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DESCRIPCION
Actividad anticonvulsiva de sesquiterpenoides de bisaboleno aislados de aceite de circuma
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la actividad anticonvulsiva del aceite de clrcuma y sus sesquiterpenoides de
bisaboleno volatiles ar-turmerona, a-turmerona B-turmerona (curlona) y a-atlantona, como agente anticonvulsivo
para el tratamiento de la epilepsia.

Antecedentes de la invencion

La epilepsia es un trastorno neuroldgico extendido que afecta a aproximadamente 50 millones de personas en el
mundo (1). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente el 1 % de la carga total
de la enfermedad corresponde a diversas formas de epilepsia. Su tratamiento farmacolégico comprende una serie
de farmacos antiepilépticos (FAE) disponibles en la actualidad (2). El principal problema con respecto a los FAE es
la alta incidencia de efectos secundarios que varian desde malestar gastrointestinal, hepatotoxicidad, depresion,
deterioro cognitivo e incluso convulsiones refractarias (2) (3) (4) (5) (6). Ademas, aproximadamente un tercio de los
pacientes que padecen epilepsia siguen siendo resistentes a los tratamientos disponibles (1) (2). Por tanto, existe
una clara necesidad de continuar identificando FAE novedosos que controlen las convulsiones con efectos adversos
minimos. Las plantas medicinales y los compuestos quimicos contenidos en el presente documento representan una
fuente potencial de FAE novedosos. Se han publicado numerosos estudios acerca del uso de plantas
etnomedicinales para el tratamiento de las convulsiones (7). Se ha demostrado que compuestos de molécula
pequefia y aceites esenciales extraidos de plantas presentan propiedades anticonvulsivas (18) (19) (20). Un
compuesto, losigamona, derivado de la planta kava kava y utilizado originalmente por los curanderos tradicionales
en el Pacifico Sur como ansiolitico, esta ahora en desarrollo clinico preliminar como farmaco antiepiléptico novedoso
(8) (9). Otra planta, Curcuma longa L., es una hierba perenne medicinal de la familia Zingiberaceae nativa del sur de
Asia. Se ha utilizado tradicionalmente como carminativo, laxante, antihelmintico y como tratamiento para trastornos
hepéaticos. El polvo de sus rizomas, la cdrcuma, se ha utilizado no solo como condimento y aditivo colorante en
alimentos, sino también en medicina tradicional contra la epilepsia (10). Ahmed T. et al., Pharmacology Biochemistry
and Behavior, 2009, vol. 91, n.° 4, 554-559, desvela el uso tradicional de la circuma para el tratamiento de la
epilepsia y la enfermedad de Alzheimer. Sus constituyentes quimicos activos principales son los curcuminoides (3-
5 %) y el aceite de circuma volatil (2-7 %). El aceite de cdircuma se compone principalmente de sesquiterpenoides
de bisaboleno: ar-, a-, B-, turmerona, a-atlantona y curlona, mientras que los curcuminoides incluyen curcumina,
monodemetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina. Casi todas las investigaciones acerca de las propiedades
medicinales de la circuma se han centrado en la curcumina, cuyas actividades anticonvulsivas se han demostrado
en varios modelos en roedores tales como el modelo de epileptogénesis inducida por hierro (11), el modelo de
electrochoque méaximo (12), el modelo inducido por acido kainico (13) y el modelo sensibilizado experimentalmente
por pentilentetrazol (14). Sin embargo, aunque se han realizado unos pocos estudios acerca de la actividad
neuroprotectora _ del aceite de cdrcuma (15) (16) (17), no se ha evaluado una unién especifica entre la actividad
anticonvulsiva _ y compuestos no curcuminoides tales como aceite de circuma o sesquiterpenoides de bisaboleno
volatiles. Es decir, los estudios anteriores acerca de los constituyentes volatiles del aceite de clrcuma eran limitados
debido a las etapas de aislamiento complejas implicadas.

En el presente documento se describe un método practico para aislar los constituyentes principales del aceite de
curcuma a través de HPLC-FI. Los compuestos aislados se evaluaron individualmente en dos sistemas modelo en
vertebrados: el pez cebra (Danio rerio) y el raton (Mus musculus). Durante la Ultima década, el pez cebra se ha
convertido en un valioso modelo para estudios genéticos y la seleccién de farmacos. La solidez de este modelo in
vivo se basa en su alta homologia genética, fisioldgica y farmacolégica con los seres humanos. Su alta fecundidad y
pequefio tamafio permiten la realizacién de ensayos con un rendimiento de medio a alto usando cantidades
diminutas de compuesto (escala de microgramos). El pez cebra también es prometedora como modelo in vivo para
identificar compuestos neuroactivos novedosos puesto que los sistemas dopaminérgicos, serotonérgicos y
GABAEérgicos se desarrollan en una fase temprana durante la embriogénesis y ya son funcionales en las larvas (21).
Ademas, su rapido desarrollo fuera del Utero y la transparencia éptica hacen posible detectar facilmente los efectos
morfolégicos y conductuales de los compuestos de ensayo en embriones y larvas vivos (22).

Mas recientemente, también se ha demostrado que el pez cebra es (til para la seleccion primaria de anticonvulsivos
novedosos potenciales (23) (24) (25). Se ha descrito un modelo de convulsion aguda en pez cebra basado en el
proconvulsivo pentilentetrazol (PTZ) (23). La exposicién de larvas de pez cebra a PTZ provocé una secuencia de
cambios conductuales, que se clasificaron en tres fases: un aumento notable en la actividad de natacion (etapa 1);
movimientos de natacion circulares "similares a un remolino” (etapa Il) y movimientos clonicos con la pérdida de
postura y la pérdida de movimiento posteriores durante 1-3 segundos, seguidas de contracciones ténicas (etapa Ill)
(23). Ademas, los registros electrofisioldgicos confirmaron que los cerebros de larvas de pez cebra tratados con PTZ
mostraron una serie de descargas epilépticas e interepilépticas. Un estudio de seguimiento validé este modelo
quimioonvulsionante en pez cebra mostrando que 13 de los 14 FAE clinicamente utilizados fueron capaces de
suprimir comportamientos convulsivos inducidos por PTZ en el pez cebra (24).
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En el curso de la seleccion de una serie de plantas medicinales por sus actividades anticonvulsivas potenciales en el
modelo quimioconvulsivo de PTZ en pez cebra, los inventores confirmaron las propiedades anticonvulsivas
publicadas de la curcumina. Sorprendentemente, sin embargo, los ensayos adicionales del aceite de clircuma y sus
fracciones cromatograficas revelaron constituyentes adicionales capaces de suprimir comportamientos convulsivos
inducidos por PTZ en larvas de pez cebra. La espectrometria de masas y el andlisis por RMN de estas fracciones
purificadas activas revelaron que éstos pertenecen a los sesquiterpenoides de bisaboleno ar-turmerona, a-, B-
turmerona (curlona) y a-atlantona. Las actividades anticonvulsivas identificadas usando el ensayo de PTZ en pez
cebra después se confirmaron en el modelo de convulsion inducido por PTZ en ratén equivalente y el modelo de
convulsiéon psicomotora 6 Hz de epilepsia parcial. Adicionalmente, se realiz6 una evaluacion de la coordinacién
motora y el equilibrio en ratones usando el puente elevado después de la inyeccién i.v. de ar-turmerona con el fin de
determinar cualquier efecto secundario que conduzca a un deterioro motor.

Ha habido algunas publicaciones que proporcionaron extractos de circuma, para su uso en medicina, sin embargo,
ninguna de ellas proporcion6 el uso de la misma como agente anticonvulsivo en el tratamiento de trastornos del
sistema nervioso central. Por ejemplo, el documento W02007109210 y el documento WO2010045577 proporcionan
extractos de plantas de curcuma y métodos de tratamiento de trastornos neurodegenerativos tales como trastornos
asociados a la agregacion de placa amiloide o la formacién de fibrillas (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer), sin
embargo, ninguna de las dos solicitudes de patente desvela ni sugiere un uso potencial de los extractos de curcuma
como agentes anticonvulsivos. El documento W02011080090 proporciona formulaciones de aceite de cUrcuma que
tienen actividad antiinflamatoria, analgésica y/o antineoplasica, sin embargo, de nuevo, no desvela ni sugiere un uso
potencial de los extractos de cdrcuma como agentes anticonvulsivos.

Aln mas, se sabe que los sesquiterpenoides de tipo bisaboleno presentan actividad inhibidora de la
acetilcolinesterasa (41), mientras que también se ha demostrado que los bloqueantes de la AChE, en general,
inducen convulsiones y pueden conducir a un estado epiléptico, dando como resultado convulsiones espontaneas
después de un periodo latente (42). Por tanto, fue sorprendente encontrar que los sesquiterpenoides de tipo
bisaboleno son, de hecho, capaces de reducir el grado de las crisis epilépticas, haciéndolos adecuados como
agentes anticonvulsivos en el tratamiento de trastornos del sistema nervioso central.

Sumario de la invencion

Un primer aspecto de la presente divulgacion se refiere a un sesquiterpenoide de bisaboleno para su uso como un
agente anticonvulsivo en trastornos del sistema nervioso central. La presente invencion se refiere a un
sesquiterpenoide de bisaboleno de aceite de clrcuma para su uso como agente anticonvulsivo en el tratamiento de
la epilepsia, un trastorno del sistema nervioso central. El aceite de circuma puede ser de un género Curcuma, en
particular, Curcuma longa L.

En una determinada realizacion, el sesquiterpenoide de bisaboleno de acuerdo con la presente invencién se
selecciona entre la lista que comprende ar-turmerona, a-turmerona, B-turmerona y a-atlantona. En un aspecto
adicional, la presente divulgacién proporciona una composicion liquida que comprende uno 0 mas sesquiterpenoides
de bisaboleno de acuerdo con la presente invencién; para su uso como un agente anticonvulsivo en trastornos del
sistema nervioso central. En un aspecto preferido, la composicion liquida de acuerdo con la presente invencion es el
aceite de curcuma de un género Curcuma, en particular, Curcuma longa L.

En un aspecto adicional, la divulgacion se refiere a sesquiterpenoides de bisaboleno o a una composiciéon que
comprende uno o mas sesquiterpenoide de bisaboleno para su uso como un agente terapéutico para el tratamiento
de trastornos del sistema nervioso central; en los que dichos trastornos se seleccionan entre la lista que comprende:
epilepsia, temblor, dolor, trastornos animicos y enfermedades neurodegenerativas; en particular, la epilepsia. Dichos
trastornos animicos pueden ser depresion, trastorno bipolar, trastorno de déficit de atencion con hiperactividad y
esquizofrenia. Dichos trastornos neurodegenerativos podrian no incluir la enfermedad de Alzheimer.

Preferentemente, dichos trastornos del sistema nervioso central no son trastornos cerebrovasculares. Con trastornos
cerebrovasculares se quiere decir los trastornos indicados como trastornos cerebrovasculares en la solicitud de
patente WO03/051380 publicada el 26 de junio de 2003. Por tanto, con "trastorno cerebrovascular" se quiere decir
un trastorno seleccionado entre un grupo que comprende isquemia, ictus, lesién post-ictus, hemorragia, lesién por
reperfusion, trombosis, vasoconstriccion, dafio oxidativo por radicales libres inducidos por 6xido nitrico, infarto,
inflamacién y enfermedad de Alzheimer.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1. Diagrama esquematico del procedimiento de videoseguimiento en una placa de 96 pocillos usando
larvas de pez cebra de 7 dias post-fertilizacién para la evaluacién de la actividad anticonvulsiva (Fig. 1A). La
placa se incubd en condiciones de oscuridad dentro de la Zebrabox con 100 pl de vehiculo o farmaco y una larva
por pocillo. Después de 1 hora de incubacion, se afiadieron 100 pl de vehiculo de PTZ para el primer y el
segundo pocillo, respectivamente, con el fin de controlar el comportamiento de las larvas en presencia del
vehiculo/compuesto y el proconvulsivo durante 30 minutos. La Fig. 1B muestra la Zebrabox, el sistema central y
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la pantalla de comportamiento de las larvas.

Figura 2. Comparacion de la actividad anticonvulsiva de A) curcuminoides (curcumina) y B) aceite de clrcuma.
La curcumina mostré una potente actividad en la inhibicién de las convulsiones inducidas por PTZ (p <0,05). El
aceite de circuma también presento actividad anticonvulsiva (p <0,05).

Sumario de la evaluacion de la actividad anticonvulsiva de la cdrcuma en el ensayo de convulsiones por PTZ en
pez cebra. (C) Extracto metandlico de circuma,; (D) curcuminoides y (E) aceite de cdrcuma. Las concentraciones
sometidas a ensayo se indican a lo largo del eje x y la actividad locomotora bruta total que presentaron las larvas
de pez cebra en 30 min se muestra a lo largo del eje y. Los datos se expresan como la media + DT (n = 10-12).
Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos tratados con vehiculo y tratados con muestra
(barras de color blanco) o los grupos tratados con PTZ y tratados con muestra mas PTZ (barras de color gris)
estan marcados como * para p <0,05 y ** para p <0,01.

Figura 3: Evaluacion de los efectos anticonvulsivos de la fenitoina (A) y el diazepam (B), que sirvieron como
controles positivos para el modelo de convulsiéon aguda en pez cebra inducida por PTZ.

Figura 4: Cromatograma de HPLC del aceite de cUrcuma y sus principales constituyentes. El pico 4 corresponde
a ar-turmerona; el pico 5 a a-turmerona y B-turmerona (curlona) y el pico de 6 a a-atlantona.

Figura 5: Evaluacion de la actividad anticonvulsiva de ar-turmerona: El eje x representa el tipo de tratamiento. El
eje y indica la distancia total recorrida en 30 minutos. Para el grupo de PTZ, la significacion estadistica se
identifica como * para p <0,05 y ** para p <0,01; el grupo de control se indica con s para p <0,05 y ss para p
<0,01.

Figura 6: Evaluacion de la actividad anticonvulsiva de a-turmerona y B-turmerona (curlona). El eje x representa
el tipo de tratamiento. El eje y indica la distancia total recorrida en 30 minutos. Para el grupo de PTZ, la
significacion estadistica se identifica como * para p <0,05 y ** para p <0,01; el grupo de control se indica con s
para p <0,05y ss para p <0,01.

Figura 7: Evaluacién de la actividad anticonvulsiva de la a-atlantona. (A) El eje x representa el tipo de
tratamiento. El eje y indica la distancia total recorrida en 30 minutos. Para el grupo de PTZ, la significacion
estadistica se identifica como * para p <0,05 y ** para p <0,01; el grupo de control se indica con s para p <0,05 y
ss para p <0,01.

Sumario de la evaluacion de la actividad anticonvulsiva de los sesquiterpenoides de bisaboleno en el ensayo de
convulsiones por PTZ en pez cebra. (B) Ar-turmerona; (C) a,B-turmerona y (D) a-atlantona. El eje x representa la
concentracién sometida a ensayo para cada uno de los sesquiterpenoides. El eje y indica la actividad locomotora
bruta total que presentaron las larvas de pez cebra en 30 min. Los datos se expresan como la media + DT (n =
10-12). Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos tratados con vehiculo y tratados con
muestra (barras de color blanco) o los grupos tratados con PTZ y tratados con muestra mas PTZ (barras de color
gris) estan marcados como * para p <0,05 y ** para p <0,01.

Figura 8: Actividad anticonvulsiva del aceite de cdrcuma y la ar-turmerona en el ensayo de convulsiones
inducidas por PTZ en ratén. Los graficos representan la dosis de PTZ necesaria para provocar diferentes
comportamientos convulsivos. La dosis de PTZ para el control se establece en el 100 % (heptagonos interiores
en A y B) y los resultados obtenidos con el aceite de curcuma (heptagono exterior en A) y la ar-turmerona
(heptagono exterior en B) se representan con respecto al control. La significacion estadistica entre el control y las
dosis de PTZ experimentales necesarias para inducir cada comportamiento convulsivo se calcularon usando el
ensayo t de Student desapareado. La significacion estadistica frente a los controles estd marcada como (*) para
p <0,05y (**) para p <0,01.

Figura 9. Evaluacién de la actividad anticonvulsiva del aceite de circuma en el modelo de convulsiones por PTZ
en ratén. Panel superior: tabla que enumera la o las dosis de PTZ necesarias para provocar los comportamientos
convulsivos indicados después del tratamiento con aceite de clrcuma o vehiculo solamente. Los datos se
expresan como la media = DT (n = 5). La representacién grafica de los resultados tabulados de (A) aceite de
curcuma a 50 mg/kg y (B) a 100 mg/kg. Los resultados se expresan como valores relativos en comparacion con
el control (establecido como el 100 %). Las diferencias estadisticamente significativas entre la muestra (color gris
oscuro) y el grupo de control (color gris claro) estan marcadas como * para p <0,05 y ** para p <0,01 (ensayo t de
Student desapareado). Por claridad, las DT no se representan en los graficos, pero se indican en las tablas. Sin
embargo, el coeficiente de variacidon no superé nunca el 28 % (ensayo t de Student desapareado).

Figura 10. Evaluacion de las actividades anticonvulsivas de a,B-turmerona y ar-turmerona en el modelo de
convulsién por PTZ en raton. Panel superior: tabla que enumera la o las dosis de PTZ necesarias para provocar
los comportamientos convulsivos indicados después del tratamiento con sesquiterpenoide de bisaboleno o
vehiculo solamente. La representacion grafica de los resultados tabulados a partir de (A) a,B-turmerona a una
dosis de 100 mg/kg y (B) ar-turmerona a 50 mg/kg. La columna 'Control A’ corresponde a controles tratados con
vehiculo para a,B-turmerona; la columna 'Control B' corresponde a controles tratados con vehiculo para ar-
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turmerona. Los datos se expresan como la media + DT (n = 5). Con fines de claridad, las DT no se representan
en los graficos, pero se indican en las tablas. Los resultados se expresan como valores relativos en comparacion
con el control (establecido como el 100 %). Las diferencias estadisticamente significativas entre la muestra (color
gris oscuro) y el grupo de control (color gris claro) estan marcadas como * para p <0,05 y ** para p <0,01 (ensayo
t de Student desapareado). Por claridad, las DT no se representan. Sin embargo, el coeficiente de variacion
nunca supero el 28 % y el 37 % en el caso de la ar-turmerona y la a,B-turmerona, respectivamente.

Figura 11. Evaluacién de la actividad anticonvulsiva del valproato de sodio (control positivo) en los ensayos de
convulsiones por PTZ en pez cebra y ratdon. (A) Ensayo de PTZ en pez cebra. El eje x representa la
concentracion del valproato de sodio evaluado. El eje y indica la actividad locomotora bruta total presentada por
las larvas de pez cebra en 30 min. Los datos se expresan como la media + DT (n = 10-12). Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos tratados con vehiculo y tratados con muestra (barras de color
blanco) o los grupos tratados con PTZ y tratados con muestra mas PTZ (barras de color gris) estan marcados
como * para p <0,05 y ** para p <0,01. (B) Ensayo de PTZ en raton. Panel superior: tabla que enumera la o las
dosis de PTZ necesarias para provocar los comportamientos convulsivos indicados después del tratamiento con
valproato de sodio o vehiculo solamente. Panel inferior: representacion grafica de resultados tabulados de
tratamiento con valproato de sodio a una dosis de 50 mg/kg. Los resultados se expresan como valores relativos
en comparacion con el control (establecido como el 100 %). Las diferencias estadisticamente significativas entre
la muestra (color gris oscuro) y el grupo de control (color gris claro) estan marcadas como * para p <0,05 y **
para p <0,01 (ensayo t de Student desapareado). Por claridad, las DT no se representan. Sin embargo, el
coeficiente de variacion nunca super6 el 45 %.

Figura 12. Datos establecidos a partir de los ratones C57B1/6 machos después de la inyeccion i.v. de vehiculo
(control negativo), diazepam 1 mg/kg (control positivo) y ar-turmerona 50 mg/kg en el aparato de puente elevado.
Se muestran mediciones del nimero de reshalones (A), el nimero de caidas (B) y el tiempo total en la barra de
equilibrio (C). El diazepam se selecciondé como control positivo debido a su efecto secundario bien conocido de
deterioro motor después de la administracion i.v./i.p. en ratones.

Figura 13. Evaluacion de la actividad protectora de ar-turmerona en el modelo de 6 Hz. Se incluyeron vehiculo
(control negativo) y acido valproico 300 mg/kg (control positivo) en la evaluacion. Los puntos de datos indican el
namero de animales protegidos de las convulsiones a la dosis correspondiente (n = 6).

Descripcion detallada de la invencion

Un primer aspecto de la presente divulgacion se refiere a un sesquiterpenoide de bisaboleno para su uso como un
agente anticonvulsivo en trastornos del sistema nervioso central. Pueden usarse uno o mas sesquiterpenoides de
bisaboleno ya sea solos 0 en combinacion. Los sesquiterpenoides de bisaboleno son sesquiterpenoides de aceite de
curcuma. En algunas realizaciones, los sesquiterpenoides de bisaboleno se aislan de aceite de circuma. La planta
Curcuma longa L puede ser una fuente de aceite de clrcuma y/o sesquiterpenoides de bisaboleno. Otras fuentes
para sesquiterpenoides de bisaboleno desveladas en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, aceites
esenciales de plantas (por ejemplo, Peltphorum dasyrachis Kurz ex Bakar (Amarillo Batai)), insectos, productos
naturales producidos por organismos vivos (por ejemplo, extracto de nido de abeja), hongos, bacterias, y/o
microorganismos. Los sesquiterpenoides bisaboleno también pueden producirse por sintesis quimica. Los
"bisabolenos" son un grupo de compuestos quimicos naturales estrechamente relacionados que se clasifican como
sesquiterpenos (una clase de terpenos que consiste en tres unidades de isopreno). Las modificaciones bioquimicas
tales como la oxidacién o el reordenamiento producen los sesquiterpenoides relacionadas.

El término "circuma" también es intercambiable con "acido turmérico" e incluye plantas, clones, variantes y deportes
de la familia vegetal Zingiberaceae. En particular, la cdrcuma incluye plantas, clones, variantes y deportes del
género vegetal Curcuma; mas en particular, Curcuma longa L. Por tanto, en una realizacion preferida, el aceite de
curcuma es de un género Curcuma, en particular, Curcuma longa L. La circuma y, en particular, sus rizomas,
contiene aproximadamente el 3-5 % de curcuminoides, tales como curcumina, y aproximadamente el 2-7 % de
aceite de curcuma. Un "rizoma" es un tallo de una planta que por lo general se encuentra bajo tierra, con frecuencia
enviando raices y brotes desde sus nédulos.

El "aceite de clircuma" puede obtenerse como se detalla en el presente documento a continuacién en los ejemplos,
tal como mediante hidrodestilaciéon de polvo de rizoma seco de Curcuma. Sin embargo, también puede obtenerse a
través de cualquier otra manera adecuada. El aceite de circuma se compone principalmente de sesquiterpenoides
de bisaboleno: ar-turmerona, a-turmerona, B-turmerona y a-atlantona y, por tanto, en una realizacién particular, la
presente invencién proporciona ar-turmerona, a-turmerona, B-turmerona y/o a-atlantona para su uso como agente
anticonvulsivo en el tratamiento de la epilepsia, un trastorno del sistema nervioso central. En ciertas realizaciones,
se administran ar-turmerona, a-turmerona, (3-turmerona y a-atlantona por separado. En algunos aspectos puede
administrarse ar-turmerona en combinacidon con a-turmerona, B-turmerona y/o a-atlantona. También pueden
administrarse ar-turmerona con una o mas de a-turmerona, B-turmerona y/o a-atlantona. En cierta divulgacion, se
administra a-turmerona en combinacion con ar-turmerona, [-turmerona y/o a-atlantona. También puede
administrarse a-turmerona en combinacién con una o mas de ar-turmerona, 3-turmerona y/o a-atlantona. En algunos
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aspectos, se administra B-turmerona en combinacién con ar-turmerona, a-turmerona y/o a-atlantona. Puede
administrarse B-turmerona en combinacién con una o mas de ar-turmerona, a-turmerona y/o a-atlantona. En ciertos
aspectos, a-atlantona pueden administrarse en combinacion con ar-turmerona, a-turmerona y/o 3-turmerona. Puede
administrarse a-turmerona en combinacién con una o mas de ar-turmerona, a-turmerona y/o B-turmerona. Cuando
se administran dos 0 mas compuestos, la administracion puede ser simultanea o en serie.

El aceite de curcuma y/o los sesquiterpenoides de bisaboleno son lipéfilos y cruzan la barrera hematoencefalica y
otras membranas celulares, la calidad que puede potenciar la biodisponibilidad de los compuestos en el sistema
nervioso. Por tanto, el uso de aceite de curcuma y/o sesquiterpenoides de bisaboleno confiere ventajas sobre el uso
de otros compuestos tales como la curcumina. La curcumina también es un componente de la planta Curcuma longa
L y un compuesto al que se le ha a tribuido la actividad anticonvulsiva de Curcuma (11) (12) (32). Sin embargo,
ciertas formulaciones de curcumina se convierten facilmente en metabolitos solubles en agua en los intestinos y se
excretan, de manera que poco del compuesto alcanza la sangre o el sistema nervioso.

Se entiende que la expresién "agente anticonvulsivo" como se usa en el presente documento incluye cualquier
compuesto adecuado para el tratamiento de convulsiones epilépticas, trastornos bipolares, trastornos animicos y/o
dolor neuropatico. Las convulsiones epilépticas pueden ser resultado de cualquier actividad neuronal anormal,
excesiva 0 hipersincronica en el cerebro. En algunas realizaciones, las convulsiones epilépticas que requieren
tratamiento con anticonvulsivos son provocadas por infeccion, ictus, traumatismo, fiebre, tumores, uso de farmacos,
dafio de la barrera hematoencefélica y/o enfermedad neurodegenerativa. En ciertas realizaciones, las convulsiones
epilépticas son provocadas por el estado emocional, por la respuesta a la luz y/o el sonido, el suefio, la privacion del
suefio, las hormonas, los trastornos metabdlicos y/o los defectos congénitos. Las convulsiones epilépticas para las
que los anticonvulsivos desvelados en el presente documento proporcionan tratamiento pueden clasificarse como
convulsiones parciales, tales como convulsiones parciales simples y/o convulsiones parciales complejas, o pueden
clasificarse como convulsiones generalizadas, tales como crisis de ausencia, convulsiones mioclénicas,
convulsiones clénicas, convulsiones tdnicas, toénicas ténico-clénicas y/o convulsiones aténicas o una convulsién
mixta. Los anticonvulsivos que se describen en el presente documento, tales como aceite de carcuma, ar-turmerona,
a-turmerona, B-turmerona y/o a-atlantona, también pueden proporcionar un tratamiento para las formas de
convulsién resistentes a la terapia. En concreto, se ha utilizado el modelo de convulsion psicomotora 6 Hz de
epilepsia parcial como modelo de formas de convulsiones resistentes a la terapia, incluyendo convulsiones limbicas
(40).

Los pacientes que padecen convulsiones epilépticas pueden ser lactantes de 0-6 meses, 6-12 meses, 12-18 meses,
18-24 meses. En ciertas realizaciones, los pacientes que padecen convulsiones epilépticas son individuos de 65-70,
75-80, 85-90, 95-100, 100-105 y mas afios de edad. Los pacientes también pueden ser nifios de 2-12 afios,
adolescentes de 13-19 afios de edad o adultos de 20-64 afios de edad.

Pueden usarse anticonvulsivos para el tratamiento de las convulsiones epilépticas, incluyendo el tratamiento de los
sintomas asociados a las convulsiones epilépticas y/o epilepsia. Los anticonvulsivos también pueden usarse para
tratar las convulsiones epilépticas que son resultado de trastornos del sistema nervioso central tales como
enfermedades cerebrovasculares y/o enfermedades neurodegenerativas. Uno de los objetivos de un agente
anticonvulsivo (es decir, un "anticonvulsivo") es suprimir el disparo rapido y excesivo de neuronas que inician una
convulsion. Otro de los objetivos de un anticonvulsivo es prevenir la propagacion de la convulsion dentro del cerebro
y ofrecer proteccion frente a posibles efectos excitotoxicos, que puede dar como resultado dafio cerebral. Los
anticonvulsivos también se denominan farmacos antiepilépticos (abreviados "FAE") y a veces se denominan
farmacos antiepilépticos. En la epilepsia, un area del cerebro y/o del sistema nervioso normalmente es hiperirritable.
Los farmacos antiepilépticos actian para ayudar a reducir esta area de irritabilidad y, por tanto, prevenir las
convulsiones epilépticas.

La expresién "trastorno del sistema nervioso central" tiene por objeto incluir cualquier enfermedad o trastorno del
sistema nervioso central (SNC) incluyendo epilepsia, temblor, dolor, trastornos animicos (incluyendo depresion,
trastorno bipolar, trastorno de déficit de atencién con hiperactividad, esquizofrenia); infecciones del SNC (por
ejemplo encefalitis), enfermedades neurodegenerativas (esclerosis lateral amiotréfica, por ejemplo, enfermedad de
Parkinson), enfermedades autoinmunes e inflamatorias (por ejemplo, esclerosis mdltiple) y trastornos genéticos (por
ejemplo, enfermedades de Huntington); en particular, epilepsia. En una realizaciéon particular, los trastornos
neurodegenerativos de la presente invencién no incluyen la enfermedad de Alzheimer. En algunas realizaciones, la
enfermedad de Alzheimer y/u otras enfermedades neurodegenerativas conducen a convulsiones epilépticas, que
pueden tratarse usando anticonvulsivos como se describen en el presente documento.

La presente divulgacién proporciona adicionalmente una composicidon liquida que comprende uno o0 mas
sesquiterpenoides de bisaboleno de acuerdo con la presente invencion; para su uso como un agente anticonvulsivo
en trastornos del sistema nervioso central. En una realizacion particular, dicha composicién liquida es aceite de
curcuma de un género Curcuma, en particular, Curcuma longa L.

La composicién liquida de acuerdo con la presente invencidon en particular comprende una cantidad eficaz de
sesquiterpenoides de bisaboleno. Como es evidente para un experto en la materia, dicha cantidad eficaz puede
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variar dependiendo del niumero y el tipo de sesquiterpenoides de bisaboleno utilizados. Por ejemplo, el aceite de
cdrcuma como una composicion liquida puede utilizarse puro o diluido adicionalmente a una concentracion de
aproximadamente 1-50 pg/ml, mas en particular, aproximadamente 2,5-20 pug/ml, en particular aproximadamente
10 pg/ml. Pueden estar presentes ar-turmerona, a-turmerona, B-turmerona y a-atlantona ya sea en combinacion
entre si o no, por ejemplo, en una concentracion de aproximadamente 11-46 uM, mas en particular,
aproximadamente 23-46 pM.

Estas composiciones liquidas pueden formularse y administrarse sistémica o localmente. Las técnicas para la
formulaciéon y administracion pueden encontrarse en la Ultima edicion de "Remington’s Pharmaceutical Sciences"
(Mack Publishing Co. Easton Pa.). Las vias adecuadas pueden, por ejemplo, incluir la administracion oral o
transmucosa, asi como la entrega parenteral, incluyendo la administracion intramuscular, subcutanea, intramedular,
intratecal, intraventricular, intravenosa, intraperitoneal o intranasal.

En una realizacion adicional, las composiciones pueden estar en forma de complementos nutricionales o dietéticos,
incluyendo comprimidos, capsulas, geles, pastas, emulsiones, soluciones, capsulas y similares.

Ejemplos

Habiendo proporcionado una divulgacion general, los siguientes ejemplos ayudan a ilustrar la divulgaciéon general.
Estos ejemplos especificos se incluyen meramente para ilustrar ciertos aspectos y realizaciones de la divulgacion y
no tienen por objeto ser limitantes en ningln aspecto. Ciertos principios generales descritos en los ejemplos, sin
embargo, pueden ser aplicables en general a otros aspectos o realizaciones de la divulgacion.

Ejemplo 1: Materiales y métodos
Productos quimicos y reactivos

Se adquirieron sulféxido de dimetilo (99,9 %, calidad de espectroscopia) de Acros Organics (Bélgica); dietil éter
(99,9 %, calidad de espectroscopia) de Aldrich Chemical; y acetonitrilo (100 %, calidad de HPLC) de Fisher Scientific
(Reino Unido). Se obtuvo agua doblemente destilada (H.Odd) del sistema de purificacién Milli-Q.

La mezcla de curcuminoides de la clrcuma (curcuma al 98 %, demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina) y
fenitoina se adquirié de Acros Organics. Se obtuvo PTZ de Sigma-Aldrich (Alemania) y diazepam de Roche.

Material vegetal

Se adquirié rizoma seco en polvo de Curcuma longa L. (circuma) de un proveedor local en Bélgica con la India
como la fuente de origen. Se completd una iutentificacion microscépica por un investigador: R. Ansalloni,
Universidad de Cuenca, Cuenca, Ecuador (26).

Animales de experimentacion

Todos los procedimientos para experimentos con animales se realizaron de conformidad con las Regulaciones
Europeas y Nacionales y fueron aprobados por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Catdlica
de Lovaina.

Pez cebra (Danio rerio)

Se criaron peces cebra adultos de la cepa Tg (fli 1a: EGFP)y1 a 28,5 °C en un ciclo de luz/oscuridad de 14/10 horas.
Los huevos se recogieron a partir de reproduccion natural y se albergaron en medio de embrién (NaCl 17 mM, KCI
2 mM, Ca(NOs), 1,8 mM, MgS0O4 0,12 mM, tampén HEPES 1,5 mM pH 7,1-7,3 y azul de metileno 0,6 mM) en una
incubadora a 28,5 °C. La clasificacién de embriones de pez cebra y larvas y medio de refresco se realizé cada dia
hasta 7 dias después de la fertilizacion. Todas las larvas se sacrificaron mediante la administracion de una
sobredosis de anestésico (tricaina).

Ratones ( Mus musculus)

Se alojaron ratones C57B1/6 macho (20-30g) de 8 semanas de edad en jaulas adecuadas en un ciclo de
luz/oscuridad de 12/12 horas a 28 °C en una habitacion tranquila. Los animales se alimentaron a demanda con una
dieta de pienso y agua hasta que tuvieron de 10 a 12 semanas de edad.

Ejemplo 2: Destilacion de aceite esencial de circuma

Se obtuvo aceite volatil a partir de circuma mediante hidrodestilaciéon usando un aparato de tipo Clevenger de

acuerdo con la Farmacopea Europea. Se extrajo una muestra de carcuma (100 g) con 2 litros de H>Odd durante 3
horas. Se completaron cuatro hidrodestilaciones (400 g) obteniéndose el aceite de color amarillento palido y
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odorifero (rendimiento del 2,14 %). El aceite de circuma se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y se almacené a
4 °C hasta su uso.

Ejemplo 3: Analisis por HPLC-FI de aceite de circuma y aislamiento de sus constituyentes

Se disolvié una muestra de aceite de cdrcuma (334 mg) en 10 ml de acetonitrilo. El volumen de inyeccion fue de
300 pl. El analisis por HPLC-FI de aceite de curcuma y el posterior aislamiento de sus constituyentes se adaptaron
de la obra original de He y sus colaboradores (27). El analisis por HPLC-FI se realizd en un cromatografo de liquidos
de alto rendimiento (Sistema LaChrom Elite HPLC, VWR Hitachi) equipado con un sistema de deteccion de diodos
en serie (DDS). La separacién por HPLC-FI de los constituyentes del aceite de clrcuma en una escala preparativa
se consiguié usando una columna de fase inversa Econosphere 10 um C18 (250 mm x 10 mm) (Grace Davison
Discovery Sciences, Bélgica) unida a una columna de seguridad Econosphere 10 um C18 (250 mm x 7 mm) (Grace
Davison Discovery Sciences, Bélgica). La columna funciona a un caudal de 5 ml/min a temperatura ambiente. El
perfil de la elucién en gradiente fue: agua doblemente destilada (H.Odd) (A) y acetonitrilo (B); 0-15 min, 40-60 % de
B; 15-20 min, 60-100 % de B; 20-25 min, 100 % de B; 25-30 min, 100-40 % de B. Los analitos se controlaron con el
DDS a 260 nm. Se recogieron ocho fracciones individualmente (Figura 4). Los disolventes de las fracciones
recogidas se retiraron por separacion entre dietil éter y H,Odd.

La fase de éter se secé sobre sulfato de sodio anhidro y el disolvente se retir6 haciendo pasar una corriente lenta de
nitrégeno sobre la muestra a temperatura ambiente. Las muestras concentradas se almacenaron a 4 °C hasta su
andlisis.

Ejemplo 4: Elucidacion de la estructura quimica de lo s sesquiterpenos de bisaboleno
Analisis por resonancia magnética nuclear (RMN)

Se obtuvieron espectros de RMN-'H y RMN-C de las fracciones 4, 5 y 6 del equipo Bruker 300 Avance y Bruker
600 Avance II" usando cloroformo deuterado como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como patrén interno.

Andlisis por espectroscopia de masas (EM)

El analisis por CL-EM se realiz6 en un sistema Agilent 1100 equipado con desgasificador, bomba cuaternaria,
automuestreador, detector de DDS de UV y médulo de columna termostatizada acoplada a EM Agilent 6110 de un
solo cuadrupolo. La obtenciéon de datos y la cuantificacion se realizaron con el software Agilent LC/MSD
ChemStation. Las fracciones 4, 5 y 6 se analizaron en una columa Gracia Prevail RP-C18 de 3 um (150 mm X
2,1 mm) a un caudal de 0,2 ml/min. El gradiente de CL comprendia dos disolventes: agua bidestilada (H.Odd) +
acido férmico al 0,1 % (A) y acetonitrilo (B); 0-17 min, 40-60 % de B; 17-32 min, 60-100 % de B; 32-55 min, 100 %
de B.

El analisis por IEN-EM se completé en un aparato Thermo Electron LCQ Advantage con un sistema de bomba e
inyeccion Agilent 1100 acoplado al software de analisis de datos Xcalibur.

Ejemplo 5: Evaluacién toxicoldégica en modelo de pez ¢ ebra

El objetivo de este ensayo era determinar el intervalo de concentraciones adecuadas que habian de someterse a
ensayo en el pez cebra para la evaluacion de la actividad anticonvulsiva. Se colocaron peces cebra de siete dias
post-fertilizacién en una placa de 24 pocillos (placa de cultivo de tejidos, de fondo plano, FALCON®, EE.UU.), seis
larvas por pocillo. Se incubaron con diferentes concentraciones de un compuesto de ensayo disuelto en 1 ml de
medio de embrién (DMSO al 1 %). Las larvas se examinaron cada hora durante el periodo de 6 horas y se
compararon con el grupo de control para detectar los siguientes signos de toxicidad: la ausencia de respuesta de
sobresalto a golpecitos en la placa, los cambios en la frecuencia cardiaca o la circulacion, la presencia de edema, la
paralisis y la muerte. Por tanto, la concentracion maxima tolerada (CMT) se definié como la concentracion mas alta a
la que no se observaron signos de toxicidad en 6 de 6 larvas de pez cebra en 6 horas de exposiciéon a un compuesto
de ensayo.

Ademas, las larvas se examinaron durante un periodo de 24 h en la muestra y se compararon con el grupo de
control para detectar toxicidad. Por tanto, la concentracion maxima tolerada (CMT) también se defini6 como la
concentracion mas alta a la que no se observaron signos de toxicidad en 6 de 6 larvas de pez cebra en 24 h de
exposicion a la muestra.

Ejemplo 6: Evaluacién de la actividad anticonvulsiva en modelo de PTZ en pez cebra

Se siguieron larvas de pez cebra de 7 dias post-fertilizacion usando el sistema ViewPoint VideoTrack System for
Zebrafish™ (Version 2.3.1.0, ViewPoint, Francia). El sistema consta en una fuente de luz infrarroja, una camara de
video digital de alta resolucidn para capturar los movimientos de las larvas en un periodo de tiempo definido (30
minutos en la preparacién experimental de los inventores) y el software para analizar la actividad locomotora de las



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 661 844 T3

larvas (Figura 1).

La concentracién mas alta sometida a ensayo corresponde a la CMT determinada previamente. Se colocaron larvas
de pez cebra en una placa de 96 pocillos (placa de cultivo de tejidos, de fondo plano, FALCON®, EE.UU.); una larva
por pocillo. Cada fila de la placa (12 pocillos) comprendia diferentes grupos de tratamiento. Dos filas adyacentes
contienen el mismo compuesto pero recibieron dos tratamientos diferentes: a) primera fila, medio de embrién (DMSO
al 1 %) y b) la segunda fila, PTZ 20 mM. Las dos primeras filas de la placa (grupo de control de vehiculo, donde
vehiculo era medio de embrién) contenian un volumen de 100 pl de medio de embriéon (DMSO al 1 %) por pocillo.
Los siguientes tres grupos de ensayo (dos filas cada uno) contenian 100 pl de diferentes concentraciones de
compuesto de ensayo en medio de embrién. Las larvas tratadas de este modo se incubaron a temperatura ambiente
en condiciones de oscuridad y tranquilidad durante 1 hora. Se afiadié medio de embrion (100 pl) a las primeras filas
de cada uno de los cuatro grupos. Analogamente, se afiadieron 100 pl de PTZ 40 mM a las segundas filas de cada
grupo de tratamiento (concentracion final de PTZ: 20 mM). Por tanto, el patrén de movimiento de las larvas de pez
cebra expuestas se siguid por video y se evalu6 en presencia de medio de embrién (DMSO al 1 %) y PTZ 20 mM. El
seguimiento de los videos de los movimientos de las larvas se inicié6 5 minutos después de la adicion de medio de
embrién o PTZ a los pocillos y se registré durante 30 minutos. Un total de 8 pocillos en cada placa se quedaron sin
larvas (medio solamente) como control negativo, de manera que cada parametro experimental consistid en un
promedio de 10 a 12 larvas. El software de seguimiento midié tres periodos de 10 minutos del movimiento de las
larvas. Los resultados se registran como el valor promedio del tiempo total del movimiento de las larvas durante 30
minutos. Las cifras mostradas son representativas de una serie de dos experimentos similares.

Las propiedades anticonvulsivas de los curcuminoides se evaluaron mediante el analisis del seguimiento por video
de los movimientos de tipo convulsivo de las larvas de pez cebra. Las concentraciones mas altas sometidas a
ensayo correspondian a la CMT, por tanto, en cualquier caso las larvas no mostraron ningun signo de toxicidad a
estas dosis. La CMT para los curcuminoides corresponde a 10 pg/ml. Los curcuminoides mostraron una actividad
anticonvulsiva significativa (p <0,05) a 2,5 ug/mly a 5y 10 pg/ml (p <0,001) (Figura 2). Este hallazgo esta en
consonancia con las propiedades anticonvulsivas de la curcumina reveladas en modelos de roedores (11) (12) (13)
(14). Por otro lado, un analisis adicional descubrié la actividad anticonvulsiva para el aceite de circuma. Las larvas
mostraron una disminucién significativa (p <0,001) de las convulsiones inducidas por PTZ después de la exposicion
a aceite de curcuma (10 pg/ml) (Figura 2). La actividad anticonvulsiva de los curcuminoides y el aceite de curcuma
se comparé con la de la fenitoina y el diazepam, dos farmacos utilizados ampliamente para el tratamiento de la
epilepsia. Las concentraciones mas altas sometidas a ensayo corresponden a la CMT. La fenitoina mostré una
actividad significativa a 75 pg/ml (p <0,05) y 252,26 pug/ml (p <0,001). El diazepam disminuyd los movimientos
inducidos por PTZ en larvas a las concentraciones de 1,42 ug/mly 14,23 ug/ml (p <0,001) (Figura 3). La curcumina y
el aceite de cUrcuma mostraron una actividad interesante para retrasar la generaciéon de convulsiones a
concentraciones significativamente mas bajas que la fenitoina y a concentraciones equivalentes de diazepam.

El andlisis por HPLC-FI del aceite de circuma reveld ocho picos (Figura 4). Los picos se recogieron individualmente
para evaluar la actividad anticonvulsiva y encontrar los constituyentes activos. Las fracciones 2 y 7 no se sometieron
a ensayo en el modelo de pez cebra ya que las cantidades recogidas no fueron suficientes para la realizacion del
ensayo. Se observo una disminucion significativa de las convulsiones provocadas por PTZ con la fraccion 4 (p
<0,05) a 10 pg/ml, la fraccién 5 (p <0,001) a 5 ug/ml y la fracciébn 6 a concentraciones de 5 pg/ml (p <0,001) y
10 pg/ml (p <0,05) (Figura 5, Figura 6, Figura 7A). Los sesquiterpenoides de bisaboleno presentaron propiedades
anticonvulsivas a concentraciones mas bajas en comparacion con la fenitoina. La fraccion 4 y la 6 mostraron una
respuesta positiva a concentraciones similares a las del diazepam. La fraccion 5 fue eficaz en la concentracién mas
baja que el diazepam y la fenitoina.

Las fracciones 4, 5 y 6 que mostraron actividad positiva en el modelo de PTZ en pez cebra se analizaron
adicionalmente para la elucidacion de la estructura quimica. El tiempo de retencién, el PM g la UVmax de la fraccion
4 son coherentes con el producto propuesto en la Figura 4. Los espectros de '"H-RMN y 3C de esta fraccion estan
de acuerdo con los valores notificados para la ar-turmerona (29), posiblemente una mezcla de enantiémeros. El
analisis por RMN indica que la fraccion 5 es una mezcla 1:1 de dos estructuras isoméricas, posiblemente mezcla de
enantiomeros. Los compuestos de esta fraccion se identificaron mediante analisis por RMN 1D y 2D como a-
turmerona y B-turmerona (curlona) (30). No se observo isomerizaciéon al analogo aromatico ar-turmerona por RMN
después de una semana. La estructura de la Fraccion 6 se identific6 como a-atlantona (probablemente el isomero
E) basandose en el PM, los espectros de RMN 1D y 2D (29) (31) (Figura; Tabla 1).
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Tabla 1 Datos de UV y EM de sesquiterpenoides de bisaboleno de aceite de circuma. Los datos obtenidos del
analisis se compararon con los valores del analisis de X.He y sus colaboradores (24) referidos entre corchetes [].

Fraccion Tr (lit.) (min.) UVmax (lit.) (min.) Pico de masa PM sugerido
4 24 [25,3] 238 [238] 217 216
5 27,2 [28,1] 229 [/]; 238 [238] 219 218
6 29,311 195 [/]; 269 [/] 219 218

Fraccién 4: ar-turmerona,; fraccion 5: a, B-turmerona (curlona); fraccion 6: a-atlantona

El andlisis del extracto metandlico de circuma (polvo de rizoma de C. longa) reveld una actividad anticonvulsiva en
el ensayo de PTZ en larvas de pez cebra. Con el fin de identificar los constituyentes activos presentes en el extracto
metandlico de curcuma, las propiedades anticonvulsivas de los curcuminoides y el aceite de circuma también se
evaluaron a través de andlisis por videoseguimiento. Los curcuminoides mostraron actividad anticonvulsiva a
2,5 ug/ml (p <0,05) y a los 5y 10 pg/ml (p <0,01) en el ensayo de PTZ en larvas. Un andlisis adicional descubrié una
actividad anticonvulsiva adicional para el aceite de circuma. Las larvas mostraron una disminucion (p <0,01) de las
convulsiones inducidas por PTZ después de la exposicion a aceite de curcuma (10 pg/ml) (Figura 2C-2E). En
concreto, la exposicion de las larvas de pez cebra a curcuminoides o a aceite de curcuma solos (es decir en
ausencia de proconvulsivo) también dio lugar a un ligero aumento en la actividad locomotora en comparacién con los
controles tratados con vehiculo. Sin embargo, no se observaron signos evidentes de toxicidad (medida mediante el
cambio en la frecuencia cardiaca, la pérdida de la postura, la falta o el retraso en la respuesta a los estimulos tactiles
o la muerte en estas larvas.

Las propiedades anticonvulsivas de los sesquiterpenoides de bisaboleno también se evaluaron a través del andlisis
por seguimiento con video de los movimientos de tipo convulsivo de las larvas de pez cebra. Las concentraciones
mas altas sometidas a ensayo corresponden a la CMT, por tanto, en cualquier caso las larvas no mostrar ningin
signo de toxicidad a estos dosis. No se observé ninguna disminucién significativa en las convulsiones
desencadenadas por PTZ para las fracciones de ar-turmerona, a,3-turmerona y a-atlantona. La ar-turmerona mostré
una actividad anticonvulsiva a 46 uM (p <0,05), a-,B-turmerona a 23 uM (p <0,01) y a-atlantona a concentraciones
de 23 uM (p <0,05) y 46 uM (p <0,01) (Figura 7B-7D).

Ejemplo 7: Generacién de convulsiones inducidas por PTZ en ratones

Se dividieron ratones aleatoriamente en grupos de cinco animales (vehiculo (donde el vehiculo era polietilenglicol
200 (PEG200):agua 1:1) y muestra). Los animales se precalentaron bajo una lampara de infrarrojos durante 10
minutos para dilatar las venas de la cola. Después se colocaron en un retenedor y la vena lateral de la cola se
cateteriz6 con una aguja de 1 cm de longitud, 29 de calibre. La aguja se fij6 a la cola con cinta quirdrgica después de
confirmar una colocacion correcta. La aguja estaba unida a un tubo largo de polietileno de 0,7 m conectado a dos
jeringas de 2,5 ml de vidrio que contenian: a) muestra (vehiculo de control o compuestos de ensayo) y b) PTZ
(7,5 mg/ml de H20dd). Estas jeringas se montaron en una bomba de infusién (ALADOIN-1000 11VDC, 0,75 A,
World Precision Instruments). Por tanto, se infundieron por VI 100 pl de vehiculo de control (PEG 200:ddH20 1:1) o
compuestos de ensayo (aceite de clircuma y ar-turmerona) a una velocidad de 50 pl/min durante 2 minutos. Diez
minutos mas tarde, los ratones se liberaron de la inmovilizacién y se colocaron en una jaula de plastico transparente
para la observacion.

Se infundié PTZ continuamente a una velocidad de 150 ul/min. Las etapas de la manifestacién de las convulsiones
en los ratones se puntuaron de acuerdo con el tiempo transcurrido entre el inicio de la infusién de PTZ y los
siguientes eventos conductuales: contraccion de oreja, cola y mioclénica, clono de las extremidades anteriores,
caida, extension tonica de las extremidades posteriores y muerte (28). El comportamiento se observd durante un
maximo de 5 minutos de infusiéon de PTZ. En caso de que cualquier raton sobreviviera, se sacrifico.

Las dosis de PTZ se calcularon de acuerdo con la férmula: dosis de PTZ [mg/kg] = (concentracién de PTZ [mg/ml] x
velocidad de infusion [ml/s] x duracién de la infusién [s] x 1000)/peso del raton [g]). Todas las soluciones de trabajo
contenian heparina (20 pl/ml).

La evaluacién adicional del aceite de circuma para controlar la generacion de convulsiones inducidas por PTZ en
ratones mostré un retraso en la aparicion de los parametros de convulsién en el ensayo de PTZ en raton. Los
ratones tratados con aceite de curcuma (50 mg/kg) mostraron un aumento significativo en las dosis de PTZ
necesarias para activar todos los criterios de valoracién conductuales: contraccién de la cola (p <0,001), contraccion
de la oreja, contraccién mioclonica, clono de las extremidades anteriores, caida, extensién ténica de las
extremidades posteriores y muerte (p <0,05) en comparacion con el grupo de control (Figura 8A). Curiosamente, la
ar-turmerona a una dosis de 200 mg/kg también mostré en los ratones un aumento significativo de la dosis de PTZ
para la generacién de la contraccion de la oreja, la cola y miocldnica, la extensién tonica de las extremidades
posteriores y la muerte (p <0,05) en comparacioén con el control (Figura 8B).

Cuando se us6 el vehiculo PEG200:DMSO 1:1, los ratones tratados con aceite de circuma (50 mg/kg) mostraron un

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 661 844 T3

aumento significativo en la dosis de PTZ necesaria para activar todos criterios de valoracién conductuales: clono de
las extremidades anteriores, caida y extension tonica de las extremidades posteriores (p <0,05) y contraccién de la
oreja, mioclénica, de la cola y muerte (p <0,01), en comparacion con el grupo de control (Figura 9A).

Ademas, una dosis de 100 mg/kg de aceite de clUrcuma en el ensayo de PTZ raton presentdé una actividad
significativa en el retraso de la generacion de convulsiones para todos los parametros de convulsion y la muerte en
comparacion con el control (p <0,01) (Figura 9B). Con respecto a los sesquiterpenoides de bisaboleno activos, la ar-
turmerona y la a,B-turmerona se evaluaron usando el modelo de convulsion de PTZ en ratén (Figura 10). Los
ratones infundidos con una dosis de 50 mg/kg de ar-turmerona presentaron una resistencia significativa a la
generacién de convulsiones que condujo a un aumento en la dosis necesaria de PTZ para activar todos los
acontecimientos evaluados: extensién ténica de las extremidades posteriores (p <0,05) y contraccion de la oreja,
mioclonica y de la cola, clono de las extremidades anteriores, caida y la muerte (p <0,01). Andlogamente, se evalu6
la actividad anticonvulsiva de a,B-turmerona y también se encontraron resultados positivos con una dosis de
100 mg/kg para todos los parametros de convulsién: clono de las extremidades anteriores, caida, contraccion de la
oreja y de la cola (p <0,05) y contraccion mioclénica, extension ténica de las extremidades posteriores y muerte (p
<0,01). No se someti6 a ensayo la a-Atlantone en el modelo de ratén puesto que la cantidad recogida no fue
suficiente para realizar el ensayo.

El valproato de sodio se incluyé como control positivo en el método de infusion en cola de PTZ para la seleccion de
FAE en ratones (Figura 11). Usando este ensayo, el valproato de sodio (50 mg/kg) fue capaz de retrasar la
extension ténica de las extremidades posteriores (p <0,01) y la muerte (p <0,05). El valproato de sodio también fue
capaz de controlar la generacion de convulsiones en larvas de pez cebra en la que también se usé como control
positivo (Figura 11).

Ejemplo 8: Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). Los
valores se presentan como media + desviacion tipica (DT). La actividad locomotora de las larvas de pez cebra se
analizaron usando ANOVA de una sola via seguida de ensayo de comparacion mltiple de Dunnett. Las diferencias
estadisticamente significativas (p <0,05) entre un grupo tratado y los grupos de control equivalentes (vehiculo o PTZ)
se consideraron indicativas de la disminucion o el aumento de la actividad locomotora de las larvas de pez cebra.
Para experimentos con ratones, se calcularon diferencias significativas entre intervalos de tiempo estimados antes
de las etapas de convulsion mencionadas anteriormente usando el ensayo de t de Student no pareado.

Ejemplo 9: Evaluacion de la actividad anticonvulsiva de ar-turmerona en el modelo de convulsién
psicomotora de 6 Hz de epilepsia parcial

Para evaluar la actividad anticonvulsiva de la ar-turmerona, se us6 el modelo de convulsién psicomotora de 6 Hz de
epilepsia parcial (Barton M.E. et al., 2001), aplicando de este modo los siguientes parametros de estimulacion: 6 Hz,
0,2 ms de ancho de pulso rectangular, 3 s de duracion.

A cada raton (NMRI macho +/- 30 g) se le administré el compuesto (ar-turmerona 50 mg/kg, 20 mg/kg, 1 mg/kg y
100 pg/kg) o vehiculo (PEG 200:DMSO 1:1) a través de inyeccion i.p. Después de 30 minutos de incubacion, las
convulsiones se indujeron mediante estimulacion de la cdérnea usando el dispositivo Ugo-Basil. Antes de la
colocacion de electrodos corneales, se aplicd una gota de xilocaina al 0,5 % a los ojos del animal. Los animales se
restringieron de forma manual y se liberaron de inmediato en una jaula de plastico transparente después de la
estimulacion. Después, se observé el animal. La convulsion se caracterizd por aturdimiento, clono de las
extremidades anteriores, contraccién de las vibrisas, cola de Straub durante al menos 45 s. La proteccion se definid
como la ausencia de una convulsién. Se us6 un minimo de seis animales por dosis. Seis de seis ratones mostraron
proteccion con concentraciones de 100 pg/kg y 1, 20, 50 mg/kg de ar-turmerona (Figura 13). Se incluyeron también
un control negativo (solo vehiculo) y un control positivo (acido valproico 300 mg/kg). Como era de esperar, 6 de cada
6 ratones tratados solo con vehiculo no quedaron protegidos y 6 de cada 6 ratones tratados con acido valproico
quedaron protegidos.

Ejemplo 10: Coordinacién motora y equilibrio en el p uente elevado

En este ejemplo, la coordinacion motora y el equilibrio de los ratones usando el puente elevado se observé como se
describe en (Brooks et al, 2012).

El puente elevado mide la capacidad de un raton (C57B1/6 macho +/- 25 g) para atravesar la barra de equilibrio sin
perder su equilibrio (medida como reshalones). Cada ratén se entrend hasta que fue competente para correr por la
barra de equilibrio sin hacer una pausa durante el trayecto. Dos areas de la barra de equilibrio se designan como las
areas 'inicio' y 'parada’ para permitir que el iniciara y detuviera el cronometraje del tiempo que tardaba el animal en
correr por la barra de equilibrio. Después del entrenamiento, a cada ratén se le administro el compuesto o vehiculo a
través de inyeccion i.v. Después de 10 minutos, el ratén se colocé en la punta de la barra de equilibrio en el inicio
mirando hacia la barra de equilibrio. El operador cronometré desde la linea de inicio hasta que el raton llegé a la
linea de parada. Se conté el nimero de reshalones (Figura 12A), de caidas (Figura 12B) y el tiempo total (Figura
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12C) sobre la barra de equilibrio (desde el area de 'inicio’ a la de 'parada). En este ensayo, 5 de 5 ratones tratados
con ar-turmerona 50 mg/kg mostraron un comportamiento comparable con el grupo de control (tratado con vehiculo).
Por tanto, a partir de los resultados obtenidos puede sefialarse que la ar-turmerona no provoca deterioro motor o del
equilibrio como efecto secundario de su actividad anticonvulsiva. Se incluyeron ratones tratados con diazepam
debido al efecto secundario bien conocido de este FAE para provocar alteraciones motoras y del equilibrio en
ratones después de la administracion i.v./i.p.

DISCUSION

El modelo de convulsién inducida por PTZ en pez cebra (24) se validé usando FAE de primera linea: fenitoina y
diazepam. La validacién adicional de este sistema de deteccidon se consiguié mediante la identificacion de las
propiedades anticonvulsivas conocidas de los curcuminoides. La curcumina con frecuencia se ha citado como la
sustancia activa principal responsable de las propiedades anticonvulsivas de la circuma (11) (12) (32). Aunque se
han demostrado sus propiedades medicinales, los ensayos clinicos de Fase | han revelado limitaciones
farmacocinéticas importantes para la curcumina. Cuando se administra por via oral, la cantidad pequefia de
curcumina absorbida por el intestino se convierte en su mayor parte en metabolitos hidrosolubles y se excreta. Por
tanto, la cantidad de curcumina que alcanza la circulaciéon es muy baja. Por tanto, los problemas de biodisponibilidad
han limitado considerablemente sus aplicaciones terapéuticas. Por tanto, se han realizado varios estudios de
formulacion para potenciar la biodisponibilidad de la curcumina (33).

Por otra parte, estudios neuroprotectores en modelos de roedores han demostrado que el aceite de clircuma y sus
sesquiterpenoides de bisaboleno principales cruzan facilmente la barrera hematoenceféalica probablemente debido a
su naturaleza lipdfila que les permite pasar a través de las membranas celulares (18). Puesto que el aceite de
cdrcuma y sus constituyentes presentan una biodisponibilidad mejor y cruzan las biomembranas con menos
dificultad en comparacién con la curcumina (15) (16) (33), la conclusion de los inventores de que el aceite de
curcuma también muestra propiedades anticonvulsivas es, en efecto, interesante. Ademas, la seguridad de la
curcuma estd apoyada por el hecho de que se ha utilizado ampliamente como condimento de alimentos
predominantemente en la India durante siglos y su uso se ha aprobado para el consumo humano. Ademas, estudios
de toxicidad realizados en pacientes humanos sanos (34) y analisis informaticos (35) han predicho que la ar-
turmerona es un candidato potencial seguro para el desarrollo adicional del farmaco. Los estudios previos acerca de
los constituyentes volatiles del aceite de circuma se vieron limitados debido a su aislamiento complejo. El trabajo de
los inventores presenta un método practico para aislar los constituyentes principales del aceite de circuma a través
de HPLC-FI. Los compuestos aislados se evaluaron individualmente en el modelo de epilepsia de PTZ en pez cebra
(datos no mostrados para los picos 1, 3, 8). Este modelo revel6 una actividad significativa para el aceite de circuma
y los principales sesquiterpenoides de bisaboleno: ar-; a, B-turmerona (curlona) y a-atlantona. Ademas, las
propiedades anticonvulsivas del aceite de cdrcuma (50 y 100 mg/kg), ar-turmerona (200 mg/kg) y a-,B-turmerona
(100 mg/kg) se corroboraron satisfactoriamente en modelo de PTZ en ratones y modelo de convulsion psicomotora a
6 Hz de epilepsia parcial. Con respecto a la actividad del aceite de cdrcuma frente a ar-turmerona, parece ser una
actividad aditiva, puesto que es necesaria una dosis mayor del sesquiterpenoide de bisaboleno aislado para
observar propiedades anticonvulsivas en este modelo. Sin embargo, estos resultados revelan que los principales
sesquiterpenoides de bisaboleno, especialmente la ar-turmerona, son posibles candidatos a farmacos
anticonvulsivos que se han de investigar adicionalmente.

EQUIVALENTES
Aunque se han analizado realizaciones especificas de la presente invencion, la memoria descriptiva anterior es
ilustrativa y no restrictiva. El alcance completo de la invencién deberia determinarse por referencia a las
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un sesquiterpenoide de bisaboleno aislado de aceite de circuma para su uso como un agente anticonvulsivo en
el tratamiento de la epilepsia, en donde dicho aceite de circuma es de Curcuma longa L.

2. Un sesquiterpenocide de bisaboleno para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho
sesquiterpenoide de bisaboleno se selecciona entre la lista que comprende ar-turmerona, a-turmerona, B-turmerona
y a-atlantona.

15



ES 2 661 844 T3

e
f=4

LY
e
s
|
Do
)
i)w
D

SISTEMA CENTRAL

000000«
000000«
000000
0000000
000000

0000000 M=

0000000«

0000000

0000000 M=

0000000 b=

€
COMPORTAMIENTO DE LAS LARVAS
Al-12 O VEHiCULO Al-12 O VEHICULO
81-12 (O) venicuo ng:g:ﬁ::gﬂtg:wz 8112 () veHicuLo+p1z
- G112 O FARMACO » G112 Q FARMACO
D1-12 O FARMACO Di-12 O FARMACO + PTZ
100wt 200w

5 min DESPUES DE LA ADICION:

OSCURIDAD: 1 HORA ANALISIS DEL VIDEOSEGUIMIENTO (30 min) AWDP,

®

SISTEMA CENTRAL

jiz=s

COMPORTAMIENTO DE LAS LARVAS

16



ES 2 661 844 T3

Figura 2.

A)

CURCUMINOIDES

150000~

0000-

100000+
5

sojnuiw Qg U3 [e}0} OJUSIWIAO

B)

ACEITE DE CURCUMA

0000

1500001
00000 -
5

1

sojnuiw Q¢ U3 [e}0} OJUSIWIAO

17



ES 2661 844 T3

or

Figura 2 (continuacion)

= =
sojnuiw Qg Ud |e}0) OJUIIWIAOWN

7~

@

W

o

- -
SojnuUIW Qg U [e}0} OJUIWIAON

~_

=]

s

>

&
m"ﬁ

£E8
%

g
¢
ﬁ%ﬁ

NG
>
W

RN

- =
sojnujw g U3 [e}0} OJUIWIAOW

~

=

18



ES 2 661 844 T3

Figura3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 8

A)

ACEITE DE CURCUMA

Contraccion
de la oreja *
200

Contraccion
\ mioclénica *

Extension ténica
de la extremidades
posteriores *

Contraccion
de la cola **

Clono de las ® ACEITE DE CURCUMA 50 mg/kg
extremidades (n=3)

anteriores * # CONTROL (n=4)

Caidas *

B)

AR-TURMERONA

Contraccion
de la oreja *

Contracciéon

Extension tonica
de la extremidades
posteriores *

. Contraccion
delacola*

R Clono de las
extremidades
anteriores *

B AR-TURMERONA 200 mg/kg (n = 5)

Caidas

# CONTROL (n=5)
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Figura 9

ES 2 661 844 T3

Dosis requerida de PTZ para inducir parametros
de convulsién individuales (mg/kg)

Lontml Aceite de circuma;  Aceite de curcuma
Parametros de convulsion (vehiculo) {50 ﬁ%ﬁ ¥ 1900 mw‘hg}
e s fiul
Contraccién de la oreja 4?12 % $,$ 3‘?,? 5 "53, %zy & aiﬁia“i
Contraccion mioclénica GBY 278 WUz 2dn 108,84 198
Contraccion de la cola St% o ?;@ %3Q x ?33& 1W0LE 8
Clono de las ext. anteriores ?ﬂgﬁv o ﬁg 9 1%{} % 10,5 4%& mm, '
Caidas BLEE 0T 188244008 000 % 2,
Extension tonica de las ext. post. ‘gi}ﬁ Gy 1874 % ﬁﬁz;ﬁ 2084 = 26,0
Muerte 1288227, NEEG £« 382 2378 23,9
Contraccién
A de la oreja**
250
Contraccién
Muerte ** mioclonica *

Extension tonica
de la extremidade:
posteriores *

Caidas
# ACEITE DE CURCUMA & ke

s CLNTROL

B

Muerte **

Extension tonica

de la extremidades

posteriores

® ACEITE DE CURCUMA 100 frgikg

Caidas **

miocldénica *

Clono de las
extremidades
anteriores *

Contraccion
de la cola **
250

Contraccion
* mioclonica *

Contraccion
de la cola **

* Clono de las
extremidades
anteriores **
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Figura 10

Dosis requerida de PTZ para inducir parametros de convulsién individuales
(mglkg)
Opailred B AB-turmerona | Latsstred B Ar-turmerona
Parametros de convulsién (vehiculo) {400 mgfkﬁ 3 (vehiculo) {50 W‘kﬁ ¥
eyl ryll riml il
Contraccion de la oreja BET =114 G883« 307 4484 14,8 Wbt 1,8
Contraccion mioclénica B0 152 | 1ME8+362 48082117 74,1 2 147
Contraccion de la cola hEO 4 HLS Wiha300 4854107 7354150
Clono de las ext. anteriores B3« 2,1 | 109742003 81,5100 12172154
Caidas BOE =1 1MLZ e 807 5012180 U652 4
Extension tonica de las ext. post| Q¥ 4 22,8 | 216,24 360 1 98,7 ¢ 23,3 131,86 ¢ 15,3
Muerte 128, 2 23,2 1 220, 2 302 1281 x E0E 1058 1 402
. Contraccion
A de la oreja*
oy
- Contraccion
Muerte - mioclénica =
%
Extensién tonica
de la extremidades dgr;rgglcalgn
posteriores **
Caidas * Clono de las
# AR-TURMERONA {3} smizylkes extremidades
w CONTROL anteriores *
Contraccién
E de la oreja**
- Contraccion
Muerte iocldnica
Extensién tonica Cont .
de la extremidades on racc'ﬁ{,[‘
de la cola

posteriores *

Caidas Clono de las
extremidades
# AR-TURMERONA & gy’ anteriores **

s CONTROL
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Figura 11

ES 2 661 844 T3

Movimiento total en 30 minutos

Dosis requerida de PTZ para inducir
parametros de convulsion individuales

(mg/kg)
. L, Control Valproato de sodio
Parametros de convulsion (vehiculo) (50 mg/kg)
n=5 n=5

Contraccion de la oreja

=il 4 ] B i=aip

Contraccidn mioclénica

Wo=i13 | 7a3=313

Contraccion de la cola

E0%10,3 | =310

Clono de las ext. anteriores

B83=121 PE1=324

Caidas

6= 100 | 19, =308

Extension ténica de las ext. post.

T ——

W75 | Hig=al1

Muerte

100, l=13,3] 18L3=335 |

Contraccion

Extension ténica
de la extremidade:
posteriores **

Caidas

de la oreja

Contraccién
mioclénica

Contraccién

¥, de la cola

F

Clono de las
extremidades
anteriores

# VALPROATO DE SODIO 50 mg/kg

TCEPTRCE
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Figura 12
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Figura 13
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