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DESCRIPCION
Composicion neuroprotectora que comprende Poligalae, Astragalos, Chuanxiong y Angelicae Sinensis
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de componentes de la Medicina Tradicional China (TCM) para la activacion de
canales de potasio sensibles al ATP (canales Katp).

No se admite que ninguno de los diversos documentos, etc. citados en este texto sean parte del estado de la técnica
referido a la presente invencion.

Introduccién

El MLC 601 (NeuroAid) muestra resultados prometedores en la recuperacion de los pacientes después de sufrir
accidentes cerebrovasculares (Chen et al., 2009). Combina 9 hierbas y 5 componentes animales. Una férmula
simplificada del MLC601, llamada MLC901 (NurAid II, Neuroaid Il o Neuroaid2), basada en sus 9 componentes
herbarios, también esta disponible en la actualidad. El tratamiento con MLC-601 se utiliza hoy dia en varios paises,
tanto en Asia como en Oriente Medio, para pacientes que han padecido un accidente cerebrovascular. Un estudio
multicéntrico, aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo para investigar la Eficacia de MLC601 proveniente
de la Medicina CHIna en la en la recuperacion por Accidentes Cerebrovasculares (CHIMES, por sus siglas en inglés)
esta vigente actualmente en Asia (Venketasubramanian et al., 2009). La seguridad del MLC601 en la hemostasis,
hematologia y bioquimica se ha establecido tanto en sujetos normales como en pacientes con accidente
cerebrovascular (Gan et al., 2008; Young et al., 2010). Su aparente eficiencia en la mejora de la velocidad del flujo
sanguineo cerebral (Shahripour et al., 2011) y la rehabilitacién de accidentes cerebrovasculares, incluso varios meses
después del accidente cerebrovascular (Chen et al., 2009), son argumentos contundentes para continuar sus estudios
fundamentales y entender mejor, en modelos animales asi como a nivel celular y molecular, cémo funciona el MLC901.
Los inventores demostraron previamente con roedores que tanto MLC601 como MLC901 mejoraban la supervivencia,
protegian el cerebro de padecer una lesion isquémica focal y disminuian drasticamente los déficits funcionales
inducidos por accidente cerebrovascular (Heurteaux et al., 2010). Ademas, en un modelo de isquemia global, imitando
a un paro cardiaco, se ha demostrado que MLC901 previene la necrosis y la apoptosis de las neuronas del hipocampo
y mejora la recuperacion motora y cognitiva (Quintard et al., 2011). Los documentos WO 2007/106049, WO
2010/110755, Sherry y Youne, 2010 (Cerebrovascular Diseases, vol. 30, pags. 1-6) y el documento WO 2010/053456
describe el uso de Neuroaid y/o Neuroaid2 para el tratamiento del accidente cerebrovascular y otros trastornos.

Entre los muchos mecanismos posibles de los efectos beneficiosos de MLC601 o MLC901 contra la isquemia, los
inventores han establecido que estos estimulan la expresion de BDNF, mejoran la neurogénesis, promueven la
proliferacion celular y estimulan el crecimiento de neuritas. Ademas, la via Akt, que se sabe que esta implicada en la
supervivencia celular, parece ser critica en el efecto protector MLC901, y la TCM previene la oxigenacion de lipidos
exagerada producida por la isquemia (Quintard et al., 2011).

El cerebro requiere de un suministro continuo de oxigeno y glucosa para mantener su funcién. Las neuronas son
extremadamente vulnerables a las lesiones hipdxicas. En condiciones clinicas como la isquemia cerebral, la pérdida
permanente de funciones neuronales se produce en cuestion de minutos después de padecer una hipoxia grave. La
homeostasis idnica (Na*, K*, Ca?*, Cl) del tejido cerebral se altera en gran medida y las neuronas se despolarizan
después de la privacion de oxigeno lo que conduce a un hinchamiento de éstas, una sobrecarga de calcio v,
posteriormente, a la muerte de las neuronas (Dirnagl et al., 1999; Lee et al., 2000, Obrenovitch, 2008). Debido a que,
en condiciones isquémicas, el nivel de ATP intracelular cae sustancialmente, porque la relacion ADP/ATP se
incrementa drasticamente, los canales Karp se activan dando como resultado la hiperpolarizacién de la membrana
(Amoroso et al., 1990; Ashcroft y Ashcroft, 1990; Mourre et al, 1989). Esta hiperpolarizacién previene, durante un corto
periodo de tiempo, una liberaciéon masiva de glutamato excitotoxico. Se ha propuesto una activacion sostenida de los
canales Katp como una posible forma neuroprotectora contra la isquemia cerebral y, de hecho, se ha demostrado que
los canales de potasio abridores Kate son neuroprotectores (Blondeau et al., 2000; Heurteaux et al., 1993; Heurteaux
et al., 1995; Lauritzen et al., 1997, Liss and Roeper, 2001).

El trabajo descrito en este documento fue disefiado para investigar la eficacia terapéutica de MLC901 en un modelo
celular de privacion de glucosa en oxigeno, que imita especificamente el rapido agotamiento de oxigeno y glucosa
visto en condiciones isquémicas in vivo. La privacion de glucosa en oxigeno inducida por la muerte neuronal es inhibida
por la glibenclamida, un inhibidor de los canales Karp. La activacion de estos canales permite que las células
sobrevivan. Entre los candidatos interesantes a la neuroproteccion contra la isquemia, este trabajo ha demostrado un
efecto activador muy interesante en los canales Karp.

Los canales de potasio sensibles al ATP son un tipo de canal de potasio que es inhibido por el ATP y activado por el
ADP cuando el nivel de ADP disminuye. Debido a que los canales Katp tienen amplias y criticas funciones fisiologicas,
se han convertido en objetivos farmacolégicos. Los abridores del canal Katp (también conocidos como KCO o abridores
del canal de potasio (PCO)) representan un grupo estructuralmente diverso de compuestos que actdan como
activadores (agonistas) de la actividad del canal Karp. Algunos ejemplos de PCO son pinacidil, cromakalim y diazoxida.
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Compendio

La presente invencion se refiere a una composicion o un kit que consta de cuatro componentes particulares
seleccionados en los componentes de Neuroaid2 para activar canales Katp y para usar en el tratamiento de diversas
enfermedades y trastornos como se define en el conjunto de reivindicaciones adjuntas. Los componentes de
Neuroaid2 se seleccionan del grupo que consiste en: Salviae Miltiorrhizae, Prunus persica; Polygalae; acori tatarinowii;
Astragalo; Paeoniae Rubra; Chuanxiong; Carthamus tinctorius; y angelicae sinensis, y los componentes seleccionados
de Neuroaid2 consisten en Polygalae, Astragali, Chuanxiong y angelicae sinensis.

Las realizaciones, tal como se definen en la presente memoria descriptiva, incluyen el uso de los componentes de
Neuroaid2 para activar los canales de potasio sensibles al ATP. Los usos de los componentes del Neuroaid2 incluyen
usos in vivo, in vitro y ex vivo. Se prevé que mediante la activacion de los canales de Kare se puedan tratar de manera
util diversas enfermedades y afecciones. Ejemplos de usos de los componentes de Neuroaid2 vy
enfermedades/afecciones que pueden tratarse con los componentes de Neuroaid2: incluyen obesidad, incontinencia
(preferiblemente incontinencia urinaria), hipertension, prevencion de lesiones isquémicas o de reperfusion; tratamiento
de hiperinsulemia o hiperinsulinismo; tratamiento de hipoglucemia; prevencion de la transicion de prediabetes a
diabetes; tratamiento de diabetes tipo Il; correccion de los defectos en la secrecion de insulina y la sensibilidad a la
insulina que contribuyen a la prediabetes y la diabetes tipo II; preservacion de la funcion pancreatica en diabéticos tipo
I; tratamiento de hiperlipidemia; prevencién del aumento de peso en individuos predispuestos a la obesidad;
tratamiento del sindrome metabdlico (o sindrome X); tratamiento del sindrome de ovario poliquistico; tratar el aumento
de peso, la dislipidemia o el deterioro de la tolerancia a la glucosa en sujetos tratados con farmacos antipsicéticos;
prevenir el aumento de peso, la dislipidemia o el deterioro de la tolerancia a la glucosa en sujetos tratados con farmacos
antipsicoticos; tratamiento de cualquier enfermedad en la que la hiperlipidemia, hiperinsulemia, hiperinsulinismo,
hiperlipidemia, hiperfagia u obesidad sean factores contribuyentes a la gravedad o progresion de la enfermedad,
incluidos, entre otros, el sindrome de Prader Willi, el sindrome de Froelich, el sindrome de Cohen, el sindrome de
Summit, el sindrome de Alstrom, el sindrome de Borjesen, sindrome de Bardet-BiedI, hiperlipoproteinemia tipo I, I, 1l
y IV; neurodegeneracion; accidente cardiovascular; isquemia; epilepsia; dolor; vejiga hiperactiva; sindrome del
intestino irritable; perdida de cabello; calvicie; alopecia; disfuncion eréctil masculina; trastornos sexuales femeninos;
parto prematuro; hiperplasia benigna de préstata (BPH); dismenorrea; enfermedad de la arteria coronaria; angina;
hiperactividad de las vias respiratorias; trastornos de la alimentacion; utilizar como agente antineoplasico (por ejemplo,
para tratar canceres cerebrales); enfermedades del musculo esquelético tales como miotonia congénita y paralisis
hipercalémica; utilizar como vasodilatador; asma; detener el latido cardiaco normal para realizar una cirugia de
trasplante de drganos cardiacos, adrticos, neurovasculares y cardiopulmonares y otras operaciones relacionadas;
impotencia; tratamiento de arritmias; diabetes (por ejemplo, diabetes mellitus tipo | o tipo Il); resistencia a la insulina;
tratar la piel humana sensible; insuficiencia cardiaca; trastornos vasculares periféricos; insulinoma; hiperinsulinismo
congénito; isquemia retiniana; reducir el consumo de alimentos que contienen grasas; hipoglucemia; depresion o
trastornos del animo relacionados con la depresion; enfermedades/afecciones que se benefician de la neuroproteccion
(ver discusion a continuacion); y neurocondicionamiento. Otros usos y enfermedades/afecciones que pueden tratarse
de manera util incluyen los enumerados en los documentos W02007/106049, W0O2010/053456 y WO2010/110755.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Efecto neuroprotector de MLC901 en la muerte neuronal inducida por la privacion de glucosa en oxigeno
(OGD) y su inhibicion por glibenclamida

Fueron tratados con OGD durante 2 horas neuronas corticales en cultivo. MLC901 (1 ug/mL) se aplicé dos horas antes
que OGD (pre-OGD), durante OGD (OGD) o dos horas después que OGD (post-OGD). Glibenclamida se aplicé
después de 30 min que OGD antes que MLC901. Los histogramas muestran la supervivencia celular normalizada
después de los tratamientos con MLC901 y glibenclamida.

Se aplicé glibenclamida (10 pM) sola o 30 min antes de MLC901. En ambas circunstancias, la glibenclamida inhibié la
proteccion inducida por MLC901 contra el dafio de la OGD (n = 12 placas por grupo experimental,. ***P<0,001 frente
al grupo de vehiculos y P<0,001 frente al grupo MLC901).

Figura 2. Efecto de MLC901 en corrientes Kare enddgenas en células INS-R9. Rastros de corriente registrados en
condiciones de control y en presencia de MLC901(1 pg/ml) solo, MLC901 (1 pg/ml) + Pinacidil (10 uM) o MLC901(1
pg/ml) + Pinacidil (10 yM) + Glibenclamida (10 pM).

Figura 3. Efecto de MLC901 en canales Karp (Kir 6.1/SUR2) expresado en ovocitos de Xenopus.

(A) Rastros de corriente tipicos registrados en condiciones de control (90 K, n = 6), en presencia de Azida (3 mM) sola
o Azida + Pinacidil (10 uM) o Azida + Pinacidil + Glibenclamida (10 yM) (n = 6 por condicién). (B) Las trazas de
corriente tipicas registradas en condiciones de control (90 K, n = 6), y en presencia de Azida (3 mM) sola, Azida +
MLC901 (1 pg/ml), Azida + MLC901 (1 pg/mL) + Glibenclamida (10 uM) (n = 6 por condicién). (C) Relaciones de
corriente de célula completa-tensién obtenidas con rampas de tensién que van desde -160 a +80 mV en condiciones
de control (90K), y en presencia de Azida (3 mM) sola, Azida + MLC901 (1 pg/mL) o Azida + MLC901 (1 pg/ml) +
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Glibenclamida (10 uM) (n = 6 por condicion). (D) Histogramas correspondientes que muestran la amplitud de corriente
a -120 mV para todas las condiciones probadas (n a 6; **P<0,01 y ***P<0,001).

Figura 4: Efectos de NA4 (1 ug/ml) en corrientes Karp en ovocitos de Xenopus (n = 4)

Las corrientes se registraron en la condicion de control simétrico de potasio. La actividad del canal Kare se evalud
mediante el agotamiento de ATP intracelular en 3 mM de azida sddica.

Protocolo de perfusion: la corriente se registrd por primera vez en condiciones de control (solucién de potasio simétrica)
(90K+). Luego, la actividad del canal se mejoré con 6 minutos de perfusion de azida sédica 3 mM que se mantuvo
durante todo el experimento. MLC901 u otros productos por lotes se perfundieron 6 minutos después de la perfusion
de azida sédica. En todos los experimentos, se evalud la inhibicién de las corrientes registradas por Glibenclamida

(glib) (10 uM).
Figura 5: Efectos de NA4 ( 1ug/ml) en las corrientes Karp €n ovocitos (n=4)

Las corrientes se registraron en la condiciéon de control simétrico de potasio. La actividad del canal Kate se evalud
mediante el agotamiento de ATP intracelular en 3 mM de azida sddica.

Protocolo de perfusién: la corriente se registrd por primera vez en condiciones de control (solucién simétrica de
potasio). Luego, la actividad del canal se mejoré con 6 minutos de perfusion de azida sédica 3 mM que se mantuvo
durante todo el experimento. MLC901 u otros productos por lotes se perfundieron 6 minutos después de la perfusion
de azida sddica. En todos los experimentos se evalud la inhibicion de las corrientes registradas por Glibenclamida

(glib) (10 pM).
Figura 6:

Las 2 muestras, NeuroAid2 (nuestro control con las 9 plantas) y "NA3" (chuanxiong, sinensis, astragalo (radix
astragali)) activan el canal.

Glosario de términos

Esta seccion tiene por objeto proporcionar orientacion sobre la interpretacion o el alcance de las palabras y frases que
se exponen a continuacion (y, en su caso, las variantes gramaticales de las mismas). Ademas, en otras secciones de
esta memoria descriptiva se pueden encontrar mas orientaciones sobre la interpretacion o el alcance de determinadas
palabras y frases utilizadas en el presente documento (y, en su caso, las variantes gramaticales correspondientes).

Las palabras "una/uno”, "un" y "la/el" se emplean para describir elementos y componentes de la invencion. Esto se
hace simplemente por conveniencia y para dar un sentido general de la invencion. Esta descripcion debe leerse para
incluir uno o al menos uno y el singular también incluye el plural, a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Asi, por ejemplo, la expresion "un agente" incluye una referencia a un solo agente, asi como a una pluralidad

de agentes (incluidas las mezclas de agentes). También debe sefialarse que el término "0" se emplea generalmente
en su sentido incluyente de "y/o", a menos que el contenido indique claramente lo contrario.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aproximadamente”, tal como se utiliza en relacién con un
valor numérico, significa, por ejemplo, el +25 % del valor numérico, preferiblemente +15 %, mas preferiblemente el
+10 %, mas preferiblemente +5 % vy, preferiblemente, +2 % o #1 %. Cuando sea necesario, la palabra
"aproximadamente" podra omitirse de la definicién de la invencion.

Por "paciente con accidente cerebrovascular cerebral" se incluye a aquellos pacientes que han sufrido un accidente
cerebrovascular cerebral isquémico o hemorragico. Un accidente cerebrovascular cerebral es una muerte repentina y
permanente de las células cerebrales que ocurre cuando el flujo de sangre se bloquea y no puede entrar oxigeno al
cerebro, el accidente cerebrovascular isquémico ocurre con mayor frecuencia cuando el flujo de sangre se bloquea
por una coagulacién de la sangre (también conocida como «trombosis» arterial) o por un coagulo separado que se
aloja en una arteria (denominado «accidente cerebrovascular embdlico»). El accidente cerebrovascular hemorragico
es el resultado de la ruptura de una pared arterial y de la fuga de sangre en el cerebro circundante. El accidente
cerebrovascular hemorragico, al igual que el accidente cerebrovascular isquémico, causa la muerte del tejido al privar
al cerebro de sangre y oxigeno, y da como resultado una serie de discapacidades neurolégicas (motoras, del habla)
asi como discapacidades funcionales.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "comprender" significa "incluir". Asi, por ejemplo, una
composicion "que comprende" componentes Neuroaid2 puede consistir exclusivamente en los componentes de
Neuroaid2 o puede incluir uno o mas componentes adicionales (por ejemplo, un agente activo adicional, un portador
o excipiente farmacéuticamente aceptable, etc.). Por lo tanto, debe entenderse que el término "comprender” incluye,
dentro de su ambito de aplicacién, realizaciones en las que uno o mas elementos adicionales no citados estan
presentes, asi como los términos mas restrictivos "que consisten esencialmente en" y "que consisten en" (es decir,
cuando solo estan presentes los elementos citados). El término "incluir" debe interpretarse de la misma manera para
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abarcar "incluyendo, entre ofros...", y las expresiones mas restrictivas "que consisten esencialmente en y "que
consisten en."

El término "extraccion”, tal como se utiliza en el presente documento, incluye una referencia a un método de separacion
en el que el material vegetal (por ejemplo, partes picadas de una planta, ya sea fresca o seca) se pone en contacto
con un disolvente liquido para transferir uno o mas componentes del material vegetal al material vegetal al material
vegetal en el disolvente.

La expresion "in vivo" tal como se utiliza en el presente documento incluye una referencia al uso de un organismo vivo.
Esto contrasta con la expresion "in vitro" donde no se utiliza un organismo vivo entero. La expresion "in vitro" debe
entenderse en el sentido de que incluye, entre otras cosas, usos "ex vivo" mediante los cuales se pueden emplear
células, tejidos, etc. que no forman parte de un organismo vivo entero (por ejemplo, células o tejidos de cultivos
celulares o tisulares, biopsias, organismos muertos, etc.). Otros ejemplos no limitantes de "in vitro" se relacionan con
el uso de extractos celulares o lisados.

Los términos "paciente" y "sujeto" se utilizan indistintamente en el presente documento y los términos incluyen una
referencia a cualquier animal humano o no humano (preferiblemente un mamifero) que se desee tratar utilizando la
presente invencion. Sin embargo, se entendera que "paciente” o "sujeto” no implica que los sintomas estén presentes.
El término "mamifero”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier miembro de la clase
Mammalia, incluyendo, sin limitacién, a humanos y primates no humanos como chimpancés y otras especies de simios
y monos; animales de granja como ganado bovino, ovino, porcino, caprino y equino; animales domésticos/de compafia
como perros y gatos; animales de laboratorio (por ejemplo, conejos y roedores como ratones, ratas y conejillos de
indias, y similares). Preferiblemente, el mamifero es humano.

La expresién "accidente cerebrovascular" se refiere a la muerte subita de las células tisulares debido a la falta de
oxigeno cuando el flujo sanguineo se ve afectado por bloqueo o ruptura de una arteria. El accidente cerebrovascular
es un accidente vascular que puede ocurrir en el cerebro o en el sistema cardiaco. Esta ultima condiciéon se conoce
médicamente como "infarto de miocardio” y es conocido mas comunmente como "ataque al corazon”.

El término "tratamiento”, tal como se utiliza en el presente documento, esta destinado a ser interpretado de una forma
amplia e incluye una referencia a todos y cada uno de los usos que remedian un estado de enfermedad o sus sintomas
(por ejemplo, reducir la gravedad de la enfermedad o sus sintomas, reducir la frecuencia de los sintomas, etc.),
prevenir el establecimiento de enfermedades, o prevenir, obstaculizar, retrasar o revertir la progresion de una
enfermedad u otros sintomas indeseables de alguna manera, incluso si el tratamiento no tiene éxito en ultima instancia.
El tratamiento puede ser con respecto a un paciente que ya tiene el trastorno, o con respecto a un paciente que es
propenso a tener el trastorno o en el que se debe prevenir el trastorno. Por lo tanto, el término "tratamiento” (y para
evitar dudas, las variantes gramaticales del mismo como "tratar", etc.) puede referirse al tratamiento terapéutico o al
tratamiento profilactico o preventivo.

Los términos "enfermedad”, "trastorno” y "condicion" pueden utilizarse en el presente documento indistintamente, a
menos que el contexto indique claramente lo contrario.

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que comunmente es entendido por los expertos ordinarios en la técnica a la que pertenece
la invencion.

Descripcion detallada

Un aspecto, tal como se define en la presente memoria descriptiva, proporciona el uso de cuatro componentes
Neuroaid2 para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad/trastorno en un paciente en el que la
enfermedad/trastorno se puede tratar activando los canales de Katp y en el que los cuatro componentes de Neuroaid2
consisten en Polygalae, Chuanxiong, preferiblemente su rizoma (es decir, el rizoma chuanxiong); angelicae sinensis
(Angelica china o DanGui), preferiblemente la raiz (es decir, radix angelicae sinensis); y Astragali (algarroba lechera o
Huang Qi), preferiblemente la raiz (es decir, radix astragali).

Otro aspecto, tal como se define en la presente memoria descriptiva, proporciona una composiciéon o kit que
comprende cuatro componentes de Neuroaid2 que consisten en Polygalae, Chuanxiong, preferiblemente el rizoma de
los mismos (es decir, rizoma chuanxiong); angelicae sinensis (Angelica china o DanGui), preferiblemente la raiz (es
decir, radix angelicae sinensis); y Astragali (Algarroba lechera o Huang Qi), preferiblemente la raiz (es decir, radix
astragali).

Los aspectos anteriores, tal como se definen en la presente memoria descriptiva se describen con mas detalle a
continuacién, de modo que las siguientes secciones estas destinadas a proporcionar una cierta orientacion sobre la
implementacion y el alcance de los diversos aspectos segun se definen en la presente memoria descriptiva y el alcance
de la invencion tal como se define en el conjunto adjunto de las reivindicaciones.
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Activacion de los canales Katp

Los diversos aspectos segun se definen en la presente memoria descriptiva se relacionan con la activacion de los
canales Katp por componentes Neuroaid2. Mediante el uso de los componentes Neuroaid2, los canales Katp pueden
activarse en uno o mas tipos de células. Por ejemplo, los canales Katp pueden activarse en uno o mas de los siguientes
tipos de células: células neuronales, células del musculo liso (por ejemplo, células musculares lisas vasculares, células
musculares lisas de la vejiga), miocitos cardiacos, células beta pancreaticas, células del tejido adiposo y células del
musculo esquelético. En al menos algunas realizaciones de los diversos aspectos segun se definen en la presente
memoria descriptiva, los componentes Neuroaid2 son para activar canales Karp en células que no son células
neuronales. Los canales Katp se encuentran en varios lugares celulares, incluyendo la membrana plasmatica,
mitocondrias ("mitoKarte ") y nucleares ("nucKate"). Se prevé que los componentes Neuroaid2 puedan utilizarse para
la activacion de los canales Katp €n uno o mas de estos lugares. Sin embargo, en al menos algunas realizaciones se
proporciona el uso de componentes de Neuroaid2 para la activacion de los canales Katp de la membrana plasmatica.
En al menos algunas realizaciones de la invencion se proporciona el uso de los componentes Neuroaid2 para la
activacion de los canales Karp sarcolemmales.

Los componentes de Neuroaid2 se utilizan en varios métodos de tratamiento mediante la activacién de canales Karp.
Los componentes Neuroaid2

1. Salviae Miltiorrhizae (Salvia miltiorrhiza o Dan Shen), por ejemplo la raiz (radix) y/o rizoma (rizoma) de la misma
(en las realizaciones preferidas, el radio, o radix et rizome);

2. Prunus persica (Melocotdn o Tao ren), preferiblemente su semilla;

3. Poligalae (polvo fino de tenuifolia, Polygala tenuifolia Willd., Polygala sibirica L. o Yuanzhi), preferiblemente la raiz
de la misma (es decir, radix polygalae);

4. acori tatarinowii (acoro o Shichangpu), preferiblemente el rizoma del mismo (es decir, rizoma acori tatarinowii);
5. Astragalos (Algarroba lechera o Huang Qi), preferiblemente la raiz (es decir, radix Astragalos);

6. Paeoniae Rubra (Peonia Roja, Paeonia lactiflora Pall, Paeonia veitchii Lynch o Chi Shao), preferiblemente la raiz
(es decir, radix paeoniae rubra);

7. Chuanxiong; preferiblemente el rizoma del mismo (es decir, rizoma chuanxiong);
8. Carthamus tinctorius (flor de azafran salvaje o HongHua), preferiblemente su flor; y
9. Angelicae sinensis (raiz de angélica o DanGui), preferiblemente la raiz (es decir, radix angelicae sinensis).

Los cuatro componentes de Neuroaid2 seleccionados de los 9 componentes de Neuroaid2 anteriores y que componen
Polygalae, Chuanxiong, angelica sinensis y astragalos se conocen en este documento como "los componentes
Neuroaid2 seleccionados".

Las combinaciones de componentes de Neuroaid2 pueden ser adecuadamente aditivas o sinérgicas. Un efecto
"aditivo" se refiere a un efecto farmacéutico beneficioso producido por la combinaciéon que es mayor que el efecto de
cualquiera de los componentes de la combinacion cuando se presenta individualmente. Un efecto "sinérgico" se refiere
a un efecto farmacéutico beneficioso producido por la combinaciéon que es mayor que la suma de los efectos de los
componentes de la combinacién cuando se presentan individualmente.

Los diversos aspectos segun se definen en la presente memoria emplean cuatro de los componentes neuroaid2 antes
mencionados que consisten en Polygalae, Chuanxiong, preferiblemente el rizoma del mismo (es decir, rhizoma
chuanxiong); Angelicae sinensis (raiz de angélica o DanGui), preferiblemente la raiz (es decir, radix angelicae
sinensis); y astragalos (Algarroba lechera o Huang Qi), preferiblemente la raiz (es decir, radix astragali).

En la presente invencion se emplean solo 4 componentes de Neuroaid2 que son Polygalae, Chuanxgiong, Angelica
sinensis y Astragalos.

En la invencion, los componentes seleccionados de Neuroaid2 consisten en:
i. Astragalos (Algarroba lechera o Huang Qi), preferiblemente la raiz (es decir, radix astragali);
ii. Chuanxiong; preferiblemente el rizoma del mismo (es decir, rizoma chuanxiong).
iii. Angelicae sinensis (raiz de angélica o DanGui), preferiblemente la raiz (es decir, radix angelicae sinensis); y

iv. Poligalae (polvo fino de tenuifolia, Polygala tenuifolia Willd., Polygala sibirica L. o Yuanzhi), preferiblemente la raiz
de la misma (es decir, radix polygalae);
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Neuroaid y Neuroaid Il

Los componentes de Neuroaid2 son los nueve componentes herbaceos de NeuroAid Il (también conocido como
NurAid I, Neuroaid2 y MLC901). Los nueve componentes herbaceos de NeuroAid Il son:

Radix astragali

Radix salviae miltiorrhizae

Radix paeoniae rubra

Rhizoma chuanxiong

Radix angelicae sinensis

Carthamus tinctorius

Semen persica

Radix polygalae

Rhizoma acori tatarinowii

Neuroaid H comprende lo siguiente junto con dextrina o maltodextrina como excipiente:

Componentes de MLC901 *Cantidad (mg) por capsula
Radix astragali 800
Radix salviae miltiorrhizae 160
Radix paeoniae rubra 160
Rhizoma chuanxiong 160
Radix angelicae sinensis 160
Carthamus tinctorius 160
Semen persica 160
Radix polygalae 160
Rhizoma acori tatarinowii 160

NeuroAid® (MLC601) de Moleac Pte Ltd es un producto TCM en forma de capsula que comprende 9 componentes
herbaceos y 5 componentes animales. NeuroAid™ comprende Radix Astragali (raiz membranosa del algarrobo de la
leche o Huang Qi), Radix et Rhizoma Salviae Miltiorrhizae (raiz de salvia roja o Dan Shen), Radix Paeoniae Rubra
(raiz de peonia roja, Paeonia lactiflora Pall, Paeonia veitchii Lynch o Chi Shao), rizoma de Ligusticum Chuanxiong
(Chuan Xiong), radix angelicae sinensis (raiz de Angelica china o DanGui), Flor de Carthamus Tinctorius (cartamo o
HongHua), Prunus Persica (semilla de melocotdn o Taoren), Radix Polygalae (raiz de mosto de hoja delgada, Polygala
tenuifolia Willd., Polygala sibirica L. o Yuanzhi), Rhizoma acori Tatarinowii (rizoma de hierba dulce o Shichangpu),
Buthus martensii (cuerpo seco de escorpion o Quanxie), cuerpo seco de sanguijuelas (Hirudo, Whitmania pigra
Whitman, Hirudo nipponica Whitman, Whitmania acran Whitman o Shuizhi), Eupolyphaga Seu Seteleophaga (cuerpo
seco de escarabajo molido, Eupolyphaga sinensis Walker, Steleophaga plancyi o Tubiechong), Calculus Bovis
Artifactus (bezoar de la vaca natural o artificial o Rengong Niuhuang), y Cornu Saigae Tataricae (Arrecife del Antilope
o Lingyangjiao).

La composicion de MLC601 se muestra en la tabla a continuacién. MLC601 comprende lo siguiente junto con dextrina
como excipiente.

Nombre cientifico en Latin Cantidad
Radix Astragali 0,570 g
Radix salviae miltiorrhizae 0,114 g
Radix paeoniae rubra 0,114 g
Rhizoma chuanxiong 0,114 g
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Radix angelicae sinensis 0,114 g
Carthamus tinctorius 0,114 g
Hirudo 0,0665 g
Eupolyphaga seu steleophaga 0,0665 g
Prunus persica 0,114 g
Calculus bovis artifactus 0,0285 g
Cornu saigae tataricae 0,0285 g
Buthus martensii 0,095 g
Radix polygalae 0,114 g
Rhizoma acori tatarinowii 0,114 g

NeuroAid™, que puede registrarse con diferentes nombres en diferentes paises (por ejemplo, Nuraid, Nu-raid, en
Sudafrica se comercializa como Strocaid™, o Dangi Piantan Jiaonang™), es fabricado y esta disponible
comercialmente en la Republica Popular de China de Tianjin Shitian Pharmaceutical Group Co., Ltd (ubicado en la
zona industrial Jianxin, Ciudad de Wangwenzhuang, distrito de Xiging, ciudad de Tianjin, China; Cddigo Postal
300381). También esta disponible en Moleac Pte Ltd (anteriormente Molecular Acupuncture Pte Ltd), el principal
licenciatario fuera de la Republica Popular China (11 Biopolis Way, Helios N°. 09- 08, Singapur, 138667).

Para evitar dudas, NeuroAid™ y NeuroAid Il no sélo incluyen NeuroAid™ y NeuroAidll, respectivamente, en las formas
en las que se comercializa actualmente, sino que también incluye futuras formulaciones de NeuroAid™ y NeuroAid I,
respectivamente, que pueden, por ejemplo, ser comercializadas por Tianjin Shitian Pharmaceutical Group Co., Ltd o
Moleac Pte Ltd. Tales formulaciones futuras pueden, por ejemplo, variar en cantidades de dosificacion o la
concentracion de sus ingredientes activos, etc.

NeuroAid™ también es conocido como MLC 601 y los términos "NeuroAid™" y "MLC 601" se pueden utilizar
indistintamente. Del mismo modo NeuroAid Il también se conoce como MLC 901, Neuroaid2, NurAid Il, Neuroaidll,
Regenaid y Nu-raidll y estos términos se pueden utilizar indistintamente.

Usos de los componentes del Neuroaid2

Varios usos se han descrito en la técnica del Neuroaid y sus composiciones relacionadas. Véanse, por ejemplo, los
documentos W0O2007/106049, W0O2010/053456 y W0O2010/110755 (todos de Moleac Pte. Ltd.), en particular en
relacién con los usos descritos en el mismo para Neuroaid y las composiciones relacionadas.

Los documentos W0O2007/106049 y WO2010/053456 describen el uso de Neuroaid y las composiciones relacionadas
para el tratamiento de accidentes cerebrovasculares (por ejemplo, accidentes cerebrovasculares cerebrales y
enfermedades cardiovasculares (accidente cerebrovascular cardiaco, principalmente debido a un accidente
cerebrovascular de la arteria coronaria)), trastornos neuroldgicos, tratamiento de pacientes con infarto cerebral,
traumatismo cerebral, traumatismo del sistema nervioso, condiciones relacionadas con la neuroplasticidad,
traumatismo craneoencefalico, paro cardiaco, hemorragia subaracnoidea, apoplejia y su uso como suplemento
dietético para proporcionar nutricion a individuos sanos, asi como a los pacientes afectados con accidentes
cerebrovasculares o trastornos neuroldgicos.

Los trastornos neurolégicos son trastornos que afectan al sistema nervioso central, el sistema nervioso periférico y el
sistema nervioso auténomo, como enfermedades neurodegenerativas (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer y
enfermedad de Parkinson), epilepsia, convulsiones, enfermedades desmielinizantes (por ejemplo, esclerosis multiple),
paralisis cerebral, lesiones traumaticas o tumores en el cerebro, médula espinal y nervios periféricos.

La neuroplasticidad (también conocida como plasticidad cerebral o plasticidad cortical) se refiere a los cambios que
se producen en la organizacion del cerebro y sus circuitos de neuronas, en particular los cambios que se producen en
la ubicacién de funciones especificas de procesamiento de informacion. Este proceso apoya la existencia del
aprendizaje de nuevas funciones como resultado de la experiencia durante el desarrollo como animales maduros y la
creacién de nueva informacién con neuronas sanas pasando por las neuronas dafiadas afectadas por traumatismos
u otras condiciones médicas.

El documento WO02010/110755 incluye datos experimentales relativos a MLC601 y MLC901. Los efectos positivos
sobre la viabilidad celular, la liberacion LDH, la lesidon cerebral isquémica, la neuroproliferacion y el crecimiento de
neuritas se demuestran en ella para MLC601 y MLC901.
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El documento W02010/110755 describe el uso de Neuroaid y las composiciones relacionadas para promover el
crecimiento neuronal y la proliferacién de neuronas o células madre, como en tejidos lesionados o enfermos. La
expresion "crecimiento neuronal” se relaciona con el crecimiento externo direccional general de axénes y dendritas.
El crecimiento neuronal es importante en la formacién o el desarrollo de la sinapsis.

El documento W02010/110755 describe el tratamiento de pacientes con una condicién seleccionada del grupo que
consiste en: indicaciones psiquiatricas tales como trastornos de ansiedad, esquizofrenia, depresion y depresion
postnatal, envejecimiento natural, muerte traumatica de células cerebrales y otras manifestaciones neurolégicas como
amnesia, dolor de espalda, vértigo, inconsciencia, extremidades fantasma, trastornos de la olfacion, dolor de cuello,
dolor de cabeza, migrafas, trastornos del habla. Otros usos que se describen incluyen el tratamiento de:
neurodegeneracion; lesiones o enfermedades del sistema nervioso (por ejemplo, esclerosis lateral amiotrofica (ELA)
y demencia senil); enfermedades neuroldgicas, enfermedades degenerativas; accidente cerebrovascular; artritis
reumatoide, trastornos degenerativos musculares, enfermedades renales y enfermedades hepaticas.

El documento W0O2010/110755 también describe el uso de Neuroaid y composiciones relacionadas para: el bienestar
general de las neuronas; promover la supervivencia celular, la proliferacion o la diferenciacion de las células (por
ejemplo, facilitar asi el cultivo in vitro de diversas células que pueden utilizarse para la ingenieria de tejidos o usos
terapéuticos ex vivo); promover la diferenciacion de células madre y el reclutamiento en tejido sordo o lesionado; tratar
a un paciente con tejido enfermo o lesionado del sistema nervioso central o periférico; promover el crecimiento celular;
promover el crecimiento controlado de condrocitos, células musculares esqueléticas, miocardios, células musculares
lisas, hepatocitos, células renales o células epiteliales de la piel; retrasar los procesos de envejecimiento mejorando
la proliferacion o funciones de células epiteliales o epidérmicas; promover la supervivencia celular y el crecimiento de
neuronas, células madre, condrocitos, células musculares esqueléticas, miocardios, células musculares lisas,
hepatocitos, células renales, islotes de langerhans y células epiteliales de la piel.

En al menos algunas realizaciones de la invencion, la composicion o el kit constan de cuatro componentes particulares
seleccionados en los componentes de Neuroaid2 para activar los canales Karp para su uso en un método para
proporcionar neuroproteccion.

El término "neuroproteccion”, como se usa en el presente documento, incluye una referencia a la preservacion del
tejido neuronal en riesgo de morir, tal como durante un accidente cerebrovascular o después de un accidente
cerebrovascular. El término "neuroproteccion” (y para evitar dudas, sus variantes gramaticales) puede referirse a la
estimulaciéon o promocién de la supervivencia celular, o la prevenciéon de la muerte celular, cuando la célula esta en
riesgo de muerte celular, tal como cuando la célula ha sufrido un traumatismo y lo haria en circunstancias normales
(es decir, sin intervencién/tratamiento), con una alta probabilidad de morir. En consecuencia, se entendera que los
términos "neuroproteccion”, estimulacion o promocion de la supervivencia celular, y la prevencién de la muerte celular
pueden usarse como sinénimos, a menos que el contexto indique lo contrario.

La neuroproteccion se puede usar para proteger a las células del estrés (por ejemplo, falta de oxigeno, falta de glucosa,
estrés por glutamato, radicales libres) dentro del sistema nervioso, tal como dentro del cerebro. Ademas, al promover
la supervivencia, es posible prevenir o ralentizar enfermedades o prevenir o ralentizar una mayor degeneracion del
sistema nervioso en personas que padecen un trastorno degenerativo.

Varios factores pueden poner a las células en riesgo de morir con ejemplos que incluyen: traumas, lesiones,
enfermedades agudas y/o trastornos, enfermedades cronicas y/o ftrastornos, tales como enfermedades
neurodegenerativas. La neurodegeneracion puede estar causada por enfermedades seleccionadas del grupo de la
enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), absceso cerebral, isquemia cerebral, atrofia cerebral
asociada con la diabetes, arteriopatia autosémica dominante cerebral con infartos subcorticales y leucoencefalopatia
(CADASIL), trastornos cerebrovasculares, degeneracion gangliénica corticobasal (CBGD), isquemia cronica,
Sindrome de Creutzfeldt-Jakob, Sindrome de Dandy-Walker, Distrofia muscular de Duchenne, demencia senil,
demencia por el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), encefalomielitis, temblor esencial, ataxia friedreich,
enfermedad del hampario gerstmann, enfermedad de Huntington, hidrocefalia, hipoxia, insomnio familiar fatal, ataque
isquémico transitorio, kuru, sindrome de Landau-Kleffner, enfermedad del cuerpo de Lewy, enfermedad de Machado-
Joseph, meningitis bacteriana y viral, trastornos de la migrafia, mielitis, atrofia olivopotocerebelar, neurodegeneracion
asociada a pantotenato quinasa, enfermedad de Parkinson, poliomielitis, sindrome de postpoliomielitis, enfermedades
priénicas, seudotumor cerebral, sindrome de Shy-drager, enfermedad de Steinert, espasmos infantiles, paralisis
supranuclear progresiva, siringomielia, enfermedades talamicas, trastornos de Tic, sindrome de Tourette, sindrome
de uveomeningoencefalitis, isquemia global y focal y otras enfermedades cardiovasculares en sujetos predispuestos.

Los factores externos también pueden poner a las células en riesgo de morir, como infecciones, exposicion toxica (por
ejemplo, radiacion, productos quimicos o medicamentos), tratamiento médico o quirdrgico (por ejemplo, abertura de
la cavidad craneal). Los métodos de diagnostico también pueden poner a las células en riesgo de morir, ya que los
métodos de diagndstico pueden causar la formacion de radicales libres o tener efectos citotoxicos, como radiografias
y quimioterapia. En consecuencia, en al menos algunas realizaciones las células estan en riesgo de morir debido a
una infeccidn, exposicion toxica (por ejemplo, radiacion, quimica o relacionada con medicamentos), o de tratamiento
médico, quirdrgico o diagndstico.
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Los componentes de Neuroaid2 se pueden utilizar para promover la supervivencia de las células del sistema nervioso
que tienen un riesgo de morir debido a una enfermedad, trastorno, lesién o condicidon del sistema nervioso central
(cerebro o médula espinal) y/o periférico.

Algunos ejemplos son el cancer del sistema neural, el dafio postoperatorio del nervio, el dafio traumatico a los nervios,
por ejemplo, el resultado de una lesion de la médula espinal, la mielinizacion de las fibras nerviosas, el dafio
postisquémico, por ejemplo, el resultado de un accidente cerebrovascular, la demencia multiinfarto, esclerosis multiple,
degeneracion nerviosa asociada con diabetes mellitus, degeneracion neuromuscular, esquizofrenia, depresion
(incluyendo, por ejemplo, depresion postnatal, trastorno bipolar, depresion mayor, etc.), trastornos psiquiatricos,
envejecimiento natural, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, demencia o enfermedad de Huntington,
y migrafas.

Los cuatro componentes de Neuroaid2 seleccionados se pueden utilizar para promover la supervivencia de las células
del sistema nervioso que estan en riesgo de morir debido a una lesién cerebral, accidente cerebrovascular, isquemia,
migrafia, lesion de la médula espinal, una enfermedad neurodegenerativa/trastorno/condicion, demencia (por ejemplo,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, chorea de Huntington y degeneracion espinocerebreallar) o un
trastorno psiquiatrico como la depresion.

En una realizacion preferida de la invencion, la composicion o el kit que consiste en cuatro componentes seleccionados
de los componentes Neuroaid2 son para su uso en el tratamiento de accidentes cerebrovasculares. El paciente puede
haber tenido un accidente cerebrovascular (por ejemplo, en las ultimas 96, 84, 72, 60, 48, 36 o 12 horas) o puede
estar en riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular, como un paciente que esta en riesgo de un primer accidente
cerebrovascular o esta en riesgo de una recurrencia de accidente cerebrovascular. Cuando los componentes de
Neuroaid2 son para el tratamiento de un ictus, los componentes pueden ser opcionalmente para la administracion al
paciente en aproximadamente 96, 84, 72, 60, 48, 36 o 12 horas de un accidente cerebrovascular, como en
aproximadamente 1 a 12 horas después de un accidente cerebrovascular; alrededor de 2 a aproximadamente 10 horas
después de un accidente cerebrovascular; o mas preferiblemente en aproximadamente de 3 a aproximadamente 9
horas después de un accidente cerebrovascular. Opcionalmente, los componentes de Neuroaid2 son para una
administracion al paciente en aproximadamente 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 horas después de un accidente
cerebrovascular. Cuando los componentes de Neuroaid2 puedan utilizarse para tratar a un paciente que esté en riesgo
de recurrencia de un accidente cerebrovascular, los componentes de Neuroaid2 pueden ser para la administracion en
almenos 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 dias después del accidente cerebrovascular anterior, o al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 semanas
después del accidente cerebrovascular anterior, o al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12
meses después del accidente cerebrovascular anterior.

Se prevé que los componentes Neuroaid2 encontraran utilidad con respecto a un uso descrito en la técnica para los
activadores de canales de potasio sensibles a ATP (también conocidos como PCO y KCO), como por uno o mas de
pinacidil, cromakalim y diazoxida. Ejemplos de tales usos se proporcionan a continuacion y en una realizacion preferida
de los diversos aspectos descritos en la presente memoria descriptiva y los componentes de Neuroaid2 se emplean
para un uso que se enumera a continuacion.

Varios usos de los abridores de canales Katp se describen en el documento W02006026469 y estos incluyen: la
prevencion de lesiones isquémicas o de reperfusion; el tratamiento de la hiperinsulemia o hiperinsulinismo; tratamiento
de la hipoglucemia; la prevencion de la transicion de la prediabetes a la diabetes; el tratamiento de la diabetes tipo II;
correccion de los defectos en la secrecion de insulina y sensibilidad a la insulina que contribuyen a la prediabetes y la
diabetes tipo Il; preservacion de la funcidon pancreatica en diabéticos de tipo |; tratamiento de la hiperlipidemia;
prevencion del aumento de peso en individuos que estan predispuestos a la obesidad; tratamiento de la obesidad;
tratamiento del sindrome metabdlico (o sindrome X); tratamiento del sindrome de ovario poliquistico; tratamiento del
aumento de peso, dislipidemia o deterioro de la tolerancia a la glucosa en sujetos tratados con antipsicéticos;
prevencion del aumento de peso, dislipidemia, o deterioro de la tolerancia a la glucosa en sujetos tratados con
antipsicoticos; y el tratamiento de cualquier enfermedad en la que la hiperlipidemia, la hiperinsulfemia, el
hiperinsulinismo, la hiperlipidemia, la hiperfagia u obesidad sean factores que contribuyan a la gravedad o progresion
de la enfermedad, incluidos, entre otros, el Sindrome de Prader Willi, Sindrome de Froelich, sindrome de Cohen,
sindrome de Summit, sindrome de Alstrom, sindrome de Borjesen, sindrome de Bardet-Biedl, o hiperlipoproteinemia
tipo I, 11, Il y IV.

El documento US 8.053.441 también describe una serie de enfermedades o condiciones que pueden ser tratadas con
abridores de canales de potasio incluyendo: hipertension, neurodegeneracion, accidente cerebrovascular, isquemia,
epilepsia, dolor, vejiga hiperactiva, incontinencia urinaria, sindrome del intestino irritable, pérdida de cabello, calvicie,
alopecia, disfuncion eréctil masculina, trastornos sexuales femeninos, parto prematuro, hiperplasia benigna de
prostata (HBP), dismenorrea, enfermedad de las arterias coronarias, angina de pecho y trastornos alimentarios de
hiperactividad de las vias respiratorias. Otros usos para los abridores de canales Karp incluyen: el uso como agente
antineoplasico, particularmente para el uso de canceres cerebrales (documento US 7.705.010), y el tratamiento de
enfermedades del musculo esquelético como la miotonia congeneita y la paralisis hipercémica (documento US
5.744.594).
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Preferiblemente, los componentes Neuroaid2 se emplean para un uso descrito en la técnica para pinacidil. Los usos
de pinacidil (N-ciano-N'-piridin-4-il-N"-(1,2,2-trimetilpropil)guanidina) incluyen: el uso como vasodilatador para tratar la
hipertensién, asma, incontinencia urinaria, detener los latidos del corazén normales con el fin de realizar latidos
cardiacos, aorticos, neurovasculares y cirugia de trasplante de 6rganos cardiopulmonar y otras operaciones
relacionadas (con respecto a los usos antes mencionados de pinacidil ver, por ejemplo, documento US5.428.039), el
tratamiento de la piel humana sensible (véase, por ejemplo, el documento US 6.572.848) y la impotencia (véase, por
ejemplo, US 7.959.550). Preferiblemente, los componentes Neuroaid2 se emplean para un uso descrito en la técnica
para el cromakalim. Los usos del cromakalim ((3R,4S)-3-hidroxi-2,2-dimetil-4-(2-oxopirrolidin-1-il)croman-6-
carbonitrilo) incluyen: el uso como vasodilatador para tratar la hipertension (véase, por ejemplo, el documento US
7.964.623), asma (véase, por ejemplo, el documento US 7.964.623), tratamiento de la arritmia (véase, por ejemplo, el
documento US 7.964.623), diabetes (por ejemplo, diabetes mellitus tipo | o tipo 1), obesidad (véase, por ejemplo, el
documento US 7.964.623), sindrome metabdlico, sindrome X, resistencia a la insulina, detener los latidos normales
del corazén en cirugia de trasplante de érganos cardiacos, adrticos, neurovasculares y cardiopulmonares y otras
operaciones relacionadas (con respecto a los usos antes mencionados del cromakalim; véase, por ejemplo, el
documento US5.428.039), tratamiento de piel humana sensible (véase, por ejemplo, el documento US 6.572.848),
insuficiencia cardiaca e impotencia (documento US 7.959.550).

Preferiblemente, los componentes Neuroaid2 se emplean para un uso descrito en la técnica para la diazoxida. La
diazoxida (marca registrada Proglycem, 1,1-di6éxido de 7-cloro-3-metil-4H-1,2,4-benzotiadiazina). Los usos incluyen:
uso como vasodilatador, para tratar la hipertension (véase, por ejemplo, el documento US. 2.986.573), trastornos
vasculares periféricos (véase, por ejemplo, Patente del Reino Unido GB982072) insulinoma, hiperinsulinismo
congénito, sindrome metabdlico (con respecto a estos usos, véase, por ejemplo, el documento US 5.284.845 o US
6.197.765), isquemia retiniana (véase, por ejemplo, el documento US 8.063.054), diabetes (véase, por ejemplo, el
documento US 7.799.777), obesidad (véase, por ejemplo, el documento US 7.799.777 y la publicacion de la patente
U.S. 2004/0204472), tratamiento del sindrome X (véase, por ejemplo, el documento U.S. 6.197.765), y reduccion del
consumo de alimentos que contienen grasa (publicacion de la patente U.S. 2003/0035106) e hipoglucemia.

El documento US 8.101.600 describe que el pinacidil, el cromakalim y diazoxida pueden utilizarse para tratar trastornos
del animo relacionados con la depresion o la propia depresion (la expresion "trastornos del animo" que se utiliza para
abarcar aquellas condiciones definidas como trastornos del animo en el Manual Diagnéstico y Estadistico de los
Trastornos Mentales, Cuarta Edicion, 1994 ("DSM-IV")). El documento US 7.018.979 describe que el pinacidil, el
cromakalim y el diazoxida pueden ser Utiles para suministrar selectivamente un medicamento a un tumor maligno en
el cerebro o a un tumor en otra parte del cuerpo de un sujeto mamifero.

Se prevé que los componentes del Neuroaid2 puedan emplearse para un uso como se ha descrito anteriormente en
relacion con los KCO, pinacidil, cromakalim o diazoxida. Con respecto a los usos antes mencionados de los activadores
del canal Katp y pinacidil, diazoxida y cromakalim, se pueden consultar diversas publicaciones en la técnica,
incluyendo, por ejemplo, los documentos US5.744.594; W02006026469; US 8.101.600; US 8.058.264; US 8.053.441;
US 7.799.777.; US 7.115.620 US 6.417.207, asi como las publicaciones enumeradas anteriormente.

En al menos algunas realizaciones descritas en la presente memoria descriptiva, los componentes Neuroaid2 se
utilizan para tratar una afeccion seleccionada del grupo que consiste en: incontinencia (preferiblemente incontinencia
urinaria), obesidad e hipertension.

En al menos algunas realizaciones descritas en la presente memoria descriptiva, los componentes Neuroaid2 se
utilizan para el tratamiento de la incontinencia, preferiblemente la incontinencia urinaria. El uso de KCO en el
tratamiento de la incontinencia urinaria se describe, entre otros, en los documentos de Estados Unidos 8.053.441,
7.115.620 y 6.417.207; y se describe el uso de pinacidil en el tratamiento de la incontinencia, entre otros, en el
documento EP260.790.

En al menos algunas realizaciones descritas en la presente memoria descriptiva, los componentes del Neuroaid2 se
utilizan para el tratamiento de la obesidad. El uso de KOR y diazoxida en el tratamiento de la obesidad se describe,
entre otros, en los documentos W02006026469 y US7.799.777.

En al menos algunas realizaciones descritas en la presente memoria descriptiva, los componentes del Neuroaid2 se
utilizan para el tratamiento de la hipertension. Los KCO se han caracterizado por tener una potente actividad
antihipertensiva in vivo y actividad vasorelajante in vitro (Quasi, U., et al., Cellular Pharmacology of Potassium Channel
Openers in Vascular Smooth Muscle, Cardiovasc. Res., Vol. 28, pags. 805-810 (1994)). El documento US 8.053.441
describe el uso de KCO en el tratamiento de la hipertension; el documento US7.115.620 describe el uso de pinacidil y
cromakalim en el tratamiento de la hipertension; los documentos W02006026469, US 8.063.054, U.S. 2.986.573 y US
7.799.777 describen el uso de la diazoxida en el tratamiento de la hipertension; y el documento US 7.964.623 describe
el uso de cromakalim en el tratamiento de la hipertension.

En al menos algunas realizaciones de la invencion, la composicion o el kit que consiste en cuatro componentes
particulares seleccionados de los componentes Neuroaid2 se utilizan para proporcionar neuroacondicionamiento.
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El término "neuroacondicionamiento”, tal como se utiliza en el presente documento, incluye una referencia a eventos
moleculares inducidos farmacoldgicamente que previenen o reducen posibles dafios cerebrales futuros. El
neuroacondicionamiento da como resultado la generacion de tolerancia al cerebro contra un evento isquémico,
epiléptico u otro evento lescicio. El efecto es similar al preacondicionamiento (un enfoque clinico y experimental que
ha demostrado ser eficaz), pero no requiere exposicion a estimulos estresantes. El neurocondicionamiento induce
profilacticamente tolerancia en el paciente, como aquellos en riesgo de sufrir un insulto. Ejemplos de tales insultos
incluyen insultos resultantes de una condicién seleccionada del grupo que consiste en: isquémica, transitoria o
permanente, focal o generalizada; convulsiones, focales o generalizadas; inflamatorias; toxicas (por ejemplo,
radiacion, productos quimicos o relacionados con medicamentos); inmunoldégica; infecciosas; metabdlica, nutricional;
traumatica; compresiva; neoplasica; degenerativa; genética, congénita; y de procedimiento (incluyendo, por ejemplo
aquellas que requieren anestesia general, sujecion de los vasos principales o abertura de la cavidad craneal). Asi, en
al menos algunas realizaciones de la invencion, los componentes de Neuroaid2 son para su administracion a un
paciente que esta en riesgo de padecer un insulto como, por ejemplo, un insulto resultante de una condicion
seleccionada del grupo que consiste en: isquémico, transitorio o transitorio permanente, focal o generalizado;
convulsiones, focales o generalizados; inflamatorio; toxicos (por ejemplo, radiacion, productos quimicos o relacionados
con medicamentos); inmunoldgico; infecciosos; metabdlico, nutricional; traumatico; compresivo; neoplasico; accidente
cerebrovascular, degenerativo; genético, congénito; y de procedimiento (incluyendo, por ejemplo, aquellos que
requieren anestesia general, sujecion de los vasos principales o abertura de la cavidad craneal).

Preparacién de los componentes Neuroaid2

Como se indicd anteriormente, el Neuroaid2 comprende nueve componentes herbarios diferentes. Las plantas
utilizadas para obtener los componentes herbarios pueden ser utilizadas en su totalidad (es decir, se utiliza toda la
planta) o se pueden utilizar una o mas partes de las plantas. Las partes de las plantas que se pueden utilizar incluyen:
las hojas, flores, tallos, raices, semillas, esporas, tallos, rizomas, frutas, cuerpos fructiferos, y mezclas de dichas partes
de la planta. A menos que el contexto indique lo contrario, el término "planta” esta destinado a abarcar plantas enteras,
asi como una o mas partes de las mismas, incluyendo las hojas, flores, tallos, raices, semillas, esporas, tallos, rizomas,
frutas y cuerpos fructiferos.

En al menos algunas realizaciones de la invencién, cuando el rizoma de una planta en particular se indica como la
parte preferida de la planta (por ejemplo, el rhizoma chuanxiong) la raiz (radix) puede emplearse alternativa o
adicionalmente. Del mismo modo, en al menos algunas realizaciones de la invencién, cuando la raiz de la planta en
particular esta indicada como la parte preferida de la planta (por ejemplo, radix polygalae, radix astragali, y radix
angelicae sinensis) el rizoma puede alternativa o adicionalmente ser empleado.

Los componentes del Neuroaid2 pueden estar en su forma natural, herbacea (por ejemplo, picado en trozos pequefios
o molido para producir un polvo) o en una forma mas refinada (por ejemplo, extractos), o combinaciones de los mismos.
El material de partida para los componentes de Neuroaid2 puede ser las plantas correspondientes en forma recién
preparada o en seco. Las plantas que representan los diversos componentes de Neuroaid2 pueden procesarse
individualmente o pueden combinarse y procesarse juntas. Opcionalmente, las plantas pueden ser cortadas en trozos
pequefios y, cuando sea necesario, secarlas. Los ingredientes secos pueden ser molidos opcionalmente para producir
un polvo. El material vegetal procesado de esta manera puede utilizarse en los diversos aspectos de la invencion.

Los métodos adecuados para preparar extractos herbarios seran conocidos por los expertos en la técnica e incluyen,
por ejemplo, extraccion solido-liquido, extraccion liquido-liquido, extraccion de fluidos supercriticos, extraccion de
disolvente presurizado, extraccion asistida por microondas, extraccion de agua subcritica, extraccion asistida por
ultrasonido y extraccion acelerada de disolventes. Un extracto segun la presente invencion puede ser preparado de
manera convencional, por ejemplo, combinando material vegetal con uno o mas disolventes en condiciones adecuadas
para preparar el extracto. Después de que el material vegetal y el disolvente hayan estado en contacto durante un
periodo de tiempo adecuado para formar el extracto, el disolvente y el material vegetal se separan por un método
adecuado, como el filtrado o la centrifugacion. El extracto (es decir, el liquido que comprende el disolvente) puede
procesarse opcionalmente, como al concentrar o deshidratar el extracto, combinar el extracto con otros ingredientes
(por ejemplo, diluyentes, otras hierbas/extractos herbarios, ingredientes TCM, conservantes, etc.), o una mezcla de lo
anterior, etc.

Presentacion de los componentes Neuroaid2

Los diversos aspectos de la invencién se relacionan con los componentes de Neuroaid2 y sus usos. En la invencion
dichos componentes Neuroaid2 se proporcionan en forma de una composiciéon, como una composicion farmacéutica.
Por lo tanto, en la invencion se proporciona una composiciéon (por ejemplo, una composicidon) que consiste, como
ingredientes activos, en dichos cuatro componentes de Neuroaid2 particulares.

Una composicion farmacéutica, como se describe en este documento, puede incluir opcionalmente un aditivo, portador
o diluyente farmacéuticamente aceptable y, ademas, puede incluir otros ingredientes activos, agentes farmacéuticos,
portadores, adyuvantes, etc. Ejemplos de aditivos farmacéuticamente aceptables incluyen excipientes
farmacéuticamente aceptables, tampones, adyuvantes, estabilizadores, diluyentes, rellenos, tampones,
estabilizadores, conservantes, lubricantes u otros materiales farmacéuticamente aceptables muy conocidos por los
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expertos en la técnica o como se describe en el presente documento. En al menos algunas realizaciones, una
composicion farmacéutica como se describe en el presente documento comprende un excipiente y en la que dicho
excipiente es opcionalmente dextrina o maltodextrina.

En al menos algunas realizaciones, una composicion de la invencion (por ejemplo, una composiciéon farmacéutica)
puede estar compuesta dentro de un kit.

Se entendera que las composiciones, como se describen en el presente documento, pueden administrarse en forma
pura o en una composicion farmacéutica adecuada. En general, las composiciones farmacéuticas pueden prepararse
segun métodos que son conocidos por los expertos ordinarios en la técnica. Las composiciones que comprenden los
componentes activos o los ingredientes descritos en este documento pueden incluir un portador farmacéutico
convencional o diluyente y ademas pueden incluir otros agentes medicinales, agentes farmacéuticos, portadores,
adyuvantes, etc. Ejemplos de portadores farmacéuticos o diluyentes adecuados incluyen soluciones salinas
tamponadas de fosfato, agua, emulsiones (como emulsiones de aceite/agua), varios tipos de agentes humectantes,
soluciones estériles, etc. Algunos ejemplos de excipientes que pueden emplearse son, por ejemplo, azlcares,
almidones, celulosas, gomas, proteinas, dextrina y maltodextrina. Varias formulaciones son cominmente conocidas y
se discuten a fondo en la ultima edicion de Las Ciencias Farmacéuticas de Remington (Maack Publishing, Easton PA).

La composicion puede ser, por ejemplo, una solucién, una suspension, liquido, hierbas picadas, polvo, una pasta,
acuosa, no acuosa o cualquier combinacién de los mismos.

La invencion también proporciona un kit que consiste, como ingredientes activos, en los cuatro componentes
particulares de Neuroaid 2 (es decir, Chuanxiong, Angelica sinensis, Polygalae y Astragalos).

En al menos algunas realizaciones, los kits de la invencién pueden, ademas de los componentes de Neuroaid2,
comprender instrucciones de uso. Los kits de la invencién podran ser promovidos, distribuidos y/o vendidos como una
unidad para realizar uno de los aspectos de la presente invencion.

En al menos algunas realizaciones, un kit de la invencion comprende los componentes Neuroaid2 y un excipiente (por
ejemplo, dextrina o maltodextrina).

Los kits y composiciones descritas en la presente memoria descriptiva pueden utilizarse opcionalmente como se
describen en la presente memoria descriptiva.

En al menos algunas realizaciones, los kits y las composiciones descritas en la presente memoria descriptiva se utilizan
para la neuroproteccion, el neurocondicionamiento, el tratamiento de la obesidad, el tratamiento de la hipertensién o
el tratamiento de la incontinencia.

Administracién de los componentes de Neuroaid2

Los componentes de Neuroaid2 descritos en el presente documento pueden administrarse por cualquier via adecuada,
como por via oral, parenteral, intravenosa, subcutanea, intradérmica, intraperitoneal o tépica, en forma liquida, semi-
liguida o solida y estan formulados de una manera adecuada para cada via de administracion. El término
"administracion”, y las variaciones de ese término, incluidas "administrar" y "administracion”, incluyen la puesta en
contacto, la aplicacion, la entrega o el suministro de una composicién de la invencién a un organismo o a una superficie
por cualquier medio apropiado.

Los componentes de Neuroaid2 deben administrarse en una cantidad terapéuticamente eficaz (ya sea como una dosis
Unica o como parte de una serie de dosis). Por una "cantidad efectiva" o una "cantidad terapéuticamente eficaz" se
entiende que la cantidad administrada es fisioldgicamente significativa. Un agente es fisioldgicamente significativo si
esta presente en una cantidad que resulta en un cambio detectable en la fisiologia de un paciente receptor de tal
manera que se logran resultados beneficiosos o deseados (por ejemplo, para prevenir, aliviar o mejorar uno o mas
sintomas de una enfermedad o condicién médica, y/o para prolongar la supervivencia del sujeto que esta siendo
tratado).

La cantidad exacta requerida variara entre diferentes sujetos dependiendo de factores tales como la especie que esta
siendo tratada, la edad, el peso y la salud general del sujeto, la condicién que se esta tratando y la gravedad de la
condicioén, el modo de administracion, si el tratamiento es profilactico o para tratar una condicion existente, el género
del sujeto, dieta, tiempo y frecuencia de administracion, combinacion de farmacos, y tolerancia/respuesta a la terapia
y asi sucesivamente. Por lo tanto, no es posible especificar una "cantidad efectiva" exacta. La dosis efectiva para una
situacion determinada puede determinarse mediante la experimentacion rutinaria y esta dentro del juicio de cada
persona experta. Por ejemplo, con el fin de formular una gama de valores de dosificacion, se pueden utilizar ensayos
de cultivo celular y estudios en animales.

Con fines ilustrativos, se administra MLC 901 tipicamente en forma de 2 capsulas, 3 veces al dia.

NeuroAid se administra tipicamente por via oral (por os) 3 veces al dia y cuatro capsulas de 0,4 g cada vez. La duracion
del tratamiento suele ser de 3 meses/3 cursos, adaptables con respecto a la condicion del paciente. Esta dosis es
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adecuada para el tratamiento de accidentes cerebrovasculares. Para otras enfermedades, el tratamiento puede durar
mas tiempo. Para los pacientes con dificultades para tragar, las capsulas pueden abrirse y diluirse en polvo en agua
que puede beberse como tal o inyectarse a través de una sonda gastrica. Por lo tanto, se prevé una dosis diaria de
aproximadamente 4,8 g. En una realizacion, la dosis diaria del paciente es de aproximadamente 1g a 8g; 2g a 8g; 3g
a7g; 4g a 6g; 4,259 a 5,75g; 4,59 a 5,25g; 4,59 a 5g; 4,69 a 4,10g; 0 4,7g a 4,9g. Una "dosis diaria" puede ser un solo
comprimido o capsula, etc. o multiples comprimidos o capsulas, etc. que se deben tomar en un dia determinado. Sin
embargo, es de entender que las dosis pueden variar dependiendo de la necesidad de los pacientes y la gravedad de
la condicién que se trate, etc.

Cada curso del tratamiento de NeuroAid puede durar aproximadamente 4 semanas. Por lo general, se administran 3
cursos, mas comunmente de espaldas. No se requiere ninguna ventana terapéutica, pero se pueden agregar cursos
adicionales incluso después de unos dias de cese del tratamiento. Por lo tanto, cada tratamiento de NeuroAid puede
durar alrededor de 12 semanas. El curso de tratamiento de NeuroAid puede ser de aproximadamente 4 a 24 semanas;
7 a 16 semanas; 9 a 15 semanas; 10 a 14 semanas; o de 11 a 13 semanas.

Ejemplos
Ejemplo 1 (no forma parte de la presente invencion)

NeuroAid (MLC601 y MLC901), una medicina tradicional utilizada en China para pacientes después de un accidente
cerebrovascular se ha descrito en modelos preclinicos de isquemia para inducir neuroproteccion y neuroplasticidad.
Este trabajo muestra los efectos de MLC901 en un modelo in vitro de privacion de glucosa en oxigeno (OGD). MLC901
previene la muerte neuronal inducida por 2 horas de OGD y disminuye la entrada exagerada de Ca?* inducida por
glutamato en neuronas corticales expuestas a 2 horas de OGD. El efecto neuroprotector de MLC901 se asocia con
una gran hiperpolarizacion de ~20 mV que es antagonizada por glibenclamida, el inhibidor especifico de los canales
Karp. Ademas, MLC901 fortalece la activacion de los canales de Karp. Se ha demostrado directamente que MLC901
actuia como un activador de los canales Kartp tan potentemente como el clasico abridor de canales Karp. La capacidad
de MLC901 para producir una gran hiperpolarizacion, particularmente en las neuronas que han sufrido de privacion
de energia probablemente desempefia una funcién importante en los efectos neuroprotectores de este TCM que viene
ademas de sus, previamente demostradas, propiedades neuroregenerativas.

Materiales y metodos

Cultivo celular

Neuronas de ratdon embrionarias corticales
Cultivo primario de neuronas corticales

Fueron anestesiados ratones preadolescentes (E14) C57B16/J con isopentano seguido de la luxacion cervical como
se describié anteriormente (Heurteaux, et al., 2010). Los fetos fueron retirados y colocados en solucion fria de HBSS™.
Las cortezas cerebrales se diseccionaron en solucion fria de HBSS* y se eliminaron las meninges. Las muestras
corticales se cortaron en trozos pequefios y se trituraron suavemente con una pipeta Pasteur de vidrio pulido al fuego
en 8 ml de soluciébn HBSS*. La mezcla se filtr6 (filtro de 40 um) y se centrifugd a 800 rpm durante 8 min. El
sobrenadante fue retirado y el sedimento se disolvié en medio de cultivo de 2 ml. Las células se colocaron en placas
de 12 pocillos recubiertas de poli-D-lisina (Sigma-Aldrich Chimie, St Quentin Fallavier, Francia) (24 mm de diametro)
con portaobjetos de vidrio (12 mm de diametro) (CML, Nemours, Francia) a una densidad de 1 x 108 células/pocillo.
Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una incubadora de atmdsfera humidificada del 95% de aire/5% CO2 en
Neurobasal complementada con B27, Glutamax, 100 unidades/ml de penicilina, y 100 g/ml de estreptomicina y fueron
utilizados para experimentos de hasta 12 dias. El crecimiento de la glia se suprimié mediante la adicion de 5-fluoro-2-
desoxiuridina (2 yM) y uridina (2 uM) durante el segundo dia de cultivo.

Cultivo celular INS-R9

Las células INS-R9 se mantuvieron en medio RPMI (Coppola et al., 2008) suplementadas con 5% de suero de becerro
fetal, piruvato sodico 1 mM, glutamato 2 mM, 2-mercaptoetanol 50M, 100 unidades/ml de penicilina, y 100 g/ml de
estreptomicina en una atmosfera de aire del 95 %/5 % COx.

Modelo de privacion de glucosa en oxigeno (OGD)

Se realizaron experimentos de OGD en neuronas corticales de ratén primarias sembradas a una densidad de
1.000.000 de células/placa de 35 mm después de 4 dias de cultivo (Goldberg y Choi, 1993). Después de tres lavados
con la solucion salina equilibrada de Earl (BSS) sin glucosa y desoxigenada, las células se mantuvieron en el mismo
medio BSS. La composicion de la solucion BSS fue (en mM): 140 NaCl, 5,4 KCl, 1,2 CaCly, 0,9 MgCl,, 0,44 KH2;POs,,
4,17 NaHCOs3 y 0,34 Na;HPO.. Antes de su uso, la BSS se equilibré con la mezcla de gas anaeroébico (1,2% Oo)
burbujeando durante 15 minutos, si era necesario el pH ajustaba a 7,4, y se calentaba a 37°C. Luego, las células se
colocaron en una incubadora humidificada a 37°C en condiciones anaerdbicas (1,2% O,) durante dos horas. Las
neuronas corticales fueron tratadas con solucién salina o MLC901 (1 pg/ml). Los tratamientos se aplicaron durante
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dos horas antes de la OGD (condicion pre-OGD), durante la OGD (condicion de OGD) o durante dos horas después
de la OGD (condicion post-OGD).

Electrofisiologia
Registros de corriente celular entera

Todos los experimentos electrofisioldgicos se realizaron en células INS-R9 transfectadas y sembradas a una densidad
de 20.000 células/placa de 35 mm. Las células transfectadas se utilizaron 48-72 h después de la transfeccion. Todas
las grabaciones electrofisioldgicas se realizaron en la configuracion de células enteras de la técnica Patch Clamp
(Hamill et al., 1981). Cada corriente se evalu6 utilizando un amplificador Patch Clamp RK 400 (Axon Instrument,
EE.UU.), de paso bajo filtrado a 3 kHz y digitalizado a 10 kHz utilizando un convertidor analégico a digital de 12 bits
digidata (serie 1322, Axon Instrument, EE. UU.). Todas las amplitudes de corriente se expresan en densidades de
corriente. Los resultados se expresan como error medio y estandar de la media (SEM). Las pipetas Patch Clamp se
tiraron utilizando un tirador vertical (PC-10, Narishige) de capilares de vidrio de borosilicato y tenian una resistencia
de 3-5 MQ. Para las corrientes de K* la solucion del bafio contenia (en mM) 150 NaCl, 5 KCI, 3 MgCl,, 1 CaCl, y 10
HEPES ajustada a pH 7,4 con NaOH. La solucion de la pipeta contenia (en mM) 155 KCI, 3 MgCl;, 5 EGTA y 10
HEPES ajustada a pH 7,2 con KOH. Para las corrientes de Na*, la solucion del bafio contenia (en mM) 150 NaCl, 2
KCI, 1 MgCly, 1,5 CaCly, 10 glucosa y 10 HEPES ajustados a pH 7,4 con NaOH. La solucion de la pipeta contenia (en
mM) 135 CsClI, 2 MgCl,, 2,5 Na-ATP, 5 EGTA, 2,1 CaCl, y 10 HEPES ajustada a pH 7,2 con CsOH. Todos los
experimentos se realizaron a temperatura ambiente (21-22°C). Los protocolos de estimulacion y la adquisicion de
datos se llevaron a cabo utilizando un microordenador (Dell Pentium) que se utiliz6 como un software y hardware
comercial (pClamp 8.2). Las corrientes de K* se registraron por pasos Patch Clamp a potenciales de membrana de -
140 a +80 mV para las neuronas o0 -100 a +60 mV para lineas celulares transfectadas en pasos de 20 mV aplicados
desde un potencial de retencion de -80 mV. La duracidon de los pulsos de despolarizacion fue de 0,825 ms, y la
velocidad de ciclo del pulso fue de 5 s. Las amplitudes de corriente se evaluaron al final de los pulsos de estimulacion.
Las corrientes de Na* se registraron mediante pasos Patch Clamp a potenciales de membrana de -80 a +50 mV en
pasos de 5 mV aplicados desde un potencial de retencion de -100 mV. La duraciéon de un pulso de despolarizaciéon
fue de 100 ms, y la velocidad del ciclo del pulso fue de 2 s. Las amplitudes de la corriente se evaluaron en el pico de
los pulsos de estimulacion. Para aislar las corrientes nativas de Na*, se utilizé TEA en la solucién extracelular para
bloguear los canales de K*. La presencia de cadmio en la solucién extracelular permitié el bloqueo de las corrientes
de calcio en estas neuronas. Las células se superfusionaron continuamente con un sistema de microperfusiéon. Para
las células INS-R9, las corrientes se registraron en condiciones de control, luego en presencia de MLC901 (1 pg/mL),
MLC901 + Pinacidil (10 uM) y MLC901 + Pinacidil + Glibenclamida (10 uM). También se realiz6 la perfusion de
secuencia de Control, Pinacil, Pinacidil + MLC901 y Pinacidil + MLC901 + Glibenclamida (10).

Grabaciones de ovocitos

Los ovocitos de Xenopus desfoliados fueron inyectados con 100 nL de ARNm a 0,02-0,4 ug/l para detectar la expresion
Kir 6.2 y SUR 1, y se registraron 2-4 dias después.

Para los estudios de electrofisiologia, los ovocitos individuales se colocaron en una camara de perfusion de 0,3 mly
se empalaron con dos microelectrodos estandar (resistencia de 1-2,5 MQ) llenos de 3 M de KCl y un voltaje mantenido
con un amplificador Dagan CA-1, en solucidon de potasio simétrica (en mM) con 90 KCI, 1,8 CaClz, 1 mM MgCl,, 5
Hepes, pH 7,4 con KOH.

La estimulacion de la preparacion, adquisicion de datos y analisis se realizaron utilizando el software pClamp (Axon
Instruments). Las corrientes se registraron en esta condicion de control simétrico de potasio. La actividad del canal
Katp se evalué mediante el agotamiento del ATP intracelular en 3 mM de azida sédica. Se probaron MLC901 (1 pg/ml)
y Pinacidil (10 uM) antes y después del agotamiento de ATP de los ovocitos. En todos los experimentos, se evalud la
inhibicién por Glibenclamida (10 uM) de las corrientes registradas.

Analisis estadisticos

Los datos se expresaron como medias + S.E.M. El analisis estadistico de las diferencias entre los grupos se realizd
mediante el uso de prueba t no pareada o ANOVA. Cuando las proporciones F fueron significativas, se ampliaron los
analisis estadisticos y se realizaron comparaciones post hoc utilizando las pruebas multiples de pruebas de Tukey. En
todos los analisis, el nivel de significancia se fijo en <0,05.

Resultados
MLC901 protege a las neuronas corticales contra la muerte asociada con la privacion de glucosa en oxigeno

Los efectos de MLC901 se estudiaron en un modelo in vitro de isquemia en el que las neuronas corticales estaban
expuestas a una privacion de glucosa y oxigeno. La tincién Hoechst de nucleos de neuronas vivas se utilizd para
evaluar la muerte neuronal inducida por OGD en neuronas cultivadas. Las neuronas corticales se trataron primero con
solucién salina o MLC901 (1 ug/ml). La dosis de MLC901 utilizada fue seleccionada sobre la base de un estudio
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anterior de los inventores, en el que la aplicacion de 1 pg/ml de MLC901 indujo la mejor proteccion contra la muerte
celular en neuronas corticales en cultivo (Heurteaux et al., 2010).

Durante la exposicion a OGD, las células se sometieron a tres condiciones de tratamiento: se aplic6 MLC901 1/durante
dos horas antes de OGD (condicién pre-OGD), 2/durante 2 horas OGD (condicién OGD) y 3/durante dos horas
después de OGD (condicion post-OGD). Se compararon los efectos protectores de MLC901 con la neurodegeneracion
inducida por OGD de células corticales. La OGD grave indujo una disminuciéon dramatica en el nimero de células
Hoechst positivas vivas. El tratamiento con MLC601 antes, durante o después de la OGD dio lugar a un aumento
significativo en la viabilidad neuronal en comparacion con los controles respectivos (***P< 0,001) (n = 12 placas de 35
mm por grupo) (Figura 1). La aplicacion de MLC901 después de OGD dio la mejor proteccion (Figura 1). Una aplicacion
de un inhibidor especifico de los canales Kare, glibenclamida (Fosset et al., 1988, Bernardi et al., 1988) inhibid la
proteccion inducida por MLC901, sugiriendo una participacion de los canales Kare en el efecto protector de MLC901
contra el dafo de la OGD (Figura 1).

El efecto neuroprotector de MLC901 puede estar relacionado con la abertura del canal Katp

Se realizaron experimentos en células de insulinoma INS-R9 de rata que se sabe que expresan canales Katp sensibles
a la glibenclamida que son esenciales para la secrecion de insulina. Los canales Karpe en las células INS-R9 fueron
activados significativamente por MLC901 (1 pg/mL) y se observé un efecto aditivo con la aplicacion de 10 uM de
pinacidil, un activador muy conocido de los canales de Karp (Edwards y Weston, 1990; Mannhold, 2004; Quast, 1992)
(Figura 2). La glibenclamida (10 uM) inhibio la corriente Katp activada por MLC901 + Pinacidil (Figura 2). Los resultados
obtenidos en células INS-R9 confirman que los efectos electrofisiolégicos de MLC901 estan, al menos en parte,
mediados por los canales Karp.

Las dos subunidades que constituyen el canal Kate neuronal son SUR1 y Kirs 2 (Inagaki et al., 1995). La expresion de
ovocitos de Xenopus de SUR; y Kirg> condujo a la generaciéon de grandes corrientes rectificadoras internamente en
respuesta a la aplicacion de azida sédica (3 mM) para disminuir el ATP intracelular y aumentar la relacion ADP/ATP
(Ashcroft y Ashcroft, 1990) (Figura 3A). La amplitud de la corriente del canal Karp inducida por azida, sensible a la
glibenclamida, se ampli6 mediante la aplicacién de pinacidil (10 uM) y, como se esperaba, se inhibid por la
glibenclamida (10 uM) (Figura 3A). A continuacion, se realizé el mismo tipo de experimentos mediante MLC901.
Claramente, MLC901 se comporté de igual forma que los canales Karp activados por pinacidil descritos por el
tratamiento de azida (Figura 3B-C-D). Doce minutos después de la aplicacion de azida, la amplitud media de la
corriente a-120 mV fue -480 + 57 nA antes y -770 + 67 después de la aplicacion de MLC901. Esta activacion inducida
por MLC901, como la producida por pinacidil, desaparecio en presencia de glibenclamida (Figura 3B-C-D). MLC901
se comporta de forma similar al pinacidil activando el canal Karp.

Discusion de los resultados

Los resultados descritos en este documento demuestran que MLC901 protege a las neuronas corticales contra la
muerte en un modelo in vitro de isquemia. El modelo de privacion de glucosa en oxigeno imita los procesos de muerte
celular observados en las regiones recuperables (penumbral) del cerebro isquémico in vivo. MLC901 previene
significativamente la muerte de las células neuronales. Este efecto neuroprotector esta bloqueado por glibenclamida,
el inhibidor especifico de los canales Katp.

El efecto activador de MLC901 en los canales Karp ha sido demostrado por experimentos electrofisioldgicos sobre
ovocitos que expresaban canales recombinantes y células de insulinaoma. Las células de insulinoma tienen
naturalmente canales Katp, esenciales para acoplar los cambios de los niveles de glucosa extracelular respecto a la
secrecion de insulina (Lazdunski, 1996). MLC901 induce una gran hiperpolarizacién en estos dos tipos de células. Se
espera que esta gran hiperpolarizacion producida por MLC901 proteja fuertemente a las neuronas contra la muerte.
MLC901 se comporté como pinacidil, un clasico abridor de canales Karp (Edwards y Weston, 1990; Mannhold, 2004,
Heurteaux et al., 1995), y los efectos estimulantes de MLC901 y pinacidil fueron abolidos por glibenclamida.

El efecto activador de MLC901 en los canales Kartp se observa a concentraciones terapéuticas utilizadas en modelos
de roedores de isquemia (Heurteaux et al., 2010; Quintard et al., 2011). Por lo tanto, ademas de sus propiedades
neuroregenerativas (Heurteaux et al., 2010), el céctel de moléculas activas presentes en esta TCM parece actuar a
través de canales Katp durante al menos una parte de sus propiedades contra la isquemia cerebral.

Ejemplo 2
Grabaciones de ovocitos

Para la expresion Kir 6.2 y SUR 1 se inyectaron ovocitos de Xenopus desfoliculado con 100 nL de ARNm a 0,02-0,4
pg/ul, y las corrientes se registraron después de 2-4 dias. Cada ovocito se colocé en una camara de perfusion de 0,3
ml y se empald con dos microelectrodos estandar (resistencia de 1-2,5 MQ) llenos de KCI 3 M y voltaje mantenido con
un amplificador Dagan CA-1, en solucion de potasio simétrica con (90 KCl, 1,8 CaCl,, 1 mM MgCly, 5 Hepes, pH 7.4
con KOH (en mM)). La estimulacion del évulo, la adquisicion de datos y el analisis se realizaron utilizando el software
pClamp (Axon Instruments). Las corrientes se registraron en una condicion de control simétrico de potasio. La actividad
del canal Katp se evalué mediante el agotamiento de ATP intracelular en 3 mM de azida sédica.
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Protocolo de perfusion:

La corriente se registré por primera vez en condiciones de control (solucion simétrica de potasio). Luego, la actividad
del canal se mejord con 6 minutos de perfusion de azida sédica 3 mM que se concentrd durante todo el experimento.
MLC901 u otros productos por lotes se perfundieron 6 minutos después de la perfusion de azida sédica. En todos los
experimentos, se evalud la inhibicién de las corrientes registradas por Glibenclamida (10 pM).

Resultados

Los resultados se muestran en las figuras 4 y 5. Tanto NA4A (combinacion de Astragalus + Chaunxiong + Sinensis +
Polygala), que se encuentran dentro del alcance de la presente invencion, y NA4B (combinacion de Astragalus +
Chaurixiong + Sinensis + Salvia), que no forman parte de la invencion, activaron el canal K(ATP) preactivado por azida.
El aumento de la corriente inducida por la abertura del canal se inhibe mediante la adicion de glibenclamida. 90K es
la corriente de la célula no tratada.

Ejemplo 3

Los efectos in vitro de ambas muestras (Neuroaid2 y "NA3" (chuanxiong, sinensis, astragalo)) en los canales de potasio
Kir6.2/SUR2A clonados (expresados por los genes humanos KCNJ11 y SUR2A y expresados en células HEK293) se
evaluaron a temperatura ambiente utilizando los genes humanos KCNJ11 y SUR2A y coexpresados en células
HEK293) usando QPatch HT® (Sophion Bioscience A/S, Dinamarca), un sistema Patch Clamp automatico paralelo.
Las muestras se evaluaron a 10 pg/ml con cada concentracion probada en dos o mas células (n > 2). Los canales se
activaron con una exposicion de 8 minutos a pinacidil de 10 uM y la duracién de la exposicién a cada concentracion
de articulo de ensayo fue de 5 minutos.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 6. Ambas muestras NeuroAid2 y NA3 son capaces de activar el canal, los
datos se expresan en porcentaje de activacion del canal.

La activacion del canal por ambas muestras se inhibe por una exposicién de glibenclamida.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién o kit para su uso en un método para proporcionar neuroproteccion, tratar los accidentes
cerebrovasculares, los trastornos neurolégicos y las isquemias o proporcionar neuroacondicionamiento para
proporcionar tolerancia al cerebro contra un evento isquémico, epiléptico u otro evento lesivo, en el que la composicion
o el kit consta de ingredientes activos de los siguientes cuatro componentes:

i. Poligalae (polvo fino de tenuifolia, Polygala tenuifolia Willd., Polygala sibirica L. o Yuanzhi), preferiblemente la raiz
de la misma (es decir, radix polygalae)

ii. Astragalos (Algarroba lechera o Huang Qi), preferiblemente la raiz (es decir, radix astragali);
iii. Chuanxiong; preferiblemente el rizoma del mismo (es decir, rizoma chuanxiong); y
iv. Angelicae sinensis (raiz de angélica o DanGui), preferiblemente la raiz (es decir, radix angelicae sinensis).

2. La composicion para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la composicién es una composicion farmacéutica
que comprende un aditivo, portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

3. La composicion o el kit para su uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la neuroproteccion es
contra los accidentes cerebrovasculares o los trastornos degenerativos.

4. La composicion o el kit para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el accidente
cerebrovascular es accidente cerebral.

5. La composicion o el kit para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el accidente
cerebrovascular es una enfermedad cardiovascular (accidente cerebrovascular cardiaco principalmente debido a un
accidente cerebrovascular de la arteria coronaria).

6. La composicion o el kit para su uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que el trastorno neurolégico
es una enfermedad neurodegenerativa o una lesion traumatica en el cerebro.

7. Una composicion o kit que consiste en ingredientes activos como los siguientes cuatro componentes:

i. Poligalae (polvo fino de tenuifolia, Polygala tenuifolia Willd., Polygala sibirica L. o Yuanzhi), preferiblemente la raiz
de la misma (es decir, radix polygalae)

ii. Astragalos (Algarroba lechera o Huang Qi), preferiblemente la raiz (es decir, radix astragali);
iii. Chuanxiong; preferiblemente el rizoma del mismo (es decir, rizoma chuanxiong); y
iv. Angelicae sinensis (raiz de angélica o DanGui), preferiblemente la raiz (es decir, radix angelicae sinensis).

8. La composicion o el kit segun la reivindicacién 7 que comprende un aditivo, portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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