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Tratamiento de dolencias neurodegenerativas.

Se proporciona un procedimiento para el tratamiento de
un paciente necesitado de terapia para una enfermedad
neurodegenerativa, que comprende la administracion a
ese paciente de una dosis terapéuticamente eficaz de un
glicérido lipido que comprende un radical de glicerol y un
radical de acido graso, seleccionandose el radical de aci-
do graso entre el grupo constituido por acido y-linolénico,
acido dihomo-y-linolénico y acido araquidénico, caracte-
rizado porque el radical de 4cido graso seleccionado esta
unido al radical de glicerol en su posicién sn-2. Preferen-
temente, el procedimiento es aquel en el que el lipido se
administra durante una duracién y con una dosis suficien-
tes como para mantener o elevar los niveles de TGF-£1
en el paciente hasta niveles terapéuticos.
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DESCRIPCION

Tratamiento de dolencias neurodegenerativas.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para el tratamiento de dolencias neurodegenerativas, espe-
cialmente para el tratamiento de aquellas en las que es beneficioso el aumento el factor de crecimiento transfor-
mador B8 (TGF-pB), especialmente el TGF-B1. De forma mas en particular, la presente invencion proporciona tra-
tamiento para dolencias neurodegenerativas, especialmente para aquellas tales como las enfermedades desmielini-
zantes, tales como la esclerosis mdltiple, las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson y proporciona tratamiento
para las secuelas degenerativas asociadas con trauma craneal, ictus y hemorragias intracraneales, tratamiento por el
cual se puede mejorar o restablecer la funcién neuronal de una dolencia que ha empeorado, por ejemplo mediante
remielinizacién.

Ademads, se proporciona el nuevo uso de compuestos conocidos y de compuestos nuevos que comprenden radicales
de 4cido graso insaturados para la fabricacién de medicamentos capaces de tratar de forma eficaz dichas dolencias,
mas especialmente tratamientos que sean capaces de alcanzar niveles de éxito que anteriormente no se podian alcanzar
con respecto a la recuperacion de la funcién neurolédgica.

La solicitud de patente no publicada pendiente de tramitacién PCT/GB04/002089 del inventor, incorporada en esta
invencion a modo de referencia, se refiere al uso de aceites de plantas y de hongos para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas. Estos aceites tienen altos porcentajes del dcido graso esencial 4cido y-linolénico (GLA) en la
posicién sn-2 de sus lipidos, siendo tipicamente el acido graso en la posicion sn-2 alrededor del 40% del total del
aceite.

En la bibliografia estd bien descrito que los acidos grasos esenciales (AGES) del patrén de insaturacién n-3 y
n-6 tienen un efecto positivo en una amplia variedad de trastornos fisiolégicos humanos, incluyendo enfermedades
autoinmunes (WO 02/02105). Harbige (1998), Proc. Nut. Soc. 57, 555-562, revisé el suplemento de la dieta con
dcidos n-3 y n-6 en estados de enfermedad autoinmune y notd en particular evidencias del beneficio de los aceites
ricos en dcido y-linolénico (GLA) y/o linoleico (LA).

Bates y col. sefialaron que se habfa sugerido tiempo atrds en 1957 que los aceites de lipidos que comprenden una
mezcla de residuos de 4cido linoleico y de dcido y-linolénico posiblemente eran mds eficaces en el tratamiento de
las enfermedades inflamatorias y autoinmunes, aunque encontraron pacientes que con 3 g de aceite por dia (aceite de
onagra Naudicelle 7:1 LA:GLA) que tenian recaidas llegaban a estar mds enfermos con el aceite de ensayo que con el
aceite de control.

Aungque la etiologia de 1a EM sigue siendo desconocida, los estudios han mostrado que los pacientes de EM tienen
niveles mds altos de lo normal de células T autoreactivas hacia neuroantigenos. Estas células T reaccionan inter alia
a la proteina bdsica de la mielina (PBM) y a la glucoproteina mielinica de oligodendrocitos (MOG) y estdn en un
estado de activacién incrementado comparado con los controles que se encuentran cuando se goza de buena salud.
Los procesos existentes de dafio axonal, por ejemplo inflamacién crénica, desmielinacién y astrogliosis en la EM son
complejos, aunque se considera que la inflamacién de la sustancia blanca y la desmielinacién determinan la gravedad
de la enfermedad, mientras que estudios recientes sugieren que en la EM el dafio axonal comienza en las etapas
tempranas de la enfermedad y contribuye a la minusvalia (De Stefano y col., 2001).

La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) es el modelo animal usado con més frecuencia para estudiar
los efectos de origen inmune de la EM. Estudios en cobayas han mostrado que el dcido linoleico suprime de forma
parcial la incidencia y la gravedad de la EAE (Meade y col. (1978)). (Harbige y col (1995), 1997b) demostraron
efectos del 4cido linoleico y del dcido y-linolénico que modifican la enfermedad sobre manifestaciones clinicas e
histopatolégicas de la EAE. Dependiendo de la dosis, el dcido y-linolénico fue completamente protector en la EAE
aguda de rata, mientras que el 4cido linoleico tenia una accién dependiente de la dosis sobre la gravedad clinica,
aunque no la suprimfa.

A pesar de estos resultados experimentales, se reconoce que la enfermedad humana, la esclerosis miltiple, es muy
compleja y se puede exacerbar y mejorar a la inversa mediante la actividad de las células T y mediante otros factores de
respuesta inmune. Se cree que los dcidos grasos n-6 promueven la enfermedad autoinmune e inflamatoria basdndose en
los resultados obtenidos s6lo con 4cido linoleico. Se ha demostrado que la produccién de TGF-81 y de PGE, aumenta
de forma no especifica en ratones ex vivo alimentados con dcido y-linolénico. Se ha informado que el TGF-S1 protege
en la EAE aguda y recurrente (Racke y col. (1993); Santambrogio y col. (1993)) y que los inhibidores de la GP, tales
como el aumento de la indometacina, empeoran asi la enfermedad (Ovadia y Paterson (1982)).

Las citoquinas estdn implicadas en la patogénesis de la EM, existiendo muchos estudios que muestran un aumento
en las citoquinas inflamatorias mielinotéxicas (TNF-a, IL-18 e IFN-y) que coincide con la fase de recaida de la
enfermedad. Por el contrario, los niveles de la citoquina anti-inflamatoria e inmunosupresora que transforman el factor
de crecimiento transformador betal (TGF-3-1) parecen reducirse durante una fase de recaida y aumentan a medida
que el paciente entra en la fase de remision. Asi, el balance entre TGF-S1 biolégicamente activo y los TNF-a, IL-18 ¢
IFN-y proinflamatorios parece estar alterado durante la fases de recaida-remisién de la EM.
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Durante la fase de recuperacién natural de la EAE, el TGF-S81 que secretan las células T inhibe a las células
efectoras de la EAE, el TGF-81 se expresa en el SNC y, en la proteccién inducida mediante tolerancia por via oral,
el TGF-8 y el PGE, se expresan en el cerebro (Karpus y Swanborg (1991); Khoury y col. (1992)). Harbige (1998)
concluy6 que los efectos del dcido y-linolénico dietético sobre la EAE estdn mediados a través de mecanismos como
el de las células Th;, que implican al TGF-81 y posiblemente a través de la actividad antioxidante de la superéxido
dismutasa.

Se ha mostrado que el aceite de borraja (tipicamente entre el 20% y el 23% de acido y-linolénico y entre el 34
y el 40% de 4cido linoleico por el 100% de contenido de 4cido graso) y el aceite del hongo Mucor javanicus (véase
la Figura 1) son eficaces en el modelo animal de la EAE usado para identificar candidatos a la EM, aunque nunca
ha mostrado ser significativamente eficaz en la enfermedad humana. Niveles elevados de aceite rico en 4cido lino-
leico que contiene niveles bajos de 4cido y-linolénico (EPO: 4cido linoleico:acido y-linolénico 7:1) suprimieron de
forma parcial la incidencia y la gravedad de la EAE en ratas (Mertin y Stackpoole, 1978), mientras que el estudio de
Bates con Naudicelle citado anteriormente condujo a un empeoramiento de los pacientes. A pesar del uso de acei-
te de borraja y de otros aceites que contienen GLA/LA tales como el aceite de onagra por afectados de esclerosis
multiple durante aproximadamente los ultimos 30 afios, la gran mayoria de los pacientes no se recuperaron de la en-
fermedad y no mostraron una mejora significativa, continuando con la enfermedad subyacente para progresar hasta la
muerte.

Se ha sugerido el uso, inter alia, de aceite de borraja rico en acido y-linolénico y en 4cido linoleico como medio pa-
ra proporcionar inmunosupresion en la esclerosis miltiple (documento US 4.058.594). Criticamente, la dosis sugerida
es de 2,4 gramos de aceite por dia y no se proporciona evidencia real de eficacia. Esto es mucho més bajo que la dosis
baja de 5 g/dia que se encontr6 que era ineficaz in vivo en hombres en el estudio del documento PCT/GB04/002089.

Otros tratamientos inmunosupresores mas drasticos, incluyendo a destructores y a moduladores de las células
T tales como la ciclofosfamida, también han mostrado ser eficaces en el modelo de la EAE, aunque cuando estos
se emplean en la enfermedad de esclerosis multiple humana mejoran los sintomas, pero la enfermedad subyacente
continua su avance. De hecho las células T producen citoquinas beneficiosas, tales como el TGF-£1, asi como otras
peligrosas para el hombre. David Baker del Instituto de Neurologifa del Reino Unido, resumi6 la disparidad entre lo
que es eficaz en la EAE y en la EM con un articulo titulado “Everything stops EAE, nothing stops MS” en la reunién
de la Sociedad de EM del Reino Unido (UK MS Society) Fronteras de la EM en el Reino Unido (UK MS Frontiers),
el 10 de Mayo de 2004.

Esta claro que la inmunosupresién sola no puede curar la EM. Casi con certeza esto se debe a un trastorno meta-
boélico subyacente fundamental en los pacientes con EM, ademds de la enfermedad autoinmune, que conduce a una
anormalidad en la membrana, a la alteracién de la citoquina y al posterior ataque inmune y al proceso lesional. Aunque
los pacientes vayan en remision en la enfermedad de recurrencia-remision, prosigue la desmielinacién subyacente.

El tratamiento “estdndar de oro” para la EM sigue siendo el interferén, tal como Avonex®, Rebif® y otros pre-
parados de interferén. Este tratamiento estdndar de oro sélo atiende las necesidades de algunos de los pacientes, por
ejemplo del 30%, e incluso en esta mejora de los sintomas, el tratamiento se limita a reducir la gravedad de las recai-
das. Aunque los sintomas se pueden disminuir en una proporcién de los pacientes, la enfermedad tiende a progresar
hacia mds incapacidad y hacia la muerte debido a la degeneracién subyacente.

En su estudio PCT/GB04/002089 hasta el momento sin publicar, los inventores de la presente invencion han deter-
minado de forma sorprendente que de conformidad con un tratamiento con una “dosis elevada” con aceite triglicérido
que contenga altos niveles de 4dcido y-linolénico sn-2 (siendo > 40% de los residuos en la posicién sn-2 de 4cido y-
linolénico) con un contenido adecuado de dcido graso acompafiante, se pueden alcanzar niveles notables de mejora
en casi todos los sintomas de la EM, forma sin igual que se proporciona mediante el presente tratamiento estdndar de
oro. Dicho éxito es especialmente sorprendente a la luz del uso anterior de otros preparados que contenian dcido y-
linolénico que no tuvieron €xito, tal como en el estudio con Naudicelle.

El estudio PCT/GB04/002089 muestra que durante un periodo de 18 meses, los pacientes que toman una dosis
elevada (15 g/dia) de aceite de borraja seleccionada con alto contenido de 4cido y-linolénico sn-2 mostraban mejoras
significativas y marcadas (p < 0,001) en la puntuacién de la EDSS, una tasa reducida de recaida, alivio sintomético
de la espasticidad muscular y de los sintomas sensoriales dolorosos y medidas objetivas mejoradas de las funciones
cognitivas. Las dosis bajas de 5 g/dia de este aceite de borraja no tuvieron efecto.

Los pacientes que tomaron la dosis mas alta de este aceite de borraja mantuvieron su nivel de produccién de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de TGF-S1 durante el periodo de ensayo, sus citoquinas proinflamatorias
TNF-a e IL-18 se redujeron de forma significativa y marcada (< 70%) y mantuvieron o incrementaron 4cidos grasos
omega-6 de cadena larga de la membrana de produccién de CMSP écido dihomo-y-linolénico (DHLA) y 4cido araqui-
dénico (AA), en contraste con los pacientes que tomaron placebo, que evidenciaron la pérdida de estos 4cidos grasos
durante el curso del periodo de ensayo.

Aunque se esperaria que esta inmunosupresion reduciria el aumento del proceso lesional activo y de la neurodege-
neracion, el tratamiento con aceite con alto contenido de GLA sn-2 aparentemente se dirige al mantenimiento y/o al
aumento de componentes clave de la membrana lipidica que de otra forma se pierden especificamente en la EM, siendo
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consistente con una correccién de un defecto metabélico que no se trata de forma eficaz de otra manera mediante las
terapias actuales. El hecho de que la dosis baja (5 gramos/dia) no tuvo efecto sobre esto, respaldé dicha determinacion.

Se sabe que el 4cido y-linolénico (18:3n-6, 0 GLA) se convierte rdpidamente en los 4cidos grasos poliinsaturados
omega-6 de cadena mas larga dcido dihomo-y-linolénico y 4cido araquidénico in vivo (Phylactos y col. 1994, Harbige
y col. 1995, 2000). Por consiguiente, para determinar como aumentar el nivel de 4cidos grasos omega-6 de cadena larga
de la membrana en la EM, los inventores han revisado sus resultados obtenidos con varios aceites que contenian GLA:
tanto aceites de hongos (del hongo Mucor javanicus), como de plantas (Borago officianalis), de onagra Oenothera
spp. o de grosella negra Ribes spp, asi como de aceite de tri-GLA sintético como sistemas de administraciéon de GLA
en un modelo animal experimental in vivo de EM conocido como encefalomielitis autoinmune experimental crénica
recurrente (CREAE).

La induccién de la EAE en ratas no produce caracteristicas histologicas de desmielinacién (Brosnan y col. 1988),
pero induce un patrén de enfermedad monofasica aguda, a diferencia de la EM que se caracteriza por la desmielinacién
del SNC y porque en la mayoria de los casos es clinicamente del tipo recurrente-remitente. Sin embargo, los modelos
de EAE desmielinizante y crénica recurrente (CREAE) se caracterizan por fases de desmielinacién y de recaida. Con la
demostracion de que la glucoproteina mielinica de oligodendrocitos (MOG) es una diana neuroantigénica importante
en la EM (Genain y col. 1999) y con la demostracién de respuestas mucho mayores de los linfocitos autoreactivos
de la sangre periférica a este neuroantigeno, comparado con la PBM, en la EM (Kerlero de Rosbo y col. 1993,1997)
la CREAE inducida por MOG se ha convertido en el modelo animal de eleccién con caracteristicas estrechamente
parecidas a aquellas observadas en la EM (Fazakerely y col. 1997, Genain y col. 1999, Amor y col. 1994).

Las evidencias procedentes del modelo de CREAE del inventor y de los estudios de alimentacién de ratas con
EAE indican que un aceite de semilla de grosella negra (72% p/p 18:3n-6, GLA) no protegia frente a la EAE (véase la
Tabla 3). Es importante destacar que el aceite de semilla de grosella negra tiene un bajo contenido de GLA sn-2 con
la mayoria del GLA en las posiciones sn-1y sn-3 (Lawson y Hughes 1988). Ademds, un triacilglicerol estructurado
que contiene tres radicales (TG-GLA) proporcioné efectos protectores similares a los del aceite de borraja usado en
el modelo de CREAE (Tabla 2). Esto seria coherente con que el GLA sn-2 sea importante, es decir elimindndose la
pareja exterior de GLA sn-1y sn-3 in vivo y probablemente sufriendo una oxidacién que deja sélo GLA sn-2. Esta
hidrdlisis selectiva proviene de la capacidad conocida que tienen las lipasas especificas para eliminar los 4cidos grasos
sn-1y sn-3 de las moléculas de triacilglicerol, aunque hay una proteccién aparente de la posicion sn-2 in vivo (Lawson
y Hughes 1988, Kyle 1990).

Esta revision ha conducido a los inventores a postular que los glicéridos que tienen residuos de 4cido vy-linolénico
sn-2, de 4cido dihomo-y-linolénico o de 4cido araquidénico serdn mejores en la correccién del metabolismo de la EM,
que incluso el aceite de borraja con alto contenido de 4cido y-linolénico sn-2 de su ensayo anterior. Esto permitiria
reducir las dosis de lipido que deben tomarse y/o posiblemente reduciria el tiempo de tratamiento, lo que daria como
resultado un efecto beneficioso.

La Tabla 3 del documento EP 0520624 (Efamol Holdings) compara el contenido de triglicéridos de aceites de
onagra y de borraja, instruyendo al primero para ser mds eficaz terapéuticamente que el dltimo para una variedad
de trastornos sensibles al GLA. Este documento indica que el aceite de borraja tiene veintisiete componentes de
triglicérido diferentes, de los cuales s6lo el 20% tiene GLA sn-2. La pagina 3, en las lineas 40-42, menciona que
el ensayo biol6gico ha mostrado que cantidades iguales de GLA pueden tener de hecho distintos efectos cuando el
GLA se suministra como aceite de distintas fuentes. De forma crucial, se dirige entonces al lector a una fraccién en
particular presente en el aceite de onagra (EPO), aunque no en el aceite de borraja, como que es la responsable del
efecto superior del primero en el aumento de PGE1 (véase el grafico del documento EP 0520624 pagina 4 y la Tabla
2) y asi es la responsable del efecto anti-inflamatorio, identificindose esa fracciéon como di-linoeoil-mono-gamma-
linolenil-glicerol (DLMG), la cual se afirma que es entre el 18 y el 19% del total de triglicérido en el EPO. De forma
critica, la pagina 6 ensefia claramente que la posicion del GLA, en sn-1, 2 6 3, no es importante para este efecto.

Dines y col. (1994) en Proceedings of the Physiological Society, Aberdeen Meeting 14-16 Septiembre de 1994,
informan sobre estudios de tratamiento de dafio neuronal por neuropatia diabética con acido y-linolénico que contiene
aceites del tipo postulado en el documento EP 0520624 y de nuevo indican que el aceite de borraja no fue muy eficaz
en el tratamiento de esta neurodegeneracién, mientras que el aceite de onagra si lo fue. El articulo concluye que el
aceite de borraja contiene otros constituyentes que interfieren con la actividad del GLA.

Los inventores de la presente invencion ahora tienen la intencién de demostrar, a la vista de sus resultados con
aceite de borraja con alto contenido en 4cido y-linolénico sn-2, que efectivamente la presencia de un residuo de
dcido y-linolénico sn-2, de dcido dihomo-y-linolénico o de 4cido araquidénico en un glicérido, especialmente en un
triglicérido, proporciona eficacia en el tratamiento de la EAE, CREAE y en la enfermedad humana de EM.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de tratamiento de un paciente necesi-
tado de terapia para una enfermedad neurodegenerativa que comprende la administracion a ese paciente de una dosis
terapéuticamente eficaz de un glicérido lipido de estructura definida que comprende un radical de glicerol esterificado
con uno o mds radicales de acido graso, caracterizado porque el lipido tiene un radical de acido graso en la posicién
sn-2 seleccionado entre el grupo de residuos constituido por residuos de dcido y-linolénico, dcido dihomo-y-linolénico
y 4cido araquidénico.
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Las enfermedades neurodegenerativas tratadas de forma especialmente ventajosa son aquellas que implican la
desmielinacién. El procedimiento de la presente invencion detiene la neurodegeneracion subyacente y restablece la
funcién neuronal. De forma especial, el procedimiento normaliza la composicidn de la membrana neuronal y restable-
ce las proporciones de TGF-S1/TNFa liberadas de forma espontadnea por las CMSP sanas y restablece las proporciones
de TGF-B1 con otras citoquinas liberadas por las CMSP. Lo mas ventajosamente, el procedimiento detiene la neuro-
degeneracion de todos los tipos de la esclerosis multiple, aunque lo hace especialmente en la EM remitente recurrente,
progresiva primaria y progresiva crénica y sirve para el restablecimiento, en parte o de forma completa, de la funcién
neuronal tal como se mide, por ejemplo, mediante escaner IRM o TAC o mediante la puntuacion de la EDSS. Dicho
procedimiento también se puede usar en el tratamiento del empeoramiento cerebral después de un ictus, de un trau-
ma craneal y de hemorragias intracraneales en los que hay desmielinacién o dafio neuronal. Ademads se proporciona
aplicacién en el tratamiento de otras enfermedades con desmielinacién crénica, tales como en las enfermedades de
Alzheimer y de Parkinson.

Preferentemente, el lipido se administra durante una duracién y con una dosis suficiente como para mantener o
elevar los niveles de TGF-B en el paciente hasta niveles terapéuticos. Por niveles terapéuticos se quiere decir niveles
al menos muy parecidos con los de los sujetos sanos. Preferentemente, la dosis es tal como para producir una propor-
cién de TGF-B1/TNF-« liberada de forma espontinea desde las células mononucleares de sangre periférica (CMSPs)
aisladas de la sangre de un paciente, después de 18 meses de dosificacion diaria, de entre 0,4 y 3,0, al menos 0,5, de
forma mds preferente al menos 0,75 y lo mds preferentemente al menos 1. Preferentemente, la dosis es tal como para
producir una proporcién de TGF-B1/IL-15 en la sangre de un paciente, después de 18 meses de dosificacion diaria, de
al menos 0,5, mas preferentemente de al menos 0,75 y lo mas preferentemente de al menos 1. Preferentemente dichos
niveles se producen después de 12 meses y mds preferentemente después de 6 meses.

Tipicamente, la cantidad de lipido administrada diariamente estard entre 0,5 y 30 gramos, dosificados por via oral,
atn mds preferentemente entre 1 y 20 gramos y lo mas preferentemente entre 1 y 18 gramos, tipicamente entre 3 y 5
gramos.

En el caso de que el radical sn-2 sea el de un residuo de dcido y-linolénico, la dosis puede estar hacia el extremo
mads alto de estos intervalos, especialmente en el caso de que los radicales sn-1 y sn-3 sean relativamente inertes, por
ejemplo siendo 4cidos utilizados metabdlicamente tales como los dcidos grasos saturados. En el caso de que el radical
sn-2 sea el de un residuo de dcido dihomo-y-linolénico, la dosis puede ser menor, mientras que en el caso de que el
radical sn-2 sea el de un residuo de 4cido araquidénico, la eficacia es mayor, aunque la dosificacion deberia ser més cui-
dadosa, debido a las posibilidades existentes de aparicién de efectos secundarios no deseados a niveles més elevados.

De forma mads preferible, el procedimiento se caracteriza porque el lipido es un monoglicérido, diglicérido o trigli-

cérido que contiene al menos un radical del 4cido y-linolénico, del dcido dihomo-y-linolénico o del 4cido araquidénico
sn-2 de férmula general I mostrada a continuacion:

_R1
0—R?

o—R’
Férmula I
en la que

R! y R? se seleccionan de forma independiente entre hidrégeno y grupos acilo, y

R? se selecciona entre el grupo constituido por residuos de dcido y-linolénico, de dcido dihomo-y-linolénico y de
acido araquidénico.

Para el propdsito de la presente invencion, los grupos acilo se definen como aquellos que comprenden al menos un
grupo carbonilo sobre el extremo de una cadena de hidrocarburo seleccionado entre cadenas de alquilo y de alquenilo,
estando unido directamente el grupo carbonilo mediante su dtomo de carbono al oxigeno del residuo de glicerol
mostrado en la férmula I.

Los grupos acilo preferidos R' y R? son radicales de 4dcido graso saturado de férmula -CO-(CH,),-CHj, en la
que n es un nimero entero seleccionado entre 1 y 22, siendo mds preferentemente entre 4 y 16, siendo ain mas
preferentemente entre 5 y 12, siendo lo més preferentemente entre 6 y 10. Los grupos acilo especialmente preferidos
son aquellos de los acidos caprilico y céprico, siendo especialmente gliceroles de acido 1,3-dicaprilico o 1,3-dicédprico
que tienen el radical de 4cido y-linolénico, dcido dihomo-y-linolénico o de 4cido araquiddnico en la posicién sn-2.

Los glicéridos preferidos para uso en la presente invencién son los triglicéridos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 094 B2

El documento US 4701469 describe algunos triglicéridos potenciales para uso nutracéutico que los inventores de
la presente invencién han determinado que se pueden usar en el procedimiento de la presente invencién, aunque dicho
documento sé6lo describe de forma especifica triglicéridos de 1,3-dioctanilo en los que el dcido sn-2 es de un AGE,
s6lo se describe que se ha preparado el 1,3-dioctanoilo eicosapenta glicerol. Se dice que estos son ttiles en inter alia
la inmunomodulacién, pero aunque se especifican varias enfermedades, no se incluye el uso en inmunosupresion en la
neurodegeneracién y en la EM.

Aunque los grupos R' a R? més preferidos para inclusién en el compuesto de férmula I son dcidos grasos saturados
simples o dcidos grasos de origen natural con funcién estructural o metabdlica, tales como 4cidos grasos de cadena
media o de cadena larga, hay otras posibilidades. Los acidos grasos especialmente preferidos son aquellos que se
utilizan principalmente por parte del metabolismo para producir energia. En el caso de que los dcidos grasos sean
estructurales, es decir, que se utilicen en membranas, éstos son de forma conveniente residuos de 4cidos tales como
dcido y-linolénico, 4cido linoleico, dcido dihomo-y-linolénico y dcido araquidénico. Por residuo se quiere decir el
radical que permanece después de que el grupo carboxilo del acido graso esterifica a uno de los grupos hidroxi de la
molécula de glicerol.

Otros 4cidos grasos preferidos para las posiciones sn-1 y sn-3 se seleccionan entre dcidos grasos que se metabolizan
en el ser humano para producir energia, en oposicion a un dcido graso que se dirige principalmente a la mezcla de la
membrana estructural: dichos dcidos preferidos incluyen al 4cido oleico y al dcido palmitico.

En el caso de que la cadena de dcido graso sn-1y sn-3 (R' y R®) sea insaturada, ésta también puede ser la de otros
acidos grasos esenciales, tales como los dcidos n-3 tales como 4cido estearidonico, dcido eicosapentanoico y acido
docosahexanoico. En el caso de que el acido graso esté opcionalmente sustituido, estos estardn sustituidos preferente-
mente por grupos hidroxi, oxo, carboxilo, alquilo, alquenilo y alcoxi. La cadena de hidrocarburo es preferentemente
una de entre 1 y 30 dtomos de carbono de longitud, mas preferentemente de entre 4 y 28 dtomos de carbono de longi-
tud, ain mds preferentemente de entre 4 y 24 dtomos de carbono de longitud. Lo més preferentemente, la cadena de
hidrocarburo es la de un 4cido graso, de forma mds particular es un dcido graso mono o poliinsaturado.

Muchos de los lipidos preferidos para su uso en el procedimiento de la presente invencion se conocen y se pueden
preparar mediante procedimientos quimicos conocidos en la técnica. Por ejemplo, muchos se encuentran disponibles
comercialmente, tales como la trigamma-linolenina, conocida como TLG, aunque citada en esta invenciéon como GGG,
que refleja la identidad de los grupos R'R*R?, en la que G representa residuos de dcido y-linolénico.

La GGG se encuentra disponible comercialmente en Nu-Check-Prep Inc. El documento EP 0300844 describe su
sintesis usando una reaccién de transesterificacién de triacetina con gamma linolenato de metilo catalizada por una
base, para proporcionar una mezcla que contiene el 80% de GGG, y-linolenato de metilo sin reaccionar y el 10% de
mono- y de diglicéridos.

La triaraquidina es conocida y se pueden obtener pequefias cantidades comercialmente por ejemplo de Sigma. La
AAA se ha sintetizado a partir de dcido araquidénico mediante el uso de una lipasa inmovilizada patentada para la
mejora de la actividad de angiogénesis en el documento US 4888324.

Sin embargo, aunque se pueden usar los di o triglicéridos de 4cido tri y di-y-linolénico, de dcido dihomo-y-linolé-
nico o de 4cido araquidénico, los inventores de la presente invencion prefieren el uso del éster sn-2 del 4cido mono-y-
linolénico, del 4cido dihomo-y-linolénico o del 4cido araquidénico porque administran menos cantidad de los 4cidos
grasos inmunomodulatorios y proinflamatorios acido y-linolénico, dcido dihomo-y-linolénico o dcido araquidénico
mientras que se retiene la actividad mejorada que proporciona el radical sn-2 del 4cido y-linolénico, del 4cido diho-
mo-y-linolénico o del 4cido araquidénico en lo que respecta al efecto deseado de normalizacién de la membrana y de
modificacién de la enfermedad.

Los nuevos lipidos que se prefieren estan accesibles mediante los procesos y los procedimientos presentados en los
ejemplos de esta invencioén. La mayoria de los lipidos preferidos son aquellos en los que precisamente hay un radical
de 4cido y-linolénico, de dcido dihomo-y-linolénico o de dcido araquidénico individual esterificando al glicerol en la
posicién sn-2, siendo los dcidos que estdn en las posiciones sn-1y sn-3 dcidos de cadena media insaturada o de cadena
larga insaturada.

Asi, un aspecto adicional de la presente invencién proporciona nuevos lipidos descritos en esta invencién que
incluyen a compuestos de férmula II

_.R1
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en la que R!' y R? son iguales y son -C(O)(CH,),CH;, en la que n se selecciona entre 4 y 14, mds preferentemente entre
6y 10 y lo mas preferentemente entre 7, 8 6 9 y en la que R? se selecciona entre y-linolenilo, dihomo-y-linolenilo y
araquidonilo.

Un aspecto adicional de la presente invencion proporciona un procedimiento para la sintesis de un compuesto de
férmula general 111

_..R1
o_ 2

o-R®

en la que R! y R? son iguales y son -C(O)(CH,),CHj3, en la que n se selecciona entre 4 y 14, mds preferentemente
entre 6 y 10 y lo mds preferentemente entre 7, 8 6 9 y en la que R? es un residuo y-linolenilo, dihomo-y-linolenilo o
araquidonilo

que comprende la reaccién de 1,3-dihidroxiacetona con un compuesto de férmula X-C(O)(CH,),CH;, en la que X
se selecciona entre Cl, Bry I,

para proporcionar el compuesto 1,3-di-(C(O)(CH,),CHj;)2-ceto correspondiente

la reduccidn del grupo ceto al 1,3-di-(C(O)(CH,),CHj;)2-0l correspondiente y la reaccion de ese con cloruro de y-
linolenilo o con cloruro de dihomo-y-linolenilo o con cloruro de araquidonilo.

Un aspecto aun adicional de la presente invencién proporciona un procedimiento para la sintesis de un compuesto
de férmula general IV

"R1
0—R?

o-R®

en la que R' a R® son iguales y se seleccionan entre residuo de y-linolenilo, residuo de dihomo-y-linolenilo o
residuo de araquidonilo

que comprende la reaccion del cloruro de y-linolenilo, cloruro de dihomo-y-linolenilo o cloruro de araquidonilo
correspondiente con glicerol.

La sintesis de algunos de estos compuestos se describe a continuacién y en los esquemas mostrados en las figuras
que siguen a continuacion.

Por ejemplo, se puede llevar a cabo una esterificacién de glicerol en una sola etapa que use GLA y un agente de
acoplamiento, tal como los reactivos de acoplamiento DCCI/DMAP (1,1-diciclohexilcarbodiimida/4-dimetilaminopi-
ridina). Este procedimiento proporciona un buen rendimiento, aunque genera impurezas que, a menos que se eliminen,
hacen que el aceite final esté turbio. Esto se puede evitar mediante el uso de un agente de acoplamiento tal como EDCI
(clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida), que da lugar a subproductos solubles en agua que son
mads faciles de eliminar. La Kokai de solicitud de patente japonesa Tokio Koho JP 05310638 A2 del 22 de Noviembre
de 1993 Heiseli, 6 paginas, describe la preparacion de tri-a-linolenina (LnLnLn en la que Ln es 4cido linoleico) usando
DCCI y una reaccién anédloga aunque distinta.

Una propuesta alternativa proporciona una secuencia de dos etapas, que usa la reacciéon de GLA-CI (preparado a
partir de acido y-linolénico y de cloruro de oxalilo) y de glicerol en diclorometano/piridina, con buenos rendimientos,
auna escala de hasta 250 g y en el que se purifica mediante cromatografia en columna. La Kokai de solicitud de patente
japonesa Tokio Koho JP 04328199 A2 del 17 de Noviembre de 1992 Heisei, 5 paginas (Japén) Concentration of a-
linolenic acid triglyceride by flash chromatography. Ando, Yukiki, Watanebe, Yoichi, Takagi, Yoshiaki (Nisshin Oil
Mills Ltd, Japén), describe una técnica relacionada, aunque distinta, para la purificacién de tri-e-linolenina (LnLnLn).
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El ejemplo comparativo con tricaprina (tridecanato de glicerol) es un compuesto conocido disponible comercial-

mente en Sigma. Este se ha preparado mediante la reaccién de dodecanoato de metilo y de gliceréxido de sodio con la
purificacion posterior del producto bruto mediante cromatografia en columna (véase E. S. Lutton y A. J. Fehl, Lipids,
5,90-99 (1970)).

Un procedimiento alternativo implica la reaccién catalizada por 4cido de glicerol con 4cido decanoico seguido por
cuatro recristalizaciones (véase L. H. Jenson y A. J. Mabis, Acta Cryst., 21, 770 (1966)).

El solicitante proporciona ademds un procedimiento mejorado que permite reaccionar al glicerol con més de 3
equivalentes de cloruro de decanoilo y que permite purificar el producto de tricaprina mediante recristalizacién.

Los aspectos adicionales de la presente invencién proporcionan el uso de aceites triglicéridos tal como se describi6
anteriormente para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas tal
como se expuso en el procedimiento de la presente invencidn. Los medicamentos especialmente preferidos son para
la detencidn y para la reversion de la neurodegeneracion en la EM de todos los tipos, aunque especialmente en la
EM de tipo remitente recurrente, progresiva primaria y progresiva crénica y para el restablecimiento, en parte o de
forma completa, de la integridad de la funcién neuronal tal como se mide, por ejemplo, mediante escdner IRM o TAC
o mediante la puntuacion de la EDSS. Se pueden tratar otras enfermedades sensibles al TGF-g1 tal como se expuso
anteriormente.

Los lipidos para uso en la presente invencion se pueden administrar mediante cualquiera de los vehiculos conocidos
en farmacia. Lo mds convenientemente, se administran como aceites puros o en una mezcla con productos alimenticios,
en forma de cépsulas que contienen dichos aceites, o en formas recubiertas de forma entérica. A los expertos en la
técnica se les ocurrirdn otras formas ademads de las de Remington Pharmaceutical Sciences, 19* edicion.

Los expertos en la técnica se dardn cuenta de que se pueden combinar otros agentes beneficiosos con los lipidos
para uso en la presente invencién o que pueden formar parte de otra manera de un régimen de tratamiento con los
lipidos. Estos pueden ser bloqueantes de los canales i6nicos, por ejemplo bloqueantes del canal de sodio, interferones
(@, B 0 y), destructores de células T, esteroides u otros agentes paliativos. Ademads se comprenderd que en el caso
de que se estén modulando las respuestas inmune e inflamatoria, dichas combinaciones necesitardn hacerse de forma
cuidadosa, dada la compleja naturaleza de estos sistemas. Sin embargo, dada la respuesta retrasada a los aceites de
la presente invencién, en los primeros meses de tratamiento pueden ser beneficiosos agentes de accién mas rapida
antes de que se normalicen los niveles de TGF-S1, con tal de que el tratamiento adicional no impida este proceso de
normalizacién.

A continuacion se describe la sintesis de lipidos estructurados para uso en la presente invencién, junto con la
sintesis de ejemplos comparativos. Algunos de estos lipidos son nuevos, mientras que otros son conocidos aunque no
se han usado para el tratamiento de la presente invencion.

La presente invencién se describird ahora a modo de ejemplo, s6lo mediante referencia a las siguientes tablas,
ejemplos y figuras no limitantes. Las formas de realizacion adicionales que estdn dentro del alcance de la presente
invencidn se les ocurrirdn a los expertos en la técnica a la luz de estas.

Tablas

Tabla 1: Muestra la composicién del % de contenido de dcido graso total de distintos aceites triglicéridos y el
efecto protector en la EAE.

Tabla 2: Muestra los pardmetros de tres grupos de tratamiento en un ensayo con aceite de borraja con alto conte-
nido de GLA sn-2 descrita en el documento PCT/GB04/002089.

Tabla 3: Muestra el efecto de distintas formas de GLA sobre la incidencia de 1a EAE y sobre los resultados clinicos
en ratones SJL: las puntuaciones mds bajas indican un efecto terapéutico mejorado.

Tabla 4: Muestra el fracaso del aceite de grosella negra, un aceite con alto contenido de GLA, aunque con bajo
contenido de GLA sn-2, aceite de planta, para comparar los aceites de hongo y de borraja en la EAE.

Figuras

Figura 1: Muestra la produccién espontdnea de citoquina de células mononucleares de sangre periférica con un
placebo y con un contenido elevado de 4cido y-linolénico sn-2, el aceite de ensayo del documento PCT/GB04/002089
tratd a pacientes humanos con EM durante 18 meses.

Figura 2: Muestra el efecto de un placebo y de una dosis baja (5 g/dia) de un aceite de borraja con alto contenido
de GLA sn-2 sobre la puntuacién en la EDSS de pacientes con EM en comparacion con el efecto de una dosis elevada
(15 g/dia) mostrado en forma de histograma con los meses de tratamiento reflejados en el eje x.
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Figura 3: Muestra el efecto de un placebo, de una dosis baja y de una dosis elevada de aceite de borraja con alto
contenido de GLA sn-2 sobre la tasa media de recaida (%) de pacientes humanos con EM en forma de histograma con
los meses reflejados sobre el eje x.

Figura 4: Muestra el esquema de reaccion para la sintesis de un triacilglicérido de dcido graso individual para su
uso en el procedimiento y en el uso de la presente invencion.

Figura 5: Muestra el esquema de reaccidn para la sintesis del compuesto de control tricaprina.

Figura 6: Muestra el esquema de reaccion para la sintesis de CGC, un triacilglicérido de dcido graso mezclado de
la presente invencion.

Figura 7: Muestra el esquema de reaccién para la sintesis de C-DHGLA-C, un triacilglicérido de 4cido graso
mezclado de la presente invencion.

Figura 8: Muestra el esquema de reaccién para la sintesis del compuesto de control GCG, 1,3-dicaprilo, acido 2-
y-linolénico.

Figura 9: Muestra el esquema de reaccion para la sintesis de C-AA-C, un triacilglicérido de 4cido graso mezclado
de la presente invencion.

Las Figuras 10 a 19 muestran los resultados de los estudios de la EAE en ratones SJL y C57BL, tal como se expuso
en los ejemplos anteriores. (DHLA=DHGLA: A=AA)

Ejemplos
Ensayo con aceite de borraja con alto contenido de sn-2 (documento PCT/GB04/002089)

Veintiocho pacientes de esclerosis miiltiple (con edades que variaban entre los 18 y los 65 afios) del tipo remitente-
recurrente activo (dos recaidas en los 18 meses anteriores) se metieron en un ensayo controlado mediante placebo,
doble ciego, para investigar los efectos de aceite de borraja encapsulada sobre la actividad clinica y sobre pardmetros
de laboratorio durante 18 meses. Este aceite era de alto contenido en 4cido y-linolénico (GLA) sn-2 (siendo > del
40% de los residuos sn-2 dcido y-linolénico) con bajo contenido en moneno (por ejemplo, 4cido erudsico) y no tenia
vitamina E afiadida, un conocido inmunomodulador.

Los pacientes se reclutaron entre pacientes ambulatorios de neurologia de clinicas en dos hospitales de ciudad;
el consentimiento informado del hospital se obtuvo en la primera visita (visita inicial). Los criterios de exclusién
incluyen cualquier forma de tratamiento con formaco de esteroides o inmunosupresor, embarazo, hiperlipidemia, uso
habitual de aspirina o de fairmacos relacionados y suplemento con vitaminas o con dcidos grasos dentro de los tres
meses anteriores.

Sélo se incluyeron en el ensayo los pacientes que reunian todos los criterios que se muestran a continuaciéon: (a)
pacientes capaces de proporcionar consentimiento informado antes del tratamiento, con pleno conocimiento de que
podrian ser retirados en cualquier momento sin perjuicio; (b) pacientes ambulatorios hombres o mujeres de entre 18 y
60 afios, inclusive; (c) pacientes que tienen un diagndstico confirmado de EM de tipo recurrente definido clinicamente;
(d) pacientes que han tenido al menos tres recaidas clinicas documentadas en los dos afios anteriores; (e) pacientes
que tienen una puntuacion inicial en la escala expandida del estado de discapacidad (EDSS) de entre 0,0-5,5 ambos
inclusive, a condicién de que tengan exacerbaciones bien documentadas y (f) pacientes sanos, aparte de los sintomas
relacionados con la EM, tal como se confirma mediante la historia clinica, el examen fisico y mediante las pruebas de
quimica clinica, de orina y hematoldgicas.

Los pacientes se distribuyeron de forma aleatoria por parte del Departamento de Farmacia entre uno de los tres
grupos siguientes, conteniendo cada grupo 12 pacientes:

e Un grupo clinico (n= 12) para recibir placebo (5 g de polietilenglicol 400)
e Un segundo grupo clinico (n= 12) para recibir una dosis baja (5 g) de aceite de Borago officinalis refinado
e Un tercer grupo clinico (n= 12) para recibir una dosis alta (15 g) de aceite de Borago officinalis refinado

El suplemento estaba en forma de cdpsulas de un gramo de aceite administradas diariamente (5/dia para las de
dosis baja y 15/dia para las de dosis alta) durante una duracién de 18 meses. El aceite de Borago officinalis y los
dcidos grasos omega-6 poliinsaturados son ingredientes alimentarios que son generalmente reconocidos como seguros
(GRCS) para el consumo humano. Bajo las reglamentaciones de la CE no hay requisitos de clasificacion o de etiqueta-
do. La evaluacién clinica incluyé: Puntuaciones en la Escala Expandida del Estado de Discapacidad (EDSS) y registro
de las recaidas clinicas. Se obtuvo sangre venosa (50 ml) para estudios de laboratorio en los meses 1°, 3°, 6°, 12°, 15°
y 18° de administracién del suplemento.
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Se investigaron los siguientes pardmetros bioquimicos e inmunoldgicos en cada visita para la comparacién con los
datos previos al tratamiento y para la comparacion de los datos entre los grupos:

e Produccién estimulada y no estimulada de citoquina de células mononucleares de sangre periférica ex vivo:
cambios en TGF-81, IFN-y, TNF-q, IL-18, IL-6 e IFN-8, que estdn implicados en la patogénesis de la EM.
Citoquina y expresion genética relacionada.

e Moléculas de adhesion en su forma soluble en suero, especialmente [ICAM-1 y VCAM-1

e Composicién de los dcidos grasos de membrana de células mononucleares de sangre periférica y de los acidos
grasos de fosfolipidos en plasma.

Los resultados se muestran en las Tablas 1 y 2 y en las Figuras 1 a 5.

El pardmetro clinico principal fue el nimero de recaidas clinicas entre la linea base (mes 0) y el final del tratamiento
(mes 18). Los parametros clinicos secundarios inclufan: el tiempo hasta la primera recaida; la gravedad de las recaidas
tal como se evaliia mediante la puntuacién EDSS y mediante el uso de tratamiento con esteroides e incluian ademds
los cambios en la EDSS en los meses 3, 6, 9, 12 y 18 comparado con el mes inicial y definido como al menos un
aumento de 1,0 puntos en la EDSS que se mantiene durante 3 meses o un aumento de al menos 1,5 puntos en la EDSS
desde 1a EDSS inicial que se mantiene durante 3 meses.

Once pacientes estaban en el grupo de placebo, siete pacientes habian estado tomando una dosis baja de aceite de
borraja y diez pacientes habian estado tomando una dosis alta de aceite de borraja. El estudio con farmaco se tolerd
bien y no hubo eventos adversos serios durante el ensayo de 18 meses.

Aislamiento y cultivo de CMSP

La sangre total heparinizada se diluyé con un volumen igual de solucién salina equilibrada de Hanks (Sigma,
Reino Unido) y la sangre diluida resultante se deposité sobre Lymphoprep (Nycomed, Oslo, Noruega). Después de
la centrifugacién en gradiente de densidad a 800 g durante 30 minutos, las CMSP se retiraron de la interfase y se
diluyeron con solucién de Hanks. A continuacién se lavaron las células dos veces mediante centrifugacion a 250 g
durante 10 minutos. A continuacién, el sedimento final resultante se puso de nuevo en suspensién en un medio de
cultivo constituido por medio RPMI-1640 (Sigma, Reino Unido) suplementado con L-glutamina 2 mM, 100U de
penicilina y 100 ug de estreptomicina (Sigma, Reino Unido) y con 10% de plasma antdlogo. Se afiadieron 2x10°
CMSP por ml, > del 95% viables tal como se juzgé mediante la exclusién con azul de tripano, a los tubos de cultivo de
tejido (Bibby Sterilin Ltd, Stone, Reino Unido) y se incubaron durante 24 h a 37°C con el 5% de CO,. La concentracién
de antigeno, la densidad celular y el tiempo de cultivo se determinaron todos en experimentos cinéticos anteriores para
determinar la produccién de citoquina maxima (datos no mostrados). Los preparados de citospina de rutina también
se prepararon para los contajes diferenciales posteriores. Después de la incubacion, las células se retiraron del cultivo
mediante centrifugacion a 250 g durante 10 minutos, a continuacién se retiraron los sobrenadantes resultantes, se
prepararon alicuotas y se almacenaron a -70°C.

Preparacion de muestras de plasma

Se centrifugaron a 250 g 10 ml de sangre heparinizada durante 10 minutos. A continuacién, se retiré la capa de
plasma resultante, se prepararon alicuotas y se almacenaron a -70°C.

Deteccion de citoquinas proinflamatorias

Se detectaron TNF-q, IL-18 e IFN-y en los sobrenadantes del cultivo celular y en el plasma usando anticuerpos
apareados disponibles comercialmente que permiten la deteccidn de citoquina en un formato ELISA (R & D systems
Ltd, Abingdon, Reino Unido). Las sensibilidades en los kit de ELISA para TNF-« e IFN-y fueron de 15,6-1000 pg/ml
y de 3,9-250 pg/ml para IL-18.

Deteccion de TGF-f1 biologicamente activo

El TGF-f1 biolégicamente activo en los sobrenadantes del cultivo celular y en el plasma se detecté usando el
sistema ELISA E,. disponible comercialmente, con una sensibilidad de 15,6-1000 pg/ml (Promega, Southampton,
Reino Unido).

Andlisis estadistico

Las diferencias en la produccién de citoquina se compararon usando la prueba T de Student y usando la prueba U
de Mann-Whitney y se consideraron significativas cuando los valores de p fueron menores de 0,05.
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Resultados

Dos pacientes habian desarrollado diarrea y mds tarde se confirmé que ambos habian tomado la dosis alta del
aceite de borraja. En un paciente la diarrea fue suave, aunque en el segundo paciente fue moderadamente grave, el cual
suspendi6 mds tarde el formaco de estudio. El c6digo de tratamiento no se rompid y después de suspender el farmaco la
diarrea habia desaparecido, aunque reaparecié después de una nueva dosis de provocacién. Por lo tanto, este paciente
se retird del ensayo. Los pacientes restantes que se trataron con dosis alta de aceite de borraja mostraron una mejora
clinica excelente en todos los criterios de los pardmetros clinicos primarios y secundarios. Por ejemplo, su puntuacién
EDSS media después de 6 meses de tratamiento habia mejorado desde la puntuacion EDSS inicial (Figura 1). De forma
mads importante, el niimero medio de recaidas clinicas se habia reducido de forma significativa después de 6 meses
de tratamiento cuando se compar6 con el nimero de recaidas en el grupo de placebo (Figura 2). Por el contrario,
los pacientes que habian recibido una dosis baja de aceite de borraja no muestran ninguna mejora clinica cuando se
comparan con el grupo de placebo. Ademads de su efecto beneficioso sobre la actividad de la enfermedad de EM, la
dosis alta de aceite de borraja proporcioné algin alivio sintomatico en la espasticidad muscular (agarrotamiento) y en
los sintomas sensoriales de dolor y también mejord las funciones cognitivas.

Tal como se puede ver para las figuras que siguen a continuacion, la tasa de recaidas después de 9, 12 y 18 meses
se redujo a cero en el grupo de dosis alta. El aumento visto a los 15 meses se debi6 al paciente que abandoné este

grupo.

Lo siguiente son tres resimenes de historial clinico para ilustrar los beneficios terapéuticos de la dosis alta de
aceite de borraja con alto contenido de GLA sn-2. Los dos primeros provienen del ensayo, mientras que el tercero es
un paciente post ensayo del que se obtuvieron estudios mediante IRM.

Paciente 1
Tratamiento

El primer paciente fue una mujer de 48 afios que habia tenido una EM remitente recurrente, clinicamente activa,
durante 9 afios. La mujer habia trabajado anteriormente como administradora a tiempo completo en la autoridad
sanitaria local, aunque fue incapaz de llevar a cabo sus responsabilidades debido a su enfermedad de EM grave.
Por tanto, la mujer trabajé mds tarde como secretaria a tiempo parcial, aunque atn tenfa dificultades de movimiento
debido al agarrotamiento de los misculos y a los trastornos sensoriales. También experimentd varias recaidas clinicas
graves a un promedio de una recaida cada nueve meses. La mayoria de estas recaidas habian acarreado como resultado
hospitalizaciones para recibir terapia con esteroides. A la vista de su enfermedad de EM activa, se recluté a esta
mujer para el ensayo con aceite de borraja. No hubo eventos adversos relacionados con el estudio y después de tomar
la medicacién durante cuatro meses, la mujer experiment6 una buena mejoria en sus sintomas para andar y en sus
sintomas sensoriales.

Aproximadamente nueve meses después de la terapia, esta mujer se encontrd lo suficientemente bien como para
comenzar un trabajo a jornada completa. Ademas, la mujer permanecio libre de recaidas durante los 18 meses de
duracioén del ensayo clinico. Después de la finalizacion del ensayo, el cddigo de tratamiento revel6 que la mujer estaba
tomando la dosis alta de aceite de borraja.

Paciente 2
Control

El segundo caso fue una mujer de 46 afios que también habia tenido una EM remitente recurrente, clinicamente
activa, durante 8 afios. En un principio la mujer habia trabajado como dependienta, pero se quedd sin empleo después
de que se le diagnostic6 la EM.

Sus sintomas incluian dificultad con la movilidad y sintomas sensoriales de dolor en ambas piernas. La mujer
habia experimentado tres recaidas clinicas en los dos afios anteriores al ensayo clinico y habia sido hospitalizada
dos veces para recibir terapia con esteroides. Por lo tanto, se recluté a esta mujer en un ensayo clinico con aceite
de borraja, aunque su capacidad para andar continué deteriordndose. A los seis meses de empezar el ensayo clinico,
la mujer necesita usar un bastén para caminar y también recibié tratamiento con Baclofen para reducir la espacti-
cidad de los miembros inferiores. Aproximadamente diez meses después de comenzar el ensayo clinico con aceite
de borraja, la mujer fue hospitalizada debido a una recaida clinica grave, que se trat6 con esteroides. Més tarde, la
mujer desarrolld trastornos de vejiga y comenzd a usar una silla de ruedas para hacer recorridos largos. El cédigo
de tratamiento se rompié después de la finalizacién del ensayo clinico de 18 meses y se encontré que la mujer habia
estado tomando placebo. Desde entonces, la mujer comenzé a usar un andador para recorridos mayores de 45,72 m (50
yardas).
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Paciente 3
Tratamiento (adicional al ensayo clinico)

El tercer caso fue un hombre de 26 afios al que se le habia diagnosticado EM definitiva en Abril de 2001. Sus
sintomas habian comenzado en 1999 cuando el hombre se quejé de dolor intratable, difuso, que afectaba a distintas
partes de su cuerpo, especialmente el lado izquierdo del pecho y del abdomen. Esto fue seguido por entumecimiento
intermitente en las manos y en los pies, asociado con debilidad fluctuante. También hubo sintomas angustiosos de
vejiga en la forma de frecuencia urinaria y de urgencia. El diagnéstico de EM en 2001 se basé en estos sintomas
remitentes recurrentes y se confirmé mediante andlisis positivo del fluido cerebroespinal y mediante imagen por reso-
nancia magnética (IRM) del cerebro, que mostré miiltiples anormalidades en la sustancia blanca en los dos hemisferios
cerebrales. Los sintomas no respondieron a distintas terapias farmacéuticas.

En Abril de 2003, se inicié el suplemento con el aceite de borraja de dosis alta de la presente invencién. El
paciente informé de una mejoria espectacular en sus sintomas en el espacio de tres meses desde el comienzo de su
suplemento por via oral. Sus sintomas sensoriales de dolor desaparecieron por completo. El hombre no informé ni
de entumecimiento ni de debilidad desde Mayo de 2003 y experiment6 una mejora significativa en el control de su
vejiga. El suplemento por via oral no causé eventos adversos. Se repitié una IRM del cerebro para verificar la mejora
informada en los sintomas del Sr. N. La IRM repetida mostré una reduccién en el tamafio y en la distribucién de las
anormalidades de la sustancia blanca.

Ejemplos
Lipidos sn-2 estructurados

En todos los ejemplos que siguen a continuacién, se obtiene una pureza mdas alta mediante el uso de un material
de partida de 4cido y-linolénico, dihomo-y-linolénico o araquidénico de una pureza mds alta, tal como se encuentra
disponible, por ejemplo, en Sigma Aldrich. GLA 95 indica 4cido y-linolénico puro al 95%.

Ejemplo de sintesis 1
Sintesis de trigammalinolenina
1) Procedimiento con cloruro dcido

Se disolvieron 2,0 g (7,2 mmol, 3,1 equivalentes) de GLA 95 (4cido y-linolénico puro al 95%) en 10 ml de DCM.
Se afiadieron gota a gota 1,01 g (0,71 ml, 8,0 mmol, 3,4 equivalentes) de cloruro de oxalilo en 5 ml de DCM durante
2-3 minutos bajo atmdsfera de nitrégeno. Se agité a TA durante la noche. La mezcla de reaccién se concentrd a vacio
para eliminar el DCM vy el exceso de cloruro de oxalilo. A continuacién se afadi6 gota a gota este cloruro dcido
durante 2-3 minutos a una mezcla agitada de 215 mg (2,3 mmol, 1 equivalente) de glicerol, 0,58 ml (3,1 equivalentes)
de piridina y 10 ml de DCM bajo atmdsfera de nitrogeno. La mezcla se agité a TA durante la noche. A continuacién
se filtré el clorhidrato de piridina formado y se lavé con DCM. La disolucién se lavé con 1 x 4 ml de agua, HC1 0,1
N y disolucién de bicarbonato de sodio al 5% y con disolucién de NaCl al 5%. Se secé sobre sulfato de magnesio, se
filtr6 y se concentré a vacio hasta obtener un aceite de color amarillo. Este aceite se purificé en una columna de gel
de silice usando éter al 10% en hexano como disolvente de elucién. Se obtuvo un aceite incoloro transparente y una
muestra del mismo se transesterificé y se analizé posteriormente mediante CG. El producto contenia GLA al 96,3%
de pureza.

2) Procedimiento con DCCI

Se agitaron 2,19 g de GLA 95 (3,15 equivalentes), 230 mg (1 equivalente) de glicerol y 153 mg de DMAP (0,5
equivalentes) en 10 ml de DCM bajo atmdsfera de nitrégeno. Se afiadieron 1,85 g de DCCI (3,6 equivalentes) en 5 ml
de DCM. La mezcla de reaccidn se agité a TA bajo atmdsfera de nitrégeno durante la noche. E1 DCU formado se filtré
y se lavé con DCM. El DCU se lavé con 1 x 5 ml de HCI N, agua, disolucién de bicarbonato de sodio al 5% y agua.
Se secd sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se concentré a vacio hasta obtener un aceite. A continuacidn, este aceite
se purificé en una columna de gel de silice usando éter al 10% en hexano como disolvente de elucién. Se obtuvieron
1,47 g (67%) de un aceite ligeramente turbio. Se transesterificé una muestra de este producto y se sometié a andlisis
mediante CG. El producto contenia GLA al 95,8% de pureza.

Aumento de escala

Se disolvieron 20 g (0,072 moles, 3,1 equivalentes) de GLA 95 (dcido gamma linolénico, 95%) en 100 ml de DCM.
Se afiadieron 13,7 g (9,3 ml, 0,11 moles, 4,78 equivalentes) de cloruro de oxalilo durante 3-4 minutos bajo atmésfera
de nitrégeno. La mezcla de reaccion se agité bajo atmosfera de nitrégeno durante la noche. A continuacidn, la mezcla
de reaccion se concentré a vacio para eliminar el DCM y el exceso de cloruro de oxalilo. Este aceite se afiadié a
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continuacioén gota a gota durante aproximadamente 5 min a una mezcla agitada de 2,14 g (0,023 moles, 1 equivalente)
de glicerol, 100 ml de DCM y 5,8 ml (5,68 g, 0,072 moles, 3,1 equivalentes) de piridina bajo atmdsfera de nitrégeno.
Se afiadieron 85 mg (0,7 mmol, 0,03 equivalentes) de DMAP (4-dimetilaminopiridina) como catalizador. La mezcla
se agit6 a TA durante la noche. El clorhidrato de piridina se filtré y se lavé con DCM. La disolucién de DCM se lavé
con 1 x 25 ml de: agua, disolucién de bicarbonato de sodio al 10%, HCI 0,1 N y disolucién de NaCl al 5%. (Durante
este procedimiento se formaron emulsiones, especialmente al comienzo). E1 DCM se secd sobre sulfato de magnesio,
se filtré y se concentrd a vacio hasta obtener un aceite de color marrén (~ 21 g).

El aceite se purific6 en una columna de gel de silice usando al principio éter al 5% en hexano y luego al 10%.
Se obtuvieron 15,6 g (77% de rendimiento) de un aceite transparente. Mediante CCF se determiné que este material
contenia una pequefia cantidad de GLA libre, (Este material se purificé de nuevo posteriormente).

Aumento a mayor escala

La reaccién anterior se repitié a una escala 10 veces mayor. Asi, se usaron 200 g de GLA 95, 1 L de DCM, 137
g de cloruro de oxalilo y 21,4 g de glicerol. En la adicién del cloruro de 4cido, la mezcla de reaccién se enfrié en un
bafio de agua fria y la temperatura se mantuvo por debajo de 35°C. Se produjeron 250 g de un aceite de color marrén.
Este aceite se purificé inicialmente en una columna con 500 gramos de gel de silice. El aceite se disolvié en 200 ml de
hexano y se aplico a la columna. La columna se eluy6 primero con hexano, a continuacién con éter al 5% en hexano y
luego con éter al 10% en hexano. Se recogieron las fracciones y se analizaron mediante CCF, produciendo finalmente
dos lotes de aceites. La primera fraccion A (66 g) contenia una pequefa cantidad de impurezas de cabeza y un poco
de GLA (fluye de forma mads lenta que la TLG), la segunda fraccién B (99 g) estaba libre de la impureza de cabeza y
contenia un poco de GLA.

La reaccién a gran escala se repitié usando 169 g de GLA y proporcioné dos fracciones tal y como se indicé
anteriormente. En esta ocasion hubo 85 g de la fraccién “A” y 54 g de la fraccién Se combinaron los dos lotes de “A”
y se purificaron de nuevo sobre una columna con 500 g de gel de silice. Las fracciones “B” se trataron de una forma
similar (a este lote también se afiadieron 15 g de material procedente de la reaccidn a pequefia escala).

Algunas fracciones obtenidas a partir de lo anterior se purificaron de nuevo para proporcionar finalmente 259

gramos de aceite. El aceite se bombed en un evaporador rotatorio bajo alto vacio hasta obtener un peso constante de
~256 g. Esto representa un rendimiento global del 65%.

Andlisis del producto
cG
Se transesterific6 una muestra pequefia y se sometié a andlisis mediante CG:

El contenido de GLA fue del 97,1%. La principal impureza fue el dcido linoleico - 1,91%.

Nota: El GLA 95 original que se usé para la sintesis contenia el 96,2% de GLA y el 2,42% de 4cido linoleico.

HPLC

Se desarroll6 un procedimiento mediante HPLC usando una columna de fase inversa (Hypersil C18 4,6 x 100 mm),
eluyendo con acetonitrilo/THF 80/20. La deteccion fue mediante UV a 210 nm. Esto mostré que el producto era una
mezcla de tres componentes. El pico principal (93,6%) era el producto requerido. Una impureza que fluye de forma
mads lenta (que representa el 5,0% del producto) era probablemente un triglicérido GGLI (LI = 4cido linoleico). Una
segunda impureza fluia ligeramente mas rapido y representaba el 1,4% del producto.

Nota: La absorcién a 210 nm varia considerablemente entre triglicéridos con distinto contenido de acido graso. Por
ejemplo, la trigammalinolenina tiene una absorcién UV 5-6 veces mayor que la de la trilinolenina.
Resumen

Se prepararon 254 g de tri-6,9,12-linolenato de glicerol (triglicérido de 4cido gamma linolénico, trigammalinoleni-
na, GGG) a partir de GLA con el 96,2% de pureza mediante una ruta con cloruro dcido en dos etapas. Es un aceite de
color amarillo claro, transparente y se almacend bajo atmdsfera de nitrégeno en el congelador. El contenido de GLA
fue del 97,1% y no se detectaron dcidos C20:1, C22:1 o C24:1. La pureza determinada mediante HPLC fue del 93,6%.

La sintesis de un GGG de pureza mads alta seria facilmente alcanzable usando GLA 98 (4cido y-linolénico con el

98% de pureza: Scotia) o un material de partida superior.
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Lipido comparativo 1
Sintesis de tricaprina (tridecanoato de glicerol)
Sintesis a pequeria escala

Se agitaron glicerol (3,0 g, 0,0325 moles, 1 equivalente), piridina (8,1 ml, 0,10 moles, 3,1 equivalentes) y dicloro-
metano (100 ml) a temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno. A continuacion se afiadié gota a gota durante
5 minutos cloruro de decanoilo (21 ml, 19,25 g, 0,10 moles, 3,1 equivalentes), con enfriamiento externo en un bafio
de agua para mantener la temperatura a 30-35°C. Cuando se completé la adicién, se afiadié 4-dimetilaminopiridina
(DMAP (0,12 g, 1 mmol, 0,03 equivalentes)) la mezcla y se agit6 bajo atmdsfera de nitrégeno a temperatura ambiente
durante la noche. El clorhidrato de piridina precipitado se eliminé mediante filtracion y se lavaron con diclorometano.
El filtrado y el lavado combinado se lavaron a continuacién con disoluciones acuosas (20 ml) de cloruro de sodio al
5%, bicarbonato de sodio al 5%, dcido clorhidrico 0,1 N y con disolucién acuosa de cloruro de sodio al 5%. A conti-
nuacion se seco la capa de diclorometano sobre MgSO, y el disolvente se eliminé a vacio. El aceite residual cristalizé
en ausencia de movimiento. Este material se cristalizé de nuevo en isopropanol (40 ml) para proporcionar 15,6 g (86%
de rendimiento) de un sélido céreo de color blanco.

Andlisis
GC - puro al 99,8%
HPLC
(C18 4,6 x 100 mm, ACN/THF 85/15 1 ml/min, A2 210 nm)

- puro al 94,9%.
Sintesis a gran escala

La reaccién anterior se repitié a una escala 15 veces mayor. Se agitaron glicerol (45,0 g, 0,49 moles, 1 equivalente),
piridina (121,5 ml, 1,50 moles, 3,1 equivalentes) y diclorometano (1,5 L) a temperatura ambiente bajo atmdsfera de
nitrégeno. A continuacidn se afiadié gota a gota durante 15 minutos cloruro de decanoilo (315 ml, 288,8 g, 1,50 moles,
3,1 equivalentes), con enfriamiento externo en un bafio de agua para mantener la temperatura a 30-35°C. Cuando se
complet6 la adicion, se anadié 4-dimetilaminopiridina (DMAP (1,8 g, 15 mmol, 0,03 equivalentes)) y la mezcla se
agit6 bajo atmdsfera de nitrégeno a temperatura ambiente durante la noche. El clorhidrato de piridina precipitado se
elimin6 mediante filtracién y se lavé con diclorometano. El filtrado y el lavado combinado se lavaron a continuacién
con disoluciones acuosas (300 ml) de cloruro de sodio al 5%, bicarbonato de sodio al 5%, 4cido clorhidrico 0,1 Ny
con disolucién acuosa de cloruro de sodio al 5%. A continuacién se secé la capa de diclorometano sobre MgSO, y el
disolvente se eliminé a vacio. El aceite residual cristaliz6 en ausencia de movimiento. Este material se cristaliz6 de
nuevo en isopropanol (400 ml) para proporcionar 228 g (86% de rendimiento) de un sélido céreo de color blanco.

Andlisis
GC - puro al 99,8%.
HPLC
(C18 4,6 x 100 mm, ACN/THF 85/15 1 ml/min, A 210 nm)

- puro al 94,9%.

Se preparé un lote adicional y se combiné con el lote anterior preparado a pequefia escala y se cristalizé de nuevo
en isopropanol para proporcionar 44 g de producto. Los lotes anteriores se combinaron (268 g) y se analizaron de
nuevo:

CG

puro al 99,9%
HPLC

97,9%

Resumen
Se prepararon 263 g de tridecanoato de glicerol (tricaprina, CCC) a partir de cloruro de decanoilo (98%) mediante
un procedimiento en una etapa (seguin el esquema proporcionado a continuacién). Es un sélido de color blanco, de

bajo punto de fusién y se almacend bajo atmésfera de nitrégeno en el congelador. El contenido de C fue del 99,9% de
contenido de 4cido graso y la pureza determinada mediante HPLC fue del 97,9%.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 094 B2

Ejemplo de sintesis 2
1,3-Dicaprin 2-gammalinolenoato (1,3-didecanoato 2-octadecatri(6-Z,9-Z,12-Z)enoato de glicerol o CGC)

Este glicérido es nuevo. A diferencia del CGC, su isémero CLnC (Ln = 4cido a-linolénico) se ha identificado
(véase K. Long y col. Biotechnol. Lett., 20, 369-372 (1998) y H. Mu, P. Kalo y col., Eur. J. Lipid Sci. Technol., 102,
202-211 (2000)) como uno de los componentes del aceite de coco. Ademads, se ha descrito el isémero CLxC (Lx =
acido linolénico con la posicién del doble enlace sin especificar) (véase J. Gresti y col. J. Dairy Sci., 76, 1850-1869
(1993)).

Los dos compuestos intermedios usados en la sintesis de CGC son conocidos (véase L. El Kihel y col. Arzneim-
Forsch./DrugRes., 46, 1040-1044 (1996) y el documento US 4178299). La ultima etapa descrita a continuacion es
nueva y las dos primeras etapas también son innovadoras ya que son mds apropiadas para la produccién a gran escala
que aquellas que se describieron anteriormente.

El CGC se prepar6é mediante la reaccion de 1,3-dicaprina con cloruro de GLA en diclorometano-piridina. La 1,3-
dicaprina se preparé mediante reduccion en borohidruro de sodio de 1,3-didecanoiloxipropan-2-ona, que a su vez se
prepar6 mediante la reaccién de cloruro de decanoilo con 1,3-dihidroxiacetona. El compuesto intermedio 1,3-dicaprina
s e debe manipular con precaucidn ya que ésta experimenta la migracion del grupo acilo con la exposicién a los 4cidos,
alas bases y al calor. Se ha descrito un procedimiento mds antiguo de produccién de 1,3-dicaprina (véase A. P. J. Mank
y col. Chem. Physics Lipids, 16, 107-114 (1976)).

Una sintesis versitil, flexible, de 1,3-diglicéridos y de triglicéridos mediante la adicién catalizada de 4cido deca-
noico a un éster de glicidol (de epiclorhidrina) es menos atractiva debido a que las condiciones de reaccion son mas
drasticas y a problemas de migracién de grupos acilo. El producto final, CGC, se purific6 mediante una cuidadosa
cromatografia en columna sobre gel de silice, lo cual elimind los subproductos.

Sintesis a pequeiia escala
1,3-didecanoiloxipropan-2-ona

Se afiadi6 gota a gota cloruro de decanoilo (40,0 ml, 36,8 g, 0,19 moles, 1,98 equivalentes) durante 10-15 min
a una suspension agitada de dimero de 1,3-dihidroxiacetona (8,68 g, 0,048 moles, 1,0 equivalente), piridina (15,6
ml, 0,19 moles), 4-dimetilaminopiridina (0,18 g, 0,0014 moles, 0,03 equivalentes) y diclorometano (DCM, 150 ml) a
temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrogeno. La temperatura de la mezcla de reaccién se mantuvo por debajo
de 30°C mediante enfriamiento en un bafio de agua fria. La mezcla de reaccidn se agité a TA bajo atmésfera de
nitrégeno durante la noche. El clorhidrato de piridina formado se eliminé mediante filtracién y se lavé con DCM. A
continuacion, el filtrado y los lavados combinados se lavaron con porciones de 1 x 25 ml de disolucién de NaCl al
5%, disolucién de NaHCO; al 5%, HCI 0,1 N y con disolucién de NaCl al 5%. A continuacién la disolucién se secé
sobre MgSO, y se concentr6 a vacio para proporcionar un semisélido amarillento. Este se cristaliz6 a continuacién en
metanol (150 ml) para proporcionar un sélido de color blanco. El rendimiento fue de 28,2 g (73%).

1,3-Dicaprina

Se disolvié la cetona anterior (28,2 g, 0,071 moles) en tetrahidrofurano (THF, 200 ml). A continuacién se afiadié
agua (10 ml), la disolucién se enfri6 a 5°C y se afiadi6 por partes borohidruro de sodio (5,38 g, 0,14 moles) por debajo
de 10°C. La mezcla de reaccién se agité a TA durante 1 h y a continuacién se concentré a vacio para eliminar el
THEF. El residuo se dividi6 entre acetato de etilo y una disolucién de cloruro de sodio al 5%. La fase acuosa se extrajo
de nuevo con acetato de etilo y los extractos combinados se secaron sobre MgSO, y se concentraron a vacio hasta
proporcionar un sélido céreo. Este se cristalizé dos veces en hexano para proporcionar 11,2 g (40%) de un sélido de
color blanco. (pureza del 99% mediante HPLC).

1,3-Dicaprin 2-gammalinolenoato (CGC)

Se disolvié dcido gamma-linolénico (GLA 95, 34 g, 0,03 moles) en diclorometano (DCM, 60 ml). La disolucién
resultante se agité a TA bajo atmésfera de nitrogeno y se afiadié gota a gota cloruro de oxalilo (3,9 ml, 5,67 g, 0,044
moles) durante 5 minutos. La mezcla se agité a TA durante la noche y a continuacidn se concentré a vacio para eliminar
el DCM y el exceso de cloruro de oxalilo. El cloruro dcido aceitoso residual (GLA-CI) se afiadi6 a continuacién gota a
gota durante 15 min (enfriando con agua/hielo) a una disolucidn agitada de 1,3-dicaprina (11,2 g, 0,028 moles), DCM
(50 ml), piridina (2,42 ml, 2,37 g, 0,03 moles) y 4-dimetilaminopiridina (0,10 g, 0,0008 moles, 0,03 equivalentes) a
10-15°C. La temperatura se mantuvo mediante enfriamiento con agua-hielo. La mezcla de reaccion se agité a TA bajo
atmosfera de nitrégeno durante la noche. El clorhidrato de piridina se eliminé mediante filtracién y se lavé con DCM.
El filtrado y los lavados combinados se lavaron con porciones de 1 x 20 ml de disolucién de NaCl al 5%, disolucién de
NaHCO; al 5%, HC1 0,1 N y con disolucién de NaCl al 5%. A continuacién la disolucién se secé sobre MgSO, y el
disolvente se elimind a vacio. El aceite residual de color marrén se purificé mediante cromatografia en columna sobre
gel de silice. La elucién con hexano y a continuacién con éter al 5%/hexano, proporciond 10,3 g (56%) de un aceite
incoloro. La estructura se confirmé mediante RMN *C y mediante CLG. La pureza se determiné mediante HPLC.
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Sintesis a gran escala
1,3-didecanoiloxipropan-2-ona

Se afadié gota a gota cloruro de decanoilo (272 ml, 250 g, 1,3 moles, 2 equivalentes) durante 10-15 min a una
suspension agitada de dimero de 1,3-dihidroxiacetona (59,1 g, 0,65 moles, 1,0 equivalente), piridina (106 ml, 103,7
g, 1,3 moles), 4-dimetilaminopiridina (2,38 g, 0,02 moles, 0,03 equivalentes) y diclorometano (DCM, 750 ml) a
temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno. La temperatura de la mezcla de reaccién se mantuvo por de-
bajo de 30°C mediante enfriamiento en un bafio de agua fria. La mezcla de reaccién se agité a TA bajo atmoésfe-
ra de nitrégeno durante la noche. El clorhidrato de piridina formado se eliminé mediante filtracién y se lavé con
DCM. A continuacién, el filtrado y los lavados combinados se lavaron con porciones de 1 x 150 ml de disolucién
de NaCl al 5%, disolucién de NaHCO; al 5%, HCI 0,1 N y con disolucién de NaCl al 5%. A continuacion la di-
solucién se secé sobre MgSO, y se concentré a vacio para proporcionar un semisélido amarillento. Este se crista-
liz6 a continuacién en metanol (500 ml) para proporcionar un sélido de color blanco. El rendimiento fue de 158 g
(60%).

1,3-Dicaprina

Se disolvi6 la cetona anterior (158 g, 0,40 moles) en tetrahidrofurano (THF, 2,25 L). A continuacién se afiadié
agua (50 ml), la disolucién se enfrié a 5°C y se afiadié por partes borohidruro de sodio (5,66 g, 1,5 equivalentes) por
debajo de 10°C. La mezcla de reaccién se controlé mediante HPLC (C18, eluida con ACN a 1 ml/min A 210 nm)
(Nota: de hecho, s6lo se afiadieron aproximadamente 4,5 g del borohidruro, ya que todo el SM habia reaccionado). La
mezcla de reaccion se agité a TA durante 1 h y a continuacién se concentrd a vacio para eliminar el THF. El residuo
se dividi6 entre acetato de etilo y una disolucién de cloruro de sodio al 5%. La fase acuosa se extrajo de nuevo con
acetato de etilo y los extractos combinados se secaron sobre MgSO, y se concentraron a vacio hasta proporcionar
un solido céreo. Este se cristalizd dos veces en hexano para proporcionar 96 g (60%) de un sélido de color blanco.
(Pureza del 98% mediante HPLC).

1,3-Dicaprin 2-gammalinolenoato (CGC)

Se disolvié dcido gamma-linolénico (GLA 95, 120,2 g, 0,43 moles) en diclorometano (DCM, 750 ml). La di-
solucién resultante se agité a TA bajo atmdsfera de nitrégeno y se afladié gota a gota cloruro de oxalilo (55,7 ml,
82,3 g, 0,65 moles, 1,5 equivalentes) a 15-20°C durante 15 minutos. La mezcla se agité a TA durante la noche y a
continuacién se concentrd a vacio para eliminar el DCM y el exceso de cloruro de oxalilo. El cloruro 4cido aceitoso
residual (GLA-CI) se afiadi6 a continuacién gota a gota durante 30-40 min a 10-15°C (enfriando con agua/hielo) a
una disolucion agitada de 1,3-dicaprina (164,7 g, 0,41 moles), DCM (650 ml), piridina (33,3 ml, 32,5 g, 0,41 moles)
y 4-dimetilaminopiridina (1,50 g, 0,012 moles, 0,03 equivalentes) a 10-15°C. El clorhidrato de piridina se elimind
mediante filtracion y se lavé con DCM. El filtrado y el lavado combinados se lavaron con porciones de 1 x 150 ml
de disolucién de NaCl al 5%, disoluciéon de NaHCO; al 5%, HCl1 0,1 N y disolucién de NaCl al 5%. A continua-
cién la disolucién se secé sobre MgSO, y el disolvente se elimind a vacio para obtener un aceite de color marrén
(275 g).

La escala de las tres reacciones anteriores fue la més grande en la que se llevé a cabo cada una de ellas. La reduccién
del borohidruro produjo, ademds de 1,3-dicaprina, un subproducto con un rendimiento variable. La presencia de este
subproducto afecté mucho al rendimiento de la 1,3-dicaprina pura aislada; el subproducto sélo se pudo eliminar
mediante dos cristalizaciones del producto bruto. Como el producto final, CGC, se purifica mediante cromatografia
en columna, es imperativo que la 1,3-dicaprina usada para la etapa final sea tan pura como sea posible.

A partir de las reacciones anteriores se produjeron aproximadamente 440 g de CGC bruto en forma de un aceite
de color marrén. Este aceite se purificé en una serie de columnas de gel de silice usando hexano, seguido de éter al 2-
3%/hexano. La purificacion requirié 7 u 8 columnas, usando 3-4 kilogramos de gel de silice, 25-30 litros de disolvente
(el reciclado del disolvente mantuvo esta cifra baja - en la préctica se usaron alrededor de 100 litros).

El producto resultante, un aceite incoloro casi transparente, (264 gramos) era puro al 96,4% mediante HPLC (C18
4,6 x 100 mm, se eluy6 con 85/15 ACN/THF a 1 ml/min. Detecciéon UV A 210 nm). La CG indicé una proporcién de
66,1/33,9 de C/G. El andlisis mediante RMN indic6 que el producto tenia la estructura de CGC correcta y que tenia
una pureza de al menos el 95%: 6. (500 MHz, CDCl;) 172,65 (carbonilo 2-GLA), 173,25 (carbonilo 1,3-céprico). La
proporcién de sefiales fue 2,04:1. La ausencia de sefial a 173,0 indica la ausencia de 1,3-GLA. La sefial traza a 172,79
pudo ser una impureza de 4cido oleico en GLA o 4cido 2-céprico.

Resumen
Se prepararon 264 g de 1,3-didecanoato-2-gammalinolenoato de glicerol (1,3-dicaprin-2-GLA, CGC) a partir de
cloruro de decanoilo (98%) mediante un procedimiento en tres etapas (segin el esquema proporcionado a continua-

cion). Es un aceite casi incoloro (con un matiz de color amarillo claro) y se almacené bajo atmésfera de nitrogeno en
el congelador. La pureza determinada mediante HPLC fue del 96,4%.
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Ejemplo de sintesis 3

1,3-Didecanoato-2-dihomo-y-linolenoato (1,3-didecanoato 2-eicosa-(8Z,11Z,14Z)-trienoato de glicerol o C(DHLA)
0)

El triglicérido parece ser nuevo - no se ha descubierto ninguna referencia suya.

Se disolvié DHLA (3,93 g, 12,8 mmol, 1 equivalente) en diclorometano (DCM, 20 ml) y se agité a temperatura
ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno. Se anadi6 gota a gota cloruro de oxalilo (1,69 ml, 2,46 g. 19,4 mmol, 1,5 equi-
valentes) durante 1-2 min y se mantuvo la agitacién a temperatura ambiente durante la noche. La disolucién resultante
se concentrd a vacio para eliminar el DCM vy el exceso de cloruro de oxalilo. El cloruro dcido aceitoso residual (DH-
LA-Cl) se afiadi6 a continuacién gota a gota durante 5 min a 25°C a una mezcla agitada de 1,3-dicaprina (4,91 g, 12,2
mmol, 0,95 equivalentes), piridina (0,98 ml, 0,96 g, 12,1 mmol, 0,95 equivalentes) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP,
8 mg, 0,07 mmol, 0,03 equivalentes). Durante la adicién la temperatura de reacciéon aumenté a 32°C. La mezcla de
reaccion se agitd a 30-35°C y se controlé mediante HPLC. La reaccién se detuvo después de 1,5 h. El clorhidrato de
piridina precipitado se filtr6 y se lavé con DCM. A continuacidn, el filtrado y los lavados combinados se lavaron con
porciones de 1 x 10 ml de disolucién de NaCl al 5%, disoluciéon de NaHCO; al 5%, HCI 0,1 N y con disolucién de
NaCl al 5%. A continuacién la disolucién se sec6 sobre MgSO, y se concentrd a vacio para proporcionar el producto
bruto en forma de un aceite de color amarillo anaranjado (8,9 g, pureza del 86% mediante HPLC). Este aceite se puri-
fic6 por cromatografia sobre gel de silice (250 g). La elucién con hexano y con dietil éter-hexano (2-6%) proporciond
un producto purificado en forma de un aceite de color amarillo claro. El tratamiento de una disolucién de hexano con
carbon decolorante y la eliminacién del disolvente a vacio, proporcioné C(DHLA)C en forma de un aceite incoloro
transparente (6,48 g, pureza del 98,9% mediante HPLC).

Ejemplo de sintesis 4
Triaraquidina (trieicosotetra5-Z,8-Z,11-Z,14-Z-eneoato de glicerol) o AAA

Se disolvi6 4cido araquidénico (50,9 g, 0,17 mmol, 3 equivalentes) en diclorometano (DCM, 175 ml) y se agit6 a
temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno. A continuacién se afiadié cloruro de oxalilo (21,9 ml, 31,9 g, 0,25
moles, 4,4 equivalentes) a la disolucién agitada durante 5 min y la temperatura aument6 4°C. La mezcla resultante de
color amarillo verdoso se agité a TA durante la noche y a continuacién se concentrd a vacio para eliminar el DCM y
el exceso de cloruro de oxalilo. El cloruro dcido aceitoso residual (A-CI) se afiadi6 a continuacion gota a gota durante
15 min a 25°C a una mezcla agitada precalentada (25°C) de glicerol (5,11 g 0,055 moles, 1 equivalente), piridina (13,5
ml, 13,2 g, 0,17 mol, 3 equivalentes) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 0,20 g, 0,002 mmol, 0,03 equivalentes). La
temperatura de la mezcla de reaccién ascendid hasta 42°C durante la adicién y se observé un suave reflujo. La mezcla
de reaccidn se agité a 30-40°C y se controlé mediante HPLC. Después de 2 h, no se observé formacién de producto
adicional. El clorhidrato de piridina precipitado se filtré y se lavé con DCM. A continuacion, el filtrado y los lavados
combinados se lavaron con porciones de 1 x 50 ml de disolucién de NaCl al 5%, disolucién de NaHCO; al 5%, HC1
0,1 N y con disolucién de NaCl al 5%. A continuacién la disolucion se sec6 sobre MgSQO, y se concentré a vacio
para proporcionar el producto bruto en forma de un aceite de color amarillo anaranjado (57 g). Este aceite se purificd
mediante cromatografia en columna de gel de silice (aproximadamente 600 g). La elucién con hexano y con dietil
éter (2-4%)-hexano proporciond 22,8 g del producto en forma de un aceite. A partir de 39,8 g de 4dcido araquidénico
se produjo un segundo lote (17,8 g). Se combinaron los dos lotes y los disolventes residuales se eliminaron a vacio
para proporcionar 40,5 g (43%) de un aceite mévil de color amarillo claro. Pureza mediante HPLC del 84,8%, andlisis
mediante CLG 94,3% de AA (4cido araquiddnico).

Lipido comparativo 2

1,3-Di(octadeca-6Z,9Z, 12Z-enoiloxi)propan-2-ona (1,3-Di(y-linolenoiloxi)propan-2ona, GonG) Etapa 1, compuesto
intermedio para GCG

Se disolvié dcido gamma-linolénico (GLA 95, 197 g, 0,71 moles, 2,2 equivalentes) en diclorometano (DCM, 600
ml) contenido en un matraz de 3 bocas de 2 L. La disolucién resultante se agit6 a TA bajo atmésfera de nitrégeno. Se
afiadi6 gota a gota cloruro de oxalilo (93 ml, 136 g, 1,07 moles 3,3 equivalentes) a 15-20°C durante 15 min. La mezcla
de color marrén se agité a TA durante la noche y a continuacién se concentré a vacio para eliminar el DCM y el
exceso de cloruro de oxalilo. A continuacion, el cloruro dcido residual (GLA-CI) se anadi6 gota a gota durante 20 min
a 25°C a una mezcla agitada de dimero de 1,3-dihidroxiacetona (28,99 g, 0,32 moles, 1,0 equivalente), piridina (52 ml,
50,9 g, 0,64 moles, 2,0 equivalentes), 4-dimetilaminopiridina (2,36 g, 0,02 moles, 0,06 equivalentes) y diclorometano
(DCM, 600 ml) a temperatura ambiente bajo atmésfera de nitrégeno. Se permitié que la temperatura de la mezcla de
reaccién aumentase hasta 40°C y la mezcla de reaccion se agité durante 2 h adicionales bajo atmdsfera de nitrégeno
(se control6 mediante HPLC). El clorhidrato de piridina que se formé se eliminé mediante filtraciéon y se lavé con
DCM. A continuacion, el filtrado y los lavados combinados se lavaron con porciones de 1 x 150 ml de disolucién de
NaCl al 5%, disolucién de NaHCO; al 5%, HCI 0,1 N y con disolucién de NaCl al 5%. A continuacién la disolucién
se seco sobre MgSQO, y se concentro a vacio para proporcionar aproximadamente 200 g de un aceite de color amarillo.
Este material se purific6 de forma parcial mediante cromatografia en columna de gel de silice (600 g). La elucién con
hexano y a continuacién con mezclas de éter-hexano (2-15%), proporcioné 42 g de un aceite de color amarillo claro.
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Este aceite se purific6 de nuevo por cromatografia sobre gel de silice (600 g) y se eluy6 con hexano y a continuacién
con éter al 1-10%-hexano para proporcionar el producto (con una pureza del 95,9%) en forma de un aceite de color
amarillo claro. El rendimiento fue de 42 g (17%).

1,3-Di(octadeca-6Z,9Z, 12Z-enoiloxi)propan-2-ol (1,3-Di(y-linolenoiloxi)propan-2-ol o 1,3-Di-gamma-linolenina
GolG) Etapa 2, compuesto intermedio para GCG

Se disolvié 1,3-di(y-linolenoiloxi)propan-2-ona (GonG, 25,5 g, 0,04 moles, 1 equivalente) en tetrahidrofurano
(THF, 375 ml) y agua (12,7 ml). La disolucion se agit6 de forma vigorosa a -20°C y se tomo la precaucion de mantener
la temperatura de la mezcla de reaccién por debajo de -15°C. Se afiadi6 por partes borohidruro de sodio (790 mg, 0,02
moles, 1,25 equivalentes) a la disolucion agitada durante 3 minutos. La mezcla de reaccién se agité durante 10 minutos
adicionales a -20°C y a continuacién se afiadié hexano (380 ml). La mezcla aun fria se lavo a continuacién con agua
(2 x 200 ml), se secd sobre MgSO, y se concentrd a vacio para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un
aceite de color marrén (27,8 g) (pureza del 82,6% mediante HPLC, menos del 1% de material emigrado). Se prepar6
otro lote y se combiné con el primero para proporcionar 50 g de producto bruto. Este material se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice (400 g). La elucién con hexano y con una mezcla de dietil éter-hexano (5-
20%) proporciond 36,1 g del producto en forma de un aceite de color claro (91,5% de pureza).

(Prestar atencién: Se deben tomar precauciones para no dejar el compuesto sobre la gel de silice durante la noche
ya que parece que éste experimenta una reaccion de migracion, proporcionando GGol).

1,3-Di-y-linolenina 2-decanoato (1,3-dioctadeca-(6Z,9Z,12Z)-trienoato 2-decanoato de glicerol o0 GCG)

Se afiadi6 cloruro de decanoilo (13,5 ml, 12,4 g, 0,065 moles, 1,1 equivalentes) a una disolucién agitada de 1,3-di-
y-linolenina (36,1 g, 0,059 moles, 1 equivalente), piridina seca (5,7 ml, 5,6 g, 0,07 moles, 1,1 equivalentes), 4-dime-
tilaminopiridina (0,2 g, 0,002 moles, 0,03 equivalentes) y diclorometano (DCM, 150 ml) durante aproximadamente
10 minutos. Durante la adicién, la temperatura se mantuvo a entre 17-23°C. A continuacién, la mezcla de reaccién se
agitd a 30-35°C y se controlé mediante HPLC. Después de 1 h, de 1,5 h y de 2 h, se afiadieron 1-2 ml de cloruro de
decanoilo adicionales. La adicién adicional parecia aumentar la conversién a producto segtn se determiné mediante
HPLC. Después de 3 h, la mezcla de reaccion se filtré y el filtrado se lavé con DCM. A continuacion, el filtrado y los
lavados combinados se lavaron con porciones de 1 x 50 ml de disolucién de NaCl al 5%, disolucién de NaHCO; al 5%,
HCI 0,1 Ny con disolucién de NaCl al 5%. A continuacién el extracto de DCM se secé sobre MgSO, y se concentrd
a vacio para proporcionar el producto bruto en forma de un aceite de color amarillo claro; (pureza del 90% mediante
HPLC). El aceite se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice (600 g). La elucién con hexano y con
dietil éter-hexano (1,5-2,5 y a continuacion 3,5%) proporcioné el producto (GCG) en forma de un aceite transparente;
(35,5 g, pureza del 96,1% mediante HPLC). Se obtuvieron otros 7,5 g de lipido puro mediante la purificacién adicional
por cromatografia de algunas de las fracciones que contenfan s6lo una pequefia cantidad de impureza.

Ejemplo de sintesis 5
1,3-Dicaprin 2-araquidonato (1,3-didecanoate 2-eicosatetra-(5-2,8-Z,11-Z,14-Z)enoato de glicerol o CAC)

Este glicérido es conocido. El CAC se ha identificado como un constituyente de los lipidos de la linfa después de la
administracién de aceite de cdrtamo a ratas. El documento WO 03 013.497 describe un triglicérido que contiene dcido
araquidénico (producido mediante cultivo de Mortierella alpina) ttil para enfermedades causadas por la hipofuncién
cerebral, aunque de forma especifica es titil para la mejora de la cognicion. Los dos compuestos intermedios usados
en la sintesis de CAC son conocidos.

La sintesis de CAC a partir de 1,3-dicaprina y la purificaciéon de éste son completamente nuevos.

Aqui, el CAC se prepardé mediante la reaccién de 1,3-dicaprina con cloruro de araquidonilo en diclorometano-
piridina. La 1,3-dicaprina se preparé mediante reduccién en borohidruro de sodio de 1,3-didecanoiloxipropan-2-ona,
que a su vez se preparé mediante la reaccién de cloruro de decanoilo con 1,3-dihidroxiacetona. El compuesto inter-
medio 1,3-dicaprina se debe manipular con precaucién, ya que ésta experimenta la migracién del grupo acilo con la
exposicion a los 4cidos, a las bases y al calor. Un procedimiento mds antiguo® de obtencion de 1,3-dicaprina, mediante
la adicion catalizada de dcido decanoico a un éster de glicidol (de epiclorhidrina), se estimé que era menos atractivo
debido a que las condiciones de reaccidén son mds drésticas y a problemas de migracién de grupos acilo. El producto
final, CAC, se purific6 mediante una cuidadosa cromatografia en columna sobre gel de silice, lo cual eliminé los
subproductos.

1,3-Dicaprin 2-araquidonato (CAC)

Se disolvid dcido araquidénico (AA 96, 8,34 g, 0,03 moles) en diclorometano (DCM, 60 ml). La disolucién resul-
tante se agité a TA bajo atmdsfera de nitrégeno y se afiadié gota a gota cloruro de oxalilo (3,9 ml, 5,67 g, 0,044 moles)
durante 5 minutos. La mezcla se agité a TA durante la noche y a continuacion se concentrd a vacio para eliminar el
DCM vy el exceso de cloruro de oxalilo. El cloruro dcido aceitoso residual (GLA-CI) se afadi6 a continuacién gota a
gota durante 15 min (enfriando con agua/hielo) a una disolucién agitada de 1,3-dicaprina (11,2 g, 0,028 moles), DCM
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(50 ml), piridina (2,42 ml, 2,37 g, 0,03 moles) y 4-dimetilaminopiridina (0,10 g, 0,0008 moles, 0,03 equivalentes) a
10-15°C. La temperatura se mantuvo mediante enfriamiento con agua-hielo. La mezcla de reaccién se agité a TA bajo
atmosfera de nitrégeno durante la noche. El clorhidrato de piridina se elimin6 mediante filtracién y se lavé con DCM.
El filtrado y los lavados combinados se lavaron con porciones de 1 x 20 ml de disolucién de NaCl al 5%, disolucién
de NaHCO; al 5%, HCI 0,1 N y con disolucién de NaCl al 5%. A continuacion la disolucion se secé sobre MgSO,
y el disolvente se eliminé a vacio. El aceite residual de color marrén se purificé mediante cromatografia en columna
sobre gel de silice. La elucién con hexano y a continuacién con éter al 5%/hexano, proporcioné 10,3 g (56%) de un
aceite incoloro. La estructura se confirmé mediante RMN *C y mediante CLG. La pureza se determiné mediante
HPLC.

Sintesis a gran escala
1,3-didecanoiloxipropan-2-ona

Se afiadi6 gota a gota cloruro de decanoilo (272 ml, 250 g, 1,3 moles, 2 equivalentes) durante 10-15 min a una
suspension agitada de dimero de 1,3-dihidroxiacetona (59,1 g, 0,65 moles, 1,0 equivalente), piridina (106 ml, 103,7
g, 1,3 moles), 4-dimetilaminopiridina (2,38 g, 0,02 moles, 0,03 equivalentes) y diclorometano (DCM, 750 ml) a
temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno. La temperatura de la mezcla de reaccién se mantuvo por debajo
de 30°C mediante enfriamiento en un bafio de agua fria. La mezcla de reaccion se agité a TA bajo atmésfera de
nitrégeno durante la noche. El clorhidrato de piridina formado se eliminé mediante filtracién y se lavé con DCM. A
continuacion, el filtrado y los lavados combinados se lavaron con porciones de 1 x 150 ml de disolucién de NaCl al
5%, disolucién de NaHCO; al 5%, HCI 0,1 N y con disolucién de NaCl al 5%. A continuacidn la disolucién se secé
sobre MgSO, y se concentr6 a vacio para proporcionar un semisélido amarillento. Este se cristaliz6 a continuacién en
metanol (500 ml) para proporcionar un sélido de color blanco. El rendimiento fue de 158 g (60%).

1,3-Dicaprina

Se disolvi6 la cetona anterior (158 g, 0,40 moles) en tetrahidrofurano (THF, 2,25 L). A continuacién se afiadié
agua (50 ml), la disolucién se enfrié a 5°C y se afiadid por partes borohidruro de sodio (5,66 g, 1,5 equivalentes) por
debajo de 10°C. La mezcla de reaccién se controlé mediante HPLC (C18, eluida con ACN a 1 ml/min A. 210 nm)
(Nota: de hecho, sélo se afiadieron aproximadamente 4,5 g del borohidruro, ya que todo el SM habia reaccionado). La
mezcla de reaccion se agitd a TA durante 1 h y a continuacién se concentrd a vacio para eliminar el THF. El residuo
se dividi6 entre acetato de etilo y una disolucién de cloruro de sodio al 5%. La fase acuosa se extrajo de nuevo con
acetato de etilo y los extractos combinados se secaron sobre MgSO, y se concentraron a vacio hasta proporcionar
un s6lido céreo. Este se cristalizé dos veces en hexano para proporcionar 96 g (60%) de un sélido de color blanco.
(Pureza del 98% mediante HPLC).

1,3-Dicaprin 2-araquidonato (CAC)

Se disolvié acido araquidénico (AA 96, 78,8 g, 0,26 moles) en diclorometano (DCM, 425 ml). La disolucién
resultante se agitd a TA bajo atmésfera de nitrogeno y se afiadié gota a gota cloruro de oxalilo (33,9 ml, 49,4 g, 0,39
moles, 1,5 equivalentes) a 15-20°C durante 15 minutos. La mezcla se agit6é a TA durante la noche y a continuacién se
concentrd a vacio para eliminar el DCM y el exceso de cloruro de oxalilo. El cloruro dcido aceitoso residual (GLA-CI)
se afiadi6 a continuacién gota a gota durante 30-40 min a 10-15°C (enfriando con agua/hielo) a una disolucién agitada
de 1,3-dicaprina (94,2 g, 0,24 moles), DCM (450 ml), piridina (19,1 ml, 18,6 g, 0,24 moles) y 4-dimetilaminopiridina
(1,72, 1,50 g, 0,014 moles, 0,06 equivalentes) a 10-15°C. El clorhidrato de piridina se eliminé mediante filtracién y se
lavé con DCM. El filtrado y los lavados combinados se lavaron con porciones de 1 x 150 ml de disolucién de NaCl al
5%, disolucién de NaHCO; al 5%, HC1 0,1 N y con disolucién de NaCl al 5%. A continuacién la disolucién se secé
sobre MgSO, y el disolvente se eliminé a vacio para obtener un aceite de color marrén (171 g).

La escala de las tres reacciones anteriores fue la mas grande en la que se llevé a cabo cada una de ellas. La reduccién
del borohidruro produjo, ademds de 1,3-dicaprina, un subproducto con un rendimiento variable. La presencia de este
subproducto afecté mucho al rendimiento de la 1,3-dicaprina pura aislada; el subproducto s6lo se pudo eliminar
mediante dos cristalizaciones del producto bruto. Como el producto final, CAC, se purifica mediante cromatografia
en columna, es imperativo que la 1,3-dicaprina usada para la etapa final sea tan pura como sea posible

A partir de las reacciones anteriores, se produjeron 412 g de CAC bruto en forma de un aceite de color marrén.
Este material se purificé en una serie de columnas de gel de silice usando hexano, seguido de éter al 1-3%/hexano. La
purificacion requirié 7 u 8 columnas, que usaban 3-4 kilogramos de gel de silice y 100 litros de disolvente.

El producto resultante, un aceite de color amarillo muy claro, transparente, (295 gramos) era puro al 95,8% me-
diante HPLC (C18 4,6 x 100 mm, se eluy6 con 85/15 ACN/THF a 1 ml/min. Deteccién UV A 210 nm). La CG indicé
una proporcién de 66,3/32,1 C/A (1,6% de impureza trasladada a partir del 5% de impureza en A).

Resumen

Se prepararon 295 g de 1,3-didecanoato-2-araquidonato de glicerol (1,3-dicaprin-2-AA, CAC) a partir de cloruro
de decanoilo (98%) y de acido araquidénico mediante un procedimiento en tres etapas (segun el esquema propor-
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cionado a continuacién). Es un aceite de color amarillo muy claro y se almacené bajo atmésfera de nitrégeno en el
congelador. La pureza determinada mediante HPLC es del 95,8%.

Ejemplo de sintesis 7
1,3-Dioleoin 2-gammalinolenoato (1,3-dioctadeca-9Z-enoato 2-octadecatri(6-Z,9-Z,12-Z)enoato de glicerol u 0GO)

Este glicérido se conoce: se ha preparado una version marcada con carbono 14 mediante sintesis quimica normal y
la forma normal sin marcar se ha preparado mediante sintesis bioquimica usando lipasas. El OGO no es un componente
principal del aceite de borraja, aunque su isémero OOG si lo es (9%). Los dos compuestos intermedios usados en la
sintesis de CGC son conocidos. La tltima etapa es nueva.

Se cree que el uso, la sintesis de 1,3-dioleoina y la purificacién del CGC son todos nuevos. En general, se prefieren
los triglicéridos CXC sobre los OXO en la patente y por razones de coste de los productos.

En la presente invencion el OGO se preparé mediante la reaccion de 1,3-dioleina con cloruro de GLA en diclo-
rometano-piridina. La 1,3-dioleina se preparé mediante reduccién en borohidruro de sodio de 1,3-dioleoilpropan-2-
ona, que a su vez se prepar6 mediante la reaccién de cloruro de oleoilo con 1,3-dihidroxiacetona. El compuesto in-
termedio 1,3-dioleina se debe manipular con precaucién, ya que ésta experimenta la migracién del grupo acilo con la
exposicion a los dcidos, a las bases y al calor. Los procedimientos antiguos’® para la preparacion de 1,3-dioleina, a
través de mono-triacilgliceroles o de ésteres de glicidilo, se estimaron que eran menos atractivos debido a que tenian
mads etapas y a problemas de migracién de grupos acilo. El producto final, OGO, se purificé mediante una cuidadosa
cromatografia en columna sobre gel de silice, lo cual elimind los subproductos.

Sintesis a pequeiia escala
1,3-dioleoilpropan-2-ona

Se disolvieron 155,1 g de 4cido oleico (155,1 g, 0,55 moles, 1,0 equivalentes, Croda 094 RV05192) en diclorome-
tano (DCM, 500 ml). La disolucién se agité a temperatura ambiente (TA) bajo atmdsfera de nitrégeno y se afiadieron
gota a gota 104,4 g (1,5 equivalentes, 71 ml) de cloruro de oxalilo (104,4 g, 71,8 ml, 0,82 moles, 1,5 equivalentes) a
15-20°C durante aproximadamente 20 minutos. La mezcla de reaccién se agité a TA durante la noche. El exceso de
cloruro de oxalilo y de DCM se eliminaron a vacio y el cloruro dcido aceitoso residual se afiadié gota a gota durante
15-20 minutos a una suspension agitada de dimero de 1,3-dihidroxiacetona (22,5 g, 0,24 moles de mondmero), piridina
(40,4 ml), 4-dimetilaminopiridina (1,83 g) y diclorometano (DCM, 500 ml), a temperatura ambiente, bajo atmésfera
de nitrégeno. La temperatura de la mezcla de reaccion se mantuvo por debajo de 20°C mediante enfriamiento en un
bafio de agua/hielo. La mezcla de reaccién se agit6 a TA bajo atmdsfera de nitrgeno durante la noche. El clorhidra-
to de piridina formado se eliminé mediante filtracién y se lavé con DCM. A continuacidn, el filtrado y los lavados
combinados se lavaron con porciones de 1 x 150 ml de disolucién de NaCl al 5%, disolucién de NaHCO; al 5%, HC1
0,1 N y con disolucién de NaCl al 5%. A continuacién la disolucion se sec6 sobre MgSQO, y se concentré a vacio
para proporcionar un semisé6lido de color naranja/marrén. Este solido se trituré en metanol y se almacené en la nevera
durante la noche. A continuacion, el sélido depositado (puro al 90% mediante HPLC) se cristalizé en diisopropil éter
(DIPE) y metanol para proporcionar 51,3 g de un sélido blanquecino que tenia una pureza del 95% mediante HPLC.
La cristalizacién adicional en DIPE/metanol produjo 41 g (27%) de un producto puro al 98%.

1,3-Dioleina

Se disolvié la cetona anterior (32,8 g, 0,053 moles) en tetrahidrofurano (THF, 250 ml). A continuacién se afiadié
agua (10 ml), la disolucién se enfrié a 5°C y se afiadid por partes borohidruro de sodio por debajo de 10°C. La reaccién
se siguié mediante HPLC (C18, ACN/THF 90/10 a 2 ml/min, A 210 nm) y después de que habia reaccionado toda la
cetona de partida se detuvo la adicién de borohidruro (se afiadieron 830 mg, 0,022 moles). A continuacion, la mezcla
se concentr a vacio para eliminar el THF. El residuo se reparti6é entre acetato de etilo y agua. La fase acuosa se
extrajo de nuevo con acetato de etilo y los extractos combinados se secaron sobre MgSQO, y se concentraron a vacio
hasta proporcionar un aceite (~33 g) que solidificé tras un enfriamiento. El producto (puro al 68% mediante HPLC)
se cristalizo en 100 ml de hexano a -20°C (en el congelador) durante la noche. Este producto (21,1 g, puro al 92%) se
cristalizé de nuevo en hexano (50 ml) para proporcionar 18,28 g (56% de rendimiento) de un producto puro al 97,5%
mediante HPLC.

1,3-Diolein 2-gammalinolenoato (0-G-0)

Se disolvié dcido y-linolénico (GLA 95, 41,2 g, 0,15 moles, 1,1 equivalentes) en diclorometano (DCM, 250 ml).
La disolucién resultante se agité a TA bajo atmdsfera de nitrégeno y se afiadid gota a gota cloruro de oxalilo (19,1 ml,
28,2 g, 0,22 moles, 1,65 equivalentes) durante 5 minutos. La mezcla se agit6é a TA durante la noche y a continuacién
se concentr6 a vacio para eliminar el DCM vy el exceso de cloruro de oxalilo. El cloruro 4cido aceitoso residual (GLA-
Cl) se afadi6 a continuacién gota a gota durante 15 min (enfriando con agua/hielo) a una disolucién agitada de 1,3-
dioleina (83,5 g, 0,13 moles), DCM (250 ml), piridina (10,9 ml, 10,6 g, 0,14 moles) y 4-dimetilaminopiridina (0,49
g, 0,004 moles, 0,15 equivalentes) a 10-15°C. La temperatura se mantuvo mediante enfriamiento con agua-hielo. La
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mezcla de reaccion se agit6é a TA bajo atmésfera de nitrégeno durante la noche. El clorhidrato de piridina se elimind
mediante filtracion y se lavé con DCM. El filtrado y los lavados combinados se lavaron con porciones de 1 x 80 ml de
disolucién de NaCl al 5%, disolucién de NaHCO; al 5%, HC1 0,1 N y con disolucién de NaCl al 5%. A continuacién
la disolucién se secé sobre MgSO, y el disolvente se eliminé a vacio. El aceite residual de color marrén se purificd
mediante cromatograffa en columna sobre gel de silice. La elucién con hexano y a continuacién con éter al 5%/hexano,
proporcion6 63,6 g (54%) de un aceite incoloro. La pureza se determiné mediante HPLC.

Resumen
Se prepararon 64 g de 1,3-oleoato-2-gammalinolenoato de glicerol (1,3-dioleato-2-GLA, OGO) a partir de cloruro
de oleoilo (98%) mediante un procedimiento en tres etapas (segtn el esquema proporcionado a continuacién). Era un

aceite casi incoloro (con un matiz de color amarillo claro) y se almacené bajo atmdsfera de nitrégeno en el congelador.
La pureza determinada mediante HPLC fue del 89,4%.

Datos de RHN “C para lipidos estructurados

GGG 5. (125,7 MHz, CDCl,) 172,69 (1C, carbonilo C-2), 173,09 (2C, carbonilos C-1, C-3).
CGC 6, (125,7 MHz, CDCl,) 172,76 (1C, carbonilo C-2), 173,17 (2C, carbonilos C-1, C-3).
CAC 6, (125,7 MHz, CDCl,) 172,65 (1C, carbonilo C-2), 173,28 (2C, carbonilos C-1, C-3).

C(DHLA)C 6, (125,7 MHz, CDCl,) 172,83 (1C, carbonilo C-2), 173,30 (2C, carbonilos C-1, C-3).

GCG ¢, (125,7 MHz, CDCl;) 172,91 (1C, carbonilo C-2), 173,11 (2C, carbonilos C-1, C-3).
OGO 6, (125,7 MHz, CDCl;) 172,69 (1C, carbonilo C-2), 173,25 (2C, carbonilos C-1, C-3).
AAA 5, (125,7 MHz, CDCl;) 172,66 (1C, carbonilo C-2), 173,04 (2C, carbonilos C-1, C-3).
CCC ¢, (125,7 MHz, CDCl;) 172,81 (1C, carbonilo C-2), 173,21 (2C, carbonilos C-1, C-3).

Procedimiento experimental

Los espectros de RMN '3C de protén desacoplado con el NOE eliminado se recogieron a 21°C en una sonda de
banda ancha de 5 mm en un espectrémetro Joel 500 MHz que operaba a 125,728 MHz. El modo de desacoplamiento
escogido fue el modo de waltz y se activé s6lo durante los 14,89 s del tiempo de adquisicion. El retraso de relajacion
se ajust6 a 30 segundos y el dngulo del pulso fue de 90°. La ventana espectral usada fue de aproximadamente 35 ppm
(entre 173,5y 172,6 ppm) con una compensacién de 170 ppm. Para los espectros se utiliz6 como referencia interna el
CDCl; a 77,0 ppm. Tipicamente, el nimero aproximado de barridos recogidos para una relacion sefial/ruido adecuada
vari6 entre 300 y 1200 barridos, dependiendo de la concentracién y de la pureza de la muestra. El tiempo total de
adquisicion para los experimentos varid entre 2-8 h, por ejemplo con 1272 barridos; 65.536 puntos experimentales.
Cuando fue posible, se emplearon disoluciones concentradas hasta el 20% p/v para reducir el tiempo de adquisicion.
Los desplazamientos quimicos mencionados varian con la concentracién de la disolucién.

Estudios biologicos
Estudios sobre la encefalomielitis autoinmune experimental cronica recurrente (CREAE)
Induccion y evaluacion clinica de la EAE

La CREAE se indujo en ratones C57B1/6 y SJL. A los animales se les inyectaron por via subcutdnea 100 g del
péptido neuroantigeno MOG 35-55 (secuencia de aminodcidos MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK Genemed Synt-
hesis, Inc) o 1 mg de homogeneizado de médula espinal (SCH) de ratén, en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS), emulsionada mediante sonicacién durante 10 min a temperatura ambiente, en adyuvante de Freund incomple-
to, (DIFCO, Detroit, EE.UU.) suplementado con 480 ug de mycobacteria tuberculosis y con 60 ug de Mycobacteria
butyricium (DIFCO, Detroit, EE.UU.) en los dias 0 y 7, tal como se describi6é anteriormente (Morris-Downes, MM.,
y col. 2002). Ademds de optimizar la enfermedad, los ratones también recibieron 200 ng (por via intraperitoneal)
de toxina de Bordetella pertussis disuelta en PBS y administrada 1 h y 24 horas después de la inmunizacién con el
neuroantigeno MOG y durante los dias 0, 1, 7y 8 de SCH.

Los animales se pesaron desde el dia 5 en adelante y se examinaron diariamente para buscar indicios neurolégicos
clinicos por parte de dos investigadores experimentados, indicios que fueron clasificados de acuerdo con un esquema
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de clasificacién refrendado anteriormente (Morris-Downes, MM. y col. 2002 y otros): 0 = normal; 1 = pata y cola
flacidas; 2 = reaccién de recuperacién empeorada; 3 = pardlisis parcial de las extremidades traseras; 4 = pardlisis
completa de las extremidades traseras; 5 = moribundo; 6 = muerte. Los animales que mostraban signos clinicos de una
clasificacién de menor gravedad que la observada tipicamente, se clasificaron con 0,5 puntos menos que la puntuacién
indicada para esa clasificacion.

Bibliografia

Morris-Downes, MM., y col. (2002). Pathological and regulatory effects of anti-myelin antibodies in experimental
allergic encephalomyelitis in mice. J. Neuroimmunol. 125. 114-124.

La puntuaciéon media del grupo de EAE se compar6 para cada grupo de ensayo en comparacidon con un grupo de
control respectivo mediante andlisis estadistico no paramétrico (prueba U de Mann Whitney).

Todos los estudios MOG-CREAE comprendian un grupo de tratamiento de control (C-C-C o solucién salina, tal
como se selecciond a partir del estudio anterior). Cada lipido estructurado se ensayé con 3 niveles de dosis, adminis-
trandose todos los tratamientos por via oral durante 2 semanas desde el dia 7 después de la inoculacién. Todos los
grupos de tratamiento contenfan 10 animales. Tras la terminacion de los estudios (dia 21), se retiraron el cerebro y
la médula espinal y la mitad de las muestras se procesaron para buscar signos de regiones perivasculares del SNC
infiltradas por leucocitos mononucleares y para buscar signos de desmielinacion.

Los estudios fueron del modo siguiente:

Estudio 2: Homogeneizado de médula espinal (SCH), EAE en ratones SJL

Induccién de EAE: 1 mg de SCH dia 0 + dia 7 por via subcutdnea, 200 ng de toxina Pertussis dias 0, 1, 7 y 8 por
via intraperitoneal 10 ratones/grupo. Los ratones se trataron entre el dia 7 y el dia 21 con CCC o con CGC.

Estudio 3: SCH EAE en ratones SJL

El tratamiento fue desde PSD 7 a 21, ambos dias incluidos.

Estudio 4: MOG EAE en ratones C57BL

El tratamiento fue desde PSD 7 a 21, ambos dias incluidos.

Estudio 5: SCH EAE en ratones SJL

El tratamiento fue desde PSD 5 a 18, ambos dias incluidos.

Estudio 6: MOG EAE en ratones C57BL

El tratamiento fue entre los dfas 5 y 21 ambos incluidos, excepto en el grupo con C-DHLA-C, en el que el trata-
miento fue entre los dias 5 a 15, ambos incluidos. Los animales se seleccionaron en el PSD 25. [Se tomaron muestras
de cinco animales de un grupo sin tratar, de 3 animales del grupo de tratamiento de control con CCC, de 5 animales

del grupo de tratamiento con 150 ul de GGG y de 2 animales del grupo de tratamiento con 350 ul de GGG para el
analisis histoldgico en el PSD 20].

Estudio 7: SCH EAE en ratones SJL

El tratamiento fue entre los dias 6 y 20, ambos incluidos.

Estudio 2 - Homogeneizado de médula espinal (SCH), EAE en ratones SJL: - Ensayado
CGC (50/150/350 pl); CCC (350 pl).
GGG. (50/350 ul)

[Observada enfermedad grave]
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Estudio3 - SCH/ratones SJL:- Ensayado
CCC (50/150/350 pl)
CGC (25/50/150/350 pl)
GGG (50/150/350 pl)
0GO0.(25/50/150/350 pl)

[Observada enfermedad grave]

Estudio4 - MOG/ratones C57BL:- Ensayado
CCC (50/150/350 pl)
CGC (25/50/150/350 pl)
GGG (50/150/350 pl)
0GO. (25/50/150/350 pl)

Estudio 6 - MOG/ratones C57BL:- Ensayado
CCC (150 ul)
C-DHLA-C (50 pul)
CAC (50/350 pl)
AAA (50/150 pl)
GCG (50 pul)
CGC (50 pul)
GGG. (150/350 p)
[Patologia: CCC; GGG]

El examen histolégico de las muestras presentadas de cerebro y de médula espinal mostré lesiones tipicas de
encefalomielitis alérgica experimental.

Las lesiones localizadas y las lesiones difusas se caracterizaban por gliosis, vacuolacién de la mielina, degeneracién
axonal y por infiltracidn perivascular con linfocitos, macréfagos y neutréfilos.

Las lesiones de la médula espinal se localizaban en su mayor parte en la sustancia blanca subpial y las lesiones
cerebrales se encontraban en su mayor parte en la sustancia blanca cerebelar. Las lesiones eran mds graves en las
médulas espinales que en los cerebros y mientras que todos los animales con lesiones en el cerebro tenfan lesiones en
la médula espinal, no todos los animales con lesiones en la médula espinal tenian lesiones en el cerebro.

La variacidn en la gravedad de los cambios entre ratones individuales se resume usando un sistema de clasificacién
de cinco puntos.

Los ratones sin tratar tenfan puntuaciones histoldgicas de 3-4, lo que se correlaciona con puntuaciones de EAE de
1,5-3. Un ratén mostré un ligero cambio patolégico con una puntuacion de cero. En los ratones tratados con GGG,
la mayorfa no mostraron anormalidades. Dos ratones de este grupo tuvieron puntuaciones histoldgicas de 2 y de 3,
respectivamente, lo que se correlaciond con unas puntuaciones de gravedad de la EAE de 1 yde 1, 5.

Los resultados de los cuatro estudios se muestran a continuacién en las Figuras 11 a 20.

Estas figuras muestran que los compuestos G-G-G, A-A-A, C-G-C, C-DHGLA-C y C-A-C son todos capaces
de reducir la gravedad de la CREAE, mientras que los compuestos G-C-G y C-C-C fallaron en el tratamiento de la
dolencia. Se cree que el compuesto O-G-O da resultado si la dosis es ajustada.

Tal y como se advirti en la descripcidn, los compuestos de dcido araquidénico son eficaces, aunque conducen a la
muerte de algunos animales. Los animales que sobrevivieron tuvieron una enfermedad muy reducida. Se cree que la
dosis de estos compuestos se puede reducir atin mds para proporcionar una supervivencia con un tratamiento satisfac-
torio.
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Algunos de los estudios muestran una curva de respuesta con forma de campana para los compuestos C-G-C y G-
G-G, lo que sugiere que las dosis muy elevadas no son dptimas, tal como se expuso anteriormente. Dicha dosificacién
se puede determinar de forma conveniente por parte de los expertos en la técnica, por ejemplo mediante incremento
escalonado de las dosis y controlando los cambios en la tasa de liberacion de forma espontdnea de TGF-51/TNF-a
desde las CMSPs.

Dados los resultados del alto contenido de 4cido y-linolénico sn-2 del documento PCT/GB04/002089, la falta
de eficacia del aceite de grosella negra con bajo contenido sn-2 y del G-C-G en la CREAE y dada la eficacia de
la dosis baja de C-G-C y de C-DHGLA-C en la Figura 20, se puede ver que los lipidos de dcido y-linolénico, de
dcido dihomo-y-linolénico y de 4cido araquidénico sn-2 proporcionan un nuevo tratamiento para la EM que excede
con creces cualquier resultado de pardmetros clinicos de una terapia actual, puesto que se corrigen las lesiones y se
resuelven los sintomas dificiles: la disminucién de la EDSS durante un periodo de afios es hasta ahora inalcanzable en
otros tratamientos.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un glicérido lipidico de estructura definida de férmula II

en la que R' y R? son iguales y son -C(O)(CH,),CH;, en la que n se selecciona de 4 a 14 y R? se selecciona
entre residuos de y-linolenilo y dihomo-y-linolenilo, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad neurodegenerativa desmielinizante.

2. Uso segun la Reivindicacién 1, caracterizado porque la enfermedad es esclerosis multiple.

3. Uso segtin la Reivindicacién 1 o la Reivindicacién 2, en el que el medicamento repara lesiones del SNC en
enfermedades neurodegenerativas desmielinizantes.

4. Uso segtin la Reivindicacién 1 o la Reivindicacién 2, en el que el medicamento es para aliviar los espasmos y/o
el dolor muscular en enfermedades neurodegenerativas desmielinizantes.

5. Uso segtin la Reivindicacién 2, en el que el medicamento es para mejorar la puntuacion en la escala EDSS en,
al menos, 1 unidad, en un periédo de 1 afo de tratamiento de la enfermedad neurodegenerativa desmielinizante.

6. Uso segtin la Reivindicacion 2, en el que el medicamento es para recuperar la EDSS de un paciente con una
EDSS por encima de 2,5 a por debajo de 2, en un periodo de 1 afio de tratamiento de la enfermedad neurodegenerativa
desmielinizante.

7. Uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la dosis diaria de lipido
estd entre 1 y 20 gramos.

8. Uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la dosis diaria de lipido es
de 3 a 5 gramos.

9. Un lipido seleccionado del grupo que consiste en
1,3-didecanoato-2-octadecatri-(6Z,9Z,127)-enoato de glicerol

1,3-didecanoato-2-eicosatri-(8Z,11Z,14Z)-enoato de glicerol.
10. Un lipido, segtn la Reivindicacion 9, para su uso en terapia.

11. Una composicién farmacéutica para el tratamiento de la enfermedad desmielinizante que comprende un lipido
de férmula II.
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Fig.9.
20 14 11 8
= === == S COoH
Acido araquidénico, AA; C20:4n6
l Cloruro de oxalilo
PPN NINE SN
5"_— = _ = C(O)Cl
A-C1
~—QH
| o
— QOH
— 0.00 " T N N N N NN
e Yo'e LAl gl e NNPZe e N e e e

1,2,3-tri(5Z,8Z,11Z,14Z-eicosatetraenoato) de glicerol CggHggOg
PM=9515

— 0C20:4n6
- 0C20:4n6
— 0C20:4n6

38



PUNTUACION DE LA GRAVEDAD DE LAEAE

PUNTUACION DE LA GRAVEDAD DE LA EAE

Fig.10.,
MEDULA ESPINAL EAE/RATONES SJL, ESTUDIO2
5+ N=
44
3_
2_
1...
0- 5
CCC 350ul GGG 350u
4 MEDULA ESPINAL EAE/RATONES SJL, ESTUDIO 7
N=10
3 7
2- _
*p<0.05;n=4
L |
.

ES 2304 094 B2

f
SIN TRATAR

CAAC 150ul

w

9



PUNTUACION DE LA GRAVEDAD

DE LA EAE

PUNTUACION DE LA GRAVEDAD

DE LAEAE

ES 2304 094 B2

Fig.11,

MEDULA ESPINAL EAE/RATONES SJL, ESTUDIO 2

CCC 350ul GGG 350ul

MEDULA ESPINAL EAE/RATONES SJL, ESTUDIO 3

N=10

CGC  CGC GGG GGG 06O

CCC
50ul 350ul 50ul 150ul 150ul
CCC AGRUPADO A PARTIR DE DOSIS DE 50/150/350 ul
CGC 25/50/350ul
GGG 50/150/350ul

OGO 25/50/150/350ul

40



PUNTUACION DE LA GRAVEDAD

DE LA EAE

PUNTUACION DE LA GRAVEDAD

DE LA EAE

ES 2304 094 B2

MOG EAE/RATONES C57BL, ESTUDIO 4

Fig.12.
o Ny BV
S A~
1
o e 59 Gee
*P<0.05 Cf SIN TRATAR

Fig.13.

N=9
T

N=
GGG OGO
350ul 150ul

MOG EAE/ESTUIDO 4, CGC

CGC 50ul

41

CGC 150ul

N

N\

SIN
TRATAR

CCC



z

PUNTUACION DE LA GRAVEDAD

DE LA EAE

ES 2304 094 B2

Fig.14.

6, MOGEAE/ESTUDIO 6
GGG

PUNTUACION DE LA GRAVEDAD

a

0
CCC GGG
150ul 350ul
57 ——
MOG EAE/ESTUDIO 4

GGG

GGG GGG GGG  Untreated
50ul 150ul 350ul

MOG EAE/ESTUDIO 3
GGG

CCC GGG GGG GGG
50ul 150U 350ul

PUNTUACION DE LA GRAVEDAD
DE LA EAE
P oW s
/////,

42



<D

B T

ES 2304 094 B2

moceAEesTubios  Fig.15.

GGG MOG EAE/ESTUDIO 4

GGG

fo
i

g
¥,

PUNTUACION DE LA
GRAVEDAD DE LA EAE
S . N

céC GGG GGG GGG GGG GGG SN
150u 3500l soul 1soul asou TRATAR COCC
MOG EAE/ESTDUIO 4

w CGC

<5 &

- <

aa 4

Z0 '3E

Q 3

22 lf 7 N

<< 0O

Py 1 / \
<

§% OJ AR /A k

CGC CGC CGC oy GGG
25ul  50ul  150ul TRATAR

SCH EAE /ESTUDIO 3
GGG

PUNTUACION DE LA
GRAVEDAD DE LA EAE
P @

o |
4 s

CEC GGG GGG GGG
50ul  150ul 350ul

43



PUNTUACION DE LA GRAVEDAD

DE LAEAE

PUNTUACION DE LA GRAVEDAD

DE LAEAE

PUNTUACION DE LA GRAVEDAD

DE LAEAE

ES 2304 094 B2

Fig.16.
ESTUDIO 6: MOG EAE/RATONES C57BL
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ESTUDIO 6 : MOG EAE /RATONES C57BL
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