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DESCRIPCION

Reduccién de la concentracién de homocisteina sérica usando Allium y vitaminas.
Campo de la invencion

Esta invencién se refiere al uso de una composicion para reducir las concentraciones séricas de homocisteina en
mamiferos.

Antecedentes de la invencion

La homocisteina, un aminoacido azufrado de tres carbonos (Cys C), con nimero de registro CAS 52-90-4, que
tiene la formula molecular C;H,NO,S [HS-CH,-CH(NH,)-COOH] y un peso molecular de 121,15, ha atraido el in-
terés debido a su relacién con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Numerosos estudios han mostrado que
pacientes con infarto de miocardio, ictus o enfermedad arterial periférica oclusiva frecuentemente son hiperhomocis-
teinémicos.

Esta bibliografia incluye:

Clarke. R., y col. Hyperhomocysteinemia: An Independent Risk Factor for Vascular Disease. The New England
Journal of Medicine, 1991, 324:1149-1155.

Stamfer. M.J., y col. A Positive Study of Plasma Homocyst(e)ine and Risk of Myocardial Infarction in US Patents.
JAMA, 1992, 268:877-881.

Malinow. M. R. Homocyst(e)ine and arterial occlusive diseases. Journal of Internal Medicine, 1994, 236:603-617.

Bratterstrom, L. y col. Homocysteine and cysteine: determinants of plasma levels in middle-aged and elderly
subjects. Journal of Internal Medicine, 1994, 236:633-641.

Arnessen, E., y col. Serum Total Homocysteine and Coronary Heat Disease. International Journal of Epidemio-
logy, 1995, 24:704-709.

Selhub, J. y col. Association Between Plasma Homocysteine Concentrations And Extracranial Carotid-Artery
Stenosis. The New England Journal of Medicine, 1995, 332:286-291.

Perry. 1.J., y col. Prospective study of serum total homocysteine concentration and risk of stroke in middle-aged
British men. Lancet, 1995, 346:1395-1398.

Boshey C. J., y col. A Quantitative Assessment of Plasma Homocysteine as a Risk Factor for Vascular Disease.
JAMA, 1995, 274:1049-1057.

McCulley K. S. Homocysteine, Folate, Vitamin B6, and Cardiovascular Disease. JAMA, 1996, 279:392-393.

Verhoef P. y col. Homocysteine Metabolism and Risk of Myocardial Infarction: Risk with Vitamins B6, B12 and
Foliate. American Journal of Epidemiology, 1996, 143:845-859.

Cowley. G. The Heart Attackers. Newsweek, 11 de agosto 11, 1997, 55-60.

Rosenberg I.H., y col. Colloquium: Homocyst(e)ine, Vitamins and Arterial Occlusive Diseases. American Institute
of Nutrition. J. Nutr., 1996, 126:1235S-1300S.

Graham. 1. M., y col. Plasma Homocysteine as a Risk Factor for Vascular Disease. JAMA, 1997, 277:1775-1791.

Se ha informado de que una concentracion plasmatica elevada de homocisteina aumenta el riesgo de enfermedades
vasculares coronarias, periféricas y cerebrales. Actualmente se sabe que una hiperhomocisteinemia leve es un factor de
riesgo para una enfermedad cardiovascular, episodios trombdéticos y aterosclerosis, independientemente del colesterol,
tabaquismo y presion arterial sistélica.

Bastante recientemente, dos estudios prospectivos, el estudio de Médicos de EE.UU. y el estudio Tromoso, mos-
traron ambos que la hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo independiente para el infarto de miocardio. Ueland y
col. mostraron que la concentracién plasmatica de homocisteina en ayunas en pacientes con enfermedad vascular era
un 31% mas elevada que en sujetos normales. De forma similar, en el Estudio de salud de los médicos, Stampfer y col.
observaron que varones que habian sufrido un infarto de miocardio tenian una concentracién plasmética de homocis-
tefna mayor que aquellos que no habfan sufrido infarto. Mds sorprendentemente, encontraron que incluso un pequefio
aumento en la concentracién plasmatica de homocisteina (es decir, 1,7 mol/l o 12% por encima del limite superior del
intervalo normal), aumentaba el riesgo de infarto de miocardio agudo mas de tres veces. El estudio epidemioldgico
mas reciente de Selhub y col. demostraba que el cociente de probabilidad de estenosis de la arteria carétida mayor
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del 25% era de 2,0 para los sujetos con homocisteina de 14,4 moles/l en comparacién con aquellos que tenian 9,1
moles/l. Interesantemente, el estudio revelaba que la prevalencia de estenosis estd relacionada de forma inversa con
las concentraciones plasmdticas de homocisteina de modo lineal.

Se ha planteado la hipétesis de que la homocisteina puede 1) actuar como agente trombogénico, 2) altera la pro-
duccidn del factor de relajacion derivado del endotelio y 3) estimular la proliferacién de células musculares lisas, un
componente clave para la aterogénesis.

Es conocido que las preparaciones de ajo poseen muchos efectos beneficiosos para el mantenimiento de buenas
condiciones de salud, tal como resistencia frente a infecciones, reduccién de los niveles de colesterol, detoxificacion
de sustancias perjudiciales, alivio del estrés y potenciacion de la respuesta inmune. Uno de estos productos disponibles
en el mercado es KYOLIC®, disponible de Wakunaga América Co., Ltd., una filial de Wakunaga Pharmaceutical Co.,
Ltd., que contiene Extracto de ajo envejecido™. Sin embargo, nunca se ha descrito que los productos derivados del
ajo, incluyendo KOLIC®, mostraran un efecto beneficioso sobre los niveles de homocisteina sérica.

Como las enfermedades cardiovasculares son una causa principal de muerte en los paises industrializados, cual-
quier factor que pueda afectar a la concentracién plasmética de homocisteina tiene una gran importancia para la salud
publica. Aunque se ha realizado de forma continua y activa un andlisis de materiales eficaces para reducir el nivel
plasmatico de homocisteina sin ningtin efecto adverso, atin no se han descubierto materiales verdaderamente eficaces.
No se ha publicado ningiin informe sobre materiales de origen vegetal, tal como de la familia Liliaceae, genero Allium.

Breve descripcion de la invenciéon

Por tanto, es un objeto de la presente invencién proporcionar el uso de una composicién que contiene como prin-
cipio activo al menos una planta de Allium o un extracto de al menos una planta de Allium y una cantidad terapéuti-
camente eficaz de vitamina B,,, vitamina B y dcido f6lico, mezclados con un vehiculo farmacéuticamente aceptable
para la fabricacién de un medicamento de administracién por via oral para reducir el nivel plasmatico de homocisteina
en mamiferos en la prevencion o tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

El objeto de esta invencidn es conseguir, segin la invencién, un medicamento mejorado que permita la administra-
ci6n oral a mamiferos (humanos) de una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto vegetal derivado del genero
Allium. Las cualidades beneficiosas de Allium se potencian mediante la administracién oral de vitamina B ,, vitamina
Bg y 4cido félico en un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéutica.

El medicamento de esta invencion es eficaz para reducir, prevenir o mejorar el nivel plasmatico elevado de ho-
mocisteina en mamiferos (humanos), permitiendo la administracién oral de una cantidad terapéuticamente eficaz del
material vegetal o extractos de los mismos y que generalmente son menos toxicos que materiales farmacéuticos sinté-
ticos.

Como resultado del andlisis y ensayo de una amplia variedad de plantas de Allium y de sus extractos eficaces se
ha descubierto, de acuerdo con esta invencion, que el efecto del material derivado de Allium para reducir el nivel plas-
matico de homocisteina cuando se administra por via oral en una cantidad terapéuticamente eficaz, puede potenciarse
mediante su combinacién con al menos uno de entre vitaminas B,,, vitamina B y 4cido f6lico y, preferiblemente, los
tres.

Esta invencidn tiene muchas otras ventajas y otros objetivos que pueden ser mds claramente aparentes a partir de
la consideracién de las diversas formas en las que puede realizarse. Ciertas versiones de estas formas se describen en
este documento y forman parte de la presente descripcion. Estas formas se describirdn ahora en detalle con el fin de
ilustrar los principios generales de la invencidn; pero se entiende que esta descripcion detallada no debe tomarse en
sentido limitante.

Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con la presente invencidn, se usan plantas de Allium de la familia Liliaceae, género Allium, tales como
Allium sativum L. (ajo), Allium cepa (cebolla), Allium chinense y Allium ampeloprasum (ajo de cabeza gigante/ajo
elefante) y otras similares. La planta mds adecuada para esta invencioén y una planta preferida es Allium sativum L.
(ajo). Como se describird, preferiblemente se usa la porcién del bulbo de la planta. Como se describird, estos materiales
pueden estar secos o pueden usarse como material para la extraccion. Ademds, también pueden utilizarse los materiales
derivados del cultivo celular de las plantas identificadas de acuerdo con esta invencion. Independientemente del uso
de la planta de Allium, se prefiere que la planta se crezca de forma orgdnica para minimizar la posible presencia de
contaminantes.

De acuerdo con esta invencion, puede usarse ajo en polvo o los demds materiales de plantas de Allium descritos,
que se producen cortando, secando por congelacién y secando al aire a una temperatura que no exceda los 65°C y, a
continuacidn, pulverizando el material.

Los diversos materiales vegetales de Allium mencionados también pueden usarse en forma de extractos que nor-
malmente se extraen con un disolvente o en condiciones acuosos. En una forma preferida de esta invencion, el extracto
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de las plantas de Allium es el extracto de las plantas descritas usando agua o alcohol, o mezcla de ambos en el pro-
ceso de extraccion. El extracto puede prepararse a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo que oscila de
algunos dias a varios afios. Las plantas de Allium usadas en la extraccién pueden pelarse y/o machacarse con o sin una
temperatura moderada para una extraccion eficaz. Si es necesario, las plantas de Allium pueden machacarse y homoge-
neizarse para obtener el jugo de la planta después de calentar en agua templada. Puede afiadirse al jugo hierro oxidado
para eliminar tanto las porciones de proteina soluble en agua como el fructano, con un procesamiento adicional.

Segtn esta invencién se prefiere que la planta de Allium y, preferiblemente, el ajo, se extraiga con alcohol acuoso
a temperatura ambiente de tres meses a dos afios. Normalmente el alcohol usado en la extraccién es alcohol anhidro
e hidratado, usando alcohol de alquilo o alquenilo con una cadena de entre 1 y 4 4&tomos de carbono de longitud. De
estos alcoholes, se prefiere el alcohol etilico hidratado por razones de seguridad del producto. Por tanto, el extracto
preparado puede usarse como tal, concentrado en un concentrador, o en forma pulverizada después de la concentracién
al vacio o de la liofilizacion.

El nivel de dosis del material de esta invencién puede variar segin la edad, peso corporal y estado fisico del
receptor humano. Una dosis recomendada es la administracién oral de 100 mg a 10 g por dia para adultos como
una preparacion en polvo de plantas de Allium o extractos de las mismas, siendo el segundo el principal componente
farmacéuticamente activo. Los niveles de dosis en funcién del peso corporal también pueden calcularse a partir de las
cantidades relativas utilizadas en los ensayos animales que se describan.

Los estudios en animales han demostrado la eficacia del producto y del procedimiento de esta invencion. A lo largo
del estudio se usaron ratas macho en fase de crecimiento de la cepa Sprague-Dawley (120-180 gramos) obtenidas de
una fuente comercial. Los animales se alimentaron con una dieta definida de aminoacidos que contenia succinilsulfa-
tiazol (10 g/kg de dieta), pero no acido félico, o la misma dieta suplementada con el 4% en peso de ajo en forma de
extracto envejecido de ajo™, disponible a partir de Wakunaga de América Co., Ltd. (extracto de ajo, extraido durante
mads de un afio) o dieta de vitamina B¢ (8 mg/kg de dieta), de vitamina B, (50 g/kg de dieta) o de 4cido félico (5 mg/kg
de dieta), o el extracto y las vitaminas y el dcido félico en las cantidades especificadas. Los animales se mantuvieron
con acceso libre a agua y comida. La alimentacién se mantuvo durante 4 semanas.

Al final de la alimentacidn, las ratas se mantuvieron en ayuno durante una noche y se les extrajo sangre de la vena
cava inferior en condiciones de anestesia con éter. Las muestras de sangre se mantuvieron en hielo y se centrifugaron
a 200xg durante cinco minutos a 4°C en la hora que sigui6 a su recogida. Se recogi6 el plasma y se conservo a -
80°C hasta el andlisis. Esta preparacién se siguid estrictamente con el fin de prevenir un aumento de homocisteina
o su liberacién al plasma a partir de los eritrocitos. La concentracidn plasmatica total de homocisteina se determind
mediante el procedimiento de Vester y Rasmussen de fluorescencia - HPLC.

Los datos son los siguientes:

_ Nivel de homocisteina
Tratamiento
plasmatica (umoles/1l)
. Control 42,4

1
2. Extracto de ajo
(
3

. 10,0

4% en dieta)

. Vitamina Bg (8 mg/kg de

- 6 (8 mg/kg 32,2
dieta)
4. Vitamina Bj, (50 pg/kg de
dieta) 28,9
5. Acido félico (5mg/kg de
dieta) 15,4
6. 2+3+4+5 4,3

Estos datos indican que el extracto de ajo (extracto de la planta de Allium) s6lo, producia una reduccién mayor en
la concentracion plasmatica de homocisteina en los animales del ensayo que cualquiera de las dos vitaminas o el 4cido
félico sélo. El resultado del extracto de ajo y de cada una de las vitaminas y dcido félico es llamativo y representa al
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menos una reduccion del 90% de la concentracién de homocisteina plasmatica en comparacioén con el control. Estos
datos también indican que los niveles plasméticos elevados de homocisteina pueden reducirse marcadamente con el
material de la planta de Allium o con el extracto usado sélo o en combinacién con las vitaminas descritas y el dcido
félico.

Segtn la invenciodn, se desea que el producto de Allium descrito se administre por via oral a un humano y, pre-
feriblemente, en un régimen diario, en una o mas cdpsulas, capsulas de gel o comprimidos, en forma liquida o en
cualquier otra forma farmacéuticamente aceptable. El material o materiales pueden mezclarse con cualquier otro de
una serie de vehiculos farmacéuticamente aceptados conocidos. Independientemente de la forma de administracién
oral, el siguiente ejemplo representa la dosificacién diaria preferida y el intervalo de dosis recomendadas, teniendo en
cuenta que el peso corporal es un factor que influye en la dosificacion.

) Cantidad

Material Intervalo
preferida

Extracto de ajo
envejecido™ en polvo: 700 mg 100 mg a 10.000mg
Vitamina Bjz: 200 pg 20 pg a 5.000 pg
Vitamina Bg: 10 mg 1 mg a 100mg
Acido félico: 400 pg 20 pg a 10.000 pg

Como puede apreciarse, tomada por via oral y en el intervalo descrito anteriormente, la combinacién de material
vegetal de Allium, tales como derivado del ajo, en las formas descritas, y las vitaminas y el dcido félico, se ha de-
mostrado que reduce sustancialmente el nivel plasmatico de homocisteina y, por tanto, previene, trata o mejora las
enfermedades cardiovasculares, tales como el infarto de miocardio, el ictus y la arterosclerosis multiple. También es
aparente que puede usarse el material vegetal de Allium, tal como derivado del ajo, en las formas descritas, sin las
vitaminas y el dcido félico, o el material vegetal de Allium y una o mds vitaminas y 4cido félico. Debido al mar-
cado efecto que los productos vegetales de Allium, especialmente derivados del ajo, han mostrado, pueden afiadirse,
si se desea, otros suplementos alimenticios al material activo. También puede usarse material de mds de una planta
del género Allium o de extractos de las mismas, aunque se prefiere utilizar Allium sativum L. (ajo) o extractos del
mismo.

También es posible afiadirse diversos materiales farmacolégicamente aceptados, por ejemplo, excipientes, etc.,
como se conoce en la técnica.

Debe entenderse que esta invencion no se limita a las descripciones detalladas mostradas en este documento que
describe en detalle formas preferidas de la presente invencion.
Bibliografia citada en la descripcién

Esta lista de referencias citadas por el solicitante se incluye solo para conveniencia del lector. No forma parte del
documento de patente Europea. Incluso aunque se ha puesto un gran cuidado en la recopilacion de las referencias,
no podemos excluir errores u omisiones y la EPO se exime de toda responsabilidad a este respecto.

Bibliografia distinta a patentes citada en la descripcion

e CLARKE R y col. Hyperhomocysteinemia: An Independent Risk Factor for Vascular Disease. The New England
Journal of Medicine, 1991, vol. 324, 1149-1155.

e STAMFER, M.J. y col. Positive Study of Plasma Homocyst(e)ine and Risk of Myocardial Infarction in US
Patents, 1992, vol. 268, 877-881.

e MALINOW M.R. Homocyst(e)ine and arterial occlusive diseases. Journal of Internal Medicine, 1994, vol. 236,
603-617. I

e BRATTERSTROM y col. Homocysteine and cysteine: determinants of plasma levels in middle-aged and elderly
subjects. Journal of Internal Medicine, 1994, vol. 236, 633-641.

¢ ARNESSEN, E. y col. Serum Total Homocysteine and Coronary Herat Disease. International Journal of Epide-
miology, 1995, vol. 24, 704-709.
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¢ SELHUB, J. y col. Association Between Plasma Homocysteine Concentrations And Extracranial Carotid-Artery
Stenosis. The New England Journal of Medicine, 1995, vol. 332, 286-291.

e PERRY, LJ. y col. Prospective study of serum total homocysteine concentration and risk of stroke in middle
aged British men. Lancet, 1995, vol. 346, 1395-1398.

¢ BOSHEY, C.J. y col. A Quantitative Assessment of Plasma Homocysteine as a Risk Factor for Vascular Disease,
1995, vol. 274, 1049-1057.

e MCCULLEY, K.S. Homocysteine, Foiate, Vitamin B6, and Cardiovascular Disease, 1996, vol. 279, 392-393.

e VERHOEF, P. y col. Homocysteine Metabolism and Risk of Myocardial Infarction: Risk with Vitamins B6,
B12 and Foliate. American Journal of Epidemiology, 1996, vol. 143, 845-859.

e COWLEY, G. The Heart Attackers. Newsweek, 11 de agosto de 1997, 55-60.

e ROSENBERG, I.H y col. Colloquium: Homocyst(e)ine, Vitamins and Arterial Occlusive Diseases. American
Institute of Nutrition. J. Nutr., 1996, vol. 126, 1235S-1300S.

e GRAHAM, I.M y col. Plasma Homocysteine as a Risk Factor for Vascular Disease, 1997, vol. 277, 1775-1791.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una composicioén que contiene como el ingrediente activo al menos una planta de Allium o un extracto
de al menos una planta de Allium, y una cantidad terapéuticamente eficaz de vitamina B,,, vitamina B¢ y 4cido félico,
mezclada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para la fabricacién de un medicamento de administracién por
via oral para reducir el nivel plasmatico de homocisteina en mamiferos en la prevencién o tratamiento de enfermedades
cardiovasculares.

2. El uso como se expone en la reivindicacion 1 en el que dicha planta de Allium, o extracto de al menos una planta
de Allium, se selecciona entre el grupo constituido por Allium sativum L. (ajo), Allium cepa (cebolla), Allium chinense
y Allium ampeloprasum (ajo de cabeza gigante/ajo elefante).

3. El uso como se expone en la reivindicacion 1 en el que dicha composicién incluye entre 100 mg y 10.000 mg de
dicha planta o extracto de Allium en una cantidad que permite una administracién diaria por via oral de entre 100 mg
y 10.000 mg de dicha planta o extracto de Allium.

4. El uso como se expone en la reivindicacién 3 en el que dicha vitamina By, estd presente en una cantidad que
permite una administracién diaria por via oral de entre 20 ug y 5.000 ug de dicha vitamina B, la vitamina By estd
presente en una cantidad que permite una administracién diaria por via oral de entre 1 mg y 100 mg de dicha vitamina
B¢ y el 4cido félico estd presente en una cantidad que permite una administracion diaria por via oral de entre 20 ug y
10.000 pg de dicho 4cido félico.

5. El uso como se expone en la reivindicacién 1 en el que dicha composicién incluye al menos 700 mg de dicha
planta o extracto de Allium en una cantidad que permite una administracién diaria por via oral de al menos 700 mg de
dicha planta o extracto de Allium.

6. El uso como se expone en la reivindicacion 5 en el que dicha vitamina B, estd presente en una cantidad que
permite la administracién diaria por via oral de 200 ug de dicha vitamina B ,, la vitamina By estd presente en una
cantidad que permite una administracion diaria por via oral de 100 mg de dicha vitamina B¢ y el 4cido félico estd
presente en una cantidad que permite una administracién diaria por via oral de 400 ug de dicho 4cido félico.

7. El uso como se expone en la reivindicacion 1 en el que dicha planta de Allium o extracto de Allium es de Allium
sativum L. (ajo).
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