TSC (ug/ml) frente al tiempo después de la administracion
(min.).

—&— 80 mg/ml de gcd

=60 mg/ml de gcd
=40 Mg/ml de gcd
—z— 20 mg/ml de gcd

- Sin gcd

Ejemplo 5
Capacidad de extension para Cmax

Se ha encontrado que la y-ciclodextrina potencia mucho la absorcién sistémica de TSC en el tracto gastrointestinal.
La dosificacion de TSC usada en el estudio anterior es grande, por lo tanto, se administraron dosis adicionales de
TSC con y-ciclodextrina en una relacion de 1:1 (peso de TSC:peso de y-ciclodextrina) a fin de determinar la
capacidad de extensién de la absorcién sistémica (en cuanto a la Cmax) con respecto a la cantidad de dosificacion
de TSC. Para el siguiente estudio, se administr6 TSC al segmento intestinal del yeyuno en las siguientes
dosificaciones: 2,5, 5, 10 y 60 mg/kg.

Para este estudio, Ratas Sprague-Dawley (SD) y Wistar macho que pesaban aproximadamente 300-400 g cada una
se mantuvieron en ayunas durante 24 horas antes de cada experimento. Se dio agua a voluntad y la coprofagia se
previno usando jaulas con suelos de malla de alambre. La anestesia se indujo y se mantuvo con isoflurano. La
arteria carotida se expuso y se canulé con tubo PE-50. La canula se asegurd usando suturas de seda y se aplico a
la herida lidocaina al 2%.

Después de la canulacion, se realizd una linea media frontal, exponiendo el abdomen y segmentos intestinales. En
este estudio, el yeyuno se aisl6 y la formulacion de TSC se administré en el yeyuno proximal. El movimiento del TSC
dentro de los segmentos intestinales no se restringia distalmente a la zona de administracion. El intestino se
recolocé y el abdomen se cerrd con suturas. Se recogieron muestras de sangre de aproximadamente 0,3 ml para la
arteria carétida a intervalos de tiempo discretos después de la administracién de TSC. Una pequefia cantidad de
heparina soédica se us6 como un anticoagulante. Las muestras de sangre se centrifugaron y el volumen de plasma
resultante se mezcld con 3 volimenes de metanol y se sometié a turbulencia. A continuacion, la mezcla de plasma
se centrifugd y el sobrenadante se analizé mediante HPLC para determinar los niveles de TSC.

Los resultados se muestran en la Figura 4. La linea de la Figura 4 es una regresion lineal de los datos, y muestra
que se obtiene un excelente ajuste. Esto sugiere que los datos obtenidos para la inclusion de y-ciclodextrina pueden
extenderse para otras dosificaciones de TSC.

12
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Efecto de la dosificacion de TSC sobre
la potenciacion con ciclodextrina

50
40 R? =0.9986
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maxima de TSC, pg/ml

0 20 40 60 80

Dosificacion de TSC, mg/kg

Figura 4: Efecto de la dosificacion de TSC en una mezcla de TSC-y-ciclodextrina sobre la Cmax
Ejemplo 6
Absorcion intestinal con y sin revestimientos entéricos

Se efectuaron estudios adicionales a fin de investigar el beneficio de incluir y-ciclodextrina con TSC para el uso en el
aporte por via oral. Para este estudio, TSC y y-ciclodextrina en una relacion de 1:4 (peso de TSC:peso de y-
ciclodextrina) se cargaron en capsulas de gelatina de tamafio 9 y: 1) bien se dejaron sin revestir, 2) bien se
revistieron entéricamente con Eudragit L30D-55 (también denominado LS30D55 en la presente memoria) (un
revestimiento que se debe desintegrar a un pH mayor de 5,5) o bien 3) se revistieron entéricamente con Eudragit
FS30D (un revestimiento que se debe desintegrar a un pH mayor de 7). También se administraron capsulas no
revestidas que contenian solamente TSC (sin ciclodextrina).

Para este estudio, Ratas Sprague-Dawley (SD) y Wistar macho que pesaban aproximadamente 300-400 g cada una
se mantuvieron en ayunas durante 24 horas antes de cada experimento. Se dio agua a voluntad y la coprofagia se
previno usando jaulas con suelos de malla de alambre. La anestesia se indujo y se mantuvo con isoflurano. La
arteria carotida se expuso y se canulé con tubo PE-50. La canula se asegurd usando suturas de seda y se aplico a
la herida lidocaina al 2%.

Después de la canulacion, una capsula de gelatina que contiene producto farmacolégico se administro al estbmago
a través de una jeringa dosificadora (Torpac, Fairfield NJ) seguido por 0,3 ml de agua estéril al estdmago a través de
sonda. Se recogieron muestras de sangre de aproximadamente 0,3 ml para la arteria carétida a intervalos de tiempo
discretos después de la administracion de TSC. Una pequefia cantidad de heparina soédica se usé como un
anticoagulante. Las muestras de sangre se centrifugaron y el volumen de plasma resultante se mezclé con 3
volimenes de metanol y se sometié a turbulencia. A continuacién, la mezcla de plasma se centrifugd y el
sobrenadante se analizé mediante HPLC para determinar los niveles de TSC.

La grafica posterior muestra la concentracion en la corriente sanguinea después de la administracion oral a ratas a
lo largo de un periodo de 7 horas de polvos secos contenidos en capsulas de gelatina, conteniendo todas las
capsulas la misma cantidad de TSC (aproximadamente 4 mg).

TSC solo muestra el TSC solo en una capsula;

TSC:CD (1:4) no revestido, que es para capsulas hechas de una mezcla 1 a 4 de TSC a ciclodextrina pero sin
revestimiento aplicado a las capsulas de gelatina;

LS30D55, que es para la misma capsula 1:4 revestida con Eudragit LS30D55 (un revestimiento que se debe
desintegrar a un pH mayor de 5,5);

FS30D, que es para la misma capsula 1:4 revestida con Eudragit FS30D (un revestimiento que se debe desintegrar
a un pH mayor de 7).
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El grafico de barras posterior muestra el porcentaje de mejora en la absorcion (en comparacion con TSC solo) que
se obtiene con las capsulas no revestidas asi como las revestidas con los Eudragits.
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Ejemplo 7
Enfermedad neurodegenerativa

Un aspecto principal de cualquier enfermedad neurodegenerativa es, segun se indica anteriormente, la muerte de
neuronas. Se han efectuado estudios para examinar los efectos de TSC sobre la muerte neuronal en diferentes
modelos de animales.

El primer estudio en el que se hizo esto fue uno realizado usando un modelo de apoplejia hemorragica en ratas.
Para ese estudio, la enzima colagenasa se inyectd a través de una trepanacion en la calavera en el ganglio basal
derecho, que daba como resultado que algunos de los vasos sanguineos cerebrales se rompieran y sangraran. A
continuacion, se inyectdé TSC empezando 3 horas después de que se administrara la colagenasa, y los animales
fueron sacrificados 48 horas después de la administracion de la colagenasa.

Cuando hay una hemorragia en el cerebro, la sangre se redne y forma un hematoma. Alrededor de la periferia de
este hematoma, hay una muerte de células neuronales. Sin embargo, se encontré que el tratamiento con TSC daba
como resultado aproximadamente 20% menos de muerte de las neuronas. El uso del colorante fluorojade permite
contar los numeros de neuronas "muertas" en una seccion cerebral dada del cerebro. Esto se realiz6 en la zona
alrededor de los hematomas formados en el modelo de apoplejia hemorragica en ratas. Se encontré6 que habia
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aproximadamente 30% menos de muerte neuronal en los animales tratados con TSC segun se muestra en el grafico
posterior.

Muerte Celular Neuronal Perihematémica
en el Modelo de Apoplejia Hemorragica en Ratas
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Otro modelo que se usé que examinaba el efecto del TSC sobre la viabilidad neuronal es un modelo de enfermedad
de Parkinson en ratas. En este modelo, se realiza una trepanacion a través de la calavera y en la region de la
sustancia negra. La afeccion similar a la enfermedad de Parkinson es inducida al inyectar 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) en el cerebro. Una cantidad de 10 ug de 6-OHDA se inyecta frecuentemente en este modelo, y se uso en el
primer estudio.

El primer estudio con este modelo se disefio para imitar un estudio encontrado en la bibliografia, tratamiento en el
que se encontré que la crocetina tenia un efecto beneficioso sobre la muerte neuronal después de la inyeccion de 10
pg de 6-OHDA. En el estudio, se inyecté TSC en una dosificacion de 0,1 mg/kg durante 7 dias que precedian a la
inyeccion de la 6-OHDA (el mismo régimen de dosificacion que se habia realizado en el estudio con crocetina).
Después de la inyeccion de la 6-OHDA, no se administraron mas tratamientos a lo largo de las siguientes 4
semanas.

En ese momento, las ratas fueron sacrificadas y los cerebros se extirparon y se enviaron a Charles River
Laboratories para los recuentos de neuronas vivas. Esto daba como resultado recuentos en el lado derecho del
cerebro, en el que se ha inyectado la 6-OHDA, asi como en el lado izquierdo no tratado del cerebro. Esto permitia la
comparacion de la muerte celular (recuento en el lado tratado/recuento en el lado no tratado) de los controles, que
se habian pretratado con solucién salina, con los animales pretratados con TSC. El grafico posterior muestra estos
resultados.

Efecto del Pretratamiento sobre la Muerte Neuronal en el
Modelo de Enfermedad de Parkinson en Ratas

50 -

40

W Solucién salina
B TSC (0,1 mg/kg)

20

% de neuronas vivas

10 A

10 ug

Como se puede observar, el porcentaje de neuronas vivas después de este tratamiento es aproximadamente el
doble. También se debe apuntar que este es un modelo muy intensivo de muerte neuronal, en el que alrededor de
85% de las neuronas mueren en los controles.

Es de mucho mas interés conocer el efecto del postratamiento sobre la muerte neuronal después de la inyeccion de
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6-OHDA. Para investigar eso, se inyectaron de nuevo 5 ug de 6-OHDA en la sustancia negra como antes, pero el
tratamiento comenzaba después de esa inyeccion. A continuacion, se administraron a los animales inyecciones
diarias de TSC (0,25 mg/kg) durante 4 semanas antes del sacrificio. Los cerebros se extirparon y se enviaron a
Charles River Laboratories para los recuentos neuronales.

Efecto del Postratamiento sobre la Muerte Neuronal en el
Modelo de Enfermedad de Parkinson en Ratas

8 Solucion salina
@ TSC (0,25 mglkg)

% de neuronas vivas

Como se observa, hay mas neuronas vivas (aproximadamente 20% mas) con el tratamiento con TSC, y estos datos
son diferentes de forma estadisticamente significativa (p < 0,05).

Un resultado interesante de este estudio era que las secciones cerebrales del lado sin 6-OHDA de los cerebros
mostraban casi los mismos ndmeros de neuronas vivas independientemente de si se inyectaba solucion salina o
TSC, segun se muestra en el grafico posterior. Esto demuestra que el TSC no tenia efecto sobre la viabilidad de
neuronas vivas.

Numeros de Neuronas Vivas en la Seccion no Tratada de
la Sustancia Negra después de la Inyeccion de 5 ug de 6-OHDA
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Estos resultados, combinados con los encontrados en el modelo de apoplejia hemorragica, muestra que el TSC
ejerce un efecto neuroprotector en el cerebro.

Ejemplo 8
Quimioterapia con TSC

El modelo de metastasis pulmonar en ratones es un modelo ampliamente usado para la evaluacion de la terapia de
tumores. Con células B16 (melanoma de ratén), esencialmente todas las células son "transportadas" durante la
inyeccion celular intravenosa en la vena caudal, y los tumores se forman preferentemente en los pulmones. Asi, el
término metastasis pulmonar se usa ampliamente aunque cada nédulo pulmonar resultante sea técnicamente un
tumor "primario” independiente en lugar de una metastasis verdadera.

Puesto que la melanina en las células B 16 no se blanquea como el resto de los tejidos pulmonares, los nédulos
tumorales se pueden visualizar facilmente después de blanquear los pulmones extraidos en solucién de Fekete. Sin
embargo, siempre hay una fraccion de nédulos que es amelandtica ("blanca") y esto requiere un recuento cuidadoso
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a fin de no sobreestimar la carga tumoral.

Para los presentes estudios, se obtuvieron ratones C57BL/6 hembra de ocho semanas de edad de Charles River
Laboratories. Los ratones se alojaron en grupos de 5 o menos, y recibian alimento y agua a voluntad.

Células B16 fueron cultivadas por the Center for Cell Signaling of the University of Virginia usando un protocolo
estandar. Las células se recibieron mientras estaban en una fase de crecimiento exponencial. Las células se
suministraron en una concentracion de 5 X 10° células/ml en solucion salina tamponada de Hank (HBSS).

Las células se inyectaron inmediatamente al recibirse, y este dia se denominé el Dia 0. El Dia 0, todos los ratones
fueron inyectaron intravenosamente en la vena caudal con 0,1 ml de la suspension celular, lo que significa que cada
raton recibia 0,5 X 10° células. A continuacion, los ratones se dejaron hasta el Dia 4.

El Dia 4, los ratones se dividieron en dos grupos: El Grupo A, que consistia en 5 ratones, recibia una inyeccion
intravenosa de 0,05 ml de solucién salina en la vena caudal. El Grupo B, compuesto por 7 ratones, recibia una
inyeccion intravenosa de 0,05 ml de solucidon de TSC en la vena caudal, para una dosificacion de TSC de 0,142
mg/kg/dia. Las mismas inyecciones se repitieron los Dias 5 - 8 y los Dias 11 - 15. El Dia 18, los ratones fueron
sacrificados usando dioxido de carbono. Los pulmones se extirparon, se enjuagaron y se pusieron en solucion de
Fekete y se almacenaron a temperatura ambiente.

Mas tarde, los pulmones se evaluaron visualmente, en orden enmascarado aleatorio, para obtener un recuento
visual de los nimeros de tumores. Se encontré que habia una mezcla de tumores pequefios mas tumores de
tamafio mediano y mayores. Asi, los tumores se contaron visualmente en dos grupos separados: tumores pequefios
y tumores medianos/grandes. Aunque la mayoria de los tumores eran negros, también habia algunos tumores
blancos.

Los resultados de los recuentos de tumores se muestran en la tabla y en los siguientes graficos. La tabla muestra los
numeros medianos (med.) de cada tipo de grupo de tumor asi como la media + desviacion estandar. El primer
grafico muestra los valores medianos y el segundo grafico muestra los valores medios. Los grupos no eran
estadisticamente diferentes debido a las grandes desviaciones estandar.

Tabla
Pequeiio Mediano/Grande Total
Grupo N med. media med. media med. media
Solucién salina 5 55 64140 57 6027 109 124166
TSC 7 18 32429 19 30124 34 62153
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Tumores B-16 en Pulmones de Ratones C57B el Dia 18

B Tumores Pequefios
B Tumores Medianos/Grandes

B Tumores Totales

Numero mediano

Solucion salina TSC

Tumores B-16 en Pulmones de Ratones C57B el Dia 18

B Tumores Pequefios
B Tumores Medianos/Grandes

B Tumores Totales

Numero Medio (+ DE)

Solucion salina TSC

Sera facilimente evidente para los expertos en la técnica que se pueden realizar numerosas modificaciones y
adiciones tanto a los presentes compuestos como composiciones sin apartarse de la invencion divulgada.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica que comprende:
i) una sal de carotenoide trans bipolar que tiene la estructura:
YZ-TCRO-ZY
donde
Y = un catidn que puede ser igual o diferente,
Z = un grupo polar que puede ser igual o diferente y que esta asociado con el cation, y

TCRO = un esqueleto de carotenoide trans lineal con dobles enlaces y enlaces sencillos carbono-carbono
conjugados y que tiene grupos colgantes X, en donde los grupos colgantes X, que pueden ser iguales o diferentes,
son (1) un grupo hidrocarbonado lineal o ramificado que tiene 10 atomos de carbono o menos, o (2) un halégeno,

ii) una ciclodextrina, y
i) un revestimiento entérico.

2. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, para el uso en el incremento de la difusividad de oxigeno
en un mamifero mediante administracion oral.

3. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, para el uso en el tratamiento de la hipoxia en un
mamifero mediante administracion oral.

4. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, para el uso en la prevencion de la hipoxia en un
mamifero mediante administracion oral.

5. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 3 o 4, en donde dicha hipoxia se selecciona del grupo que
consiste en isquemia, cancer, lesidon cerebral traumatica, una enfermedad respiratoria, choque hemorragico, una
enfermedad cardiovascular, insuficiencia organica multiple, aterosclerosis, arteriopatia periférica, vasculopatia
periférica, infarto de miocardio, enfisema, asma, lesién pulmonar aguda, sindrome de fatiga respiratoria aguda,
neumopatia obstructiva crénica, hipertension, edema cerebral, papilomas, lesion de la médula espinal, apoplejia y
afecciones del sistema nervioso central.

6. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2 o 3, en donde la sal de carotenoide trans bipolar es
crocetinato sédico trans .

7. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2 o 3, en donde la sal de carotenoide trans bipolar es
crocetinato sédico trans y la ciclodextrina es y-ciclodextrina.

8. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2 o 3, en donde el revestimiento es un revestimiento
entérico que liberara el carotenoide trans bipolar a un pH mayor de 5,5 o a un pH mayor de 6,5.

9. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2 o 3, en donde el revestimiento es un revestimiento que
liberara el carotenoide trans bipolar en el intestino o el revestimiento es un polimero de acrilato.

10. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 2 o 3, en donde la ciclodextrina se selecciona del grupo
que consiste en a-ciclodextrina, R-ciclodextrina y y-ciclodextrina.

11. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2 o 3, en donde la sal de carotenoide trans bipolar es
crocetinato sddico trans sintético en el que el nivel de pureza del isémero trans en la composicion es tal que, bajo
analisis UV-visible, la absorbancia del pico mas alto que se produce en el intervalo de longitud de onda visible
dividida por la absorbancia del pico que se presenta en el intervalo de longitud de onda UV es mayor que 7,5.

12. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2 o 3, en donde dicha composicién esta en la forma de
dosificacion unitaria.

13. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2 o 3, en donde dicha composicion esta en la forma de un
comprimido, una pildora o una capsula.
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