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DESCRIPCION
Composiciones de mirceno polimérico
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a fracciones aisladas de almaciga y su uso terapéutico. Mas en particular, la invencion se
refiere a composiciones que comprenden una fraccion aislada de mirceno polimérico y formulaciones que mantienen
la actividad bioldgica del polimero activo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La busqueda de nuevas entidades farmacoldgicas derivadas de plantas y productos vegetales para diversas
aplicaciones terapéuticas tiene sus origenes en la antigiiedad y contintia hasta el presente. Una de estas fuentes es
el mastique, también conocido como goma de lentisco o almaciga, que es una resina de arbol obtenida como un
exudado de Pistacia lentiscus L., miembro de la familia Anacardiaceae. El mastique se usaba en el antiguo mundo
mediterraneo para trastornos gastrointestinales tales como gastralgia, dispepsia y Ulcera péptica. Se ha divulgado
que la administracion oral de mastique a pacientes humanos con Ulcera duodenal y a ratas de laboratorio con
Ulceras gastricas y duodenales inducidas tiene efectos terapéuticos (Al-Habbal et al. (1984) Clin Exp Pharmacop
Physio 11(5):541-4; Said et al. (1986) J Ethnopharmacol 15(3):271-8). Si bien se ha divulgado que el mastique tiene
efectos bactericidas in vitro contra Helicobacter pylori, el agente etiolégico que causa la enfermedad de Ulcera
péptica (Marone et al. (2001) J Chemother 13:611-614), otros informes divulgan que el mastique no ejerce ninguna
actividad antibacteriana cuando se administra a pacientes humanos con positividad de H. pylori (Bebb et al. (2003) J
Antimicrob Chemother 52:522-23) o a ratones infectados experimentalmente (Loughlin et al. (2003) J Antimicrob
Chemother 51:367-371).

La patente griega n.° GR 1.003.541 divulga la accién antimicrobiana y antifingica del aceite de mastique de Quios
extraido de las hojas, las ramas y el fruto de Pistacia lentiscus var. Chia.

La patente griega n.° GR 1.003.868 divulga el uso de un producto derivado de Pistacia lentiscus var. Chia como
antioxidante, como inductor de la cicatrizacion y como agente citostatico.

La publicacion de solicitud de patente de EE. UU. N.° 2005/0238740 y el documento WO 03/092712 divulgan que
determinadas fracciones extraidas de la resina de mastique presentan actividades antimicrobianas y contra la
proliferacion celular. De acuerdo con la divulgacion, un primer extracto (denominado "fraccion total" o "extracto
completo") contiene todos los compuestos de la almaciga, excepto la resina polimérica; un segundo extracto es una
fraccion acida que contiene todos los acidos triterpénicos de la fraccion total; y un tercer extracto es una fraccion
neutra que contiene todos los demas terpenos de la fraccion total. Adicionalmente se divulga un aceite esencial
obtenido por destilacion que contiene monoterpenos, entre otros, B-mirceno. La solicitud divulga formulaciones
farmacéuticas que comprenden cualquiera de las fracciones totales, acidas o neutras mencionadas anteriormente
combinadas opcionalmente con el aceite esencial, o equivalentes sintéticos del mismo, o que comprenden productos
de componentes aislados o equivalentes sintéticos de los mismos, asi como el uso de los mismos en procedimientos
para el tratamiento de infecciones microbianas. incluyendo H. pylori, Propionibacterium, Staphlococcus,
Pseudomonas, e hiperproliferacion celular.

Paraschos et al. (2007), que incluyé a algunos de los autores de la solicitud de patente mencionada anteriormente,
divulgan la preparacion de un extracto de mastique total sin polimero (TMEWP), preparado por extraccion con
disolvente polar de mastique bruto y la eliminacién del polimero insoluble poli-B-mirceno del mismo, y separacion de
las fracciones acidas y neutras de TMEWP (Paraschos et al. (2007) Antimicrob Agents Chemother 51(2):551-559).
De acuerdo con la divulgacion, la administracion de TMEWP a ratones infectados por H. pylori durante un periodo de
3 meses dio como resultado una reduccion en 30 veces de la colonizacion bacteriana, atribuible en gran parte a un
compuesto particular purificado de la fraccion acida. Los autores indican que el TMEWP se prepar6 ya que se
especuld que el alto porcentaje de poli-B-mirceno en las preparaciones de mastique crudas, como se us6 en
estudios previos, dificultaba la actividad in vivo potencial durante la administracion oral. Los autores divulgan
ademas que la retirada del poli-B-mirceno puede producir un resto terapéutico potenciado con actividad contra H.

pylori.

La solicitud de patente EP n.° 1520585 divulga el uso de un producto obtenido de una planta del género Pistacia
para la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir el cancer. De acuerdo con la divulgacion, los aceites
esenciales destilados de hojas, ramitas, frutos, frutos secos y flores de diferentes especies de Pistacia contienen un
gran numero de compuestos de terpenos monoméricos en proporciones variables, entre otros, $-mirceno. La
solicitud divulga ademas que los aceites tienen actividad contra determinadas lineas de células tumorales tal como
los adenocarcinomas de colon y ovario, y que el acetato de bornilo era el inico componente encontrado que tenia
actividad antineoplasica.

La publicaciéon de la solicitud de patente internacional n.° WO 2005/112967 divulga la purificacion a partir del
mastique de un compuesto antineoplasico que tiene efectos antiproliferativos, que se encuentra en una fraccién
soluble obtenida suspendiendo mastique en un disolvente seleccionado de un hidrocarburo alifatico no acido, una

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2739033 T3

solucién acuosa que contiene al menos un 25 % de un hidrocarburo alifatico, no acido y soluble en agua, o una
combinacion de los mismos, y retirando la fraccion insoluble. La solicitud divulga ademas un procedimiento para
tratar células cancerosas que comprende administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de una fraccién de
resina de almaciga que inhibe el crecimiento de células cancerosas. De acuerdo con la divulgacion, el compuesto
antineoplasico es eficaz contra diversos tipos de células cancerosas, incluyendo las células cancerosas de colon
humano.

Van der Berg et al. (1998) divulgan el aislamiento y la purificacion de la fraccion polimérica del mastique usando
cromatografia de extraccion y de exclusion por tamafio (Van der Berg et al. (1998) Tetrahedron Lett 3:2645-26438).
De acuerdo con la divulgacion, el polimero tiene una amplia distribucién de pesos moleculares, es decir, de 20 000 a
100 000 Da, se forma a partir de unidades monomeéricas de 136 Da, y tiene la estructura de 1,4-poli-B-mirceno, con
configuraciones cis y trans en una proporcion de 3:1. Los autores afirman que su divulgacion es el primer informe de
un polimero natural de un monoterpeno.

Barra et al. (2007) divulgo la extraccion y el analisis por cromatografia de gases de aceite esencial de P. lentiscus L.
(Barra et al. (2007) J Agric Food Chem 55(17):7093-7098). De acuerdo con la divulgacion, se identificaron un total
de 45 compuestos, incluyendo 3-mirceno como uno de los compuestos principales.

Marner et al. (1991) divulgan la identificacion de diversos triterpenoides de almaciga de P. lentiscus (Marner et al.
(1991) Phytochemistry, 30, 3709-3712).

La patente de EE. UU. n.° 5.506.406 divulga un aceite de mastique producido disolviendo mastique en un aceite o
grasa, y rellenando una capsula blanda que opcionalmente contiene ademas una sustancia anfipatica tal como
quitina o quitosano. De acuerdo con la divulgacion, la capsula es eficaz para eliminar e inhibir H. pylori, y para
reducir el olor de las heces. La patente de EE. UU. n.° 5.637.290 divulga un producto de higiene bucal que
comprende la combinacion de una pasta de dientes y un ingrediente seleccionado de mastique natural, aceite de
mastique extraido y agentes de aceite de mastique sintéticos. También se divulga el uso de mastique para
incorporar en lociones bronceadoras, productos capilares y cosméticos.

La patente de EE. UU. n.° 6.623.728 divulga composiciones cosméticas de emulsion para el cuidado de la piel que
comprenden de aproximadamente un 0,001 % en peso hasta aproximadamente un 10 % en peso de goma de
lentisco solubilizada; un disolvente volatil miscible en agua; y un vehiculo cosméticamente aceptable. De acuerdo
con la divulgacion, la emulsién es preferentemente una emulsion de aceite en agua, y los disolventes preferentes
incluyen etanol, metanol propanol, alcohol isopropilico y mezclas de los mismos. De acuerdo con la divulgacion, se
usan los mismos tipos de disolventes para obtener la goma de lentisco solubilizada.

La patente de EE. UU. n.° 6.811.769 divulga una composiciéon oral que comprende un extracto de aceite de
mastique, tal como el preparado con aceite de oliva o aceite de palma; y un antiflogistico, tal como acido glicirricico.
De acuerdo con la divulgacion, la composicion tiene accion antibacteriana contra bacterias relacionadas con la
periodontitis y contra bacterias relacionadas con la caries dental.

La patente de EE. UU. n.° 7.294.651 divulga el uso de compuestos isoprenoides, entre otros, compuestos de
terpenos para inhibir la produccion de exoproteinas de bacterias grampositivas, tales como la toxina 1 del sindrome
de choque toxico producida por S. aureus. De acuerdo con la divulgacion, los terpenos adecuados pueden ser
ciclicos o aciclicos, saturados o insaturados, y también incluyen politerpenos. También se divulga el uso de dichos
compuestos para preparar composiciones que se pueden incorporar en soluciones acuosas, tales como
formulaciones de limpieza vaginal.

La patente de EE. UU. n.° 4.564.718 divulga la preparacion de polimeros terminados funcionalmente, denominados
"cauchos liquidos" que tienen temperaturas de transicién vitrea sustancialmente menores que la temperatura
ambiente, mediante la polimerizaciéon de un terpeno o un derivado de oxigeno del mismo que tiene un doble enlace o
un doble enlace conjugado disponible para la polimerizacion. con un iniciador que proporciona la terminacion
funcional deseada. De acuerdo con la divulgacion, los polimeros tienen preferentemente un peso molecular de 500 a
20 000 y los monoterpenos aciclicos preferentes para la preparacion de los mismos son, entre otros, 3-mirceno. La
patente divulga la preparacién de mirceno polimérico de peso molecular de aproximadamente 2000 y de
aproximadamente 4000. La patente divulga ademas que los polimeros de la invencién se pueden hacer reaccionar
ademas con otros reactivos para proporcionar elastdémeros, selladores o adhesivos, o se pueden usar como agentes
de endurecimiento del caucho. Se divulga ademas la preparacion de polimirceno terminado en hidroxilo a partir de
mirceno y el uso del mismo para preparar un elastémero de poliuretano.

Newmark et al J. Polymer Sci. 26, 71-77 (1988) divulgan la sintesis de polimirceno que tiene un peso molecular
observado de 87 000 y un peso molecular calculado de 46 000.

La patente de EE. UU. n.° 4.374.957 divulga un polimero tribloque lineal elastomérico termoplastico pegajoso
correspondiente a la férmula A-B-A, en el que A es un bloque homopolimérico lineal no elastico de un hidrocarburo
aromatico monovinilico que tiene un peso molecular promedio entre 10 000 y 60 000 y una temperatura de transicion
vitrea por encima de 70 °C., y en el que B es un bloque homopolimérico elastomérico de mirceno que tiene un peso
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molecular promedio entre 50 000 y 200 000 y una temperatura de transicion vitrea por debajo de aproximadamente -
40 °C.

La patente de EE. UU. n.° 5.759.569 divulga articulos compostables biodegradables que comprenden al menos
parcialmente determinados polimeros trans, en los que los polimeros tienen un peso molecular promedio en peso de
al menos aproximadamente 20 000 y se obtienen polimerizando un componente monomérico que comprende: (1) de
aproximadamente un 70 a un 100 % en moles de 1,3-dienos, entre otros, 3-mirceno; y (2) hasta aproximadamente
un 30 % en moles de otros comonémeros compatibles. De acuerdo con la divulgacion, los articulos incluyen, entre
otros, materiales de acondicionamiento; articulos absorbentes desechables (por ejemplo, pafales, compresas
sanitarias); articulos de ropa tales como ropa de proteccion, pafios quirdrgicos, batas quirirgicas, sabanas
quirdrgicas; telas, tejidas y no tejidas; esponjas quirirgicas, aplicadores de tampones, jeringas desechables y
envases.

Las patentes de EE. UU. n.°s 7.232.872 y 7.214.750 divulgan un procedimiento de polimerizacion que comprende
poner en contacto uno o mas mondémeros, entre otros, mirceno, uno o mas acidos de Lewis, uno o mas iniciadores, y
un diluyente que comprende uno o mas hidrofluorocarbonos en un reactor.

La publicacion de solicitud de patente de EE. UU. n.° 2007/0179260, la patente de EE. UU. N.° 7.417.103 y el
documento EP 1721914 divulgan polimeros a base de 3,4-isopreno con alta regiorregularidad y un procedimiento
para producir los mismos. De acuerdo con estas divulgaciones, el peso molecular promedio en nimero del polimero
es de 5000 a 6 000 000, y el polimero también puede incluir unidades de 1,4-isoprenos tales como mirceno. De
acuerdo con la divulgacion, el polimero es adecuado para su uso como material plastico debido a su durabilidad
mecanica y térmica.

El documento JP 63179908 divulga la preparacion de un polimero de mirceno que tiene un alto contenido de enlaces
1,4, peso molecular alto y amplia distribucion de pesos moleculares, mediante la polimerizacién de mirceno en un
disolvente organico inerte usando un catalizador de metales de tierras raras de la serie del lantano.

Khan et al. (Journal of Ethnopharmacology, 1, (2006), 68-73) divulgan el uso de Khamira Abresham Hakim Arshad
Wala, que incluye Mastagi, en el tratamiento del deterioro cognitivo.

Yousuf et al. (Journal of Ethnopharmacology 99, (2005), 179-184) estudian el efecto de Khamira Abresham Uood
Mastagiwala sobre la actividad de enzimas antioxidantes, glutation reductasa (GR), glutation S-transferasa (GST),
glutation peroxidasa (GPx), catalasa (CAT) y el contenido de glutation (GSH) y sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS). Uno de los constituyentes de Khamira Abresham Uood Mastagiwala es el mastagi.

La técnica anterior no contiene ninguna ensefianza o sugerencia del uso de una fraccion aislada de mirceno
polimérico, ya sea derivado de mastique o sintetizado quimicamente, como ingrediente activo en una composicion
farmacéutica o en una aplicacién terapéutica. La técnica anterior no ensefia ni sugiere el uso de una fraccion aislada
de mirceno polimérico en una composicion para tratar afecciones neuroldgicas o trastornos de la piel.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona, entre otras, composiciones farmacéuticas que consisten en formas poliméricas
del compuesto monoterpénico conocido como mirceno, que presentan una variedad de actividades bioldgicas
beneficiosas que se pueden explotar para aplicaciones terapéuticas, y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable. Mas especificamente, ahora se divulga que las composiciones que consisten en fracciones aisladas de
mirceno polimérico, incluyendo el sintetizado quimicamente y el derivado de fuentes vegetales tal como la almaciga,
tienen actividad en la neuroproteccion, la regeneracion de tejidos y la reparacion de heridas y tejidos.

Las composiciones divulgadas en el presente documento se pueden preparar mediante extraccion con disolvente de
determinado material vegetal, tal como almaciga, para obtener fracciones aisladas que son solubles en disolventes
tanto polares como no polares, y se han eliminado de ellas diversos compuestos terpénicos monoméricos que
interfieren con la actividad biolégica deseada.

Las ensefianzas de la presente invencion se han ejemplificado con extractos de almaciga preparados mediante un
procedimiento de extraccion de tres etapas, para obtener una fraccién acida que es soluble tanto en un disolvente
polar como en un disolvente no polar, y en el que se elimina el material de la almaciga que es soluble en el
disolvente polar pero permanece insoluble en el disolvente no polar. La presente invencién también se ha
ejemplificado tanto con el mirceno polimérico aislado de una fuente natural, es decir, el mastique de resina de arbol,
como con el mirceno polimérico sintetizado quimicamente que tiene el peso molecular en el mismo intervalo y
estructura quimica que el del polimero correspondiente aislado de mastique.

Ademas, las ensefianzas de la presente invencion son en particular sorprendentes e inesperadas con respecto a las
ensefianzas que divulgan el uso de fracciones de extracto de almaciga de las que se ha retirado el mirceno
polimérico. Ademas, la técnica anterior afirma que las fracciones poliméricas derivadas de mastique no son
terapéuticamente utiles, y que la presencia de mirceno polimérico en composiciones terapéuticas en realidad inhibe
las actividades biolégicas beneficiosas y la biodisponibilidad de los compuestos activos. La técnica anterior ensefia
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que los compuestos activos en la almaciga se corresponden con diversas moléculas de tipo terpeno de bajo peso
molecular, entre otras, el mirceno monomérico. Sin embargo, los autores de la presente invenciéon han descubierto
sorprendentemente, y contrariamente a las ensefianzas de la técnica anterior, que el mirceno monomeérico,
pequefias formas oligoméricas de mirceno y otros terpenos determinados de bajo peso molecular interfieren con la
actividad del mirceno polimérico para inducir la diferenciacion celular y la bloquean.

Sin desear estar ligado a ninguna teoria 0 mecanismo de accion en particular, la actividad del mirceno polimérico
para la induccion de la diferenciacion de células neuronales, como se divulga en el presente documento, hace que la
presente invencion sea Uutil para reformar las uniones interneuronales y superar la comunicacion interneuronal
defectuosa en cerebro y tejido neural afectados por patologias asociadas con una formacioén sinaptica inadecuada.
Esta patologia subyace a muchas patologias del sistema nervioso, incluyendo, por ejemplo, la enfermedad de
Alzheimer. La invencion es ademas util para promover la cicatrizacion y el rejuvenecimiento de un gran nimero de
células y tejidos.

Como se usa en el presente documento, "mirceno polimérico" engloba formas poliméricas de mirceno que tienen un
grado de polimerizaciéon de al menos 6. El mirceno polimérico incluye (B-mirceno polimérico (poli-B-mirceno), a-
mirceno polimérico (poli-a-mirceno), homopolimeros de los mismos y heteropolimeros (también conocidos como
copolimeros) que contienen subunidades de mirceno. También se incluyen isdmeros geométricos, isomeros 6pticos
y diastereoisomeros de compuestos de mirceno polimérico.

Se debe entender explicitamente que el alcance de la presente invencion no incluye el mirceno en su forma
monomeérica, tal como el B-mirceno y el a-mirceno, como ingredientes activos de las fracciones y composiciones
divulgadas en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, B-mirceno se refiere a 7-metil-3-metilen-1,6-octadieno y a-mirceno se
refiere al isémero estructural 2-metil-6-metilen-1,7-octadieno.

Se debe entender ademas que la actividad biolégica de las fracciones y composiciones divulgadas en el presente
documento se inhibe por la presencia de determinadas formas oligoméricas pequefias y monoméricas de diversos
terpenos.

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencién proporciona una fraccion aislada de almaciga, en el que la
fraccion se caracteriza por que es soluble en al menos un disolvente organico polar y en al menos un disolvente
organico no polar, y en el que dicha fraccion esta sustancialmente desprovista de compuestos que son solubles en
dicho disolvente organico polar pero insolubles en dicho disolvente organico no polar.

La fraccion aislada se obtiene mediante un procedimiento que comprende las etapas de:

(a). tratar la almaciga con un disolvente organico polar;

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

(c). opcionalmente retirar dicho disolvente organico polar;

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

(f). opcionalmente retirar dicho disolvente organico no polar;

en el que las etapas (d) a (f) pueden preceder a las etapas (a) a (c).

Las etapas (a) a (c) se pueden llevar a cabo antes de las etapas (d) a (f); o las etapas (d) a (f) se pueden llevar a
cabo antes de las etapas (a) a (c). En algunos modos de realizacién particulares, (a) a (c) y/o las etapas (d) a (f) se
repiten para una multiplicidad de ciclos.

En un modo de realizacion particular, cualquiera o ambas de las etapas (c) y (f) comprenden retirar el disolvente por
un medio seleccionado del grupo que consiste en evaporacion rotatoria, aplicaciéon de alto vacio y una combinacion
de los mismos. En un modo de realizacion particular, el procedimiento comprende ademas la etapa de fraccionar por
tamanio la fraccién obtenida por dicho procedimiento.

Los disolventes organicos polares adecuados para su uso en la invencion se pueden seleccionar de un alcohol, un
éter, un éster, una amida, un aldehido, una cetona, un nitrilo y combinaciones de los mismos.

Los ejemplos especificos de disolventes organicos polares adecuados incluyen metanol, etanol, propanol,
isopropanol, 1-butanol, 2-butanol, sec-butanol, t-butanol, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, neopentanol, 3-metil-1-
butanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-2-butanol, 2-metil-2-butanol, etilenglicol, éter monometilico de etilenglicol, éter
dietilico, éter metiletilico, éter etilpropilico, éter metilpropilico, 1,2-dimetoxietano, tetrahidrofurano, dihidrofurano,
furano, pirano, dihidropirano, tetrahidropirano, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetaldehido,
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formiato de metilo, formiato de etilo, propionato de etilo, propionato de metilo, diclorometano, cloroformo,
dimetilformamida, acetamida, dimetilacetamida, N-metilpirrolidona, acetona, etil metil cetona, dietilcetona,
acetonitrilo, propionitrilo y combinaciones de los mismos.

En algunos modos de realizacion, el disolvente organico polar es etanol.

Los disolventes organicos no polares adecuados para su uso en la invencion se pueden seleccionar de
hidrocarburos alifaticos aciclicos o ciclicos, saturados o insaturados e hidrocarburos aromaticos, cada uno de los
cuales esta sustituido opcionalmente con uno o mas halégenos, y combinaciones de los mismos. En modos de
realizacion particulares, el disolvente organico no polar se selecciona de alcanos C5-C10, cicloalcanos C5-C10,
hidrocarburos aromaticos C6-C14 y perfluoroalcanos C7-C14, y combinaciones de los mismos.

En modos de realizacién particulares, el disolvente organico no polar se selecciona de pentanos, hexanos, heptanos,
octanos, nonanos, decanos, ciclopentano, ciclohexano, cicloheptano, benceno, tolueno, xileno e isémeros y mezclas
de los mismos.

En modos de realizacion particulares, el alcano C5-C10 se puede seleccionar del grupo que consiste en pentano,
hexano, heptano, octano, nonano, decano, ciclohexano e isémeros y mezclas de los mismos.

En modos de realizacién particulares, el disolvente organico no polar es hexano.

En un modo de realizacion particular, el disolvente organico polar comprende etanol y el disolvente organico no polar
comprende hexano.

En un modo de realizacién particular, la composicion esta sustancialmente desprovista de compuestos terpénicos
que sean solubles en dicho disolvente organico polar e insolubles en dicho disolvente organico no polar. En un modo
de realizacion particular, los compuestos terpénicos son compuestos terpénicos monoméricos. Los compuestos
terpénicos se pueden seleccionar de B-mirceno, a-mirceno, cis-a-ocimeno, dihidromirceno, limoneno, a-pineno, (-
pineno y combinaciones de los mismos.

En un modo de realizacién particular, la composicion comprende de aproximadamente un 0,01 hasta
aproximadamente un 25 % (p/p) de la fraccion aislada de almaciga, en base al peso total de la composicion. Por
tanto, la composiciéon puede comprender de aproximadamente un 0,01 hasta aproximadamente un 12 % (p/p) de la
fraccion aislada de almaciga, en base al peso total de la composicion.

La fraccion aislada de goma de lentisco puede comprender mirceno polimérico.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicién farmacéutica que consiste en un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable, y de un 0,01 a un 25 % (p/p) de mirceno polimérico, en base al peso total de la
composicion.

El mirceno polimérico se puede seleccionar del grupo que consiste en B-mirceno polimérico (poli-B-mirceno), a-
mirceno polimérico (poli-a-mirceno), copolimeros de mirceno y combinaciones de los mismos, o del grupo que
consiste en 1,4-poli-B-mirceno, 3,4-poli-B-mirceno, 1,2-poli-B-mirceno y combinaciones de los mismos. El mirceno
polimérico puede comprender un isémero de mirceno seleccionado del grupo que consiste en un isémero cis, un
isébmero frans y combinaciones de los mismos. El 1,4-poli-B-mirceno se puede seleccionar del grupo que consiste en
cis-1,4-poli-B-mirceno, trans-1,4-poli-B-mirceno y combinaciones de los mismos. El mirceno polimérico puede
comprender cis-1,4-poli-B-mirceno. EI mirceno polimérico puede tener una conformacion ciclica o una conformacién
ramificada.

El mirceno polimérico puede tener un grado de polimerizacion en el intervalo de al menos aproximadamente 6 hasta
aproximadamente 1800, por ejemplo al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, al menos
aproximadamente 25, o al menos aproximadamente 35. El grado de polimerizacion puede estar en el intervalo de
aproximadamente 6 hasta aproximadamente 30, o en el intervalo de aproximadamente 30 hasta aproximadamente
500, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 33 hasta aproximadamente 150.

El mirceno polimérico puede tener un peso molecular promedio en nimero de al menos aproximadamente 800. En
un modo de realizacién particular, el peso molecular promedio en nimero es de al menos 1000, tal como 2000 o
3000. En un modo de realizacién particular, el peso molecular promedio en nimero es de al menos 5000. En un
modo de realizacién particular, el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de
1000 a 50000; al menos 1000 a 10 000; al menos 1000 a 20 000; 5000 a 10000; 10000 a 15 000;
aproximadamente 5000 a 20 000; 15 000 a 30 000; 25 000 a 40 000; 35 000 a 50 000; e intervalos intermedios de
los mismos. En un modo de realizacién particular, el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en
numero en el intervalo de aproximadamente 5000 hasta aproximadamente 20 000.

Se debe entender que la composiciéon puede comprender diferentes fracciones de peso molecular de mirceno
polimérico, por ejemplo en el intervalo de al menos aproximadamente 800 hasta aproximadamente 100 000, o
diversas combinaciones de las mismas. El mirceno polimérico puede tener un indice de polidispersidad menor de 5.
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En un modo de realizacion particular, el mirceno polimérico es el producto de una sintesis quimica. La sintesis
quimica puede comprender el uso de mirceno monomérico como sustrato. El sustrato puede ser B-mirceno. El
sustrato de B-mirceno se puede derivar de una planta.

El producto de la sintesis quimica puede comprender cis-1,4-poli-B-mirceno. La sintesis quimica puede comprender
una reaccion de polimerizacién anidénica. La sintesis quimica puede comprender ademas disolver el mirceno
polimérico obtenido a partir de la misma en un vehiculo hidréfobo, tal como al menos un aceite vegetal.

La fraccion aislada de mirceno polimérico se puede derivar de una fuente natural. Las fuentes naturales incluyen
plantas clasificadas en la familia Anacardiaceae. Por ejemplo, la goma de lentisco puede ser de una planta
clasificada en la familia Anacardiaceae. Las plantas adecuadas incluyen aquellas clasificadas en un género
seleccionado del grupo que consiste en Pistacia, Pinus, Picea, Juniperus, Alsies, Larix, Antirrhinum, Boswellia, Citrus
y Gynura. En un modo de realizacion particular, la especie de Pistacia se selecciona del grupo que consiste en P.
lentiscus, P. atlantica, P. palestina, P. saportae, P. terebinthus, P. vera y P. integerrima. En un modo de realizacion
particular, la especie de Pistacia es Pistacia lentiscus L. La fuente natural puede ser un material vegetal
seleccionado del grupo que consiste en resina, hojas, ramitas, raices, flores, semillas, brotes, corteza, frutos secos y
raices. La fuente natural también puede ser una planta clasificada en un género seleccionado del grupo que consiste
en Ocimum, Laurus 'y Lavendula.

La fraccion aislada de mirceno polimérico se puede obtener mediante un procedimiento que comprende las etapas
de:

(a). poner en contacto material vegetal con al menos un disolvente organico polar;

(b). aislar una fraccion que es soluble en al menos un disolvente organico polar

(c). opcionalmente retirar dicho disolvente organico polar;

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

(f). opcionalmente retirar dicho disolvente organico no polar;

en el que las etapas (d) a (f) pueden preceder a las etapas (a) a (c), y en el que las etapas (a) a (c) y las etapas (d) a
(f) se pueden llevar a cabo cada una de manera independiente durante varios ciclos para obtener una fraccion
aislada de mirceno polimérico.

En modos de realizacion particulares, la fraccion aislada de mirceno polimérico tiene un grado de pureza de al
menos un 80 % (p/p). La fraccidon aislada de mirceno polimérico puede tener un grado de pureza de al menos
aproximadamente un 85 % (p/p). En modos de realizacion particulares, la fraccion aislada de mirceno polimérico
tiene un grado de pureza de al menos un 90 % (p/p), 0 al menos un 95 %.

Especificamente, la fraccion aislada de mirceno polimérico puede tener un grado de pureza de al menos un 80 %, y
el mirceno polimérico puede tener un grado de polimerizacién de al menos 6.

La fraccién aislada de mirceno polimérico también puede tener un grado de pureza de al menos un 90 %, y el
mirceno polimérico puede tener un grado de polimerizacion de al menos 10.

La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-mirceno, o
una mezcla de cis-1,4-poli-B-mirceno y trans-1,4-poli-B-mirceno, en la que la mezcla comprende al menos un 50 %
(p/p) de cis-1,4-poli-B-mirceno. La fraccion aislada de mirceno polimérico también puede comprender al menos un
90 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en nimero de al menos 800, o al menos
1000, o al menos 5000 o al menos 10 000. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos
un 80 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en ndmero en el intervalo de
aproximadamente 800 hasta aproximadamente 5000. La fraccién aislada de mirceno polimérico puede comprender
al menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo
de aproximadamente 1000 hasta aproximadamente 10 000. La fracciéon aislada de mirceno polimérico puede
comprender al menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en nimero en
el intervalo de aproximadamente 5000 hasta aproximadamente 20 000.

La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-3-mirceno que
tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 10 000 hasta aproximadamente
20 000. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender también al menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-
poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 20 000 hasta
aproximadamente 30 000. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender de forma alternativa al
menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en numero en el intervalo de
aproximadamente 30 000 hasta aproximadamente 50 000. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede
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comprender al menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en nimero en
el intervalo de aproximadamente 50 000 hasta aproximadamente 80 000.

La composicion puede comprender menos de aproximadamente un 10 % (p/p), y mas preferentemente, menos de
aproximadamente un 5 % (p/p), de compuestos terpénicos que son solubles en un disolvente organico polar e
insolubles en un disolvente organico no polar.. En modos de realizacion particulares, la fraccion esta
sustancialmente desprovista de compuestos terpénicos que son solubles en un disolvente organico polar e
insolubles en un disolvente organico no polar. Por tanto, la composicion puede comprender menos de
aproximadamente un 10 % (p/p), y mas preferentemente, menos de aproximadamente un 5 % (p/p) de compuestos
terpénicos monoméricos, o esta sustancialmente desprovista de monémeros de mirceno.

Como se menciona en el presente documento, los compuestos terpénicos incluyen formas monoméricas y
oligoméricas de compuestos terpénicos, incluyendo aquellos clasificados diversamente como monoterpenos,
diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos y tetraterpenos, incluyendo sus formas acidas, aldehidicas y alcohdlicas. La
composicion puede comprender menos de aproximadamente un 10 % (p/p), y mas preferentemente, menos de
aproximadamente un 5 % (p/p), de un compuesto terpénico seleccionado del grupo que consiste en: 3-mirceno, a-
mirceno, cis-a-ocimeno, dihidromirceno, limoneno, a-pineno, B-pineno y combinaciones de los mismos.

En un modo de realizacion particular, la fraccion aislada de mirceno polimero se deriva de una planta y la
composicion esta sustancialmente desprovista de monémeros de mirceno y formas oligoméricas de mirceno que
tienen un grado de polimerizacion menor de aproximadamente 6. De forma alternativa, la fraccion aislada de
mirceno polimérico se puede derivar de una planta y la composicién esta sustancialmente desprovista de
compuestos terpénicos que son solubles en al menos un disolvente organico polar e insolubles en al menos un
disolvente organico no polar.

La fraccion aislada de mirceno polimérico puede ser el producto de una sintesis quimica y la composicién puede
estar sustancialmente desprovista de mondmeros de mirceno y formas oligoméricas de mirceno que tengan un
grado de polimerizacion menor de aproximadamente 6. La fraccion aislada de mirceno polimérico también puede ser
el producto de una sintesis quimica y la composicion puede estar sustancialmente desprovista de compuestos
terpénicos que son solubles en un disolvente organico polar e insolubles en un disolvente no polar.

De acuerdo con otro aspecto, en la composicion farmacéutica, el mirceno polimérico es un producto de una sintesis
quimica o se deriva de una fuente vegetal, y el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en nimero en
el intervalo de al menos 800 hasta 50 000, y en el que el mirceno polimérico tiene un grado de pureza de al menos
un 80 %.

En un modo de realizacién particular, el vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende un vehiculo hidréfobo
seleccionado del grupo que consiste en al menos un aceite y al menos una cera o combinaciones de los mismos. En
un modo de realizacion particular, el aceite se selecciona del grupo que consiste en aceite de almendra, aceite de
canola, aceite de coco, aceite de maiz, aceite de semilla de algodon, aceite de semilla de uva, aceite de oliva, aceite
de cacahuete, aceite de azafran, aceite de sésamo, aceite de soja y combinaciones de los mismos.

En diversos modos de realizacién, una composiciéon de acuerdo con la invencion esta en una forma adecuada para
su administracion por una ruta seleccionada del grupo que consiste en oral, topica, parenteral y transdérmica.

En modos de realizacién particulares, la composicion esta en una forma adecuada para administracion por
inyeccion. En diversos modos de realizacion, la composicion es una formulacion parenteral para su administracion
por una ruta seleccionada del grupo que consiste en intravenosa, intramuscular, subcutanea, intradérmica,
intraperitoneal, intraarterial, intracerebral, intracerebroventricular, intradsea e intratecal. En diversos modos de
realizacion, la composicion es una formulacién tdpica para su administracion por una ruta seleccionada del grupo
que consiste en dérmica, vaginal, rectal, inhalatoria, intranasal, ocular, auricular y bucal.

En modos de realizacién particulares, la composicién esta en una forma adecuada para administracion cosmética o
dermatoldgica.

En modos de realizacion particulares, la composicion farmacéutica esta en una forma seleccionada del grupo que
consiste en una capsula, un comprimido, un liposoma, un supositorio, una suspensién, una pomada, una crema, una
locién, una solucién, una emulsion, una pelicula, un cemento, un polvo, un pegamento, un aerosol y un pulverizador.
La capsula se puede seleccionar del grupo que consiste en una capsula de gelatina dura y una capsula de gelatina
blanda. La emulsién puede ser una nanoemulsiéon o una microemulsion.

En modos de realizacion particulares, la formulacion comprende al menos uno de un complejo de inclusion, una
nanoemulsién, una microemulsion, un polvo, una balsa lipidica, una microparticula lipidica, un dendrimero y un
liposoma. En un modo de realizacién particular, el complejo de inclusion comprende al menos una ciclodextrina. En
un modo de realizacion particular, la al menos una ciclodextrina comprende hidroxipropil-B-ciclodextrina. En un modo
de realizacion particular, la nanoemulsién comprende goticulas que tienen un tamafo de particula promedio de
menos de 800 nm. Por ejemplo, las goticulas pueden tener un tamario de particula promedio de menos de 500 nm o
menos de 200 nm. El polvo puede ser un polvo secado por pulverizaciéon. El liposoma puede comprender una
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vesicula multilamelar. En un modo de realizacion particular, la microemulsién comprende un tensioactivo no iénico.
En un modo de realizacion particular, el tensioactivo no iénico se selecciona del grupo que consiste en un aceite de
ricino polietoxilado, un éster de acido graso de sorbitan de polioxietileno (polisorbatos), un poloxamero, un derivado
de la vitamina E, un éter alquilico de polioxietileno, un estereato de polioxietileno o un glicerido poliglicolizado
saturado o combinaciones de los mismos.

La composicion se puede disponer en un articulo de fabricaciéon en forma de un recubrimiento. En un particular, el
articulo de fabricacion puede comprender un recipiente, en el que la composicion se dispone dentro del recipiente. El
articulo de fabricacion se puede seleccionar del grupo que consiste en un articulo de tela, un pafial, un apésito para
heridas, un dispositivo médico, una aguja o una pluralidad de agujas, una microaguja o una pluralidad de
microagujas, un dispositivo de inyeccidon y un distribuidor de pulverizacion. El articulo de fabricacion puede
comprender ademas una pluralidad de microagujas. El dispositivo médico se puede seleccionar del grupo que
consiste en una proétesis, un organo artificial o un componente del mismo, una valvula, un catéter, un tubo, una
endoprotesis vascular, una membrana artificial, un marcapasos, un sensor, un endoscopio, un dispositivo de
formacion de imagenes, una bomba, un alambre y un implante. En un modo de realizacién particular, el implante se
selecciona del grupo que consiste en un implante cardiaco, un implante coclear, un implante corneal, un implante
craneal, un implante dental, un implante maxilofacial, un implante de 6rgano, un implante ortopédico, un implante
vascular, un implante intraarticular y un implante mamario.

La composicién puede ser adecuada para su administracion por un medio seleccionado del grupo que consiste en
electroporacion, sonicacion, radiofrecuencia, pulverizacion presurizada y combinaciones de los mismos.

La composicion se puede usar para tratar el deterioro de la funcion neurolégica. El deterioro de la funcion
neurolégica puede comprender una disminucion en una funcion seleccionada del grupo que consiste en funcion
cognitiva, funcién sensitiva, funcién motora y combinaciones de las mismas. El deterioro de la funcion neurolégica
puede estar asociado con una afeccion o enfermedad, incluyendo, por ejemplo, el deterioro de la funcién neuroldgica
esta asociado con una afeccion o enfermedad, incluyendo, por ejemplo, traumatismo, demencia vascular, demencia
senil, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson,
apoplejia, esquizofrenia, trastorno bipolar, depresion, obesidad, anorexia, caquexia, infeccion y un trastorno
inmunitario. El deterioro de la funcidon neuroldgica se puede deber a la exposicién a un farmaco, tal como un
anestésico.

En un modo de realizacién particular, la composicién es para su uso en el tratamiento de un trastorno de la piel o del
cuero cabelludo seleccionado del grupo que consiste en alopecia, eccema, psoriasis, queratosis seborreica y
seborrea. Los trastornos de la piel y el cuero cabelludo incluyen trastornos de la piel, cuero cabelludo y anejos
pilosos, incluyendo, por ejemplo, las ufias y los foliculos pilosos. En un modo de realizacién particular, el trastorno de
la piel es una herida de la piel, incluyendo, por ejemplo, una ulcera venosa en la pierna, una ulcera por presion, una
Ulcera de pie diabético, una quemadura, una herida por amputacion, una ulcera de decubito (escara de decubito), un
injerto donante de piel de espesor parcial, un sitio donante de injerto de piel, un sitio de implantacién de dispositivo
médico, una herida por mordedura, una herida por congelacién, una herida por puncién, una herida de metralla, una
dermoabrasién, una contusion, una infeccion, una herida y una herida quirurgica.

En un modo de realizacion particular, la composicién es para su uso en el tratamiento del dafio tisular. Como se usa
en el presente documento, la reparacion de tejidos engloba la induccién y promocién de la regeneracion tisular,
incluyendo de tejidos neurales.

Por tanto, la composicion se puede usar para inducir o promover la reparacion de tejidos después de una lesion o
traumatismo. La lesion o el traumatismo se puede seleccionar del grupo que consiste en un infarto de miocardio, una
embolia pulmonar, un infarto cerebral, una enfermedad oclusiva de una arteria periférica, una hernia, un infarto
esplénico, una ulcera venosa, una axotomia, un desprendimiento de retina, una infeccién y un procedimiento
quirurgico.

Otros aspectos y modos de realizacion de la presente invencion se divulgan en las reivindicaciones adjuntas.

Se debe entender explicitamente que el alcance de la presente invencion engloba formas mas cortas y largas de
mirceno polimérico, incluyendo formas sintéticas y semisintéticas, incluyendo copolimeros de mirceno y derivados
sustituidos con diversas funcionalidades, y conjugados con moléculas adicionales, como son conocidos en la
técnica, con la estipulacion de que estas variantes y modificaciones conservan la capacidad terapéutica del mirceno
polimérico en el contexto de los procedimientos de la presente invencion.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion quedaran claros a partir de la siguiente descripcion
y dibujos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra la cromatografia de exclusiéon por tamafio de un extracto de resina de mastique usando
detectores SEDEX y PDA.
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La figura 2 muestra las fracciones de peso molecular bajo (Fig. 2A) y pesado (Fig. 2B) de un extracto de resina de
mastique obtenidas por cromatografia de exclusion por tamafio preparativa.

La figura 3 muestra el espectro de "H-RMN de la fraccion de MW pesado obtenida por SEC preparativa de un
extracto de resina de mastique.

La figura 4 muestra el espectro de '*C-RMN de la fraccion de MW pesado obtenida por cromatografia de exclusion
por tamario preparativa de un extracto de resina de mastique.

La figura 5 muestra la cromatografia de exclusion por tamafio analitica de productos altos (Fig. 5A) y bajos (Fig. 5B)
obtenidos en un procedimiento quimico sintético para el mirceno polimérico.

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

La figura 8 muestra los efectos de RPh-1 en células ARPE-19. Fig. 8A, cultivos de control tratados con vehiculo
oleoso; Fig. 8B, cultivos experimentales 48 horas después de la administracion e incubacion de RPh-1 (0,1 %;
1 mg/ml); Fig. 8C, cultivos experimentales 4872 horas después de la administracion e incubacion de RPh-1 (0,25 %;
2,5 mg/ml); Fig. 8D, cultivos experimentales 72 horas después de la administracion e incubacion de RPh-1 (0,25 %;
2,5 mg/ml).

La figura 9 muestra el analisis por inmunofluorescencia de células ARPE-19 diferenciadas antes (paneles de la
izquierda) y después (derecha) de 72 horas de incubacion con RPh-1, indicando la expresion de beta 3 tubulina
(TUBBS3), proteina asociada al citoesqueleto regulada por la actividad (Arc/Arg3,1) y pentraxina neuronal Il (NPTX2)
después del tratamiento.

La figura 10 muestra el efecto de RPh-1 en la proliferacion de células ARPE-19 segun el seguimiento mediante un
ensayo para evaluar el contenido total de proteinas.

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

La figura 12 muestra el efecto de RPh-1 en células de melanoma humano. Fig. 12A, células de control tratadas con
vehiculo oleoso; Fig. 12B, células tratadas con RPh-1 (5 ul) después de 48 horas de incubacion, Fig. 12C, células
tratadas con RPh-1 (2 pl) después de 48 horas de incubacion; Fig. 12D, células tratadas con RPh-1 (5 ul) después
de 72 horas de incubacion.

La figura 13 muestra los efectos del mirceno polimérico sintetizado quimicamente en células RPh-1. Fig. 13A,
diferenciacion inducida con la fraccion 18.1; Fig. 13B, diferenciacién inducida con la fraccion 18.2.

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

La figura 15 muestra el efecto de RPh-1 en la cicatrizacion de heridas de heridas infligidas en ratones
experimentales segun lo indicado por el tamafio de la herida (mm 2) en varios puntos de tiempo después de la herida
en ratones tratados con RPh-1 mediante inyeccion SC (Grupo A, gris barras), topicamente (Grupo B, barras negras)
y en ratones tratados con vehiculo solo (Grupo C, barras abiertas).

-figura 16 muestra el efecto de RPh-1 en la recuperacion de la hipoperfusion cerebral en un modelo de rata con
demencia vascular, como se evalué en la prueba del laberinto de agua de Morris.

Los resultados de los animales tratados con RPh-1 (Grupo A; barras sombreadas transversales), los animales
tratados con vehiculo (Grupo B; barras con rayas horizontales) y los animales de control con simulacion (barras
rellenas) se evaluaron para determinar la frecuencia en la localizacion de la plataforma (Fig. 16A); el tiempo pasado
en el area de la plataforma (Fig. 16B); la latencia para encontrar la plataforma (Fig. 16C); la frecuencia en la
localizacion de la zona 1 (Fig. 16D); el tiempo pasado en la parte iluminada (Fig. 16E); la latencia para encontrar la
plataforma (Fig. 16F); y la velocidad (Fig. 16G).

La figura 17 muestra el efecto de RPh-1 en el aumento de peso.

La figura 17A muestra el aumento de peso en animales después de la hipoperfusion cerebral en un modelo de rata
con demencia vascular. El peso de los animales del Grupo B (tratados con RPh-1; simbolos de triangulos) se esta
recuperando significativamente mas rapido que el de los animales del Grupo A (tratados con vehiculo; simbolos de
cuadrados).

La figura 17B muestra el aumento de peso de los ratones obesos (ob/ob) después del tratamiento con RPh-1, ya
sea por administracion subcutanea (Grupo A; simbolos de rombos) o por administracién tépica (Grupo B; simbolos
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de cuadrados), o tratamiento con vehiculo solo (Grupo C; simbolos de triangulos). Los ratones del grupo By C
ganaron un 10,2 % y un 9,1 %, respectivamente. La tasa de aumento de peso corporal en todos los grupos
expresada por las pendientes fue similar (p = 0,07 (A frente a B), 0,08 (A frente a C) y 0,43 (B frente a C).

La figura 18 muestra el efecto de RPh-1 en la recuperacion de una oclusion transitoria de la arteria cerebral media
(tMCAO) en un modelo de apoplejia de rata.

La Fig. 18A muestra la puntuacion neuromuscular (Neuroscore) en diversos puntos temporales en los dias (d) como
se indica, después de la MCAO en ratas tratadas con RPh-1 (Grupo A) o con vehiculo (Grupo B). Se observaron
diferencias significativas solo en el Grupo A, entre el dia 8 y el dia 14, y entre el dia 8 y el dia 28.

La Fig. 18B muestra los resultados de la prueba de la escalera en diversos puntos temporales después de la MCAO
en ratas tratadas con RPh-1 (Grupo A; barras negras) o con tratamiento con vehiculo (Grupo B; barras abiertas). Se
descubrieron diferencias significativas entre los dos grupos solo el dia 28.

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

La figura 19 muestra el niumero promedio de células ganglionares retinianas (RGC) supervivientes después de
axotomia del nervio dptico en ratas tratadas con RPh-1 y tratadas con control.

La figura 20 muestra el analisis por inmunoelectrotransferencia de la expresion de SEMAS3 (Fig. 20A) y caspasa-3
(Fig. 20B) en retinas desprendidas (RD) y retinas no dafiadas (control) de animales tratados con RPh-1 o vehiculo
después de un desprendimiento de retina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El autor de la presente invencién ha descubierto sorprendentemente que fracciones aisladas de almaciga tienen
actividad para mejorar el deterioro de la funcién neurolégica, trastornos de cicatrizacion de la piel y el cuero
cabelludo, y para promover la reparacion de tejidos. Dichas fracciones son conocidas por contener mirceno
polimérico. Ademas, también se ha descubierto sorprendentemente que las fracciones purificadas de mirceno
polimérico presentan las mismas actividades bioldgicas que las observadas con fracciones aisladas de almaciga.
Las actividades biolégicas mencionadas anteriormente del mirceno polimérico se han demostrado tanto con el
derivado de una fuente vegetal como con el sintetizado quimicamente. Ademas, el intervalo de peso molecular del
polimero y el grado de pureza de la preparacion son factores importantes que influyen en la actividad bioldgica del
mirceno polimérico. Estos resultados son altamente inesperados en vista de la técnica anterior que ensefa que la
fraccion polimérica obtenida del mastique no tiene ningun beneficio terapéutico y, de hecho, impide determinadas
actividades bioldgicas atribuidas a las preparaciones de mastique bruto y los extractos de mastique.

En el presente documento se divulga por primera vez que, debido a sus diversas actividades para estimular e inducir
la regeneracion celular, la fraccion aislada de la almaciga como se describe en el presente documento se puede
emplear como un ingrediente activo en una composicion farmacéutica para una serie de indicaciones terapéuticas

De forma ventajosa, se divulgan composiciones para su uso en el tratamiento del deterioro de la funcion neurolégica
y afecciones de la piel y el cuero cabelludo. Al entrar en contacto con células de sujetos tanto humanos como no
humanos, la composiciéon induce la diferenciacion celular en una amplia variedad de tejidos, compartimentos
celulares y linajes celulares, incluyendo la piel, el endotelio, las membranas mucosas, los huesos, los tendones y el
cartilago. Ademas, la actividad de diferenciacion celular de la composicién farmacéutica se puede explotar para
promover la incorporacion in vivo de dispositivos médicos, implantes y trasplantes de érganos.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, los términos "mastique”, "resina de mastique", "goma de lentisco" y
"almaciga”, se usan de manera intercambiable para referirse a una resina de arbol (también conocida como
oleorresina) obtenida como un exudado de cualquier arbol clasificado en la familia Anacardiaceae. Arboles en el
género Pistacia, especialmente Pistacia lentiscus L., y en particular el cultivar P. lentiscus L. cv. Chia (cultivada en la
isla griega de Quios), son conocidos por su alta produccion de mastique. Otras variedades incluyen P. lentiscus L.
var. emarginata Engl., y P. lentiscus L. var. latifolia Coss. Especies adicionales de Pistacia incluyen, por ejemplo, P.
atlantica, P. palestina, P. saportae, P. terebinthus, P. veray P. integerrima.

Como se usa en el presente documento, el término "polimero" se refiere a un compuesto o una mezcla de
compuestos, que comprende subunidades repetidas (también denominadas mondmeros) de la misma estructura
quimica, en el que los monémeros estan en union covalente. Un ejemplo de un mondmero a partir del cual se puede
formar un polimero es un terpeno, por ejemplo, un monoterpeno tal como el mirceno. Los polimeros pueden tener
diversos grados de polimerizacion y, por tanto, englobar formas poliméricas de diversas longitudes de cadena. Los
polimeros incluyen homopolimeros y heteropolimeros (también conocidos como copolimeros), y pueden tener
diversas configuraciones isoméricas y diastereoisoméricas.
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Como se usa en el presente documento, los términos "mirceno polimérico” y "polimirceno” se refieren de manera
intercambiable a un polimero formado a partir de monémeros de mirceno. El mirceno polimérico engloba formas
poliméricas que tienen diversos grados de polimerizacion y preferentemente polimeros de mirceno que tienen un
grado de polimerizacién de al menos 6. El mirceno polimérico engloba, por tanto, el B-mirceno polimérico (poli-B-
mirceno), el a-mirceno polimérico (poli-a-mirceno), homopolimeros de los mismos, heteropolimeros (también
conocidos como copolimeros) que comprenden mondémeros de mirceno en unién covalente directa o indirecta con
monomeros heterdlogos, isémeros frans y cis de los mismos, enantiomeros D y L de los mismos, o combinaciones
de los mismos. El mirceno polimérico se puede obtener en forma aislada de una fuente vegetal, en particular del
mastique, o puede ser el producto de una reaccioén de sintesis quimica.

Como se usa en el presente documento, el término "una fraccién aislada de almaciga" se refiere a una fraccion
obtenida después de la extraccion de almaciga en al menos un disolvente organico polar o no polar, o
combinaciones de los mismos. La fraccion aislada de la invencion es, en general, soluble en cualquiera o los dos de
disolventes organicos polares y no polares.

Como se usa en el presente documento, el término "una fraccién aislada de mirceno polimérico" se refiere a una
preparacion de mirceno polimérico que tiene un peso molecular o un intervalo de peso molecular definido, que se
separa de otros componentes quimicos presentes en la fuente de la que se aislé el mirceno polimérico, en particular
una mezcla de reaccion quimica o un extracto vegetal.

Como se usa en el presente documento, el término "grado de pureza" se refiere al contenido de un compuesto
quimico especificado en una preparacion, expresado como un porcentaje en peso por peso del compuesto quimico
especificado con respecto a otros compuestos quimicos en la preparacion.

Como se usa en el presente documento, "homopolimero" se refiere a un polimero que se produce a partir de un
Unico tipo de mondmero. Por ejemplo, el mirceno polimérico es un homopolimero cuando se produce solo a partir de
monoémeros de mirceno, por ejemplo, B-mirceno. Un homopolimero también puede ser una mezcla de polimeros
producidos a partir del mismo monémero, pero con un grado variable de polimerizacion, es decir, longitud de la
cadena. En consecuencia, el mirceno polimérico puede englobar una variedad de compuestos de diferentes
longitudes de la cadena y, en consecuencia, diferentes pesos moleculares. Ademas, un homopolimero puede
contener monémeros que tienen diferentes configuraciones isoméricas, por ejemplo, B-mirceno y a-mirceno.

Como se usa en el presente documento, "heteropolimero" y "copolimero" se refieren a un polimero producido a partir
de mas de un tipo de monémero. Por tanto, por ejemplo, un copolimero de mirceno se produce a partir de
monoémeros de mirceno, ademas de un tipo heterélogo de monédmero que no es mirceno. Los copolimeros incluyen
copolimeros alternos, copolimeros periddicos, copolimeros aleatorios, copolimeros de bloque y copolimeros
estadisticos, como se conocen en la técnica.

Como se usa en el presente documento, "grado de polimerizacion" se refiere al nimero de mondémeros o unidades
monoméricas que se asocian de forma covalente para formar un polimero, por ejemplo, el nimero de mondmeros de
mirceno en un compuesto de mirceno polimérico.

Como se usa en el presente documento, "peso molecular promedio en peso" se refiere al peso molecular promedio
de un polimero que tiene moléculas de diferentes longitudes de cadena, como se expresa mediante la ecuacion:

N TE
i, ==

“T RN

donde N; es el numero de moléculas de peso molecular M. El peso molecular promedio en peso se puede
determinar, por ejemplo, mediante dispersién de luz, dispersion de neutrones de angulo pequerio, dispersion de
rayos X y velocidad de sedimentacion.

Como se usa en el presente documento, "peso molecular promedio en nimero" se refiere al peso molecular
promedio de un polimero que tiene moléculas de diferentes longitudes de cadena, como se expresa mediante la
ecuacion:

1_‘{ _ Ei ! ?!:Afi
M = ———

3N

donde Ni es el nimero de moléculas de peso molecular Mi. El peso molecular promedio en nimero se puede
determinar, por ejemplo, por cromatografia de permeacion de gel (también conocida como cromatografia de
exclusion por tamafio) o por viscometria.

Los términos "indice de polidispersidad" y "distribucion molecular" se usan en el presente documento de manera
intercambiable para referirse a la proporcién del peso molecular promedio en peso con respecto al peso molecular
promedio en ndamero.
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Como se usa en el presente documento, "compuestos terpénicos" se refiere a hidrocarburos que contienen isopreno
y compuestos relacionados que contienen oxigeno, tales como alcoholes, aldehidos o cetonas (terpenoides). La
unidad de isopreno (CH,=C(CH3)-CH=CH,) es el componente basico de dichos compuestos. Los hidrocarburos
terpénicos en general tienen la férmula molecular (CsHg),, € incluyen monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos y tetraterpenos (C40), que, respectivamente, tienen 2, 3, 4, 6 y 8 unidades de isopreno. Los terpenos se
pueden clasificar ademas como aciclicos o ciclicos.

Los ejemplos de monoterpenos incluyen mirceno, limoneno y pineno, que son, respectivamente, ejemplos de
monoterpenos aciclicos, monociclicos y biciclicos. Ejemplos de sesquiterpenos incluyen nerolidol y farnesol.
Ejemplos de diterpenos incluyen cafestol y fitol. Ejemplos de triterpeno y tetraterpeno son escualeno y caroteno,
respectivamente.

Como se usa en el presente documento, "sustancialmente desprovisto" significa que una preparacién o composicion
farmacéutica contiene, en general, menos de un 3 % de la sustancia declarada, preferentemente menos de un 1 %y
lo mas preferentemente menos de un 0,5 %.

Como se usa en el presente documento, "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a esa cantidad de un
ingrediente farmacéutico que induce, promueve o produce sustancialmente un efecto terapéutico deseado.

Como se usa en el presente documento, "portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un diluyente o vehiculo
que se usa para potenciar la administracion y/o las propiedades farmacocinéticas de un ingrediente farmacéutico
con el que esta formulado, pero que no tiene un efecto terapéutico por si solo, ni induce o causa ningun efecto
indeseable o adverso o reaccion adversa en el sujeto.

Como se usa en el presente documento, "vehiculo hidréfobo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un diluyente
o vehiculo no polar hidréfobo en el que se disuelve o suspende el mirceno polimérico.

Como se usa en el presente documento, "diferenciacion celular” se refiere al proceso en el cual una célula menos
especializada se convierte en una célula mas especializada. La diferenciacién celular se puede establecer sobre la
base de los cambios en cualquiera de una serie de caracteristicas celulares, incluyendo el tamafio, la conformacion,
el aspecto de los organulos, el potencial de membrana, la actividad metabodlica y la capacidad de respuesta a las
sefiales. Se puede dar un "grado" particular a un tipo de célula para describir el alcance de la diferenciacion.

Como se usa en el presente documento, "deterioro de la funcién neurolégica" se refiere a un descenso o disminucion
en al menos una de funcién sensitiva, cognitiva o motora, en comparacion con un nivel previo de funcion o actividad,
y/o en comparacion con individuos sin deterioro emparejados de acuerdo con criterios aceptados.

Los valores numéricos indicados en el presente documento se deben entender como el valor declarado +/- un 10 %.

Fracciones aisladas de almaciga y mirceno polimérico

La presente invencién emplea fracciones aisladas que comprenden mirceno polimérico. La fraccion puede ser de
una fuente vegetal, en particular almaciga, o puede ser el producto de una sintesis quimica. El mirceno polimérico
para su uso en la invencidon es un compuesto polimérico, o una mezcla de polimeros de diferentes pesos
moleculares, que se forman a partir de subunidades de mirceno. Las fuentes vegetales adecuadas de mirceno
polimérico incluyen aquellas clasificadas en la familia Anacardiaceae o en una familia de plantas diferente. Las
especies de plantas utiles para obtener las composiciones de la invencioén incluyen las de los géneros Pistacia,
Pinus, Picea, Juniperus, Alsies, Larix, Ocimum, Laurus y Lavendula. Las especies Utiles de Pistacia incluyen P.
lentiscus, P. atlantica, P. palestina, P. saportae, P. terebinthus, P. vera y P. integerrima. El mirceno polimérico se
puede obtener de cualquier parte de la planta, incluyendo, por ejemplo, resina, hojas, ramas, bayas y semillas.

Una fraccion aislada de mirceno polimérico se puede obtener mas convenientemente a partir de almaciga, aunque
se pueden usar otras partes de plantas y productos. En los ejemplos 1y 2 del presente documento se ejemplifican
diversos procedimientos para obtener y caracterizar una fraccion aislada que comprende mirceno polimérico de
almaciga. Estan disponibles preparaciones comerciales de mastique, por ejemplo, de la Asociacion de productores
de goma de lentisco de Quios, o de G. Baldwin & Co., Reino Unido.

De forma alternativa, el mirceno polimérico se puede producir quimicamente como un equivalente sintético de un
polimero natural, tal como el cis-1,4-poli-B-mirceno, o puede ser un polimero de mirceno que no se conoce en la
naturaleza, tal como el a-mirceno polimérico. La invencion no se limita al procedimiento por el cual se produce el
mirceno polimérico o si es natural, sintético o semisintético.

Se prevé que el mirceno polimérico pueda ser un producto sintético, producido por un procedimiento quimico que
usa como sustrato una forma monomeérica del mirceno monoterpénico. El sustrato de mirceno monomérico se puede
aislar de una planta, o se puede convertir quimica o enzimaticamente a partir de un terpeno precursor, como es
conocido en la técnica. Por ejemplo, el B-mirceno monomérico aislado de una fuente vegetal se puede polimerizar
posteriormente a B-mirceno polimérico mediante un procedimiento quimico. Cuando el sustrato de mirceno se deriva
de una fuente natural, el producto resultante se puede denominar producto semisintético. Los procedimientos
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quimicos para polimerizar -mirceno se divulgan, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. N.° 4.564.718, 5.759.569,
7.232.872y 7.214.750, y en Newmark et al (1988) J. Polymer Sci. 26, 71-77 (1988) y en Cawse et al (1986) Journal
of Applied Polymer Science, vol. 31, 1963-1975.

Un procedimiento quimico sintético adecuado emplea una reacciéon de polimerizaciéon aniénica, por ejemplo, la que
comprende el uso de al menos un disolvente de alcano o cicloalcano y al menos un metal alcalino de alquilo. Por
ejemplo, el metal alcalino de alquilo puede ser buitil litio, y el disolvente de alcano puede ser hexano, o el disolvente
de cicloalcano puede ser ciclohexano. El disolvente de alcano y el iniciador de metal alcalino de alquilo pueden estar
presentes en la mezcla de reaccién en una proporcion de al menos 20:1. La reaccién de polimerizacién aniénica se
puede terminar con un compuesto tal como agua, un alcohol, oxigeno molecular y diéxido de carbono.

El procedimiento sintético para el 1,4-poli-B-mirceno descrito en el presente documento (ejemplo 3) es adecuado en
particular para mantener las diversas actividades bioldgicas del polimero, tales como promover la diferenciacion
celular. Se conoce que el B-mirceno monomérico se encuentra en una variedad de plantas, incluyendo arboles de
los géneros Pinus, Picea, Juniperus, Alsies y Larix, y flores de los géneros Antirrhinum, Boswellia, Citrus y Gynura.

Se puede obtener una fraccién aislada de mirceno polimérico como producto purificado de una reaccién de sintesis
quimica, como se ejemplifica en el ejemplo 3 del presente documento. El mirceno polimérico sintetizado
quimicamente se puede aislar de un sustrato sin reaccionar y otros reactivos, analizar y fraccionar adicionalmente de
acuerdo con el peso molecular usando procedimientos analiticos y de separacion como son conocidos en la técnica.
Dichos procedimientos incluyen aquellos que separan las moléculas en funcién del tamafio, la carga o la hidrofobia,
incluyendo, por ejemplo, la cromatografia de exclusién por tamafio (SEC), la cromatografia de liquidos de alta
presion (HPLC), la cromatografia de gas-liquido (GLC) y combinaciones de las mismas.

Los procedimientos analiticos para determinar la estructura quimica precisa del polimero obtenido incluyen la
resonancia magnética nuclear (por ejemplo, 'H-RMN y 3C-RMN), la viscometria, diversos procedimientos de
espectrometria de masas (por ejemplo, MALDI-TOF), procedimientos de combinacion tales como cromatografia de
liqguidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)), técnicas de dispersiéon de la luz tal como, por ejemplo,
dispersion de luz laser de multiples angulos (MALLS), anadlisis de carbono total, espectrofotometria UV-VIS,
espectrofotometria en IR y FT-IR y otros procedimientos conocidos en la técnica. Los mismos procedimientos y
enfoques se pueden usar para purificar y caracterizar el mirceno polimérico de las plantas, como se muestra en el
presente documento en el ejemplo 2.

Una fraccion de mirceno polimérico que es un producto de una sintesis quimica debe estar sustancialmente
desprovista de monémeros de mirceno y formas oligoméricas de mirceno que tengan un grado de polimerizacion
menor de aproximadamente 5. También es preferente que el producto aislado esté sustancialmente desprovisto de
compuestos terpénicos monoméricos que son solubles en disolventes organicos polares.

Se pueden usar procedimientos similares para obtener fracciones aisladas de almaciga y fracciones aisladas de
mirceno polimérico, cuando el mirceno polimérico se debe derivar de una fuente vegetal, como la almaciga. A modo
de descripcion general, se combina el material vegetal recogido, por ejemplo, almaciga, en un recipiente adecuado
con un disolvente adecuado, normalmente un disolvente polar. Los disolventes polares adecuados incluyen, por
ejemplo, alcoholes, éteres, ésteres, amidas, aldehidos, cetonas, nitrilos y combinaciones de los mismos. Ejemplos
particulares de disolventes organicos polares son metanol, etanol, propanol, isopropanol, 1-butanol, 2-butanol, sec-
butanol, t-butanol, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, neopentanol, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-2-
butanol, 2-metil-2-butanol, etilenglicol, éter monometilico de etilenglicol, éter dietilico, éter metiletilico, éter
etilpropilico, éter metilpropilico, 1,2-dimetoxietano, tetrahidrofurano, dihidrofurano, furano, pirano, dihidropirano,
tetrahidropirano, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetaldehido, formiato de metilo, formiato de
etilo, propionato de etilo, propionato de metilo, diclorometano, cloroformo, dimetilformamida, acetamida,
dimetilacetamida, N-metilpirrolidona, acetona, etil metil cetona, dietilcetona, acetonitrilo, propionitrilo vy
combinaciones de los mismos.

La almaciga y el disolvente se combinan preferentemente de modo que el disolvente esté en gran exceso, por
ejemplo 10:1 o 20:1. La mezcla se puede agitar de forma peridédica o continua durante un periodo que va desde
unos pocos minutos hasta varias horas. El disolvente se puede decantar sin ningun tratamiento, u opcionalmente, la
mezcla se puede someter en primer lugar a centrifugacion a baja velocidad, por ejemplo a 100 a 2000 rpm, como es
conocido en la técnica. El material insoluble se recupera del extracto y se afiade una nueva parte de disolvente al
material insoluble, de modo que el procedimiento de extraccion y disolucion se repite durante varios ciclos, para
obtener la mayor cantidad posible de los compuestos solubles en disolventes polares. Después de la etapa de
disolucion final, se combinan los extractos que contienen material soluble en disolvente polar y se evapora el
disolvente polar (por ejemplo, usando una evaporacion rotatoria como es conocida en la técnica), para producir
material soluble en disolvente polar, que se puede denominar extracto crudo, o "de primera etapa".

El material del extracto de primera etapa se combina con un disolvente organico no polar y se extrae por agitacion
durante un periodo de 1 a 2 horas. Los disolventes no polares adecuados incluyen hidrocarburos alifaticos aciclicos
o ciclicos, saturados o insaturados, e hidrocarburos aromaticos insaturados, por ejemplo, alcanos C5-C10,
cicloalcanos C5-C10, hidrocarburos aromaticos C6-C14, y combinaciones de los mismos. Cada uno de los
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anteriores puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas halégenos, por ejemplo, perfluoroalcanos C7-C14.
Los ejemplos particulares de disolventes organicos no polares son pentanos, hexanos, heptanos, octanos, nonanos,
decanos, ciclopentano, ciclohexano, cicloheptano, benceno, tolueno, xileno e isémeros y mezclas de los mismos. El
material que permanece insoluble o que precipita en presencia del disolvente no polar se retira y se desecha. La
fraccion soluble en disolvente no polar se obtiene a continuacion evaporando el disolvente no polar (por ejemplo, por
evaporacion rotatoria). Esta fraccion se puede denominar extracto purificado o "de dos etapas", que corresponde a
una fraccion aislada de almaciga que se caracteriza por el hecho de que es soluble tanto en un disolvente polar
como en un disolvente no polar, mientras que los materiales que son solubles en el disolvente polar pero insolubles
en el disolvente no polar se han retirado. Este rasgo caracteristico distingue las fracciones aisladas de la invencion
de los extractos de almaciga de la técnica anterior, que incluyen, en general, una amplia variedad de compuestos
que son solubles solo en disolventes polares. De acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion, dichos
compuestos interfieren con las actividades bioldgicas beneficiosas de las fracciones aisladas divulgadas en el
presente documento.

El extracto de dos etapas se puede secar mas, por ejemplo, mediante tratamiento de alto vacio (por ejemplo,
<0,01 mbar durante hasta varios dias) para retirar el disolvente residual y otro material volatil, pesar y combinar con
un disolvente organico no polar adecuado u otro vehiculo para efectuar su disolucion. Como se describe en el
presente documento en los ejemplos 1y 2, dichas fracciones aisladas contienen mirceno polimérico. Las fracciones
obtenidas que contienen mirceno polimérico se pueden usar directamente, o purificar, caracterizar y/o fraccionar
adicionalmente usando medios conocidos en la técnica, como se enumera anteriormente.

Las fracciones aisladas de la invencién se obtienen mediante un procedimiento que comprende las etapas de:
(a). tratar la almaciga con un disolvente organico polar;

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

(c). opcionalmente retirar dicho disolvente organico polar;

(d). tratar la fraccion soluble obtenida en la etapa (b) o (c) con un disolvente organico no polar,

(e). aislar una fraccion soluble en dicho disolvente organico no polar; y

(f). opcionalmente retirar dicho disolvente organico no polar;

en el que las etapas (d) a (f) pueden preceder a las etapas (a) a (c).

El procedimiento puede comprender ademas fraccionar por tamario la fraccién soluble obtenida después de la etapa
(c) o la etapa (f), por ejemplo mediante cromatografia de exclusién por tamafio, o cualquier otro procedimiento
conocido en la técnica.

El procedimiento puede comprender ademas retirar el disolvente después de una o ambas de las etapas (c) o (f). La
retirada del disolvente se puede llevar a cabo por cualquier medio conocido en la técnica, por ejemplo evaporacion
rotatoria, aplicaciéon de alto vacio y una combinacion de los mismos. Las etapas (a) a (c) se llevan a cabo antes de
las etapas (d) a (f) o viceversa. En un modo de realizacién particular, el disolvente organico polar comprende etanol
y el disolvente organico no polar comprende hexano. Como se entiende facilmente por los expertos en la técnica, las
etapas (a) a (c) y las etapas (d) a (f) se pueden llevar a cabo independientemente durante varios ciclos para
optimizar el procedimiento de extraccion y el grado de purificacion del producto.

Para la preparaciéon de una composicion para uso terapéutico, se pueden usar vehiculos adecuados, tales como
vehiculos hidréfobos, incluyendo aceites farmacéuticamente aceptables, opcionalmente en combinacion con ceras,
como se describe en el presente documento.

Las composiciones que comprenden las fracciones aisladas de almaciga como se describen en el presente
documento deben comprender menos de aproximadamente un 20 % (p/p) de compuestos terpénicos monomeéricos y
oligoméricos que son solubles en el disolvente organico polar y son sustancialmente insolubles en el disolvente
organico no polar, en las que los disolventes mencionados anteriormente se refieren a aquellos usados en la
preparacion de la fraccién. Mas preferentemente, las fracciones aisladas comprenden menos de aproximadamente
un 5% (p/p) de dichos compuestos terpénicos. Incluso mas preferentemente, las fracciones aisladas estan
sustancialmente desprovistas de dichos compuestos terpénicos. Los efectos inhibidores de las fracciones que
comprenden dichos compuestos de bajo peso molecular sobre la actividad biolégica del mirceno polimérico se
ejemplifican en el presente documento en el ejemplo 8.

Una fraccion aislada que comprende mirceno polimero se puede derivar de una planta y esta sustancialmente
desprovista de mondémeros de mirceno y formas oligoméricas de mirceno que tienen un grado de polimerizacion
menor de 6. Una fracciéon aislada que comprende mirceno polimérico se puede derivar de una planta y esta
sustancialmente desprovista de compuestos terpénicos que son solubles en un disolvente organico polar pero son
sustancialmente insolubles en un disolvente organico no polar.
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Se debe entender que el mirceno polimérico puede no tener un peso molecular Unico, sino mas bien una distribucién
de pesos moleculares, que representa una poblacién de moléculas de mirceno polimérico de diferente longitud de la
cadena, es decir, grado de polimerizacion.

No existe un limite superior particular en el peso molecular o el grado de polimerizacion del mirceno polimérico. El
grado de polimerizacion es al menos aproximadamente 6, o al menos aproximadamente 10, o al menos
aproximadamente 25, o al menos aproximadamente 35. El mirceno polimérico puede tener un grado de
polimerizacién en el intervalo de al menos aproximadamente 6 hasta aproximadamente 1800. Los intervalos
ejemplares adecuados incluyen de aproximadamente 30 hasta aproximadamente 500, o de aproximadamente de 35
hasta aproximadamente 150. El peso molecular promedio en nimero del mirceno polimérico es preferentemente al
menos aproximadamente 800. Mas preferentemente, el peso molecular promedio en nimero es al menos
aproximadamente 1000, tal como al menos 2000 o al menos 3000, e incluso mas preferentemente, el peso
molecular promedio en nimero es al menos aproximadamente 5000. En un modo de realizacién particular, el
mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en el intervalo de 5000 a 20 000. En un modo de realizacién
particular, el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en el intervalo de al menos 1000 hasta
aproximadamente 50 000. En un modo de realizacién particular, el peso molecular promedio en nimero es de al
menos 5000. Se debe entender que la composicién puede comprender fracciones de diferente peso molecular de
mirceno polimérico, por ejemplo en el intervalo de al menos aproximadamente 5000 hasta aproximadamente 20 000,
asi como en el intervalo de aproximadamente 25 000 hasta aproximadamente 40 000. El mirceno polimérico puede
tener una distribucion molecular de menos de 5.

En un modo de realizacién particular, la fraccién aislada consiste esencialmente en mirceno polimérico que tiene un
peso molecular promedio en nimero en el intervalo de 5000 a 20 000.

El peso molecular del producto polimérico se puede expresar de varias maneras, por ejemplo, peso molecular
promedio en peso o peso molecular promedio en nimero, como es conocido en la técnica. El peso molecular se
puede determinar por cualquiera de varios medios, tal como dispersién de la luz, dispersion de luz laser de multiples
angulos (MALLS), dispersion de neutrones de angulo pequerio, dispersion de rayos X, velocidad de sedimentacion,
viscometria (ecuacion de Mark-Houwink), espectrometria de masas (por ejemplo, MALDI-TOF) y cromatografia de
permeacion en gel.

El mirceno polimérico puede existir como diferentes isbmeros geométricos, resultantes de la disposicion de
sustituyentes alrededor del doble enlace carbono-carbono. Dichos isdmeros se designan como la configuracion cis-
o trans- (también denominadas, respectivamente, la configuracion Z o E), en la que cis- (0o Z) representa
sustituyentes en el mismo lado del doble enlace carbono-carbono, y frans- (o E) representa sustituyentes en lados
opuestos del doble enlace carbono-carbono. Los diversos isémeros geométricos y mezclas de los mismos estan
incluidos dentro del alcance de la invencion.

El producto polimérico de mirceno puede contener uno o mas atomos de carbono asimétricos y, por lo tanto, puede
presentar isomeria 6ptica y/o diastereoisomeria. Todos los estereoisomeros y diastereocisémeros estan incluidos
dentro del alcance de la invencidn, ya sea como un Unico isémero o como una mezcla de formas isdbmeras
estereoquimicas. Los diversos estereoisomeros y diastereoisomeros se pueden separar usando técnicas
convencionales, por ejemplo cromatografia o cristalizacion fraccionada. De forma alternativa, los isémeros 6pticos
deseados se pueden preparar por reaccion de los materiales de partida épticamente activos apropiados en
condiciones que no causaran racemizacion o epimerizacién, o por derivatizacion, por ejemplo con un &acido
homoquiral seguido de separacion de los derivados diastereoméricos por medios convencionales.

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

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

La fraccion aislada de mirceno polimérico puede tener un grado de pureza de al menos un 90 %, tal como al menos
un 93 %, o al menos un 95 %, o al menos un 97 %, o al menos un 98 % o al menos un 99 %. Como se entiende en
la técnica, es deseable el mayor grado de pureza posible, entre otros para garantizar el cumplimiento de los
requisitos de las agencias reguladoras sanitarias. Se debe entender, sin embargo, que la fraccién de mirceno
polimérico puede contener especies poliméricas de mirceno que tienen diversos pesos moleculares, tales como
dentro de un intervalo estrecho o amplio definido, sin reducir el grado de pureza especificado. Ademas, la fraccion
aislada de mirceno polimérico puede contener diferentes isémeros estructurales como se describe anteriormente de
mirceno polimérico sin reducir el grado de pureza especificado. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede
comprender al menos un 90 % (p/p) de cis-1,4-poli-B-mirceno. La fraccién aislada de mirceno polimérico puede
comprender una mezcla de cis-1,4-poli-B-mirceno y trans-1,4-poli-B-mirceno, en la que la mezcla comprende al
menos un 80% (p/p) de cis-1,4-poli-B-mirceno. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al
menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en ndmero de al menos 800.
El peso molecular promedio en nimero puede ser de al menos 1000. El peso molecular promedio puede ser de al
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menos 2000. El peso molecular promedio en nimero puede ser de al menos 3000. El peso molecular promedio en
numero puede ser de al menos 5000. El peso molecular promedio en nimero puede ser de al menos 10 000. La
fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-mirceno que
tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 800 hasta aproximadamente
5000. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos un 90% (w/w) de cis-1,4-poli-B-mirceno
que tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 1000 hasta aproximadamente
10 000. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-
mirceno que tiene un peso molecular promedio en numero en el intervalo de aproximadamente 10 000 hasta
aproximadamente 20 000. La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos un 90 % (w/w) de
cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 5000
hasta aproximadamente 20 000. La fraccién aislada de mirceno polimérico puede consistir esencialmente en cis-1,4-
poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 5000 hasta
aproximadamente 20 000.

La fraccién aislada de mirceno polimérico puede tener un grado de pureza de al menos un 90 %, y el mirceno
polimérico puede tener un grado de polimerizaciéon de al menos 10.

La fraccion aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-3-mirceno que
tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 20 000 hasta aproximadamente
30 000. La fraccién aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos un 90 % (w/w) de cis-1,4-poli-B-
mirceno que tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 30 000 hasta
aproximadamente 50 000. La fraccién aislada de mirceno polimérico puede comprender al menos un 90 % (w/w) de
cis-1,4-poli-B-mirceno que tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de aproximadamente 50 000
hasta aproximadamente 80 000.

La fraccion aislada de mirceno polimérico preferentemente se purifica sustancialmente de compuestos terpénicos
que son solubles en un disolvente organico polar pero sustancialmente insolubles en un disolvente organico no
polar. En particular, la composicion debe comprender menos de aproximadamente un 10 % (p/p), y mas
preferentemente, menos de aproximadamente un 5 % (p/p), y lo mas preferentemente, menos de aproximadamente
un 3 % (p/p) de compuestos terpénicos que son solubles en un disolvente organico polar pero sustancialmente
insolubles en un disolvente organico no polar. En modos de realizacién particulares, la composicion esta
sustancialmente desprovista de compuestos terpénicos que son solubles en un disolvente organico polar pero
insolubles en un disolvente organico no polar. La composicion puede comprender menos de aproximadamente un
10 % (p/p), y mas preferentemente menos de aproximadamente un 5 % (p/p), y lo mas preferentemente, menos de
aproximadamente un 3 % (p/p), de compuestos terpénicos monoméricos. La composicion puede estar
sustancialmente desprovista de monémeros de mirceno y formas oligoméricas de mirceno que tienen un grado de
polimerizacién menor de aproximadamente 5. La composicion puede comprender menos de aproximadamente un
10 % (p/p), y mas preferentemente, menos de aproximadamente un 5 % (p/p), y lo mas preferentemente, menos de
aproximadamente un 3 % (p/p), de un compuesto terpénico seleccionado del grupo que consiste en: 3-mirceno, a-
mirceno, cis-a-ocimeno, dihidromirceno, limoneno, a-pineno, B-pineno y combinaciones de los mismos.

Composiciones farmacéuticas

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

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

El término "aceite mineral" se refiere a un liquido transparente, incoloro, casi inodoro e insipido, obtenido de la
destilacion del petréleo. También se puede denominar aceite blanco, aceite mineral blanco, aceite de vaselina,
vaselina liquida o aceite de parafina blanca. El aceite mineral puede ser un aceite mineral ligero, un producto
disponible comercialmente que se puede obtener como producto de grado NF (Formulario Nacional) o como
producto de grado USP (Farmacopea de EE. UU:). Para uso en la invencion, el aceite mineral esta preferentemente
libre de compuestos aromaticos y compuestos insaturados.

Los aceites vegetales adecuados incluyen, aceite de almendra, aceite de canola, aceite de coco, aceite de maiz,
aceite de semilla de algodon, aceite de semilla de uva, aceite de oliva, aceite de cacahuete, aceite de azafran, aceite
de sésamo, aceite de soja o combinaciones de los mismos.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede, de forma alternativa o ademas, comprender un sustituto del aceite
adecuado. Los sustitutos del aceite incluyen alcanos que tienen al menos 10 carbonos (por ejemplo,
isohexadecano), ésteres de benzoato, ésteres alifaticos, ésteres no comeddgenos, compuestos de silicona volatiles
(por ejemplo, ciclometicona) y sustitutos de silicona volatiles. Los ejemplos de ésteres de benzoato incluyen
benzoato de alquilo C12-C15, benzoato de isoestearilo, benzoato de 2-etilhexilo, benzoato de dipropilenglicol,
benzoato de octildodecilo, benzoato de estearilo y benzoato de behenilo. Los ejemplos de ésteres alifaticos incluyen
octanoato de alquilo C12-C15 y maleato de dioctilo. Los ejemplos de ésteres no comedodgenos incluyen
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isononanoato de isononilo, isononanoato de isodecilo, dilinoleato dimérico de diisoestearilo, propionato de araquidilo
e isononanoato de isotridecilo. Los ejemplos de sustitutos de silicona volatiles incluyen decanoato de isohexilo,
isononanoato de octilo, octanoato de isononilo y dioctanoato de dietilenglicol.

La ciclometicona es una silicona de evaporacién que se puede incluir en el vehiculo para ayudar a hacer que la
composicion sea susceptible de expulsion desde un dispensador de pulverizacion. Ademas, debido a su propiedad
de evaporacion, la ciclometicona puede ayudar a retener y fijar la formulacién en la superficie sobre la que se
pulveriza, por ejemplo, un sitio de herida.

El vehiculo hidréfobo puede comprender ademas al menos una cera. Las ceras incluyen, por ejemplo, cera de abeja;
ceras vegetales, ceras de cafia de azucar, ceras minerales y ceras sintéticas. Las ceras vegetales incluyen, por
ejemplo, carnauba, candelilla, ouricuri y cera de jojoba. Las ceras minerales incluyen, por ejemplo, cera de parafina,
cera de lignito, ceras microcristalinas y ozoqueritas. Las ceras sintéticas incluyen, por ejemplo, ceras de polietileno.

La composicion farmacéutica se puede formular en cualquiera de varias formas, tales como, por ejemplo, una
capsula (incluyendo una capsula de gelatina blanda), un comprimido, un gel, un liposoma, un supositorio, una
suspension, una pomada, una solucién, una emulsiéon. o microemulsién, una pelicula, un cemento, un polvo, un
pegamento, un aerosol, un pulverizador y un gel.

Para preparar la composicién farmacéutica, el mirceno polimérico se puede formular de forma adecuada como
complejos de inclusion, nanoemulsiones, microemulsiones, polvos y liposomas. En un modo de realizacion
particular, un complejo de inclusién comprende al menos una ciclodextrina. Las ciclodextrinas pueden comprender
hidroxipropil-B-ciclodextrina. En un modo de realizacién particular, las nanoemulsiones comprenden goticulas que
tienen un tamafio de particula promedio de menos de 800 nm. Por ejemplo, las goticulas pueden tener un tamario de
particula promedio de menos de 500 nm o menos de 200 nm. Los polvos pueden ser polvos secados por
pulverizacién. En un modo de realizacién particular, los liposomas comprenden vesiculas multilamelares. En un
modo de realizacién particular, una microemulsion comprende al menos un tensioactivo no iénico. Los tensioactivos
no iénicos incluyen aceites de ricino polietoxilado, éster de acidos grasos de sorbitan de polioxietileno (polisorbatos),
un poloxamero, un derivado de la vitamina E, éteres alquilicos de polioxietileno, estereatos de polioxietileno,
gliceridos poliglicolizados saturados o combinaciones de los mismos.

Diversas formulaciones de mirceno polimérico y la preparacion de las mismas se divulgan en el presente documento
en los ejemplos 17-21. Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden administrar por cualquier medio
que logre su propdsito previsto. Por ejemplo, la administracion puede ser por ruta oral, parenteral, topica o
transdérmica. La administracion parenteral incluye las rutas de administracion intravenosa, intramuscular,
subcutanea, intradérmica, intraperitoneal, intraarterial, intrauterina, intrauretral, intracardiaca, intracerebral,
intracerebroventricular, intrarrenal, intrahepatica, intratendinosa, intradsea e intratecal. La administracion topica
incluye la aplicacion por medio de una ruta seleccionada de dérmica, vaginal, rectal, inhalatoria, intranasal, ocular,
auricular y bucal. Ademas, la administracion puede comprender una técnica o medio tal como electroporacion o
sonicaciéon para ayudar en su administracion, por ejemplo, por via transdérmica. Otras técnicas que se pueden
emplear incluyen, por ejemplo, la aplicacién de radiofrecuencia o pulverizacion presurizada.

La dosis administrada dependera de la edad, la salud y el peso del sujeto, el uso de tratamiento simultaneo, si
corresponde, la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado. La cantidad del mirceno polimérico en
la presente invenciéon en cualquier forma de dosificacién unitaria comprende una cantidad terapéuticamente eficaz
que puede variar dependiendo del sujeto receptor, la ruta y la frecuencia de administracion.

En general, la cantidad de mirceno polimérico o fraccion aislada de la almaciga presente en la composicion
farmacéutica puede estar convenientemente en el intervalo de aproximadamente un 0,01 % hasta aproximadamente
un 25 %, tal como un 0,01 % hasta aproximadamente un 12 % en peso por peso, basado en el peso total de la
composicion. Para su uso topico, el porcentaje de mirceno polimérico o fracciéon aislada de la almaciga en la
composicion puede estar en el intervalo de aproximadamente un 0,05 % hasta aproximadamente un 2,5 %. Para la
administracion por inyeccion, el porcentaje de mirceno polimérico o fraccion aislada de la almaciga en la
composicion puede estar convenientemente en el intervalo de aproximadamente un 0,1 % hasta aproximadamente
un 7 %. Para la administracion oral, el porcentaje de mirceno polimérico o fraccion aislada de la almaciga en la
composicion puede estar en el intervalo de aproximadamente un 0,005 % hasta aproximadamente 7 %.

Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon se pueden fabricar de una manera que es conocida por los
expertos en la técnica, por ejemplo, por medio de procedimientos convencionales de mezcla, granulacion,
fabricacion de grageas, encapsulacion en gelatina blanda, disolucién, extraccion o liofilizacion. Las formulaciones
pueden ser no acuosas y/o no comprenden disolventes polares que se pongan en contacto directamente con el
ingrediente activo de mirceno polimérico, para evitar la pérdida de actividad biolégica del ingrediente activo. Por
tanto, se pueden obtener composiciones farmacéuticas para su uso oral combinando los compuestos activos con
excipientes solidos y semisdlidos y conservantes adecuados, y/o antioxidantes. Opcionalmente, la mezcla resultante
se puede moler y procesarse. La mezcla resultante de granulos se puede usar, después de anadir auxiliares
adecuados, si es necesario, para obtener comprimidos, capsulas de gelatina blanda, capsulas o nucleos de grageas.
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Los excipientes adecuados son, en particular, cargas tales como sacaridos, por ejemplo, lactosa o sacarosa, manitol
o sorbitol; preparaciones de celulosa y/o fosfatos de calcio, por ejemplo, fosfato tricalcico o hidrogenofosfato de
calcio; asi como aglutinantes, tales como pasta de almidén, que usan, por ejemplo, almidéon de maiz, almidén de
trigo, almidén de arroz, almidén de patata, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y/o polivinilpirrolidona. Si se desea, se pueden afhadir agentes disgregantes tales como
los almidones mencionados anteriormente y también carboximetil-almidén, polivinilpirrolidona reticulada, agar o
acido alginico o una sal del mismo, tal como alginato de sodio. Los auxiliares son agentes reguladores de flujo y
lubricantes, por ejemplo, silice, talco, acido estearico o sales del mismo, como estearato de magnesio o estearato de
calcio, y/o polietilenglicol. Los nucleos de grageas estan provistos de recubrimientos adecuados que, si se desea,
son resistentes a los jugos gastricos. Para este proposito, se pueden usar soluciones concentradas de sacaridos,
que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, polietilenglicol y/o diéxido de titanio,
soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes. Para producir recubrimientos
resistentes a los jugos gastricos, se usan soluciones de preparaciones de celulosa adecuadas, tales como ftalato de
acetilcelulosa o ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa. Se pueden afiadir tintes o pigmentos a los comprimidos o
recubrimientos de grageas, por ejemplo, para identificacion o para caracterizar combinaciones de dosis del
compuesto activo.

Otras composiciones farmacéuticas para su uso oral incluyen capsulas de ajuste a presion hechas de gelatina, asi
como capsulas blandas y selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas de
ajuste a presion pueden contener los compuestos activos en forma de granulos, que se pueden mezclar con cargas,
tales como lactosa; aglutinantes, tales como almidones; y/o lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio y,
opcionalmente, estabilizantes. En capsulas blandas, los compuestos activos se disuelven o suspenden
preferentemente en liquidos adecuados, tales como aceites grasos o vaselina liquida. Ademas, se pueden anadir
estabilizantes.

Otras composiciones farmacéuticas para su uso oral incluyen una pelicula disefiada para adherirse a la mucosa oral,
como se divulga, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. n.° 4.713.243, 5.948.430, 6.177.096, 6.284.264, 6.592.887
y 6.709.671.

Las composiciones farmacéuticas en forma de supositorios consisten en una combinacién del compuesto o los
compuestos activos con una base de supositorio. Las bases de supositorio adecuadas incluyen, por ejemplo,
triglicéridos naturales o sintéticos, polietilenglicoles o hidrocarburos parafinicos.

Las formulaciones para administracion parenteral incluyen suspensiones y dispersiones de microparticulas de los
compuestos activos segun sea apropiado. Se pueden administrar también suspensiones oleosas para inyeccion. Los
disolventes o vehiculos lipodfilos adecuados incluyen aceites grasos, por ejemplo, aceite de sésamo o ésteres de
acidos grasos sintéticos, por ejemplo, oleato de etilo, triglicéridos, polietilenglicol 400, cremofor o ciclodextrinas. Las
suspensiones para inyeccion pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, por
ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. Opcionalmente, la suspensién también puede contener
estabilizantes.

También se pueden preparar composiciones farmacéuticas usando liposomas que comprenden el ingrediente activo.
Como es conocido en la técnica, los liposomas se derivan, en general, de fosfolipidos u otras sustancias lipidicas.
Los liposomas estan formados por cristales liquidos hidratados mono o multilamelares que se dispersan en un medio
acuoso. Se puede usar cualquier lipido no toxico, fisiolégicamente aceptable y metabolizable que pueda formar
liposomas. En general, los lipidos preferentes son los fosfolipidos y las fosfatidilcolinas (lecitinas), tanto naturales
como sintéticas. Son conocidos en la técnica procedimientos para formar liposomas, como se divulga, por ejemplo,
en Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volume XIV, Academic Press, New York, N.Y. (1976) y en la patente de
EE. UU. n.° 7.048.943.

Las formulaciones para administracion topica incluyen pomadas. Los vehiculos adecuados incluyen aceites
vegetales o minerales, vaselina filante, aceites o grasas de cadena ramificada, grasas animales y ceras. Los
vehiculos preferentes son aquellos en los que el ingrediente activo es soluble. También se pueden incluir
estabilizantes, humectantes y antioxidantes, asi como agentes que imparten color o fragancia, si se desea. Se
pueden formular pomadas, por ejemplo, mezclando una solucion del ingrediente activo en un aceite vegetal tal como
aceite de almendra con parafina suave y tibia, y dejando que la mezcla se enfrie.

La composiciéon farmacéutica puede comprender una emulsién o microemulsion de aceite en agua para facilitar su
formulacién para su uso oral, parenteral o tépico. Dichas emulsiones/microemulsiones incluyen, en general, lipidos,
tensioactivos, opcionalmente humectantes y agua. Los lipidos adecuados incluyen aquellos conocidos, en general,
como utiles para crear emulsiones/microemulsiones de aceite en agua, por ejemplo ésteres glicerilicos de acidos
grasos. Los tensioactivos adecuados incluyen aquellos conocidos, en general, por ser Uutiles para crear
emulsiones/microemulsiones de aceite en agua en las que se usan lipidos como el componente de aceite en la
emulsion. Pueden ser preferentes tensioactivos no ionicos, tales como, por ejemplo, aceite de ricino etoxilado,
fosfolipidos y copolimeros de bloques de éxido de etileno y éxido de propileno. Los humectantes adecuados, si se
usan, incluyen, por ejemplo, propilenglicol o polietilenglicol.
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La composicion farmacéutica se puede formular en forma de un gel, tal como un hidrogel formado a partir de un
polimero formador de gel, tal como carragenina, goma xantana, goma karaya, goma arabiga, goma de algarrobo,
goma guar. Un hidrogel se puede combinar con una emulsién de aceite en agua que comprende el ingrediente
activo.

La composicién farmacéutica se puede formular en forma de un cemento tal como los que comprenden
polimetilmetacrilato (PMMA) o fosfato de calcio, como se usan en cirugia ortopédica.

La composicion farmacéutica se puede formular en forma de un polvo, en particular tal como los usados para
aplicaciones transdérmicas que usan radiofrecuencia, como se describe, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. n.°
6.074.688 y 6.319.541, y el documento WO 2006/003659.

La composicion farmacéutica se puede formular en forma de un pegamento, tal como los que comprenden
octocianoacrilato usado para aplicaciones de cierre de heridas.

La composicion farmacéutica esta preferentemente desprovista sustancialmente de compuestos terpénicos
monomeéricos y de bajo peso molecular, incluyendo, por ejemplo, los clasificados como monoterpenos, diterpenos,
sesquiterpenos, triterpenos, tetraterpenos. Los ejemplos de compuestos terpénicos incluyen B-mirceno, a-mirceno,
cis-a-ocimeno, dihidromirceno, limoneno, a-pineno, B-pineno, tirucallol, betulonal, acido masticadienénico, acido
masticadiendlico, acido isomasticadienodnico, acido isomasticadiendlico, acido oleandlico y acido oleanodnico.

Usos terapéuticos

También se divulga la composicién para su uso en el tratamiento del deterioro de la funcion neurolégica, el
tratamiento de trastornos de la piel y el cuero cabelludo, la induccion de la reparacion del tejido y las heridas en un
sujeto que lo necesita. Para este fin, se debe administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion
que comprende una fraccion aislada de almaciga, o una fraccion aislada de mirceno polimérico, como se describe en
el presente documento.

La etapa de administracion de las composiciones puede comprender cualquier ruta aceptable incluyendo oral,
topica, parenteral y transdérmica. La administracion parenteral incluye las rutas de administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intradérmica, intraperitoneal, intraarterial, intrauterina, intrauretral, intracardiaca,
intracerebral, intracerebroventricular, intrarrenal, intrahepatica, intratendinosa, intradsea e intratecal. La
administracion topica incluye la aplicacion por medio de una ruta seleccionada de dérmica, vaginal, rectal,
inhalatoria, intranasal, ocular, auricular y bucal.

En particular, la etapa de administracion puede comprender poner en contacto células de un tipo particular, de un
linaje particular o en una fase particular de diferenciacion, con la composicion. Las células pueden ser cualquiera de
una amplia variedad de tipos de células, incluyendo, en particular, neuronas, células neuronales, células
endoteliales, células epiteliales y células madre de dichos linajes. Ademas, las células pueden ser de cualquier
linaje, por ejemplo, linajes ectodérmicos, mesodérmicos, entodérmicos y células madre de dichos linajes. En
diversos modos de realizacion, la etapa de poner en contacto las células se puede llevar a cabo in vivo, ex vivo o in
vitro.

El uso divulgado en el presente documento para tratar el deterioro de la funcién neuroldgica es en particular
ventajoso para los sujetos afectados por afecciones y enfermedades neurodegenerativas, incluyendo, en particular,
traumatismos, demencia vascular, demencia senil, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica (ELA),
esclerosis multiple, apoplejia y enfermedad de Parkinson. En otros casos, el procedimiento se puede aplicar de
forma ventajosa en sujetos que sufren un deterioro de la funcion neuroldgica debido a una infeccién (por ejemplo,
virica, bacteriana, fungica, parasitaria) o un trastorno inmunitario. El deterioro de la funcién neurolégica se puede
deber a la exposicion a un farmaco, tal como un anestésico. El deterioro de la funcién neurolégica también puede
estar asociado con una afeccion seleccionada del grupo que consiste en esquizofrenia, trastorno bipolar, depresion,
obesidad, anorexia y caquexia.

Los trastornos de la piel y el cuero cabelludo incluyen todos los trastornos de la piel, cuero cabelludo y anejos
pilosos, incluyendo, por ejemplo, las ufias y los foliculos pilosos. Las afecciones particulares que se pueden
beneficiar de la invencién incluyen alopecia, eccema, psoriasis, queratosis seborreica, seborrea y heridas en la piel.
Las heridas en la piel incluyen ulceras venosas en las piernas, Ulceras por presion, Ulceras de pie diabético,
quemaduras, heridas por amputacion, Ulceras de decubito (escaras de decubito), injertos donantes de piel de
espesor parcial, sitios donantes de injerto de piel, sitios de implantacion de dispositivo médico, heridas por
mordedura, heridas por congelacion, heridas por puncién, heridas de metralla, dermoabrasiones, contusiones,
heridas de una infeccién y heridas quirargicas. Las heridas pueden ser el resultado de una infeccion; exposicion a
radiaciones ionizantes; exposicion a laser, o exposicion a un agente quimico.

La invencion puede ser eficaz en particular para la reparacion de heridas sin cicatrices.

La invencion puede ser eficaz y econdmica en particular para su uso en el tratamiento de heridas torpidas crénicas.
Como es conocido por un experto en la técnica, la eficacia de un tratamiento particular para promover la
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cicatrizacion se puede evaluar mediante diversos criterios, incluyendo la velocidad de cierre medida por la longitud,
anchura y profundidad de la herida a lo largo del tiempo, la tasa de epitelizacion, la formacion de tejido de
granulacion y la resistencia a la traccion del tejido.

La composicion como se divulga en el presente documento para su uso en inducir o promover la regeneracion tisular
es en particular ventajosa para sujetos que tienen dafio tisular que, por ejemplo, puede estar asociado con, o ser el
resultado de, una lesién o traumatismo. La composicion se puede usar en sujetos que han sufrido una lesiéon o
traumatismo seleccionado del grupo que consiste en un infarto de miocardio, una embolia pulmonar, un infarto
cerebral, una enfermedad oclusiva de una arteria periférica, una hernia, un infarto esplénico. una ulcera venosa, una
axotomia, un desprendimiento de retina, una herida (por ejemplo, una quemadura, una herida por mordedura, una
herida por congelacién, una herida por puncion, una herida de metralla, una contusién, una herida por infeccion o
una herida quirurgica), una infeccién y un procedimiento quirurgico.

Los usos de la invencién se ejemplifican en los ejemplos divulgados en el presente documento. El ejemplo 4 divulga
que una fraccion aislada de mirceno polimérico (derivado del mastique de Pistacia) induce la diferenciacion de las
células del epitelio pigmentario de la retina.

El ejemplo 5 divulga que el mirceno polimérico acorta el tiempo de recuperacion de la anestesia en animales de
laboratorio.

El ejemplo 6 divulga que la misma fraccion tiene actividad para inducir la diferenciacion en lineas de células
tumorales de melanoma y neuroblastoma.

El ejemplo 7 divulga que el mirceno polimérico sintetizado quimicamente de diversos intervalos de peso molecular
induce la diferenciacion en las células del epitelio pigmentario de la retina.

El ejemplo 8 divulga que los compuestos de pequefio peso molecular del mastique que se separan del mirceno
polimérico durante la preparacién de los mismos en base a que son solubles solo en un disolvente polar de acuerdo
con la invencion, interfieren con la actividad inductora de la diferenciacion celular ejercida por el mirceno polimérico,
la reducen y la obstaculizan.

Los ejemplos 9, 10 y 11 divulgan que la invencion se puede aplicar a la cicatrizacion de heridas en mamiferos y
sujetos no mamiferos.

El ejemplo 12 divulga que las composiciones que comprenden mirceno polimérico de acuerdo con la invencion
tienen efectos de mejora en un modelo animal de demencia vascular.

El ejemplo 13 divulga que la invencion se puede usar para estimular el apetito en sujetos afectados por diversos
trastornos que dan como resultado pérdida de apetito o un aumento de peso patolégico que da como resultado
obesidad.

El ejemplo 14 divulga que las composiciones que comprenden mirceno polimérico de acuerdo con la invencion
tienen efectos de mejora en un modelo animal de apoplejia.

El ejemplo 15 divulga que las composiciones que comprenden mirceno polimérico de acuerdo con la invencion
tienen efectos de mejora en un modelo animal de traumatismo/lesion del nervio éptico

El ejemplo 16 divulga que las composiciones que comprenden mirceno polimérico de acuerdo con la invencion
tienen efectos de mejora en un modelo animal de desprendimiento de retina y proporcionan datos indicativos de
reparacion de heridas sin cicatrices. La etapa de poner en contacto las células se puede llevar a cabo in vitro o ex
vivo. En particular, se pueden tratar de acuerdo con la invencién células, o un 6rgano o tejido derivado del mismo
que esta destinado a la implantacion o trasplante en el sujeto. Por ejemplo, se pueden poner en contacto con la
composicion explantes celulares o células o tejidos cultivados y mantenidos en cultivo. Las células pueden
originarse, por ejemplo, a partir de células madre de un donante autélogo u homoélogo, y estar destinadas a la
regeneracion y/o implantacion de érganos en un receptor. En otros casos, las células son de un donante heterélogo
y estan destinadas a la implantacién o trasplante en un receptor. Las células pueden ser las de un 6rgano o tejido de
un donante heterélogo destinadas a la implantacion o trasplante en un receptor. De forma alternativa, las células
pueden ser aquellas que secretan factores solubles.

El uso se puede llevar a cabo antes o después de la implantacion de un dispositivo médico en el sujeto. Los
dispositivos médicos incluyen una prétesis, un érgano artificial o un componente del mismo, una valvula, un catéter,
un tubo, una endoproétesis vascular, una membrana artificial, un marcapasos, un sensor, un endoscopio, un
dispositivo de formaciéon de imagenes, una bomba, un alambre y un implante. Los implantes incluyen un implante
cardiaco, un implante coclear, un implante corneal, un implante craneal, un implante dental, un implante maxilofacial,
un implante de 6rgano, un implante ortopédico, un implante vascular, un implante intraarticular y un implante
mamario.
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El dispositivo médico puede ser un implante de 6rgano, que en determinados casos puede comprender células
autdlogas del sujeto.

La etapa de poner en contacto puede comprender un medio seleccionado del grupo que consiste en electroporacion,
sonicacion, radiofrecuencia, pulverizacion presurizada y combinaciones de los mismos.

La etapa de poner en contacto puede comprender también establecer contacto entre el liquido intersticial y la
composicion. Esto puede ser en particular ventajoso para heridas que estan rodeadas por liquido intersticial. El
contacto entre el liquido intersticial y la composicion se puede lograr perforando y/o separando la dermis con una
aguja, una microaguja o un aparato que comprende una pluralidad de agujas o microagujas. Dichas agujas o
microagujas son preferentemente no huecas y pueden estar configuradas en una pluralidad, por ejemplo, en un
aparato similar a un peine o cepillo.

La invencion es adecuada para su aplicacion en seres humanos, mamiferos no humanos, peces y aves.

Articulos de fabricacién

Los usos divulgados pueden englobar un articulo de fabricacion que incorpora la composicion que comprende el
mirceno polimérico descrito en el presente documento.

La composicion farmacéutica puede estar en forma de un recubrimiento en el articulo de fabricacién, o puede estar
contenida dentro de un recipiente que es parte integral del articulo de fabricacion. La composicion farmacéutica esta
presente de forma ventajosa como un recubrimiento en dispositivos que se insertan en el cuerpo y estan destinados
a la integracion en el mismo, por ejemplo, un implante. La composicién farmacéutica puede promover, por tanto, el
cierre del tejido sobre el implante debido a la actividad del mirceno polimérico para inducir la diferenciacion celular.

La composicion farmacéutica se puede incorporar de forma ventajosa sobre o en articulos usados en la cicatrizacion
o la reparacion de tejidos, por ejemplo, un apdsito o vendaje. La composicion farmacéutica puede promover, por
tanto, la cicatrizacién debido a la actividad del mirceno polimérico para inducir la diferenciacién celular.

En otros casos, la composicion farmacéutica se puede incorporar a un dispositivo de administracion tal como una
aguja, un dispositivo de inyeccion o un dispensador de pulverizacion desde el cual la composicion se administra a un
sitio del cuerpo que requiere tratamiento, por ejemplo, un sitio de herida.

Los articulos de fabricacion incluyen un articulo de tela, un pafial, un apdsito para heridas, un dispositivo médico,
una aguja, una microaguja, un dispositivo de inyeccién y un dispensador de pulverizacion. El articulo de fabricacion
puede comprender una pluralidad de microagujas. Los dispositivos médicos y los implantes son como se describen
anteriormente en el presente documento.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar de manera mas completa determinados modos de realizacién de
la invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 Preparacion de fracciones aisladas de almaciga a partir de fuentes vegetales

Procedimiento 1: Se combind resina de mastique (10 g) con etanol absoluto (200 ml) y se dejé reposar la mezcla
durante la noche. Se agité la mezcla, se dejaron sedimentar las particulas insolubles mas grandes durante 20
minutos y se transfirio el etanol a un nuevo matraz. Se agité el resto con una parte nueva de etanol absoluto (150 ml)
durante 10 minutos. Se combiné esta fraccion de etanol con la primera fraccion. Se repitié el procedimiento con otra
parte de 150 ml de etanol absoluto que se combindé con las dos primeras fracciones de etanol. Posteriormente, se
retird el etanol a vacio usando un evaporador rotatorio (temperatura del bafio de agua 30 °C). Se le afiadié hexano
(300 ml) al residuo restante y se agité la mezcla repetidamente durante un periodo de dos horas. Después de dejar
reposar toda la noche en el matraz cerrado para completar la disolucion del material soluble y la precipitacion de
cualquier material insoluble, se transfirio la solucion limpida de hexano a un matraz limpio previamente pesado y se
retiré el hexano usando un evaporador rotatorio. A la fraccidon aislada obtenida se le afiadié inmediatamente la
cantidad deseada de aceite y la mezcla se agité hasta obtener una mezcla homogénea.

Procedimiento 2: Se combind resina de mastique (10 g) con metanol absoluto (300 ml) y se dejo reposar la mezcla
durante la noche. Se agité la mezcla, se dejaron sedimentar las particulas insolubles mas grandes durante 20
minutos y se transfirio la fraccion soluble en metanol a un nuevo matraz. Se agit6 el material insoluble restante con
una parte nueva de metanol absoluto (200 ml) durante 10 minutos. Esta segunda fraccion soluble en metanol se
combind con la primera fraccion soluble en metanol. El procedimiento se repitié con otra parte de 200 ml de metanol
absoluto y una tercera fraccion soluble en metanol se combiné con las dos primeras fracciones solubles en metanol.
Posteriormente, se retird el metanol a vacio usando un evaporador rotatorio (temperatura del bafio de agua 30 °C).
Se le anadié hexano (300 ml) al residuo restante y se agitdé la mezcla repetidamente durante un periodo de dos
horas. Después de dejar reposar toda la noche en el matraz cerrado para completar la disolucion del material soluble
y la precipitacion de cualquier material insoluble, se transfirié la solucion limpida de hexano a un matraz limpio
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previamente pesado y se retir6é el hexano usando un evaporador rotatorio. A la fraccion aislada obtenida se le afiadio
inmediatamente la cantidad deseada de aceite y la mezcla se agité en el matraz cerrado hasta obtener una mezcla
homogénea.

Procedimiento 3: Se pulverizo resina de mastique (5 g) se con mortero y se combind con hexano (200 ml). Se agité
la mezcla cada 30 minutos durante un periodo de ocho horas y posteriormente se dejé reposar durante la noche. La
fraccion soluble en hexano se retiré del material insoluble y se transfirid a un matraz limpio. El hexano se retiré de la
fraccion soluble en hexano usando un evaporador rotatorio. A continuacion, el residuo restante se sometié a un
sistema de alto vacio (<0,01 mbar) durante al menos 24 horas para retirar materiales volatiles adicionales. A
continuacion, se le afadié etanol absoluto (100 ml) al residuo restante y se agitd la mezcla repetidamente durante un
periodo de 1 hora. La fraccién soluble en etanol se transfiri6 a un matraz limpio y la extraccion se repitié con dos
partes adicionales de 100 ml de etanol absoluto. Las fracciones solubles en etanol se combinaron y cualquier
material insoluble restante se dejo sedimentar durante la noche. La solucion de etanol limpida se transfirio a un
matraz prepesado limpio y el etanol se retiré a vacio. Al resto se le afiadié inmediatamente la cantidad deseada de
aceite y se agité la mezcla hasta obtener una formulaciéon homogénea.

Procedimiento 4: Se recogieron, limpiaron y pulverizaron hojas, ramitas suaves, frutos y bayas de Pistacia lentiscus
L., P. atlantica o P. palestina. Inicialmente, la disolucién con etanol o metanol se llevé a cabo esencialmente como se
describe en los procedimientos 1 y 2, y las disoluciones subsiguientes se llevaron a cabo usando combinaciones de
etanol o metanol con un aceite vegetal durante varios ciclos.

Procedimiento 5: Se recogieron hojas (30 g) de Pistacia lentiscus L., se limpiaron y se cortaron en trozos pequefios
con un cuchillo y se colocaron en un procesador de alimentos. Se le afiadié aceite de oliva (100 ml) y se procesé. Se
retiré la mezcla completa y se colocd en un vaso de precipitados vidrio. Se le afiadié 200 ml de etanol (96 %) y la
mezcla se calent6 a 65 °C durante 20 min. Se colocé la mezcla entera en una gasa y se extrajo el liquido. La fase
superior de etanol se retiro mediante pipeteo y se desechd. El etanol residual se puede retirar de la fase oleosa por
evaporacion.

Procedimiento 6: Se lavaron bayas (25 gramos) de Laurus nobilis (recogidas en mayo o junio) con etanol (96 %,
200 ml) durante 30 segundos. Se retiraron el etanol y las bayas y se le afiadié aceite de oliva al residuo restante. Se
dejo precipitar cualquier material insoluble y se aisl6 la solucion de aceite limpida.

Procedimiento 7: Para cada preparacion, se usaron aproximadamente diez gramos de exudado de resina recogido
de arboles de Pistacia lentiscus L., P. atlantica o P. palestina en el area de Zikhron Yaakov, Israel. Se combiné la
resina con 30 ml de metanol en un recipiente de vidrio adecuado y se agit6 la mezcla vigorosamente repetidamente
durante un periodo de tiempo de 30 minutos a 2 horas. Se disolvié una parte de la resina, mientras que el material
insoluble se asento en el fondo del recipiente. Se decantd el liquido superior y se afiadieron alicuotas adicionales de
metanol como anteriormente, y se repitié el proceso de agitacion y decantacion. El material insoluble restante se
sumergio a continuacion en agua destilada durante 30 segundos a 1 minuto, dando como resultado un liquido blanco
lechoso con material insoluble restante. Después de varios ciclos rapidos alternos de tratamiento con agua y
metanol, el material insoluble restante se seco al aire y se peso6. Tipicamente, se obtuvieron aproximadamente 1-3
gramos de material insoluble a partir de diez gramos de resina de partida. Se obtuvieron resultados similares
utilizando etanol como disolvente en lugar de metanol. La disolucion de la fraccion final de material insoluble se llevo
a cabo inmediatamente después del secado mediante la adicién de un aceite vegetal, tipicamente aceite de oliva o
aceite de semilla de uva, en una cantidad suficiente para proporcionar una solucién de la concentracién deseada,
tipicamente un 1 % o un 10 %.

Procedimiento 8: Para cada preparacion, se us6 aproximadamente diez gramos de (i) exudado de resina recogidos
de la corteza de Pistacia lentiscus L. o P. palestina que crecen en la region del monte Carmelo, Israel, o (ii) mastique
de Quios obtenido comercialmente (disponible, por ejemplo, de la Asociacion de productores de goma de lentisco de
Quio o de G. Baldwin & Co.). Se pulverizd la resina en un mortero, se transfirié a un vaso de precipitados de vidrio y
se le afiadié 100 ml de etanol (98 %). Después de agitar durante unos minutos, se decant6 el etanol, dejando una
masa reducida de resina debido a la retirada del material solubilizado. Se le afiadié una cantidad adicional de etanol,
y las etapas de agitacion, decantacion y adicion de solvente se repitieron rapidamente durante varios ciclos, durando
cada ciclo entre 5 a 30 minutos. El material insoluble que quedaba después del ciclo final (tipicamente
correspondiente a un 20 a un 35 % en peso del material de partida comercial, o un 10 a un 25 % del material de
partida de resina recogido) se solubilizd en uno de aceite de oliva, aceite de cacahuete, aceite de semilla de uva,
aceite de sésamo, aceite de algodon o aceite de soja para obtener una concentracion final de un 8 a un 10 % (p/p).

Procedimiento 9: Se combiné mastique pulverizado (~10 g) con 100 ml de metanol. Después de agitar durante unos
minutos, se decantd el metanol, dejando una masa reducida de material blanco no soluble debido a la retirada del
material solubilizado. Se le afiadié una cantidad adicional de metanol, y se repitieron rapidamente las etapas de
agitacion, decantacion y adicion de disolvente durante varios ciclos. El material insoluble que quedaba después del
ciclo final (tipicamente correspondiente a un 20 a un 30 % en peso del material de partida) se solubilizé en aceite de
oliva. El proceso de disolucion implica tipicamente aceite de oliva calentado a 45 °C y agitacion suave en el vaso de
precipitados.
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Procedimiento 10: Se combino mastique pulverizado (~10 g) con 25 ml de aceite de soja y 100 ml de metanol en un
vaso de precipitados de vidrio. La agitacion usando un agitador magnético se llevd a cabo durante 2 horas. El
disolvente se retird6 por decantacion y se le afiadidé metanol fresco, seguido de agitacion durante una hora. El
disolvente se retird por decantacion, seguido de evaporacion al vacio para retirar el disolvente residual.

Procedimiento 11: Se combin6 mastique pulverizado (~10 g) con 100 ml de etanol (96 %) en un vaso de precipitados
de vidrio. La agitacion usando un agitador magnético se llevd a cabo durante 10 minutos. El disolvente se retiré por
decantacion y se le afiadio una cantidad adicional de etanol, seguido de agitacion durante 5 minutos y se decanto el
disolvente. Las etapas de adicion de disolvente, agitacion y decantacion se repitieron durante 4 ciclos. A
continuacion, se le afiadié n-hexano (100 ml) al material blanco insoluble, seguido de agitacion repetida hasta que se
disolvio el material. Se deseco una pequefia muestra y se peso para determinar la concentracion. El grueso de la
solucién de hexano se aplicd a una columna de exclusidon por tamafio calibrada y se descart6 la fraccion que tenia
un peso molecular de hasta 1500. La fraccién que tenia un peso molecular mayor de 1500 se mezclé con 20 gramos
de unglento de parafina espeso. La mezcla se homogeniza mediante mezcla repetida y se retira el hexano por
evaporacion al vacio.

Este procedimiento también se puede realizar mezclando vaselinas y ceras que tienen un peso molecular creciente
para obtener un producto mas sélido.

El término "RPh-1" se usa en el presente documento para referirse a una fracciéon aislada preparada como en
cualquiera de los procedimientos anteriores, y después de la disolucién en un aceite, cera o una combinacion
adecuada de los mismos.

RPh-1 se usé directamente para experimentos de cultivo celular in vitro o para el tratamiento de animales de
experimentacion, tipicamente en concentraciones finales que varian de un 0,025 a un 5 % en un aceite particular o
mezcla de aceites, como se especifica en el presente documento. Ademas, como se muestra en el ejemplo 2, se
determiné que el componente principal de RPh-1 es 1,4-poli-B-mirceno de peso molecular en el intervalo de 5000 a
20 000.

Ejemplo 2. Caracterizacién quimica de mirceno polimérico aislado de fuentes vegetales. Vision general

Se extrajo resina de mastique de Pistacia lentiscus L. de acuerdo con el procedimiento 1 o 2 para obtener la fraccion
deseada (denominada RPh-1) que se analizé6 mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) para definir la
distribucion de pesos moleculares. La estructura quimica de RPh-1 se analizé mediante resonancia magnética
nuclear (RMN) después del fraccionamiento por SEC preparativa.

Se descubrié que la RPh-1 contiene una fraccion "ligera" con pesos moleculares por debajo de 1000 y una fraccion
de polimero "pesada" con peso molecular en el intervalo de 5000 a 20 000. Basado en el analisis por RMN ('H-RMN
y 3C-RMN) el compuesto predominante en la fraccion "pesada" tiene una estructura consecuente con el de 1,4-poli-
-mirceno.

Se llevaron a cabo separaciones preparativas usando acetato de etilo y tetrahidrofurano (THF) como eluyentes. En
ambos casos, se observd que la fraccion polimérica "pesada" presentaba diversas actividades biolégicas
beneficiosas, incluyendo la de induccion de la diferenciacion celular, como se describe en los ejemplos 4 y 6. Por el
contrario, la fraccion "ligera" demostré toxicidad en experimentos de eficacia in vitro que usaban células epiteliales
retinianas pigmentadas. Se descubrié que, para preservar la actividad de la fracciéon polimérica, es muy importante
protegerla de las reacciones de oxidacion o de reticulacion diluyéndola en un disolvente hidréfobo, preferentemente
aceite, opcionalmente en combinacién con una cera.

Procedimientos

Se combind resina de mastique (10 g) con etanol absoluto (200 ml) y se dejo reposar la mezcla durante la noche. Se
agitoé la mezcla, se dejaron sedimentar las particulas insolubles mas grandes durante 20 minutos y se transfirié el
etanol a un nuevo matraz. Se agité el resto con una parte nueva de etanol absoluto (150 ml) durante 10 minutos. Se
combind esta fraccién de etanol con la primera fraccién. Se repitié el procedimiento con otra parte de 150 ml de
etanol absoluto que se combind con las dos primeras fracciones de etanol. Posteriormente, se retird el etanol a vacio
con un evaporador rotatorio (temperatura del bafio de agua 30 °C). Al resto se le afiadié hexano (300 ml) y la mezcla
se agitd repetidamente durante un periodo de dos horas. Después de dejar reposar toda la noche en el matraz
cerrado para completar la precipitacion de cualquier material insoluble, la solucién de hexano limpida se transfirié a
un matraz limpio y se usé para separaciones analiticas y preparativas.

Las macromoléculas se separan usando cromatografia de exclusién por tamario (SEC) en base a su exclusion de la
fase estacionaria. En la SEC, los compuestos de peso molecular mas alto estan totalmente excluidos de los poros
del empaquetamiento y, por lo tanto, se eluyen primero. Los pesos moleculares de los compuestos problema de
polimeros se pueden estimar por SEC en basa a una comparaciéon con una curva de calibraciéon construida con
compuestos de peso molecular conocido, por ejemplo, patrones de poliestireno. Sin embargo, los pesos moleculares
del polimero determinados en base a dichas comparaciones pueden estar sujetos a un margen de error inherente de
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al menos aproximadamente un 10 a un 15 %, ya que la relacién entre el volumen hidrodinamico y el peso molecular
no es la misma para todos los polimeros, por lo que solo se puede hacer una determinacién aproximada.

Para la SEC analitica, se us6 una columna de PLgel (7,5*300mm 5u 10% A°) y se calibr6 con patrones de
poliestireno de pesos moleculares 1000, 2000, 5000, 10 000, 30 000 y 70 000. Los disolventes utilizados (hexano,
acetato de etilo, tetrahidrofurano (THF), diclorometano (DCM) y acetona) eran todos de calidad analitica para la
cromatografia de liquidos. Para fines analiticos, se descubri6 que el THF era optimo. El instrumento de
cromatografia utilizado fue un TSP ThermoPhinnigan equipado con un detector de red de diodos o un detector
ELSD, que usaba un caudal de 1 ml/min, tiempo de desarrollo de 15 minutos y THF al 100 %para la fase movil.

La SEC preparativa se llevo a cabo utilizando las siguientes condiciones:
1. Condiciones para THF:

Columna: PLgel: 25*300 mm 5 u 103 A°

Fase movil: hexano al 60 %/THF al 40 % caudal 11 ml/min.

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

2. Condiciones para DCM:
Columna: PLgel: 25*300 mm 5 u 103 A°.
Fase movil: hexano al 70 %/DCM al 30 % caudal 11 ml/min.

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

Para cada analisis por SEC preparatoria, la columna se calibré con patrones de poliestireno de pesos moleculares
1000, 2000, 5000, 10 000, 30 000 y 70 000.

Las fracciones recogidas de estas dos fases moéviles diferentes se dividieron en dos, una mitad se evapor6 a
sequedad utilizando un evaporador y se le afiadiéd 3 ml de aceite. A la segunda mitad se le afiadié 3 ml de aceite y a
continuacién se evaporo el disolvente organico. Las muestras obtenidas se analizaron para determinar la actividad
bioldgica.

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

SEC analitica

La figura 1 muestra el cromatograma analitico de SEC obtenido usando un detector PDA (linea débil) y un detector
ELSD-SEDEX (linea en negrita). Una fraccion correspondiente al peso molecular en el intervalo de
aproximadamente 60 000 hasta aproximadamente 5000 (eluyendo a 5-7 minutos) se detect6é solo con el detector
ELSD. Ambos detectores indicaron la presencia de una fraccion de peso molecular en el intervalo <1000.

SEC preparativa

La figura 2 muestra las fracciones de peso molecular pesado (Fig. 2B) y bajo (Fig. 2A) obtenidas por SEC
preparativa. La fraccién pesada se obtuvo por desarrollo de SEC en DCM/hexano, mientras que la fraccion ligera se
obtuvo por desarrollo de SEC en THF/hexano. La tabla 1 resume las fracciones obtenidas usando SEC preparativa y
diversos sistemas de disolventes.

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

N.° de fracciéon Intervalo de peso molecular Eluyentes/modo de evaporacion

19-1 Pesado

Evaporaciéon de THF/hexano con aceite
19-2 Ligero
19-3 Pesado

Evaporacién de THF/hexano sin aceite
19-4 Ligero
19-5 Pesado

Evaporacién de DCM/Hexano con aceite
19-6 Ligero
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N.° de fracciéon Intervalo de peso molecular
19-7 Pesado

19-8 Ligero

Eluyentes/modo de evaporacion

Evaporacion de DMC/hexano sin aceite

Analisis por RMN

La figura 3 muestra el espectro de 'H-RMN obtenido para el material de MW pesado de la SEC preparativa
desarrollada en hexano al 60 %/THF al 40 %. La figura 4 muestra el espectro de "*C-RMN obtenido para el material
de MW pesado de la SEC preparativa en hexano al 50 %/THF al 50 %.

Los andlisis de "H-RMN y "3C-RMN indican que el B-mirceno 1,4-polimérico es el componente principal de la fraccién
de MW pesado obtenida de la SEC preparativa del material polar insoluble en solventes (RPh-1) del mastique.

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

Se prepararon preparaciones de [-mirceno 1,4-polimérico sintético de diversos pesos moleculares, usando
procedimientos basados en general en los procedimientos divulgados en Newmark et al (1988) J. Polym Sci.26:71-
77.

Procedimientos

Se afadieron los siguientes reactivos a un matraz de 3 bocas de 250 ml equipado con un condensador: 3-mirceno,
hexano y sec-butil litio en ciclohexano, todos en atmdsfera de nitrogeno, en las cantidades que se muestran en la
tabla 2. El volumen de hexano usado en cada reaccion fue en general de al menos aproximadamente 20 a 25 veces
el volumen del iniciador de butil litio. Cada mezcla de reaccion se calenté a 80°C y se agitdé durante
aproximadamente 1 hora. A fin de estimar la concentracion de polimero, se tomé una pequefa alicuota (unos pocos
ml) de solucién y se evaporé a sequedad.

Para algunas mezclas de reaccion, se retird el litio después de la reaccién diluyendo la mezcla final con un exceso
de hexano y lavando dos veces con agua. La fase organica se separo y se seco con sulfato de sodio.

Para su uso en ensayos de actividad bioldgica y caracterizacion del peso molecular, se prepar6 una solucién al 10 %
del polimero sintetizado en aceite de oliva afiadiendo aceite de oliva a una concentracion final del 10 % (sin hexano)
y se evaporo el solvente de hexano. El peso molecular aparente se determiné usando SEC vy el calculo a partir de
una curva de calibracion preparada usando patrones de poliestireno de peso molecular 2000, 5000, 10 000, 30 000 y
70 000. Las condiciones usadas para la SEC fueron las siguientes:

Columna: PLgel: 7,5*300 mm 5 p 103 A°
Fase movil: PVP al 100 %

Caudal 1 ml/min

Detector: ELSD

Resultados

Los pesos moleculares esperados y calculados del $-mirceno polimérico producido en diferentes condiciones de
reaccion se presentan en la tabla 2.

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

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

Como se puede observar en la tabla 2, las diversas condiciones de reaccién produjeron mirceno polimérico que
tenia pesos moleculares calculados en el intervalo de aproximadamente 3000 hasta aproximadamente 46 000. Los
productos se pueden designar como que estan en el intervalo de mirceno polimérico de alto peso molecular, es
decir, <20 000 hasta aproximadamente 50 000, y mirceno polimérico de bajo peso molecular, es decir, <3000 a -
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11 000. En las figuras 5A y 5B, se muestran los perfiles analiticos representativos de SEC para el B-mirceno
polimérico de alto y bajo peso molecular, respectivamente.

Los productos de reaccién lavados con agua produjeron resultados sustancialmente idénticos en la SEC analitica.

La figura 6 muestra un espectro representativo de 'H-RMN del producto de polimerizacién de B-mirceno. La figura 7
muestra un espectro representativo de '*C-RMN del producto de polimerizacion de B-mirceno.

Los analisis de "H-NMR y "3*C-NMR indican que el producto de la reaccién de polimerizacion tiene una estructura
consecuente con la de 1,4-poli-B-mirceno.

La reaccion sintética usada para producir -mirceno polimérico implica un mecanismo de polimerizacién aniénica
(conocida como "reaccion de Michael").

Para que la iniciacion tenga éxito, la energia libre de la etapa de iniciacion debe ser favorable. Por lo tanto, es
necesario hacer coincidir el monémero con la fuerza adecuada del iniciador de modo que la primera adiciéon sea
"cuesta abajo". Una reaccion anidnica tipica es la polimerizacion del estireno usando butillitio, CsHoLi, en un
disolvente inerte tal como el n-hexano. Cuando se llevan a cabo en las condiciones apropiadas, no se producen
reacciones de terminacion en la polimerizacion aniénica. Tipicamente, se le afiade un compuesto tal como agua,
alcohol, oxigeno molecular o didxido de carbono para terminar la propagacion, debido a la rapida reaccién con los
carbaniones en los extremos de la cadena.

La polimerizacion anionica da lugar a distribuciones de masa molecular muy marcadas porque los procesos de
transferencia estan ausentes. Si el disolvente es extremadamente puro, las cadenas de polimero seguiran activas
después de que se haya consumido todo el monémero.

El grado de polimerizacion se expresa como:

en el que M = mondémero e | = iniciador.

Como se indica anteriormente, el butil litio es un iniciador apropiado para la polimerizacién aniénica para moléculas
que contienen isopreno, como los terpenos. Por lo tanto, se ha usado en la sintesis de 1,4-polimircenos.

Si bien el procedimiento descrito anteriormente se divulga en general en la técnica anterior (véase, por ejemplo,
Newmark et al (1988) J. Polym Sci.26:71-77), las modificaciones importantes divulgadas en el presente documento
son el trabajo en una alta dilucién de hexano y la etapa final de cambiar el disolvente por aceite, para obtener un
polimero puro que retiene su actividad bioldgica con alta potencia.

Ejemplo 4. RPh-1 induce la diferenciacion de tipo neuronal en cultivos de células epiteliales del pigmento retiniano.

Vision general

También se divulga la induccion de la diferenciacion y la maduracién celulares, que tiene aplicacion directa en la
regeneracion de tejido funcional, en particular tejido neuronal. Nuestros hallazgos experimentales muestran que
RPh-1 induce la diferenciacion de las células epiteliales del pigmento retiniano, un tejido epitelial de origen neuronal,
en células neuronales morfolégicas que producen axones, dendritas y uniones entre las células conocidas como
sinapsis. La diferenciacion morfolégica en las células tratadas con RPh-1 se acompafia de la expresion de novo del
antigeno de diferenciacion especifico de las neuronas 33 tubulina. La induccién de la diferenciacion de las células
neuronales sugiere fuertemente que la RPh-1 afecta la diferenciacion de las células madre neuronales en neuronas
funcionales. El dogma actual sobre la patologia de la demencia y la enfermedad de Alzheimer sostiene que la
deficiencia implica la imposibilidad de que las neuronas formen uniones sinapticas funcionales (véase, por ejemplo,
Kimura R, Ohno M. mpairments in remote memory stabilization precede hippocampal synaptic and cognitive failures
in 5XFAD Alzheimer mouse model. Neurobiol Dis. 5 de noviembre de 2008).

En consecuencia, los experimentos descritos en el presente documento apoyan el uso de una fraccion aislada de
mastique como se describe en el ejemplo 1, asi como de mirceno polimérico, una molécula activa en RPh-1, como
una modalidad terapéutica para provocar la neurorregeneracion en enfermedades neurodegenerativas tal como la
demencia y la enfermedad de Alzheimer.

EIl mirceno polimérico sintético también esta dentro del alcance de la invencion y es util en los usos terapéuticos de
la invencion.

Células del epitelio pigmentario de la retina (RPE)

Estudios que pretendian evaluar los efectos de RPh-1 en diversas lineas celulares de origen humano dieron lugar al
uso de células ARPE-19, una linea celular humana no cancerosa del epitelio pigmentario de la retina.
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El epitelio pigmentario de la retina (RPE) es una capa uUnica de células epiteliales pigmentadas hexagonales de
origen neuronal, que forman la capa de células mas externa de la retina del ojo y estan unidas a la coroides
subyacente. Las funciones del RPE incluyen el apoyo, la nutricion y la proteccion de los fotorreceptores subyacentes
de la neurorretina.

Las células del RPE estan implicadas en la fagocitosis del segmento externo de las células fotorreceptoras, en el
ciclo de la vitamina A, donde isomerizan el todo-trans-retinol a 11-cis-retinal y suministran a los fotorreceptores D-
glucosa, aminoacidos y acido ascorbico.

Aunque in vivo el RPE es pigmentado, las células ARPE-19 no forman melanina y no son pigmentadas. En cultivo,
las células crecen con una conformacion fusiforme y como células poligonales.

Procedimientos

Se colocaron células ARPE-19 (obtenidas de la American Type Culture Collection, ATCC) en microplacas de cultivo
de tejidos de 96 pocillos de fondo plano (Costar) a una concentracion de 2-5x 103 células por pocillo (1-
2,5 x 10* células/ml) en un medio de crecimiento que consistia en DMEM:Ham F-12, 1:1, complementado con suero
fetal bovino al 10 %, glutamina 200 mM, penicilina 100 unidades/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Se dej6 que las
células se adhiriesen a las superficies de la placa durante la noche antes del tratamiento con RPh-1.

Se preparé RPh-1 esencialmente como se describe en el ejemplo 1, procedimiento 1, para proporcionar una
solucién al 10 % en un vehiculo compuesto de aceite de semilla de uva, aceite de oliva, aceite de semilla de
algoddn, Mygliol® 810 o Mygliol® 812. Se afiadieron las preparaciones a los cultivos en volumenes de 0,5 pl, 1 yl,
1,5 pl, 20 pl. Estos volimenes, introducidos en un volumen de medio de muestra global de 200 pl, corresponden a
concentraciones finales de RPh-1 de un 0,025 %, un 0,1 %, un 0,25 % y un 1 %, respectivamente. El vehiculo de
aceite sirvié como vehiculo de control y se aplicé a cultivos de control en los mismos volumenes.

Se incubaron los cultivos en una estufa de incubacion a 37 °C con 5 % de CO; durante 72 horas. A continuacién se
extrajo el medio, se lavaron los cultivos dos veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS), se fijaron con
metanol absoluto durante 10 min y se tifieron con reactivos Hemacolor® (Boehringer Mannheim), que tifien células
de una manera similar a Giemsa, y se pueden usar en un ensayo de viabilidad celular cuantitativo (véase Keisari, Y.
A colorimetric microtiter assay for the quantitation of cytokine activity on adherent cells in tissue culture. J. Immunol.
Methods 146, 155-161, 1992). El tinte se eluyé con SDS al 20 % y se cuantificd en un lector de ELISA a 630 nm
(muestras evaluadas por triplicado). Para determinar la expresion de beta3 tubulina, se colocaron las células en
cubreobjetos de vidrio estériles sumergidos en microplacas de 6 pocillos a una concentracion de 105 células/pocillo
en un medio que consistia en una mezcla 1:1 de medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM) y medio Ham F12,
complementado con suero fetal bovino 10 y penicilina (100 unidades/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y glutamina
(2 mM). Se dejoé que las células se adhirieran durante la noche a los cubreobjetos y se administré a los cultivos un
7 % de RPh-1 en aceite de oliva (o aceite de oliva solo para las preparaciones de control) a un volumen de 25 pl/ml
de medio y se incubaron a 37 °C, 5 % CO- durante 72 h. A continuacion, las células se lavaron 2X con PBS y se
fijaron con paraformaldehido al 4 %. Para determinar la expresion de la proteina beta-3 tubulina en las células, los
cubreobjetos de vidrio se tifieron con un anticuerpo primario monoclonal de ratén dirigido contra la beta-3 tubulina
humana seguido de un anticuerpo secundario anti-IgG de ratén marcado con FITC. Los nucleos de las células se
contratifieron con DAPI. A continuacién se evaluaron la preparacion problema y de control en un microscopio
confocal.

Resultados

Se encontré inesperadamente que el tratamiento de las células RPE ARPE-19 con RPh-1 induce cambios
morfolégicos espectaculares que son inequivocamente caracteristicos de neurodiferenciacion. Los cambios
morfolégicos no se produjeron en los cultivos de control tratados con el vehiculo de aceite solo, y se observaron
resultados similares entre los cultivos problema tratados con RPh-1, independientemente del aceite usado como
vehiculo del compuesto activo. Los cambios morfoloégicos también se asociaron con el cese de la proliferacion
celular, lo que respalda aun mas la conclusién de que RPh-1 induce la neurodiferenciacion.

Los cultivos de control tratados con aceite mostraron el patrén tipico de crecimiento fusiforme y poligonal
caracteristico de las células RPE ARPE-19 (Fig. 8A). Después de 48 horas de incubacion en cultivo, las células
tratadas con RPh-1 (0,1 %; 1 mg/ml) tenian un modificacién de su conformacion y desarrollaron protuberancias
Unicas, muy largas, gruesas y con tincion densa, que recordaban a axones de células neuronales (Fig. 8B). Después
de 48 horas de incubacion, las células tratadas con RPh-1 (0,25 %; 2,5 mg/ml) mostraron un numero mayor de
protuberancias largas mas delgadas que recordaban a las dendritas (Fig. 8C); después de 72 horas de incubacion
con RPh-1, las protuberancias largas y delgadas formaron uniones con protuberancias similares en células
contiguas, creando una red de células interconectadas, que potencialmente podian comunicar informacién entre si
(Fig. 8D). Redes similares se producen normalmente entre las neuronas en el sistema nervioso central y permiten la
transmision y el procesamiento de la informacion.
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Mientras que las células de control proliferaron durante el periodo de incubacién de 72 horas, las células tratadas
con RPh-1 dejaron de proliferar rapidamente y las células permanecieron en una densidad dispersa, lo que respalda
aun mas la nocion de diferenciacion celular.

Usando preparaciones inactivas de RPh-1 que no indujeron diferenciacion como se describiéd anteriormente, las
células ARPE-19 comenzaron a producir grandes cantidades de granulos de melanina y estos cultivos continuaron
proliferando y la densidad celular aumentoé hasta la confluencia.

Se demostré que el tratamiento de las células ARPE-19 con RPh-1 (5 % en aceite de semilla de algodén) da como
resultado la expresion de los marcadores neuronales y de sinaptogénesis 33 tubulina (TUBB3), un marcador de
diferenciacion de tipo neuronal; Arc/Arg3,1, asociado a plasticidad sinaptica; y pentraxina neuronal Il (NPTX2), un
gen temprano neuronal inmediato que funciona en la sinaptogénesis excitatoria. El analisis por inmunofluorescencia
de las células ARPE-19 diferenciadas mostré que, después de 72 horas de incubacién con RPh-1, las células se
tifieron positivamente para B3TUB, Arc/Arg3,1 y NPTX2 (Fig. 9, paneles de la derecha), mientras que se observo
poca o ninguna expresion de estos marcadores antes del tratamiento (Fig. 9, paneles de la izquierda).

Se obtuvieron ademas datos sugestivos de que el tratamiento con RPh-1 de las células ARPE-19 da lugar a la
interrupcion de la replicacion celular. Las células se trataron con RPh-1 durante 72 horas y el contenido de proteina
total (relacionado con el numero total de células presentes en el cultivo) se comparé con las células ARPE-19 de
control sin tratar. Como se muestra en la Fig. 10, los cultivos tratados con RPh-1 contenian un contenido de proteina
significativamente menor en comparacioén con los cultivos de control, lo que confirma que la proliferacion celular se
detuvo sustancialmente.

Un sistema de puntuacion de la potencia de RPh-1 en la induccién de la diferenciaciéon celular

En base a los resultados anteriores, se desarrollé un sistema de puntuacion para evaluar la potencia de RPh-1 para
inducir la diferenciacion en cultivo celular, con células colocadas en placas a una concentracién de 2 x 10° por
pocillo. Los grados y sus respectivas descripciones se exponen en la tabla 3.

Tabla 3.
Grado Descripcion del efecto de diferenciacion

0 Sin efecto. Las células proliferan, los cultivos se vuelven confluentes y las células mantienen su
morfologia poligonal y en forma de huso tipico.
Las células producen granulacion pigmentada, pero contintian proliferando.

2 Menos de un 10 % de las células experimentan cambios morfolégicos para producir protuberancias
alargadas, similares a dendritas

3 Aproximadamente un 10-30 % de las células muestran protuberancias alargadas. Reduccion de la
proliferacién celular en comparacion con las células de control no tratadas

4 Mas de un 30 % de las células forman protuberancias alargadas similares a dendritas que forman uniones
entre células adyacentes, asi como extensiones gruesas similares a axones.

5 Todo el cultivo experimenta diferenciacion. Las células permanecen dispersas y todas ellas sufren
cambios morfolégicos que culminan en la formaciéon de protuberancias alargadas de tipo dendritico,
estructuras similares a axones y uniones intercelulares.

Ejemplos representativos de cultivos celulares en los grados 3, 4 y 5 se presentan en las figuras 11A, 11B y 11C,
respectivamente.

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

Cada vez es mas evidente que la anestesia esta asociada con dafio neuronal, y se requieren procedimientos
seguros y eficaces para la neuroproteccion contra dicho dafio.

Procedimientos

Se inyectd RPh-1 a ratones C57B1/6, 8 por grupo, por via subcutanea tres veces durante 7 dias (dias alternos) con
0,05 ml de una solucién al 3 % en aceite de semilla de uva para una dosis de 30 mg/kg.. Se sometié después a los
ratones a una dosis subletal (120 mg/kg) de ketamina que se administré a los ratones. Un grupo de control se trato
con 0,05 ml del vehiculo de aceite de semilla de uva.

Resultados

Después de la anestesia, los ratones tratados con RPh-1 se recuperaron significativamente mas rapido, como lo
demuestra su movilidad completa, mientras que los controles aun estaban inmoviles. La recuperacion en el grupo de
control como se define por la capacidad de recuperar la movilidad tardé 3 minutos mas en el grupo de control en
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comparacion con el grupo tratado con RPh-1. Esta observacion indica que el ingrediente activo mirceno polimérico
en RPh-1 acorta el periodo de recuperacion y se puede usar para la neuroproteccion contra los efectos secundarios
adversos asociados con los farmacos anestésicos.

Ejemplo 6. RPh-1 induce la diferenciacion celular sequida de muerte celular en lineas de células tumorales

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

Procedimientos

Se colocaron células en placas a 2 x 103 células por pocillo en microplacas de fondo plano de 96 pocillos (Costar) y
se cultivaron en 200 ml de medio DMEM (medio de Dulbecco) complementado con 10 suero fetal bovino, L-
glutamina 200 mM, 100 unidades/ml de penicilina y 100 microgramos/ml de estreptomicina (todos los reactivos de
Gibco-BRL). Después de la union durante la noche, se le afiadi6 RPh-1 (de una solucién al 10 % en aceite de
semilla de uva) a los cultivos celulares para proporcionar concentraciones finales de un 0,025 %, 0,1 %, 0,25 % y
0,5 %, y la incubacion se continud durante 48 y 72 horas.. El vehiculo de aceite de semilla de uva se utilizé como
control. Después de 72 horas, las células se fijaron con metanol y se tifieron con reactivos Hemacolor® (Boehringer
Mannheim).

Resultados

Se descubrié que el tratamiento de las células de melanoma con RPh-1 induce la formacién de melanina después de
24-48 horas, como se muestra en la Fig. 12B y en la Fig. 12C, en comparacion con las células tratadas con control
en la Fig. 12A. El tratamiento con RPh-1 provocd ademas la detencion de la replicacion, como se muestra por la
disminucion de la densidad celular, por ejemplo en la Fig. 12D. A las 72 horas, se observé la muerte celular en
cultivos incubados con cada una de las cuatro concentraciones de RPH-1 analizadas.

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

Conclusién

El mirceno polimérico, un componente activo en RPh-1, se asocia con la induccién de la diferenciacién de diversas
lineas celulares derivadas de los canceres melanoma y neuroblastoma.

Un bloqueo en la diferenciacion terminal se reconoce como una via importante en la perpetuacion de la proliferacion
celular en el cancer. Superar este bloqueo ya ha demostrado ser una modalidad de tratamiento eficaz para varias
formas de cancer (por ejemplo, los retinoides en el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda) y ahora es
conocido como "tratamiento dirigido". El tratamiento dirigido no destruye las células cancerosas, sino que modifica su
comportamiento, principalmente al inducir la diferenciacion. En consecuencia, se puede reducir la malignidad de
muchos canceres.

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

Ejemplo 7. El mirceno polimérico sintetizado quimicamente induce la diferenciacién celular en los cultivos de células
epiteliales de pigmento retiniano.

Se llevaron a cabo experimentos para determinar si el mirceno polimérico sintético de dos intervalos de peso
molecular diferentes induce la neurodiferenciacion en las células ARPE-19.

Procedimientos

Se colocaron células ARPE-19 en microplacas de cultivo de tejidos de 96 pocillos de fondo plano (Costar) a una
concentracion de 5 x 103 células por pocillo (2,5 x 104 células/ml) en un medio de crecimiento que consistia en
DMEM:Ham F-12, 1:1, complementado con suero fetal bovino al 10 %, glutamina 200 mM, penicilina
100 unidades/ml y estreptomicina 100 ug/ml. Se dejé que las células se adhiriesen a las superficies de la placa
durante la noche antes del tratamiento con las fracciones de mirceno polimérico sintetizado quimicamente.

Se analizaron fracciones aisladas de mirceno polimérico sintetizado quimicamente, que tienen distintos pesos
moleculares, para determinar su actividad en el ensayo de diferenciacion de células de RPE. Se usaron la fraccion
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18-1 (peso molecular en el intervalo de aproximadamente 50 000 daltons), y la fraccion 18-2 (peso molecular en el
intervalo de aproximadamente 20 000 daltons), descrita en el Ejemplo 3. Las fracciones 18-1 y 18-2, y RPh-1 se
prepararon cada una a una concentracion del 10 % en aceite de oliva. Se le afiadié cada preparacion a los cultivos
de células ARPE-19 usando volimenes de 0,5 pl, 2 yl, 5 pl y 20 yl, correspondientes a concentraciones finales de
0,025 %, 0,1 %, 0,25 % y 1 %, respectivamente. El vehiculo de aceite de oliva sirvi6 como vehiculo de control y se
aplicé a cultivos de control en los mismos volumenes. Los cultivos se incubaron en una incubadora de CO2 al 5 % a
37 °C durante 72 horas. A continuacion se retiré el medio, los cultivos se lavaron dos veces con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), se fijaron con metanol absoluto durante 10 minutos y se tifieron con reactivos
Hemacolor®.

Resultados

Se demostré6 que ambas fracciones 18-1 y 18-2 tienen actividad para inducir la neurodiferenciacion en células
ARPE-19 (Fig. 13 y Tabla 4). Se observé una actividad éptima con la fraccion 18-1 al 0,25 % (como se muestra en la
Fig. 13A), mientras que el 0,1 % fue algo eficaz y el 0,025 % no tuvo efecto (Tabla 4). El efecto de la fraccion 18-2 se
muestra en la Fig. 13B.

Tabla 4. Efectos de las fracciones 18-1 y 18-2 sobre la diferenciacion de células ARPE-19

Fraccion Volumen (ul) Resultados
18-1 0,5 Alta densidad celular. Sin diferenciaciéon
2 Alta densidad. Células diferenciadas
5 Densidad mas baja. Células diferenciadas. Axones largos con uniones
intercelulares.
20 Muerte celular
18-2 0,5 Baja densidad. Pocas células totalmente diferenciadas.
2 Células diferenciadas pero axones mas cortos y menos prevalentes que 18-1.
5-20 Muerte celular
RPh-1 0,5 Células diferenciadas en grupos. Axones largos
2 Células diferenciadas con menor densidad. Axones largos
5-20 Muerte celular
Vehiculo 0,5-20 Densidad celular muy alta, sin diferenciacion.
petrolero
Conclusion

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

Los resultados observados también apoyan la conclusion de que el mirceno polimérico, ya sea aislado de una fuente
vegetal o sintetizado quimicamente, tiene actividad en la induccién de la diferenciacion de las células neuronales.

Ejemplo 8. El efecto de RPh-1 en la induccion de la diferenciacion celular esta bloqueado por la fraccién soluble en
disolventes polares presente en la resina de mastique.

Vision general

La resina de mastique y diversos compuestos identificados en ella se han asociado con una variedad de actividades
biolégicas y terapéuticas beneficiosas. Diversas divulgaciones de la técnica anterior indican que la actividad
bioldgica esta asociada con una fraccion que se obtiene mediante la extraccion de mastique con un disolvente polar,
y la recuperacion del material soluble en disolvente polar. Por el contrario, RPh-1 es una fraccion que se ha aislado
de la resina de mastique en base a que es soluble tanto en disolventes organicos polares como en disolventes
organicos no polares, mientras que los compuestos que son solubles solo en disolventes organicos polares pero no
en disolventes organicos polares se descartan (esto uUltimos denominados en el presente documento fraccion SP).
Un componente principal en RPh-1 es el mirceno polimérico, como se muestra en el ejemplo 2. Sin embargo, este
compuesto no se ha atribuido previamente con efectos beneficiosos, sino que mas bien se ha reconocido que
interfiere con la administracion oral y la biodisponibilidad de los compuestos activos presentes en la resina de
mastique. La fraccidon SP corresponde a las fracciones de mastique de la técnica anterior a las que se han atribuido
diversas actividades biolégicas beneficiosas. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de SP sobre el
efecto de diferenciacion celular ejercido por RPh-1. Ahora se divulga que los compuestos presentes en SP
interfieren con los efectos de diferenciacion celular inducidos por RPh-1 y los bloquean.
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Procedimientos

Se traté resina de mastique para obtener RPh-1, esencialmente como se describe en el procedimiento 1 del ejemplo
1, utilizando etanol como disolvente polar. La fraccion soluble en etanol se separd por decantacion del material
insoluble para obtener la fraccion SP. Se prepararon mezclas de RPh-1 y fraccion SP en diferentes proporciones de
la siguiente manera:

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

A1 90 10

A2 80 20

A3 70 30

A4 50 50

A5 25 75

Ademas, se preparé mastique entero disuelto en aceite (calentado a 60 °C) para obtener la preparaciéon TC.

Los resultados del estudio, resumidos en la tabla 5, indican que las fracciones ricas en RPh-1 (A0 y A1) fueron
eficaces para inducir la diferenciacion de ARPE-19. Los cambios morfoldgicos observados en estos cultivos fueron
similares a los mostrados en las figuras 8B y 8C. A medida que aumentaba la proporcion de fraccion SP en las
mezclas, aumentaba la muerte celular, sin observarse diferenciacion celular. Las células en los cultivos tratados con
SP solo murieron en todas las dosis sometidas a prueba, y la fraccion TC ejercié un efecto insignificante.

Estos resultados muestran que a las potentes actividades inductoras de neurodiferenciacion solo contribuyeron los
polimeros en RPh-1, mientras que la fraccién polar SP solo causé la muerte celular.

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

Fraccion Volumen (ul) |Resultados
A0 0,5 Alta densidad celular, células diferenciadas.
2 Baja densidad celular. Células diferenciadas con axones largos.
5-20 La muerte celular.
A1 0,5 Alta densidad celular. Células menos diferenciadas que en AQ.
2 Diferenciacion.
5 Baja densidad celular. Células diferenciadas con axones largos.
20 Muerte celular
A2 0,5 Baja densidad celular. Diferenciacion.
2 Células parcialmente diferenciadas (solo dendritas cortas) asociadas con muerte
celular
20 Muerte celular
A3 0,5 Diferenciacion parcial y esporadica. Alta densidad celular (proliferacion celular).
2-20 Muerte celular
A4 0,5 Muerte celular, toxico.
2-20 Muerte celular
A5 0,5-20 Muerte celular
RPh-1 2 Células diferenciadas con uniones intercelulares y axones largos.
5 Diferenciacion y axones largos.
20 Muerte celular
SP 0,5-20 Muerte celular
TC 0,5 Efectos insignificantes
2 Muerte celular
Vehiculo 0,5-20 Alta densidad
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Ejemplo 9. Cicatrizaciéon en perros

Un perro macho Golden Retriever de edad avanzada tuvo una herida crénica abierta en la pierna durante mas de 6
meses. La lesion dérmica se asocié con alopecia (pérdida de pelaje) y despigmentacion de la piel circundante. El
perro fue tratado durante varios ciclos de tratamiento topico con RPh-1. Después de la aplicacion inicial, se produjo
un edema ftransitorio con hinchazén durante 16-20 horas. Esto fue seguido por la formaciéon de novo de tejido
epitelial funcional (epitelizacion) y neoangiogénesis (nueva formacion de microvasculatura) con contornos de tejido
normales, resultantes de formaciones rapidas y vigorosas de tejido de granulacion. La cicatrizacion se contrajo hacia
el centro de la herida, lo que sugiere la presencia de fibromiocitos (de origen mesodérmico).

La herida cicatrizé6 completamente en aproximadamente 12 semanas con una piel predominantemente funcional y un
nuevo crecimiento del pelaje. La figura 14 muestra el area afectada antes (Fig. 14A) y después (Fig. 14B) del
tratamiento con RPh-1.

En otro perro macho de edad avanzada afectado por alopecia, el tratamiento tépico con RPh-1 dio como resultado
un nuevo crecimiento del pelaje para integrarse con el pelaje circundante.

Un perro diferente tenia un tumor en la mandibula (no inducido), partes del cual sobresalian en la cavidad bucal. Las
partes sobresalientes se extirparon quirdrgicamente, mientras que las secciones del tumor que estaban incrustadas
dentro de la mandibula no se pudieron extirpar. El tumor fue diagnosticado como un sarcoma. Se aplic6 RPh-1
formulado en aceite de semilla de uva al area afectada de la mandibula. El tratamiento provocé la cicatrizacion
completa de las encias que cubrian el sitio de la incisién quirdrgica en la medida en que no quedaba cicatriz y el sitio
de la incisién quirargica ya no era perceptible. Incluso la recurrencia esperada del tumor a partir de partes
incrustadas en la mandibula se evité durante un intervalo prolongado de varias semanas. El tratamiento con RPh-1
indujo una cicatrizacion extraordinariamente rapida del sitio de la incisién quirdrgica y la regeneracion completa de
las encias.

En los dos casos anteriores, la cicatrizacion de las heridas estuvo acompafada por un aumento general de la
vitalidad, la conciencia mental y la actividad fisica en los perros tratados.

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

Ejemplo 10. Tratamiento de heridas en peces.

Tanto el pez dorado como el pez koi (ambos en la familia de la carpa) son propensos a las ulceras de tegumento
causadas por bacterias, en particular Aeuromonas hydrophila.

Se dividieron peces dorados que pesaban aproximadamente 100 gramos cada uno, que habian desarrollado Ulceras
bacterianas, en dos grupos en tanques separados, conteniendo cada grupo cuatro peces. Cada tanque se llend con
un volumen de 100 litros de agua y se mantuvo bajo aireacion con una bomba de aire. Los grupos se aleatorizaron
por peso y tamario de la herida (en el intervalo de 1-1,5 cm por 1-1,5 cm). Se inyecté intramuscularmente a cada pez
a través de integumento intacto, en un sitio de aproximadamente 5 mm de una ulcera, 20 microlitros de aceite de
semilla de uva solo (grupo de control), o una solucién al 1 % de RPh-1 en aceite de semilla de uva (grupo de
tratamiento).

Los peces en el grupo experimental comenzaron a mejorar progresivamente después de 4 ciclos de tratamiento con
RPh-1 y se curaron durante un periodo de un mes. Todos los peces de este grupo sobrevivieron durante las seis
semanas de duracion del estudio. Estos peces también mostraron un comportamiento de alerta y respuesta que
incluia la natacién activa, la busqueda y el arrebato de los alimentos proporcionados en la superficie del agua y el
rapido movimiento de sobresalto en respuesta a la percusion en la pared del tanque.

Por el contrario, los peces en el grupo de control no mostraron mejoria en la condicidon de sus Ulceras. Los peces
estaban letargicos, presentaban un comportamiento sedentario en el fondo del tanque y no respondian a la
estimulacion. Todos los peces de este grupo murieron al cabo de seis semanas.

Las diferencias entre estos dos grupos fueron altamente significativas en ambos parametros: supervivencia de los
peces y cierre de la herida.

Ejemplo 11. Efecto de RPh-1 en la cicatrizacién usando el modelo de ratones B6,V-Lepob/Olahsd

Se utilizaron ratones B6,V-Lepob/OlaHsd (ob/ob) (obesidad expresa a la edad de 4 semanas) para evaluar el efecto
de RPh-1 en la cicatrizacion. Se realizé puncién cutanea de espesor total con un punzén para biopsia desechable
(Uni-Punch® Disposable Biopsy Punch, Premier) en la zona distal de la espalda de cada ratén. La puncion tiene
forma de elipse. La longitud media de las punciones en el eje largo varié entre 5,1 y 5,3 mm. La longitud del eje de
anchura promedio de los pinchazos varié entre 4,8 y 5,1 mm. Se inyectd RPh-1 (5 %) en aceite de oliva por via
subcutanea en dos sitios que rodeaban la herida a una distancia de 3-5 milimetros desde el borde de la herida
(Grupo A, n = 6) o topicamente sobre la herida (Grupo B, n = 6). El vehiculo se aplicé topicamente sobre las heridas
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de ratones (Grupo C, n = 6). Posteriormente, se aplic6 RPh1 (5 %) 3 veces a la semana, 7 veces en total, durante
los 16 dias del estudio a un volumen de dosis de 20 ul (inyeccion) o un volumen de dosis de 50 ul (administracion
topica).

La Fig. 15 muestra que en el dia 11 después de infligir la herida, el tamafio de la herida (area de la herida) se redujo
significativamente en ratones tratados con RPh-1 (Grupo A) en comparacion con los tratados con vehiculo solo (p =
0,005) (Grupo DO). La tasa de cicatrizacion durante el periodo comprendido entre el dia O y el dia 11 después de la
herida fue significativamente mas rapida en los ratones tratados con RPh-1 en comparacion con los tratados con
vehiculo solo (p-0,034).

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

La demencia vascular (VD, por sus siglas en inglés) es un subtipo de demencia con una prevalencia que es solo
superada por la de la enfermedad de Alzheimer en las sociedades occidentalizadas. La VD causa muchos
problemas neuropsiquiatricos y fisicos, y representa una carga econémica significativa. Las imagenes cerebrales
han revelado cambios evidentes en la corteza cerebral y en la materia blanca, y se cree que estas lesiones son la
patologia central de las disminuciones cognitivas en pacientes con demencia vascular (véase, por ejemplo, Farkas et
al., Experimental cerebral hypoperfusion induces white matter injury and microglial activation in the rat brain. Acta
Neuropathol. 2004;108:57-64; Stenset et al., White matter lesion subtypes and cognitive deficits in patients with
memory impairment. Dement Geriatr Cogn Disord. 2008 26:424-431).

Las lesiones cerebrales pueden ser inducidas experimentalmente en el cerebro de ratas por oclusién permanente de
ambas arterias carétidas comunes que pueden afectar la funcidon cognitiva. Este modelo es similar a la demencia
vascular y la técnica experimental puede disminuir el flujo sanguineo en la corteza cerebral y el hipocampo hasta en
un 40-80 % durante varios meses, lo que induce ciertos trastornos de aprendizaje. Por tanto, este modelo se us6
para estudiar los efectos del tratamiento con RPh-1 para revertir las deficiencias causadas por las lesiones de
demencia vascular.

Un total de 40 animales se aleatorizaron en 3 grupos, es decir, un grupo de control de simulacién no tratado, un
grupo de control con vehiculo y un grupo tratado con RPh-1 (10-15 animales por grupo). Fueron aleatorizados en 3
grupos, un grupo de control con simulacion no tratado, un control de vehiculo y un grupo tratado con RPh-1. Se
administraron por via subcutanea diez yl de RPh-1 (5 % en aceite de semilla de algodén) o vehiculo, 2 veces por
semana, y la primera dosis se administré 14 dias después de la induccion de la demencia vascular.

La prueba del laberinto de agua de Morris (MWM) es sensible a la funcién del hipocampo. La tarea del laberinto de
agua se realiza para evaluar dos déficits de aprendizaje relacionados con CCA utilizando el procedimiento descrito
anteriormente (Watanabe et al., Cilostazol Stroke. 2006;37(6):1539-1545). En una piscina circular de 160 cm de
diametro llena de agua de 20 cm de profundidad, se prepara una plataforma acrilica circular transparente, cuya
superficie superior estd a 3 cm por debajo del agua. Las ratas se liberan de cara a la pared y el tiempo necesario
para escapar a la plataforma se registra como latencia de escape. Las pruebas se realizan el dia 3 antes de la
oclusion de CCA y los dias 14, 35, 56, 84 y 112 después de la oclusién de CCA. En los dias de entrenamiento se
realizan seis ensayos de entrenamiento por dia con un intervalo entre ensayos de 2 min. Los animales se colocan en
la piscina en una de las seis posiciones iniciales. En cada prueba de entrenamiento, se registra el tiempo y la
longitud de la ruta necesarios para escapar a la plataforma oculta. Los resultados de seis ensayos de entrenamiento
se promedian para obtener un Unico valor representativo, y los promedios se utilizan para los analisis estadisticos
finales. Los animales que encontraron la plataforma pueden permanecer en la plataforma durante 30 s. Los animales
que no encuentran la plataforma en 90 s son guiados suavemente a la plataforma durante 30 s al final de la prueba.

Los resultados de los animales tratados con RPh-1 (barras sombreadas transversales), los animales tratados con
vehiculo (barras abiertas) y los animales de control con simulacién (barras negras) se evaluaron para determinar la
frecuencia en la localizacion de la plataforma (Fig. 16A); el tiempo pasado en el area de la plataforma (Fig. 16B); la
latencia para encontrar la plataforma (Fig. 16C); la frecuencia en la localizacion de la zona 1 (Fig. 16D); el tiempo
pasado en la parte iluminada (Fig. 16E); la latencia para encontrar la plataforma (Fig. 16F); y la velocidad (Fig. 16G).
Todas las pruebas mostraron un rendimiento significativamente mayor en los animales tratados con RPh-1 en
comparacion con al menos uno de los grupos de control.

Ejemplo 13. Efecto de regulacién del control de peso patolégico de RPh-1 (efecto orexigeno y antiobesidad).

Los perros con diversas heridas descritas en el ejemplo 9 sufrieron adicionalmente pérdida de apetito y no comieron
alimentos colocados frente a ellos. Después de aproximadamente 10 dias de tratamiento con RPh-1 como se
describe, los perros recuperaron gradualmente el interés por la comida y comenzaron a comer. En un mes, los
perros mostraron un gran interés en la comida y el apetito era similar al de los perros normales y sanos.

Los peces con ulceraciones descritos en el ejemplo 10 sufrieron adicionalmente pérdida de apetito. ElI grupo de
control continué ignorando los alimentos aplicados en el agua, mientras que los peces tratados con RPh-1
respondieron con entusiasmo con un movimiento rapido en respuesta a la administracion de alimentos.
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Las ratas descritas en el ejemplo 12 sufrieron adicionalmente pérdida de peso después de una hipoperfusion
cerebral crénica. Después de 35 dias de tratamiento (dia 56 del estudio), las ratas tratadas con RPh-1 como se
describe recuperaron su peso significativamente mas rapido que los animales tratados con vehiculo (Fig. 17A).

Los ratones descritos en el ejemplo 11 sufren en general de obesidad como resultado de la mutacion del gen de la
leptina. La figura 17B muestra que la administracion subcutanea de RPh-1 a ratones (Grupo A; simbolos de
rombos), causa un aumento de peso corporal significativamente menor en comparacion con los animales tratados
con vehiculo (Grupo C; simbolos de triangulos) o animales tratados con la administracién tépica de RPh-1 (Grupo B;
simbolos de cuadrados. Los ratones del grupo A ganaron un 4,9 % durante los 11 dias. La ganancia de peso
corporal se comparé con el peso corporal inicial (dia 0). La ganancia de peso corporal del grupo A es
significativamente menor que la ganancia de peso corporal promedio de los ratones del grupo B (valor de p = 0,02,
T-TEST, Excel). Los ratones del grupo C fueron similares (p = 0,08) a los ratones del grupo B y ganaron peso
corporal de forma significativamente diferente (valor de p = 0,04) a los ratones del grupo A. Los ratones del grupo B
y C ganaron un 10,2 % y un 9,1 % respectivamente. La tasa de aumento de peso corporal en todos los grupos
expresada por las pendientes fue similar (p = 0,07 (A frente a B), 0,08 (A frente a C) y 0,43 (B frente a C).

Las observaciones anteriores apoyan la conclusion de que RPh-1 es un regulador del trastorno de peso patolégico y
puede servir como un agente orexigeno (estimulante del apetito) o antiobesidad.

Ejemplo 14. Efecto de la RPh-1 en el modelo de apoplejia de la oclusién de la arteria cerebral transitoria (tMCAQO) en
ratas.

En un estudio para evaluar la capacidad de RPh-1 para prevenir o revertir el déficit neurolégico como resultado de la
isquemia utilizando el modelo de oclusién arterial cerebral media transitoria de rata (tMCAQO), se administr6 RPh-1
(5 % en aceite de semilla de algodon) por via subcutanea a una dosis de 10 ul y la primera administracion se realizé
3 h después del procedimiento quirdrgico y luego dos veces a la semana hasta la finalizacion del estudio el dia 28.
Durante el estudio se evaluaron las funciones neurolégicas, motoras y somatosensitivas en una bateria de pruebas
de comportamiento.

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

Se observaron claras diferencias entre el grupo tratado con RPh-1 y el grupo de control tratado con vehiculo en la
recuperacion de la funcion neurologica después de la apoplejia durante los 28 dias posteriores a la apoplejia En
general, se demostrd una recuperacion acelerada y mejorada en los animales que fueron tratados con RPh-1. Las
funciones somatosensitivas fueron mas sensibles al tratamiento, y se demostré una respuesta significativa ya el dia
8 después de la apoplejia (Figs. 18A y 18C). La evaluacién de Neuroscore mostré diferencias significativas que se
observaron solo en ratas tratadas con RPh-1 (Grupo A), entre el dia 8 y el dia 14, y entre el dia 8 y el dia 28 (Fig.
18A). La recuperacion neuroldgica como se evalud por la prueba de retirada del parche fue significativa solo en ratas
tratadas con RPh-1 (Grupo A) entre el dia 2 y los otros dias (Fig. 18C). La mejora de la funcién motora como se
evalué mediante la prueba de las escaleras fue significativa solo en ratas tratadas con RPh-1 (barras negras), en el
dia 28 (Fig. 18B).

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

Se realizé axotomia del nervio 6ptico en el ojo derecho de ratas profundamente anestesiadas (19 ratas por grupo).
El grupo experimental recibi6é una inyeccién subdérmica en el area posterior del cuello de RPh-1 (5 % en aceite de
semilla de algoddn); 0,025 ml/inyeccién), y el grupo de control recibié una inyeccion similar con el mismo volumen de
vehiculo. La primera inyeccion se administr6 a todos los animales directamente después de la cirugia. Las
inyecciones posteriores (la misma dosis y procedimiento de administracion) se administraron dos veces por semana,
cada 3 a 4 dias.

Catorce dias después de la axotomia, se insertdé en el nervio 6ptico axotomizado un neurotrazador retrogrado
fluorescente (Di-Asp) a fin de tefiir las células ganglionares retinianas supervivientes (RGC), y 24 horas mas tarde,
se sacrificaron las ratas en una camara saturada de CO; y se enucled el ojo derecho lesionado. Las retinas se
aislaron, se aplanaron en un portaobjetos y se fijaron con medio de montaje basado en xileno.

Las retinas en montaje completo se evaluaron con un microscopio de fluorescencia. Las células tefidas se contaron
manualmente. El numero promedio de RGC por grupo se muestra en la Fig. 19, mostrando un ndmero
significativamente mayor de células en el grupo experimental con RPh-1.

Ejemplo 16. Modelo de desprendimiento de retina (RD).

Se realizd desprendimiento de retina (RD) en el ojo derecho de animales profundamente anestesiados (xilacina
50 mg/kg y ketamina 35 mg/kg) después de la dilatacion de la pupila con gotas de tropicamida al 0,5 %. Se indujo
RD a través de la generacion de una pequefia abertura en la retina en la ora serata seguida de una inyeccion
subretiniana de 5 pl de solucion salina con una aguja de jeringa de 30 G. Aproximadamente la mitad del area de la
retina fue separada por este procedimiento.
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Las ratas con RD se dividieron en dos grupos de experimentacion, el grupo experimental recibié una inyeccion
subdérmica en el area del cuello posterior de RPh-1 (5 % en aceite de semilla de algoddn; 0,025 ml/inyeccion), y el
grupo de control se inyectdé con volumen de vehiculo. La primera inyeccion se administré a todos los animales
directamente después de la cirugia. La segunda inyeccion (la misma dosis y el procedimiento de administracion) se
administro 48 horas después de la cirugia.

En los dias 3 y 14 dias después de RD, las ratas operadas se sacrificaron en una camara saturada de CO2. El ojo
derecho lesionado y el ojo izquierdo no tratado fueron enucleados. Las retinas se aislaron, se congelaron en hielo
seco y se procesaron para analisis mediante inmunoelectrotransferencia o analisis inmunohistoquimico. Las retinas
del ojo izquierdo sirvieron como controles no operados.

Se estudiaron los niveles de expresion de Semaforina 3A (Sema3A), Neuropilina 1 (NP1) y GAP43, se uso
Caspasa3 como marcador apoptético y se examinaron los cambios morfolégicos en las células de Miller y
microgliales.

Sema3A es un inhibidor del crecimiento axonal que se ha demostrado que esta implicado en la pérdida de células
ganglionares de la retina después de una lesidn en el nervio 6ptico. Se detectaron niveles altos de Sema3A en las
retinas después de la RD, como se muestra en el analisis por inmunoelectrotransferencia (Fig. 20A). El tratamiento
con RPh-1 disminuy6 claramente los niveles de expresion de Sema3A, tanto en las retinas de control no lesionadas
como en aquellas con RD (Fig. 20A). Las muestras se normalizaron a la expresion de beta-actina (banda inferior,
Fig. 20A).

El analisis inmunohistoquimico de secciones retinianas de 20 ym incubadas con anticuerpo anti-Sema3A vy el tinte
nuclear Sytox Blue mostré que la expresion de Sema3A fue claramente mayor en las retinas desprendidas en
comparacién con los controles. La expresiéon de Sema3A se observd principalmente alrededor de las células
ganglionares de la retina. De forma similar a los resultados observados en el analisis por inmunoelectrotransferencia,
la expresion de Sema3A se redujo en los animales RD tratados con RPh-1.

NP1 es un receptor funcional Sema3A. Las células positivas para TUNEL, que indicaban procesos apoptéticos,
fueron evidentes 24 horas después del desprendimiento de retina y aumentaron después de 7 dias.

La caspasa-3 se activo en respuesta al RD. Sin embargo, la caspasa-3 se elevo significativamente en animales con
RD tratados con RPh-1 (Fig. 20B).

GAP43 es una proteina intracelular que esta estrechamente conectada a la membrana de los conos de crecimiento.
Normalmente se expresa durante el proceso de sinaptogénesis. En la retina, GAP43 se expresa en las neuronas en
una etapa temprana de la embriogénesis, mientras que el nervio 6ptico aun se esta alargando. En el nervio 6ptico de
rata, GAP43 se encuentra tanto en los axones como en los cuerpos celulares de los RGC, pero la expresion
desaparece a la edad de 8 a 16 semanas, y se encuentra nuevamente después de la isquemia o lesion del nervio
optico.

Los cambios morfolégicos de las células de Muller se estudiaron mediante la tincién de la proteina acida fibrilar glial
(GFAP). GFAP marca las células de Muller en la retina, y se usa comunmente como un indicador de estrés. El
marcado con GFAP en la retina de control intacto se concentré en el GCL. El analisis inmunohistoquimico mostré
niveles elevados de GFAP en las retinas desprendidas en comparacién con los controles. Las retinas separadas
tratadas con RPh-1 presentaron niveles mas altos de GFAP.

La invasion y activacion de microbios se consideran dafiinos o beneficiosos para las neuronas. La activacion
microglial después de una lesién aguda del SNC es principalmente una respuesta reactiva y adaptativa de las
células gliales, que se desencadena por neuronas lesionadas y que esta disefiada para mejorar el dafio tisular
primario y promover la reparacion subsiguiente y la gliosis (cicatriz glial) como resultado. La microglia se activa en la
retina, generalmente después de la lesion, estimula y recluta las células endoteliales y los fibroblastos. El analisis
inmunohistoquimico de secciones de retinas desprendidas y no dafiadas marcadas con IB4 y tefiidas con el tinte
nuclear Pl mostré evidencia de células microgliales activadas solo en retinas desprendidas. Sin embargo, en las
retinas desprendidas de animales tratados con RPh-1, fue menos evidente la activacion microglial en comparacion
con las retinas desprendidas de animales que fueron tratados con vehiculo.

Los resultados mostraron una reduccion en el reclutamiento de microglia activa alrededor de una regién lesionada y
un mecanismo de reparacién de cicatrices sin cicatrices.

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

Las ciclodextrinas, en virtud de su capacidad para formar complejos de inclusion con muchos farmacos, pueden
aumentar sustancialmente la solubilidad acuosa de los biofarmacos, en particular aquellos que se definen como
insolubles en agua, tales como mirceno polimérico. Las ciclodextrinas son compuestos solubles en agua, que
pueden formar complejos reversibles con moléculas poco solubles en agua que dan como resultado un complejo de
inclusion molecular soluble. Cuando el complejo de inclusion de la combinacion farmaco-ciclodextrina se diluye en
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un volumen suficientemente grande de agua o sangre, se disocia rapidamente, liberando el agente
farmacoldgicamente activo secuestrado.

La complejacion de mirceno polimérico con 3-HPCD se realizara de la siguiente manera:

a. Disolucion de la fraccion de mirceno polimérico pesada previamente en una cantidad minima de disolvente no
polar tal como hexano, heptano o similares.

b. Adicion gota a gota del disolvente no polar al polvo de 3-HPCD.

c. Secado a 50 °C-80 °C hasta que el disolvente no polar se evapore.
d. Mezcla con la cantidad necesaria de agua.

e. Disolucién con sonicacion y calentamiento.

f. Filtracion a través de un filtro de 0,2-0,45 pm.

Ejemplo 18. Preparacion de nanoemulsiones de mirceno polimérico.

Se deben preparar formulaciones liquidas de nanoemulsion de aceite en agua mediante técnicas de emulsificacion a
alta presién de todos los ingredientes lipidicos y el componente activo mirceno polimérico disuelto en la fase oleosa
lipidica y emulsionado con una fase acuosa, proyectada para dar como resultado la formacién de nanogoticulas
lipidicas que contienene el farmaco, estables, esféricas y dispersas uniformemente. La reduccién del tamafio de
goticula en la emulsion es esencial para generar formulaciones de farmaco con alta estabilidad. Las goticulas de
nanoemulsién preferentes tienen un tamafio medio de goticula de menos de un micrémetro (en general, en el
intervalo de 0,1 a 0,2 ym) uniformemente dispersas en una fase acuosa. La singularidad del gran nucleo de aceite
hidréfobo interno de las goticulas de nanoemulsiéon proporciona una alta capacidad de solubilizacion para los
compuestos insolubles en agua, tal como mirceno polimérico.

1. Preparacion de la fase oleosa

La fase oleosa esta compuesta de un 13 % de lipoide E-75, un 0.026 % de aTP-succinato, propilparabeno como
antioxidante y un 86,9 % de Miglyol® 810. Se disuelve en la fase oleosa mirceno polimérico preparado como en el
ejemplo 1. Se mezclan los componentes con calentamiento suave hasta que se obtiene una solucidn solubilizada
completamente homogénea.

2. Preparacion de la fase acuosa

La fase acuosa esta compuesta de un 0,1 % de EDTA, al un 0,5 % Tween-80, un 2,3 % de glicerol, metilparabeno
como conservante y un 97,1 % de agua. El pH se ajusto a 7,4 mediante NaOH IN.

3. Mezcla de las fases oleosa y acuosa

Se calienta la fase oleosa (3,7 g) y se afiade a 70 ml de la fase acuosa (precalentada). Se agita suavemente la
mezcla durante 10-15 min a temperatura ambiente.

4. Preparacion de emulsion gruesa de aceite en agua

Se prepara una emulsién de aceite en agua usando un dispensador de tamafio medio y la unidad de
homogeneizacion de alto cizallamiento Polytron®, a 20 000 rpm durante 5 min.

5. Dimensionamiento de la emulsiéon en el intervalo submicrométrico mediante homogeneizador de alta presion
Gaulin®

El tamafio de goticula de la emulsion obtenida después de la etapa 4 se reduce al intervalo submicrométrico
(nanomeétrico) sometiendo la emulsion a una homogeneizacion de alto cizallamiento usando el homogeneizador de
alta presion Gaulin® Microlab 70 a una presion de 800 bar. Se deben realizar un total de 5-6 ciclos para obtener
goticulas de nanoemulsion homogéneas con un tamafio de particula promedio de menos de 200 nm. Se debe
determinar el tamafio de particula por espectroscopia de correlacion de fotones (PCS) usando un analizador de
tamafo de particula NAMD (Coulter® Electronics, Reino Unido). Cuando la mayoria de las particulas (>90 %) son
mas pequefas de 200 nm, se determina que el procedimiento de dimensionamiento esta completo.

6. Filtracion estéril

Filtracion en condiciones asépticas de la nanoemulsion a viales estériles usando un filtro estéril PES de 0,2 um y
almacenamiento a 40 °C.

Ejemplo 19. Preparacion de polvo de mirceno polimérico secado por pulverizacion.
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Un procedimiento conveniente para fabricar el producto de mezcla de mirceno polimérico-lipido es mediante secado
por pulverizacién de la formulacién a partir de una mezcla de dispersiéon de disolvente no polar que contiene todos
los ingredientes lipidicos y agua que contiene los componentes hidréfilos, teniendo en cuenta consideraciones de
rentabilidad y aumento de escala. El procedimiento de secado por pulverizacion seleccionado se optimiza para
obtener un polvo fino y fluido. EI mirceno polimérico se tiene que disolver en la fase lipidica que contiene los
ingredientes lipidicos lecitina, tricaprina (triglicérido del acido caprico), succinato de tocoferol y se calienta (~40 °C)
en un disolvente no polar hasta obtener una buena dispersion. Se preparé una dispersion de didxido de silicio de
combustion (Cab-O-Sil®) en agua (5 %) hinchando el polvo en agua purificada. La suspension resultante
(precalentada a 40 °C) se vierte a continuacion lentamente en la dispersion lipidica del disolvente no polar y se agita
la mezcla a 40 °C durante aproximadamente 1 h hasta que se obtiene una dispersion homogénea. A continuacion,
se seca la mezcla por pulverizacién usando el secador por pulverizacion Yamato Pulvis® GA32. Las condiciones de
secado por pulverizacion son: caudal de 7 ml/min, temperatura de entrada 130 °C, temperatura de salida 70 °C y
flujo de aire de secado 0,5 m3/min. Se espera obtener un polvo seco homogéneo que contenga la mezcla de
mirceno polimérico-lipido.

Se espera que la formulacion de la mezcla de mirceno polimérico-lipido preparada por el procedimiento de secado
por pulverizacion directa muestre una buena dispersabilidad en agua, siendo, por tanto, adecuada para la
preparacion de formas farmacéuticas solidas, tales como capsulas de gelatina dura o comprimidos, para una
administracion oral potenciada de mirceno polimérico con una buena biodisponibilidad oral.

Ejemplo 20. Preparacion de preparaciones liposomales que contiene mirceno polimérico.

Se disolvieron lipidos que contenian mircenos poliméricos en 100 ml de diclorometano en un matraz de fondo
redondo y agitar durante 30 min a temperatura ambiente hasta que se obtuvo una solucion limpida transparente. Se
evaporo el disolvente usando una unidad de evaporacion rotatoria a 39 °C. En primer lugar, se hara rotar el matraz a
4.5 rpm, 5 min a presion atmosférica, seguido de 10-30 min (hasta la evaporacion total del disolvente) a vacio débil,
y finalmente 15 min a vacio completo. Al final del procedimiento de evaporacion, se creara una pelicula lipidica
uniforme. La pelicula lipidica se disolvera en 15 ml de tampon isoténico. Se preparan liposomas mediante agitacion
vigorosa durante 10-30 min con un agitador de vaivén basculante, hasta que se forme una dispersién uniforme y
lechosa del vehiculo multilamelar (MLV) y no quede ninguna pelicula lipidica restante. Para obtener una preparacion
de liposomas equilibrada y homogénea, el matraz se agitara adicionalmente a 37 °C durante 30-90 min a 270 rpm.

Ejemplo 21. Preparacion de microemulsiones que contienen mircenos poliméricos.

Se pueden utilizar varios tensioactivos cominmente usados en farmacos parenterales para desarrollar
microemulsiones de agua en aceite y aceite en agua, aceptables para su uso inyectable, oral y topico. Los
tensioactivos farmacéuticamente aceptables adecuados para la formacién de formulaciones de microemulsién son
tensioactivos no ionicos, incluyendo aceite de ricino hidrogenado polietoxilado 40 (vendido con el nombre comercial
Cremophor RH40®), aceite de ricino polietoxilado 35 (vendido con el nombre comercial Cremophor® EL), ésteres de
acidos grasos de sorbitan de polioxietileno (polisorbatos), poloxameros (Pluronics®), vitamina E-TPGS 1000 (VE-
TPGS 1000), éteres alquilicos de polioxietileno, Solutol® HS-15, Tagat® TO, 6-oleato de peglicol, estearatos de
polioxietileno o glicéridos poliaglicolizados saturados, todos los cuales estan disponibles comercialmente. Los
tensioactivos preferentes incluyen aceite de ricino hidrogenado polietoxilado 40 (Cremophor® RH40®), aceite de
ricino hidrogenado polietoxilado 35 (Cremophor® EL), ésteres de acido grasos de sorbitan de polioxietileno
(polisorbatos), poloxameros (Pluronics®) y vitamina E-TPGS 1000. La cantidad total de tensioactivo presente en la
composicion sera, en general, de aproximadamente 100 hasta aproximadamente 700 mg/g, y preferentemente de
aproximadamente 300 hasta aproximadamente 500 mg/g.

Se puede realizar la preparacion de microemulsiones que contienen mirceno polimérico disolviendo los mircenos
poliméricos en una cantidad apropiada de aceite, tal como glicéridos de cadena media (Miglyol) en un vial adecuado.
A continuacion se tapa el vial. Se coloca el vial se coloca en un bafio de agua de aproximadamente 50 °C-60 °C y se
agita suavemente hasta que todo el material del farmaco se disuelva por completo. Después de enfriar el vial a
temperatura ambiente, se afiade una cantidad apropiada de tensioactivo (tal como Cremophor® EL o VE-TPGS) y
se sigue de la mezcla de mono y diglicéridos de acidos grasos, si corresponde. A continuacion se tapa el vial y se
coloca en el bafio de agua de unos 50 °C-60 °C. Se agita suavemente el vial para obtener una solucion limpida y
uniforme. Esta soluciéon se puede llenar en capsulas de HPMC y almacenar a temperatura ambiente antes de la
administracion oral. De forma alternativa, los polvos de polimero sustituidos (tal como HPMC) se pueden afiadir a la
solucion con agitacion adecuada (es decir, remover, revolver) para obtener una suspension polimérica uniforme. La
composicion resultante se puede llenar a continuacion en capsulas de gelatina blanda o de gelatina dura y
almacenar a temperatura ambiente antes de la dosificacién oral. De forma alternativa, se puede usar la formulacién
de microemulsién por via topica o filtrada a través de membranas de 0,2 uym para administrar por via parenteral.

Las microemulsiones que contien mircenos poliméricos tienen buenas propiedades de dispersabilidad en agua y
emulsionan cuando se diluyen en medios acuosos para formar pequefias micelas nanométricas que tienen una
biodisponibilidad potenciada.
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Se debe entender que la fraseologia o terminologia empleada en el presente documento es con el propésito de
descripcion y no de limitacion.
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REIVINDICACIONES
Una fraccion aislada de almaciga caracterizada por que
es soluble en al menos un disolvente organico polar y en al menos un disolvente organico no polar, y

esta sustancialmente desprovista de compuestos que sean solubles en dicho disolvente organico polar pero
insolubles en dicho disolvente organico no polar, en la que la fracciéon aislada se obtiene mediante un
procedimienot que comprende las etapas de:

(a) tratar la almaciga con un disolvente organico polar;
(b) aislar una fraccion soluble en dicho disolvente organico polar;
(c) opcionalmente retirar dicho disolvente organico polar;
(d) tratar la fraccion soluble obtenida en la etapa (b) o (c) con un disolvente organico no polar,
(e) aislar una fraccion soluble en dicho disolvente organico no polar; y
(f) opcionalmente, retirar dicho disolvente organico no polar;
en el que las etapas (d) a (f) pueden preceder a las etapas (a) a (c); preferentemente

en el que dicho procedimiento comprende ademas la etapa de fraccionar por tamafio la fraccién obtenida
en la etapa (c) o la etapa (f), o

en el que cualquiera o ambas de las etapas (c) y (f) comprenden retirar el disolvente por un medio
seleccionado del grupo que consiste en evaporacion rotatoria, aplicacion de alto vacio y una combinacion
de los mismos, o

en el que dicho procedimiento comprende ademas repetir las etapas (a) a (c) y/o las etapas (d) a (f) para
una multiplicidad de ciclos.

La fraccién aislada de acuerdo con la reivindicacion 1,

en la que el al menos un disolvente organico polar se selecciona del grupo que consiste en un alcohol, un
éter, un éster, una amida, un aldehido, una cetona, un nitrilo y combinaciones de los mismos,
preferentemente en la que el disolvente organico polar se selecciona del grupo consistente en metanol,
etanol, propanol, isopropanol, 1-butanol, 2-butanol, sec-butanol, t-butanol, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol,
neopentanol, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-2-butanol, 2-metil-2-butanol, etilenglicol, éter
monometilico de etilenglicol, éter dietilico, éter metiletilico, éter etilpropilico, éter metilpropilico, 1,2-
dimetoxietano, tetrahidrofurano, dihidrofurano, furano, pirano, dihidropirano, tetrahidropirano, acetato de
metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetaldehido, formiato de metilo, formiato de etilo, propionato de
etilo, propionato de metilo, diclorometano, cloroformo, dimetilformamida, acetamida, dimetilacetamida, N-
metilpirrolidona, acetona, etil metil cetona, dietilcetona, acetonitrilo, propionitrilo, y combinaciones de los
mismos, mas preferentemente en el que al menos un disolvente organico polar es etanol; o

en el que el al menos un disolvente organico no polar se selecciona del grupo que consiste en hidrocarburos
alifaticos aciclicos o ciclicos, saturados o insaturados e hidrocarburos aromaticos, cada uno de los cuales
esta opcionalmente sustituido con uno o mas halégenos, y combinaciones de los mismos, preferentemente
en el que el disolvente organico polar se selecciona del grupo que consiste en alcanos C5-C10, cicloalcanos
C5-C10, hidrocarburos aromaticos C6-C14 y perfluoroalcanos C7-C14, y combinaciones de los mismos, mas
preferentemente en el que el disolvente organico no polar se selecciona del grupo que consiste en pentanos,
hexanos, heptanos, octanos, nonanos, decanos, ciclopentano, ciclohexano, cicloheptano, benceno, tolueno,
xileno e isémeros y mezclas de los mismos, incluso mas preferente en en el el disolvente organico no polar
es hexano; o

en el que el disolvente organico polar comprende etanol y el disolvente organico no polar comprende hexano;
o]

en el que la almaciga se obtiene de una especie de Pistacia seleccionada del grupo que consiste en P.
lentiscus, P. atlantica, P. palestina, P. saportae, P. terebinthus, P. vera y P. integerrima; o

en el que la fraccidn esta sustancialmente desprovista de compuestos terpénicos que son solubles en dicho
disolvente organico polar e insolubles en dicho disolvente organico no polar, preferentemente en el que
dichos compuestos terpénicos son compuestos terpénicos monomeéricos.

Una composicion que consiste en la fraccion aislada de acuerdo con la reivindicacion 1, y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable.
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La composicién de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la fracciéon aislada de almaciga esta en el
intervalo de un 0,01 a un 25 % (p/p) en base al peso total de la composicion.

Una composicion que consiste en la fraccion aislada de acuerdo con la reivindicaciéon 1, un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable, y de un 0,01 a un 25 % (p/p) de mirceno polimérico, en base al peso
total de la composicion.

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 5,

en la que el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en nimero de al menos 800, y en la que el
mirceno polimérico tiene un grado de pureza de al menos un 80 %, preferentemente en la que el grado de
pureza es al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 %; o

en la que el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en numero de al menos 1000,
preferentemente en la que el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en nimero de al menos
5000, y mas preferentemente en la que el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en nimero
de 5000 a 20 000; o

en la que el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en numero de al menos 1000 y el mirceno
polimérico tiene un grado de pureza de al menos un 90 %; o

en la que el mirceno polimérico es un producto de una sintesis quimica, o se deriva de una fuente vegetal; o

en la que el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en nimero en el intervalo de al menos
1000 a 50 000, preferentemente en la que el mirceno polimérico tiene un peso molecular promedio en nimero
en un intervalo seleccionado del grupo que consiste en: al menos 1000 a 10 000; al menos 1000 a 20 000;
5000 a 10 000; 5000 a 20 000; 10 000 a 15000; 15000 a 30 000; 25 000 a 40 000; 35000 a 50 000; e
intervalos intermedios de los mismos.

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 3,

en la que el vehiculo es un vehiculo hidréfobo que se selecciona del grupo que consiste en al menos un
aceite, al menos una cera y combinaciones de los mismos, preferentemente en la que al menos un aceite se
selecciona del grupo que consiste en aceite de semilla de algodon, aceite de almendra, aceite de canola,
aceite de coco, aceite de maiz, aceite de semilla de uva, aceite de oliva, aceite de cacahuete, aceite de
azafran, aceite de sésamo, aceite de soja y combinaciones de los mismos; o

que esta en una forma adecuada para la administracion cosmética o dermatolégica; o

que esta en una forma adecuada para la administracion por una ruta seleccionada del grupo que consiste en
oral, tépica, parenteral, intramuscular, subcutanea, intradérmica, vaginal, rectal, intracraneal, intranasal,
intraocular, auricular, pulmonar, intralesional, intraperitoneal, intraarterial, intracerebral,
intracerebroventricular, intradsea e intratecal; o

que esta en una forma adecuada para la administracion por inyeccion; o

que comprende al menos uno de un complejo de inclusién, una nanoemulsién, una microemulsién, una
microparticula lipidica y un dendrimero, preferentemente en la que el complejo de inclusion comprende al
menos una ciclodextrina, o en la que la nanoemulsion comprende goticulas que tienen un tamafio de
particula promedio menor de 800 nm, o en la que la microemulsidén comprende al menos un tensioactivo no
idnico, mas preferentemente en la que el tensioactivo no idnico se selecciona del grupo que consiste en un
aceite de ricino polietoxilado, un éster de acidos grasos de sorbitan de polioxietileno (polisorbatos), un
poloxamero, un derivado de la vitamina E, un éter alquilico de polioxietileno, un estereato de polioxietileno, un
glicerido poliglicolizado saturado o combinaciones de los mismos.

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 5,

en la que el vehiculo es un vehiculo hidréfobo que se selecciona del grupo que consiste en al menos un
aceite, al menos una cera y combinaciones de los mismos, preferentemente en la que al menos un aceite se
selecciona del grupo que consiste en aceite de semilla de algodon, aceite de almendra, aceite de canola,
aceite de coco, aceite de maiz, aceite de semilla de uva, aceite de oliva, aceite de cacahuete, aceite de
azafran, aceite de sésamo, aceite de soja y combinaciones de los mismos; o

que esta en una forma adecuada para la administracion cosmética o dermatolégica; o

que esta en una forma adecuada para la administracion por una ruta seleccionada del grupo que consiste en
oral, tépica, parenteral, intramuscular, subcutanea, intradérmica, vaginal, rectal, intracraneal, intranasal,
intraocular, auricular, pulmonar, intralesional, intraperitoneal, intraarterial, intracerebral,
intracerebroventricular, intradsea e intratecal; o
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que esta en una forma adecuada para la administracion por inyeccion; o

que comprende al menos uno de un complejo de inclusién, una nanoemulsiéon, una microemulsién, una
microparticula lipidica y un dendrimero, preferentemente en la que el complejo de inclusion comprende al
menos una ciclodextrina, o en la que la nanoemulsion comprende goticulas que tienen un tamafio de
particula promedio menor de 800 nm, o en la que el liposoma comprende una vesicula multilamelar o en la
que la microemulsion comprende al menos un tensioactivo no iénico, mas preferentemente en la que el
tensioactivo no iénico se selecciona del grupo que consiste en un aceite de ricino polietoxilado, un éster de
acidos grasos de sorbitan de polioxietileno (polisorbatos), un poloxamero, un derivado de la vitamina E, un
éter alquilico de polioxietileno, un estereato de polioxietileno, un glicerido poliglicolizado saturado o
combinaciones de los mismos.

La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4-8,

en una forma seleccionada del grupo que consiste en una capsula, un comprimido, un liposoma, un
supositorio, una suspensién, una pomada, una crema, una locién, una solucién, una emulsioén, una pelicula,
un cemento, un polvo, un pegamento, un aerosol y un; o

para su uso en el tratamiento de un trastorno de la piel o del cuero cabelludo, preferentemente en el que el
trastorno de la piel o el cuero cabelludo se selecciona del grupo que consiste en alopecia, eccema, psoriasis,
queratosis seborreica y seborrea; o

para su uso en el tratamiento de dafio tisular, preferentemente en el que el dafio tisular esta asociado con
una lesion o traumatismo seleccionado del grupo que consiste en un infarto de miocardio, una embolia
pulmonar, un infarto cerebral, una enfermedad oclusiva de una arteria periférica, una hernia, un infarto
esplénico, una ulcera venosa, una axotomia, un desprendimiento de retina, una infecciéon y un procedimiento
quirargico; o

para su uso en el tratamiento de una herida, preferentemente en el que la herida se selecciona del grupo que
consiste en una Ulcera venosa en la pierna, una Ulcera por presion, una Ulcera de pie diabético, una
quemadura, una herida por amputacion, una Ulcera de decubito (escara de decubito), un injerto donante de
piel de espesor parcial, un sitio donante de injerto de piel, un sitio de implantacion de dispositivo médico, una
herida por mordedura, una herida por congelacion, una herida por puncion, una herida de metralla, una
dermoabrasion, una contusion, una infeccion, una herida y una herida quirurgica.

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el mirceno polimérico es un producto de una
sintesis quimica, o se deriva de una fuente vegetal, en la que el mirceno polimérico tiene un peso molecular
promedio en ndmero de al menos 800 hasta 50 000, y en la que el mirceno polimérico tiene un grado de
pureza de al menos un 80 %.
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NOMBRE J5K10.11.08
EXPNO 1
PROCNO 1
Fecha 20081110
Hora 8,21
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zg
TD 32768

DISOLVENTE CDC13
NS 8
DS 0
SWH 4194,631 Hz
FIDRES 0,128010 Hz
AQ 3,9059956 s
RG 71,8
DW 119,200 us
DE 6,00 us
TE 2972 K
D1 0,00100000 s
TDO L
========  (CANALfl ========
NUC1 1H
P1 9,00 us
PL1 -3,0dB
SFO1 3,001319000 MHz
SI 32768
SF 300,1300055 MHz
WDW EM
SSB 0
LB ; 0,00 Hz
GB 0
PC 0,50

FIGURA 3, CONTINUACION
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FIGURA 4
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NOMBRE J5K10.11.08
EXPNO 2
PROCNO 1
Fecha 20081110
Hora 8,26
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zgdc
TD 32768
DISOLVENTE CDC13
NS 1808
DS 0
SWH 19723,865
FIDRES 0,601925
AQ 0,8307188
RG 5792, 6
DW 25,350
DE 9,406
P 297,2
D1 0,10000000
dll 0,03000000
NUC1 13C
Pl 3.5 00
PL1 -5,00
SFO1l 75,4759867
===——c—= CANAL f2 =——2—
CPDPRG2 waltzlé
NUC?2 1H
PCPD2 100,00
PL2 -6,00
PL12 12,00
SFO2 300,1312000
ST 32768
SF 75,4677482
WDW EM
SSB 0
LB 5,00
GB 0
PC 1., 00

MHz

MHz

FIGURA 4, CONTINUACION
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NOMBRE J5K17.12.08
EXPNO 2
PROCNO 1
Fecha_ 20081217
Hora 9,06
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zg

TD 32768
DISOLVENTE CDC13

NS 24

DS 0
SWH 4194,631 Hz
FIDRES 0,128010 Hz
AQ 3,9059956 s
RG 71,8

DW 119,200 us
DE 6,00 us
TE 297,2 K
D1 - 0,00100000 s
TDO 1
======== CANAL fl1 ========
NUC1 1H

P1 9,00 us
PL1 -3,00 dB
SFO1 300,1319000 MH=z
Sl 32768

SF 300,1300075 MHz
WDW , EM
SSB 0

LB 0,00 Hz
GB 0

PC 0,50

FIGURA 6, CONTINUACION
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NOMBRE J5K17.12.08
EXPNO |
PROCNO |
Fecha 20081217
Hora 9,11
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zgdc
TD 32768

- DISOLVENTE eoeil
NS 442
DS 0
SWH 19723,865 Hz
FIDRES 0,601925 Hz
AQ . 0,8307188 s
RG 5792,6
DW 25,350 us
DE 9,46 us
G d 997,22 ¥
D1 0,10000000 s
dil1l 0,03000000 s
TDO 1
=z=z=z==z== CANAL fl ========
NUC1 131
P1 3,00 us
g iy -5,00 dB
SFO1 75,4759867 MHz
======== CANAL f2 ========
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
PCPD2 100,00 us
PL2 -6,00 dB
PL12 12,00 dB
SFO2 300,1312000 MHz
SI 32768
SF 75,4677483 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 2,00 Hz
GB 0
PC 1,00

FIGURA 7, CONTINUACION
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