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DESCRIPCION
Ascorbato de litio que exhibe actividad antiestrés, ansiolitica y antidepresiva
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere al campo de los productos farmacéuticos, especificamente a compuestos quimicos
a base de sales de litio, especificamente a las sustancias con actividad antiestrés, ansiolitica y antidepresiva, y que
pueden usarse en la medicina, la ciencia veterinaria o la industria farmacéutica.

Se propone que el agente reivindicado se use para la produccién de preparaciones complejas basadas en el mismo,
y también como elemento constituyente en diversas formas medicinales y farmacéuticas: balsamos, soluciones y
tabletas.

Antecedentes de la invencién

Se conoce que el ascorbato de litio se usa como elemento constituyente de una composicién que exhibe actividad
antioxidante e inmunoestimulante (documento RU nim. 2444358 C1, 10.03.2012), como agente para aumentar la
eficiencia de los neutréfilos (documento RU 15 nam. 2226391 C2, 10.01.2004), como agente hematoprotector
(documento RU num. 2351326, 10.04.2009).

Todas las referencias mencionadas sobre el ascorbato de litio no describen ni sugieren sus potenciales propiedades
antidepresivas, ansioliticas y antiestrés. El analisis de la técnica anterior disponible mostré que otros no habian
publicado previamente datos sobre las actividades antidepresivas, ansioliticas o antiestrés del ascorbato de litio.

Actualmente se usan composiciones a base de sales de litio con actividad nootrépica. Actualmente se usa una sal
de litio n-(4-acetoxibenzoil)glicina (documento RU 2505294, 27.01.2014), que se refiere a nuevas sales de litio
solubles en agua de un derivado de la glicina (acido aminoacético) con el 4cido 4-hidroxibenzoico.

Dicho agente permite obtener un derivado de la glicina soluble en agua muy efectivo y acido 4-hidroxibenzoico que
combina los principales efectos inherentes a los agentes tranquilizantes y nootrépicos.

A partir de la fuente de datos (documento RU 2322240 C1, 20.04.2008), se conoce que existe una composicion
farmacéutica que posee actividad nootrépica y que comprende un principio activo de dimefosfona. El producto
farmacéutico en forma de solucién acuosa contiene, adicionalmente, acido citrico y carbonato de litio con la siguiente
relaciéon de los componentes, % en masa: dimefosfona 15,0-30,0; carbonato de litio 0,5-5,0; &cido citrico 3,0-4,0;
agua desionizada - hasta 100.

Un inconveniente de dicha composicién es su considerable toxicidad debido al uso de la sal de litio (carbonato de
litio) que posee una alta toxicidad.

También existe una preparacién (conocida a partir de la patente RU 2428992 C1, 20.09.2011) para corregir
afecciones de estrés en el ganado, que comprende oxibato de litio, selenito de sodio, 4cido ascérbico y agua para
inyeccion en la relacién de los componentes (en % en masa): oxibato de litio - 4,0-7,0; selenito de sodio - 0,2-0,5;
acido ascorbico - 3,0 - 12,0; agua para inyeccidn - el resto. La preparaciéon posee una marcada actividad nootrépica
y accién inmunoestimulante, y es conveniente para su administracién.

Un inconveniente de dicha composicion es el uso de oxibato de litio que tiene una variedad de efectos secundarios
tales como malestar general, mareos, somnolencia, debilidad muscular, temblor de las extremidades superiores,
taquicardia sinusal, eventos dispépticos, diarrea, temblor, tic, desarrollo de bocio simple, reacciones alérgicas.

A partir de la patente (documento RU 2477722 C1, 20.03.2013) se conoce una sal de litio del acido coménico y el
uso de la misma como agente antioxidante, antiestrés y neuroprotector.

A partir de dicha patente (documento RU 2477722 C1, 20.03.2013) se desprende que una sal de litio del acido
coménico se obtiene al mezclar una solucién de &cido coménico, calentada a la temperatura de 80+2 °C, con la
cantidad estequiométrica de la solucién de carbonato o hidréxido de litio y al colorear la solucién de amarillo y un
valor de pH de la solucién de 4,6 o 10,0, respectivamente, y aislar la sal de litio del acido coménico de la solucién
mediante destilacién del agua al vacio. Una sal de litio del acido coménico pertenece a los agentes para la
prevencién y el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas causadas por el dafio oxidativo del cerebro. Con
este propésito, se propone tomar una sal de litio del 4cido coménico de litio en la cantidad de 2 mg por 1 kg de peso
corporal una vez al dia durante 3 dias.

Una desventaja de esta invencién es que se dirige solo a la prevencién y el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas causadas por el dafio cerebral oxidativo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2977 108 T3

Existe un agente que contiene litio para la prevencién y el tratamiento de enfermedades cerebrovasculares
(documento RU 2367427 C1, 20.09.2009).

El agente mencionado para el tratamiento y prevencién de enfermedades cerebrovasculares contiene una sal de litio
en la que el catién litio se une al anién de un acido organico de un grupo de los siguientes: adipato, aspartato,
benzoato, gamma linolenoato, glicinato, gluconato, nicotinato, orotato, salicilato, citrato. El agente que contiene litio
para la prevencién y el tratamiento de enfermedades cerebrovasculares garantiza la eficacia del tratamiento a dosis
bajas del agente indicado.

Sin embargo, este agente se dirige solo a la prevencidn y el tratamiento del ictus.

Lo mas cercano a la composicién reivindicada es un agente que contiene carbonato de litio usado como
medicamento por pacientes en fase maniaca y para la prevencién de la exacerbaciéon de trastornos afectivos
bipolares, trastornos esquizoafectivos, afecciones maniacas de diversa génesis, trastornos afectivos en el
alcoholismo crénico, drogodependencia, anomalias sexuales, sindrome de Meniere, migrafia [M.D. Mashkovsky,
Lekarstvenniye Sredstva: Posobiye dlya vrachei. - T.1. - Moscu: Novaya Volna. - 2002. - pags. 109-110]. El principal
inconveniente de este agente es su baja biodisponibilidad, que da como resultado la necesidad de dosis altas, asi
como también su alta toxicidad (LD50 = 531 mg/kg), lo que conduce a numerosos efectos secundarios: temblor,
somnolencia, adinamia, alteracién del ritmo cardiaco, miastenia grave, aumento de la sed, poliuria y disfuncién renal.
Esto reduce considerablemente el intervalo terapéutico, con un alto riesgo de sobredosis.

Se conoce que el acido ascérbico se usa para tratar la depresién. Ver: BINFARE R W Y OTROS: "Ascorbic acid
administration produces an antidepressant-like effect: Evidence for the involvement of monoaminergic
neurotransmission”", PROGRESS IN NEURO-PSYCHOPHARMACOLOGY & BIOLOGICAL PSYCHIATRY,
ELSEVIER, GB.

El cloruro de litio también se conoce por su efecto ansiolitico. Ver: SMAGIN D A 'Y OTROS: "Anxiogenie and
Anxiolytic Effects of Lithium Chloride under Preventive and Therapeutic Treatments of Male Mice with Repeated
Experience of Aggression", ZHURNAL VYSSHEI NERVNOI DEYATEL'NOSTI IMENI I. P. PAVLOVA.

Resumen de la invencién

El grupo de invenciones reivindicado se dirige a ampliar el arsenal de candidatos farmacéuticos con acciones
antiestrés, ansioliticas y antidepresivas.

El resultado técnico logrado en la presente invencién es el hecho de que los agentes y composiciones reivindicadas
poseen propiedades antiestrés, ansioliticas y antidepresivas.

Ademas, el agente reivindicado y las composiciones correspondientes basadas en el agente tienen una eficacia
aumentada en dosis bajas y una toxicidad baja en comparacién con el farmaco conocido.

Para solucionar este problema se propone el ascorbato de litio como agente con efecto antiestrés, ansiolitico y
antidepresivo.

Ademas, el objetivo se logra mediante el uso del ascorbato de litio como sal de litio en la composicién indicada con
una sal de litio, la composiciéon también contiene, preferentemente, clorhidrato de piridoxina y mononitrato de
tiamina.

Se prefiere usar en la composicién la siguiente relacién de masa (%) de ascorbato de litio, clorhidrato de piridoxina y
mononitrato de tiamina.

Ascorbato de litio: 10-90 %;
Clorhidrato de piridoxina: 6-50 %;
Mononitrato de tiamina: 4-40 %;

El agente reivindicado y las composiciones basadas en el mismo pueden ampliar la gama de candidatos
farmacéuticos que pueden usarse para aumentar la resistencia al estrés, reducir la ansiedad, los trastornos
emocionales y también actuar como antidepresivos. Ademés, el ascorbato de litio tiene un efecto antiestrés,
ansiolitico y antidepresivo, y el mononitrato de tiamina y el clorhidrato de piridoxina también tienen un efecto
beneficioso sobre el sistema nervioso central y periférico. La tiamina optimiza la actividad cognitiva y la funcién
cerebral.

El clorhidrato de piridoxina juega un papel importante en el metabolismo y participa en la sintesis de los
neurotransmisores. En conjunto, esto da como resultado un efecto sinérgico al potenciar el efecto antiestrés,
ansiolitico y antidepresivo de la composicién, y conduce a una alta eficacia de la composicién reivindicada basada
en ascorbato de litio administrado en pequefias dosis.
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Como se muestra mas abajo, los intervalos de sustancia reivindicados de las composiciones en una de las variantes
de implementacién preferentes de la composicién basada en ascorbato de litio, proporcionan actividad antiestrés,
ansiolitica y antidepresiva en diversas relaciones de los componentes en los intervalos reivindicados. Sin embargo,
estos intervalos de componentes en las composiciones reivindicadas no son estrictamente esenciales, ya que con
las composiciones de componentes farmacéuticamente aceptables de ascorbato de litio, clorhidrato de piridoxina y
mononitrato de tiamina, el agente y la composicién reivindicados seran suficientemente efectivos para la actividad
antiestrés, ansiolitica y antidepresiva.

Descripcion detallada de la invencién

Los efectos antiestrés, ansioliticos y antidepresivos del agente reivindicado y las composiciones basadas en el
mismo, se determinaron de la siguiente manera.

Para confirmar una aplicacién potencial del ascorbato de litio como agente con efecto antiestrés, ansiolitico y
antidepresivo, se llevaron a cabo pruebas estandar de estrés en ratas Wistar blancas, una raza comuin que se ha
usado cominmente para estudios preclinicos de nuevos candidatos farmacéuticos:

1. La prueba de suspensién. Se usaron cinco animales de cada grupo. Cada animal se suspendid durante 24
horas. Posteriormente, se tomé la muestra de sangre completa de los vasos sublinguales de ese animal. Luego
el animal se colocd en un desecador con éter dietilico. 60 minutos después se realizé una decapitaciéon espinal
del animal. Se realizé la abertura abdominal y se contd el nimero de Ulceras en la superficie interna del
estdbmago. La sangre completa obtenida se colocd en dos tubos de ensayo. Se usé la sangre completa para
determinar el nimero de eosinéfilos mediante el método de Duncker. Se usé suero para determinar la
composiciébn bioquimica de la sangre. Se determinaron la adrenalina y la noradrenalina como indices
bioquimicos. Estas caracteristicas son marcadores especificos que identifican el impacto de los factores de
estrés de diversas etiologias.

2. La prueba de simulacién de estrés por transporte. Se usaron cinco animales de cada grupo. Los animales se
colocaron en jaulas fijadas a una persiana de laboratorio. La duracién de la prueba fue de 240 minutos. Al final
de la prueba, los animales se examinaron mediante las técnicas descritas en el punto 1. Se tomd una muestra de
sangre completa para determinar el nimero de eosinéfilos mediante el método de Duncker. Se estudié el suero
sanguineo para medir la cantidad de enzimas: alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa
(AST), creatinina.

Las pruebas se llevaron a cabo en ratas de la linea Wistar de 2 meses de edad. Los grupos se seleccionaron de
acuerdo con el principio de homoélogos pareados. Con este propésito, se formaron seis grupos de animales, de 30
animales cada uno:

grupo nam. 1 - control (las ratas reciben agua);

grupo num. 2 - experimental, dosis de ascorbato de litio de 120 mg/kg de peso corporal del animal;

grupo num. 3 - experimental, dosis de ascorbato de litio de 60 mg/kg de peso corporal del animal;

grupo num. 4 - experimental, dosis de ascorbato de litio de 30 mg/kg de peso corporal del animal;

grupo nim. 5 - ratas intactas (no involucradas en las pruebas, que se desarrollan naturalmente en las mismas
condiciones de mantenimiento en el animalario);

grupo num. 6 - experimental, dosis de ascorbato de litio de 60 mg/kg de peso corporal del animal, administrada
en pastillas (las pastillas tenian una masa total de 0,2-0,25 g y se usé manteca de cacao como excipiente).

Durante el transcurso del estudio los animales se seleccionaron a partir de los grupos formados de 10 animales cada
uno para participar en las pruebas de estrés, 5 animales por prueba. La seleccién se realizé los dias 7, 14 y 21 de la
administraciéon del farmaco (los experimentos se realizaron los mismos dias, justo después de la seleccién). Los
animales se pesaron semanalmente, inmediatamente antes de la prueba. Los datos obtenidos se procesaron
mediante métodos estadisticos de estadistica matematica.

El farmaco se administré en solucién, a los animales de los grupos 2, 3 y 4, a través de una sonda géstrica. Como
solvente se usé agua para inyeccion producida por "Bufus Novosibkhimpharm". El volumen introducido fue de 1,5 ml.
La solucién se introdujo al mismo tiempo 2 horas después de la alimentaciéon de la mafiana. Al primer grupo se le
administrd agua para inyeccién de la misma manera. El volumen de administracién fue de 1,5 ml.

La eficacia y seguridad del ascorbato de litio como agente antiestrés, ansiolitico y antidepresivo quedé respaldada
por los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1. Método de estudio de la actividad antiestrés y ansiolitica - una prueba de suspension.
Durante la prueba se observé un cambio en la reaccién de los animales durante la administracién prolongada de la
preparacién. Se realizaron tres secuencias del experimento con una periodicidad de 7 dias. El farmaco se administré

diariamente desde el primer dia del estudio, sin interrupcién. Por tanto, se produjo la acumulacién del farmaco en el
cuerpo del animal. Se usaron cinco animales de cada grupo en cada secuencia del experimento (los animales se
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suspendieron durante 24 horas). Posteriormente se tomaron muestras de sangre de los vasos sublinguales.
Ademas, el animal se sacrificé con éter dietilico. Se realizé la decapitacidén y la diseccién de la cavidad abdominal
para calcular el nUmero de Ulceras en la superficie interna del estmago. Las ratas, como objetos para el estudio de
los psicofarmacos, son un modelo exitoso. Ellas reaccionan rapidamente a diversos factores de estrés. Es
conveniente evaluar la eficacia de los farmacos debido a diversos factores, comenzando por parametros fisiolégicos,
del comportamiento, bioquimicos y otros. En la prueba de suspensién, es posible determinar, ademas de la
resistencia fisica, el estado psicoemocional general del animal.

Una prueba de suspensién permite determinar la capacidad del cuerpo para adaptarse rapidamente a impactos
adversos a largo plazo, evaluar la resistencia fisica, estudiar el estado del comportamiento y evaluar la capacidad de
adaptacién (mediante la demostracién de actividad psicoestimulante). Durante el estudio se encontré que el
ascorbato de litio aumenta la resistencia fisica. Los animales de experimentaciéon, en comparacién con los de
control, en condiciones igualmente desfavorables, intentaron adaptarse a ellas de manera mas rapida y eficiente.
Los animales tratados con ascorbato de litio intentaron alcanzar el punto de acoplamiento (en la zona de la cruz) con
sus extremidades delanteras y fijar la posiciéon del cuerpo con las patas delanteras. Algunos animales intentaron
liberarse mediante movimientos de traslacidén. Por tanto, los animales mostraron un efecto antiestrés y ansiolitico del
ascorbato de litio, que redujo el impacto del factor de estrés. Los animales de control, por el contrario, en la primera
etapa se retorcian en todo el cuerpo, agitaban sus extremidades al azar y, cuando llegaban al agotamiento, se
quedaban colgados sin ningin movimiento. El nUmero de actos de defecacién de los animales de control fue de 3-4
veces mayor que el de los animales tratados con composiciones de ascorbato de litio.

Las caracteristicas fisiolégicas, morfoldgicas y bioquimicas, tales como la determinacién de las Ulceras en el
estomago, eosindéfilos en sangre completa, adrenalina y noradrenalina en el suero sanguineo, se estimaron como
indicadores principales y méas informativos de la aparicion de un estado de estrés en un organismo vivo y de su
impacto general en el cuerpo. Una parte de la muestra de sangre completa se us6 para contar los eosinéfilos
mediante la prueba de Duncker. La otra parte de la muestra de sangre se usd para producir el suero, para
determinar la adrenalina y la noradrenalina. Los datos se muestran en las Tablas 1, 2, 3. En base a los datos
agregados obtenidos al probar la eficacia antiestrés del ascorbato de litio, se puede concluir que la administracién
oral de soluciones acuosas de ascorbato de litio conduce verdaderamente a una rapida adaptacién del cuerpo al
estrés. La primera prueba realizada 7 dias después dio resultados ligeramente superiores a los del grupo intacto
(grupo #5), pero los datos de la segunda prueba (14 dias después del inicio del experimento) fueron cercanos a los
del grupo intacto, los resultados se obtuvieron a casi todas las dosis. También hay que sefalar que todas las
caracteristicas medidas en todas las pruebas fueron 2,5-3,5 veces y, en el caso del recuento de Ulceras, fueron mas
de 10 veces superiores a las del grupo de control (grupo #1). Una disminucidn en el nivel de las hormonas del miedo
- adrenalina y noradrenalina - de 3,5-4 veces indica una accién ansiolitica expresada del ascorbato de litio. Los datos
obtenidos permiten extraer una conclusién inequivoca sobre la alta actividad antiestrés y ansiolitica del ascorbato de
litio.

Ejemplo 2. Prueba de simulacién de estrés por transporte para estudiar la actividad antiestrés, ansiolitica y
antidepresiva.

Como modelo para simular el estrés por transporte se usé el agitador universal rotatorio Unimax 10. La velocidad de
rotacién se eligi6¢ a 120 rpm durante 240 min. En el sitio se fij6 una jaula con cinco animales. Las ratas
permanecieron en la jaula en estado libre. Se observé un cambio en la reaccién de los animales con la
administraciéon prolongada del farmaco. El proceso de muestreo y decapitacién se describe en el Ejemplo 1. Se
determinaron parametros sanguineos fisiolégicos, morfolégicos y bioquimicos como marcadores del impacto del
estrés en los animales, tales como: comportamiento individual y grupal de los animales, nimero de actos de
enuresis, numero de actos de defecacion y nimero de bolos de excremento; se midieron los eosinéfilos en sangre
completa de acuerdo con Duncker y los niveles de enzimas ALT, AST y creatinina en el suero sanguineo. El estrés
por transporte es un ejemplo sorprendente del efecto tecnolégico en el cuerpo humano y animal. Durante un corto
periodo de exposicién, los animales no tuvieron tiempo de desarrollar propiedades adaptativas para compensar ese
efecto. Por tanto, resulta mas adecuado como un indicador para la observacion del ejemplo clésico del desarrollo del
sindrome adaptativo de Selye. En el experimento se simula el impacto del transporte en las ratas con ayuda de una
persiana de laboratorio. Las vibraciones circulares progresivas de 4 horas de duracidén afectaron negativamente a los
animales. Las ratas del grupo de control se movian constantemente, chocaban entre si al intentar concentrarse en
las esquinas, donde la amplitud de la oscilacién era mayor. Al mismo tiempo, el nUmero de actos de defecacién fue
mayor. Los animales se comportaron agresivamente. Los mas fuertes intentaron sacar de las esquinas al animal
mas débil. Los datos se muestran en la Tabla 4. El comportamiento de los animales en los grupos experimentales
fue diferente. Hubo una interaccién social pronunciada y la capacidad de los animales para reaccionar mas
rapidamente al cambio de exposicién. Los animales intentaron encontrar un lugar con la vibracién mas ligera. Al
mismo tiempo se reunieron en grupos, se levantaron sobre sus extremidades traseras e intentaron moverse junto
con la plataforma. Este comportamiento indica que los animales carecian de miedo y ansiedad. Al intentar adaptarse
a estas condiciones, los animales se movian menos en el sitio y se agrupaban para reducir el impacto negativo. El
nimero de actos de enuresis y defecacidn fue significativamente menor. Tal comportamiento de los animales, asi
como también los parametros morfolégicos de la sangre completa, tal como los eosindfilos, indican un efecto
ansiolitico pronunciado del ascorbato de litio. La eosinopenia es una caracteristica de los factores estresantes de
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diversas etiologias, como se evidencia en la informacién del tema de la disertaciéon y resumen para el VAC 14.00.16,
2003 del Dr. O.A Makarova "Stress-induced disturbances in the blood system and their correction by mediators and
metabolites of the stress-limiting systems". Los estudios hematolégicos realizados después de la exposicién al estrés
mostraron que en el grupo de control el nimero de eosindfilos disminuyd mas de 2 veces en comparacién con los
animales intactos. En los grupos experimentales la disminucién fue menos marcada y dependié de las dosis de
ascorbato de litio. Los resultados del estudio se muestran en las Tablas 4; 5; 6.

El efecto antidepresivo del ascorbato de litio se observé claramente en base a la condicidén y el comportamiento de
los animales de experimentacién y de control. Después de una exposicién prolongada al estrés por transporte, las
ratas del grupo de control mostraron total indiferencia y apatia hacia lo que sucedia a su alrededor. Después de que
se detuvo el experimento, los animales descansaron indiferentemente y no demostraron ninguna accién dirigida a su
defensa. Los actos de defecacién se volvieron desordenados y las heces no eran pronunciadas. Los animales
defecaban y orinaban en el mismo lugar donde yacian y no intentaban buscar un lugar més conveniente. Las ratas
tratadas con ascorbato de litio mostraron actividad motora después del experimento, a pesar de la posicién inestable
de su cuerpo. Intentaron agazaparse en la jaula junto al cafio para beber, sin mostrar agresién, pero manteniendo el
dominio. Durante los intentos de sacar a un animal de la jaula, este se resistié y traté de esconderse. Por tanto, los
instintos de hambre y de conservacién no se suprimieron en los grupos experimentales.

Con base en los estudios realizados, puede afirmarse que el ascorbato de litio es un farmaco antiestrés. Los
resultados obtenidos en esta prueba confirman las conclusiones anteriores del Ejemplo 1 sobre la alta actividad
antiestrés y ansiolitica del ascorbato de litio, y se complementan con datos que permiten establecer el efecto
antidepresivo del ascorbato de litio.

Ejemplo 3. Eficacia del ascorbato en pequefias dosis

Durante la acumulacién del ascorbato de litio en el cuerpo de los animales de experimentacién, la respuesta del
cuerpo al estrés no dependié mucho de la dosis de administracién, al menos en los intervalos de dosis probados. La
dosis de 30 mg/kg de peso corporal super6 ligeramente la eficacia de la dosis de 60 mg/kg. La dosis de 120 mg/kg
fue menos efectiva. Ademas, la 2% y la 3™ prueba (en los dias 14 y 21 a partir del inicio del estudio) mostraron una
diferencia significativa entre los resultados obtenidos con dosis de 30 mg/kg y 120 mg/kg, del 3 % al 10 % en
promedio (Tablas 1, 2, 3). Por tanto, puede concluirse que el ascorbato de litio es mas efectivo en dosis pequefias.

Ejemplo 4. Eficacia de formas prolongadas de ascorbato de litio

A uno de los grupos de estudio se le administré la preparacién en forma de pastillas (con manteca de cacao como
excipiente) en una dosis de 60 mg/kg. Esta variante sugeria una forma de administracion menos estresante y un tipo
de efecto prolongado del litio. Los resultados obtenidos (Tabla 1-5) sugieren que la tasa de acumulacion de litio fue
mas lenta en comparacién con una solucién acuosa de la misma dosis administrada por via oral. La actividad de
esta forma de administracién al 7™ dia fue menor. Pero en los dias de administracién 14 y 21, las condiciones de los
animales que recibieron ascorbato de litio en forma de bolos (pastillas) con manteca de cacao fueron comparables a
las de los animales intactos y en algunos casos superaron los resultados obtenidos con la administracién oral de la
solucién de ascorbato de litio. Por tanto, el efecto de las formas prolongadas se considera efectivo con una
exposicion prolongada y se caracteriza por la acumulacién de ascorbato de litio y un efecto beneficioso duradero
sobre el metabolismo. Un aumento del peso de los animales en el Grupo 6 y un aumento de la creatinina en sangre
indican un aumento de la masa muscular. No habia emaciacién del cuerpo, que podria conducir a la distrofia. La
respuesta adecuada del cuerpo al estrés de diversas etiologias, la acumulacién de la reserva de energia del cuerpo
condujo a un aumento del tejido muscular, sin un aumento brusco de la grasa subcutanea (tejido adiposo). Por tanto,
el animal crecid y se desarroll6 a pesar del estrés.

Las formas farmacéuticas de liberacién prolongada, permiten una reduccién significativa en la frecuencia de
dosificacion, por tanto, aumenta el cumplimiento terapéutico por parte del paciente. La liberacién suave y lenta del
ascorbato de litio a partir de formas farmacéuticas prolongadas permite evitar aumentos bruscos de las
concentraciones de litio en sangre y, en cambio, proporciona concentraciones de litio en sangre uniformes durante
un largo periodo de tiempo, lo que da como resultado la formacién de concentraciones de litio efectivas en los
organos diana.

Ejemplo 5. Determinacion de la toxicidad aguda del ascorbato de litio

Se estudiaron los parametros de toxicidad aguda de la preparacién de ascorbato de litio en forma de solucién. Los
experimentos se realizaron en ratas Wistar macho de 4 meses de edad que pesaban entre 180,0-200,0 g. Los
animales se seleccionaron y distribuyeron en grupos de acuerdo con el principio de analogos pareados y
permanecieron en condiciones idénticas de alimentacién y mantenimiento.

Antes del inicio del estudio, los animales se mantuvieron en cuarentena durante 12 dias y, antes de la administracion
de las composiciones, se le sometié a una privacién durante 24 h. En cada serie de experimentos se formaron 8
grupos de animales con 6 animales en cada grupo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2977 108 T3

En la primera serie de experimentos se determind la toxicidad aguda del ascorbato de litio cuando se administra por
via oral. La LD50 (la dosis letal promedio, es decir, la dosis a la que murié el 50 % de las ratas) se calculé mediante
el método de Kerber. La sustancia se administré6 una vez por via oral en dosis de 1000, 2000, 3000, 4000, 5000,
6000, 7000, 8000 mg/kg de peso corporal. El volumen de la sustancia introducida fue de 2,0 ml por rata (el volumen
méaximo permitido para la administracién oral) por via intragastrica con una sonda metalica especial. El volumen de
ascorbato de litio administrado a los animales se ajusté con agua para inyeccién. Los criterios para evaluar la
toxicidad fueron el desenlace letal y la naturaleza del cuadro clinico. Los datos obtenidos durante el experimento con
los animales de laboratorio se presentan en las Tablas 7, 8.

Los resultados de los dos métodos de determinacién de LD50 confirman la viabilidad de cualquiera de ellos, ya que
las diferencias no superan el 0,1 %, en dependencia del método adoptado como estandar.

Los datos obtenidos permitieron determinar los parametros de la toxicidad aguda del ascorbato de litio. Por tanto,
para las ratas blancas de la linea Wistar fueron: LD50 - 6334 mg/kg, LD100 - 8000 mg/kg. Asi, el ascorbato de litio
pertenece a la clase 5 de farmacos "practicamente no téxicos" LD50 = 5000 mg/kg de acuerdo con la tabla de
distribucién de farmacos. Al comparar las dosis desde 30 mg/kg a 120 mg/kg, en las que el ascorbato de litio mostré
un efecto antiestrés y ansiolitico, y teniendo en cuenta el alto nivel de LD50 para el ascorbato de litio (6334 mg/kg),
concluimos que el ascorbato de litio tiene un amplio intervalo terapéutico y baja toxicidad. En comparacién, la LD50
del carbonato de litio es 531 mg/kg (documento de Badman A.L., y otros, Vredniye khimicheskiye veshchestva:
Neorganicheskiye soedineniya elementov of I-IV grupp, un manual editado por V. A. Filov y otros: Khimiya, 1988.
pags. 25-26).

Las Tablas 1-8, mas abajo, contienen datos obtenidos en los Ejemplos mencionados anteriormente.

Tabla 1. Numero de Ulceras identificadas en el estbmago en la prueba de resistencia fisica (la prueba de
suspensién)

Grupo nim. Numero de Ulceras en el estbmago
Dia de administracién 7 Dia de administracién 14 Dia de administracién 21
1 23,5+0,9 21,202 21,2+0,2*
2 40£05 25£11* 2107
3 41+£0,8 26+04 24+05
4 45+£09 24+£02% 1,9£04
5 1,0£ 0.1 1,5£0,5 1,0£0,5
6 8,712 1,609 1,5£06*
(*p < 0,05 cuando se compara con el control mediante la prueba de lat) 1 - el grupo de control; 2 -
ascorbato de litio 120 mg/kg; 3 - ascorbato de litio 60 mg/kg; 4 - ascorbato de litio 30 mg/kg; 5 - el
grupo intacto; 6 - 60 mg/kg en forma de pastillas con cacao.

Tabla 2. Determinacién del recuento de eosindéfilos en sangre completa mediante Duncker (la prueba de suspensién)

Grupo nim. Recuento de eosinéfilos en sangre completa
Dia de administracién 7 Dia de administracién 14 Dia de administracién 21
1 311,658 28515 29102
2 768 +6,7 885+ 3,8 911+ 82
3 791 +1,2* 866 + 9,4 910 + 4,1*
4 764 6,5 897772 954+ 9,7
5 953+29 975+ 0,5 98154
6 65392 913+ 0,9* 954+ 36
(*p < 0,05 cuando se compara con el control mediante la prueba de lat) 1 - el grupo de control; 2 -
ascorbato de litio 120 mg/kg; 3 - ascorbato de litio 60 mg/kg; 4 - ascorbato de litio 30 mg/kg; 5 - el
grupo intacto; 6 - 60 mg/kg en forma de pastillas con cacao.

Tabla 3. Determinacién del nivel de adrenalina y noradrenalina en el suero sanguineo (la prueba de suspensién)

Grupo num. Nivel de adrenalina y noradrenalina en el suero sanguineo
Dia de administracion 7 Dia de administracién 14 Dia de administracién 21
Adrenalina | Noradrenalina | Adrenalina | Noradrenalina | Adrenalina | Noradrenalina
pg/l pg/l pg/l pg/l pg/l g/l
1 27,1+391 | 686+ 152 28,3+ 127 | 68,9+ 9 41 27,7+246 | 705+ 3,54
2 7,6+038 20,2+ 5,67 8,7+382 20,31 4,83 96+3728 18,4+ 5,27
3 79021 22,1+ 1,98 7,1+119 20,3 + 3,49 7,3+214* | 193+£6,13
4 8,1+052 24 3+272 6,9+277 18,2+ 5,28 6,9+097* | 17,9+ 0,95*
5 6,7+ 0,65 18,6 £ 1,95 6,1+ 0,51 17,91 0,85 6,4+242 17,2+ 0,56
6 226+427 | 548+104 6,7+096* | 184+0,49 7,9+ 361 17,8+ 0,98*
(*p < 0,05 cuando se compara con el control mediante la prueba de lat) 1 - el grupo de control; 2 - ascorbato de litio 120
mg/kg; 3 - ascorbato de litio 60 mg/kg; 4 - ascorbato de litio 30 mg/kg; 5 - el grupo intacto; 6 - 60 mg/kg en forma de pastillas
con cacao.
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Tabla 4. Efecto de diferentes dosis de ascorbato de litio sobre el nimero de bolos en la defecacion

Grupo nim. | Dia de administracién 7 Dia de administracién 14 | Dia de administracién 21
Numero de bolos Numero de bolos Numero de bolos

1 8,614 10,1£2,7* 11,6+£1,9

2 5,0+1,1* 4,1£1,1 4,0+1,0

3 4,6+0,4 3,9+0,4* 3,7£0,7

4 4,2+0,4 3,9+0,4* 3,5+0,3*

5 3,6£0,7 3,8+0,4 3,5+0,7

6 7,2+1,5* 5,2+0,9 3,703

(*p < 0,05 cuando se compara con el control mediante la prueba de lat) 1 - el grupo de control;

2 - ascorbato de litio 120 mg/kg; 3 - ascorbato de litio 60 mg/kg; 4 - ascorbato de litio 30 mg/kg;

5 - el grupo intacto; 6 - 60 mg/kg en forma de pastillas con cacao.

Tabla 5. Determinacién del recuento de eosindéfilos en sangre completa mediante Duncker (la prueba de simulacion
de vehiculo).

Grupo nim. Recuento de eosinéfilos en sangre completa
Dia de administracién 7 Dia de administracién 14 | Dia de administracién 21
1 428 + 11,2 401+ 8,1 425+6,9
2 856 + 4,2* 901 + 16,8 907 + 4,3*
3 822+ 8,7 919+ 4,1* 922 +93
4 794 6,9 921+ 9,1 928 + 10,7
5 978 + 5,1 991+ 0,6 97938
6 528 + 5,8 938 + 11,7 947 + 12,4
(*p < 0,05 cuando se compara con el control mediante la prueba de lat) 1 - el grupo de control;
2 - ascorbato de litio 120 mg/kg; 3 - ascorbato de litio 60 mg/kg; 4 - ascorbato de litio 30 mg/kg;
5 - el grupo intacto; 6 - 60 mg/kg en forma de pastillas con cacao.

Tabla 6. Efecto del ascorbato de litio sobre la actividad de aminotransferasas y creatinina en la sangre (la prueba de

simulacién de vehiculo)

Grupo Cantidad de aminotransferasa y creatinina en el suero sanguineo

nam. Dia de administracién 7 Dia de administracién 14 Dia de administracién 21
AST ALT Creatinina AST ALT Creatinina | AST ALT Creatinina

1 41,3+ 13,2+ | 19,4+ 2,45 40,9+ 13,5+ | 17,945,31 42,0 14,0£ | 19,1212
3,10 5,97 4,92 4,84 6,17 4,9

2 1071 | 32,4+ | 39,8+ 6,13* 110,3x | 31,7+ | 47,8+1,46 118,7x | 30,1 | 42,1+ 2,97*
6,20 7,75 7,41 7,32 4,48* 7,42

3 97,9 31,0 | 39,6x7, 98 112,4x | 33,1 | 48,3x8,27* | 1155+ | 32,4+ | 456x2,73*
5,04 3,15* 6,23 2,84* 8,97 6, 37

4 91,7+ 29,8+ | 36,5%3, 84* 109,9¢ | 32,1+ | 48,1+3,82 1212 | 31,7+ | 46,3+ 3,26
7,29 8,45 9,67 9,10 7,21 3, 14*

5 129,5+ | 36,3 | 48,8+4, 50 131,3x | 38,1% | 50,1+4,86 128,7 | 36,9% | 49,2+ 461
7,33 2,64 7,48 1,49 3,26 3,87

6 68,8+ 22,7+ | 25,7+4, 30 119,7 | 34,8+ | 56,7+6,44* | 121, 35,0+ | 58,4+ 9,30*
4,72* 8,19 6,21* 6,83 4,29* 4,29

(*p < 0,05 cuando se compara con el control mediante la prueba de la t) 1 - el grupo de control; 2 - ascorbato

de litio 120 mg/kg; 3 - ascorbato de litio 60 mg/kg; 4 - ascorbato de litio 30 mg/kg; 5 - el grupo intacto; 6 - 60

mg/kg en forma de pastillas con cacao.

Tabla 7. Determinacién de la dosis letal media de ascorbato de litio en ratas (mediante Kerber)

Dosis, mg/kg 1000 2000 | 3000 | 4000 | 5000 | 6000 | 7000 | 8000
Sobrevivientes 6 6 6 6 5 3 3 0

Muertos 0 0 0 0 1 3 3 6

Z 0 0 0 0,5 2 3 4,5

D 1000 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

Z*d 0 0 0 500 | 2000 | 3000 | 4500

> z*d =10000

LD50=LD100 - | S(Zz*D) | =8000 - 1667 = 6333

n

LD50 = LD100 - £(zd)/n, donde LD100 es la dosis que causé un efecto en todos los objetos de
prueba de un grupo; D es el intervalo entre dos dosis adyacentes; Z - la media aritmética de los
dos valores del numero del objeto de prueba que mostré un efecto positivo cuando se expuso a
cada una de las dos dosis adyacentes; n es el niUmero de objetos de prueba en el grupo.
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Tabla 8. Determinacién de la dosis letal media de ascorbato de litio en ratas Wistar (mediante Pershin)

Dosis, mg/kg 1000 | 2000 | 3000 | 4000 5000 6000 7000 | 8000
Muertos/sobrevivientes | 0/6 0/6 0/6 0/6 115 3/3 3/3 6/0
Muertos, % 0 0 0 0 16,6 50 50 100
Dosis total en pie, A 3000 | 5000 | 7000 | 9000 11 000 13 000 | 15000
Diferencia % de muertos, B | 0 0 0 16,6 33,4 0 50
(A*B) 0 0 0 149 400 | 367400 | O 750 000
> (A*B)=1266 840

LDso= | 1266840 | = 6334 mg/kg

200

Los ejemplos de las composiciones basadas en ascorbato de litio se describen més abajo.
Los siguientes ejemplos ilustran las opciones de implementacién de la invencién.
Ejemplo 6.

Usamos una composicién que contiene ascorbato de litio y vitaminas: clorhidrato de piridoxina - B6 y mononitrato de
tiamina - B1 en una solucién acuosa en diferentes relaciones de porcentaje.

Se determinaron las eficacias antiestrés, ansiolitica y antidepresiva de las composiciones con diferentes relaciones
de ascorbato de litio y vitamina B1 y B6.

Se formaron cuatro grupos de animales. Las composiciones se administraron por via oral en una solucién acuosa.
Las concentraciones de las relaciones fueron las siguientes:

El Grupo (1) recibié 10 % de ascorbato de litio, 55 % de vitamina B6 y 35 % de vitamina B1.
El Grupo (2) - 50 % de ascorbato de litio, 30 % de vitamina B6 y 20 % de vitamina B1.

El Grupo (3) - 65 % de ascorbato de litio, 20 % de vitamina B6 y 15 % de vitamina B1.

El Grupo (4) - 90 % de ascorbato de litio, 6 % de vitamina B6 y 4 % de vitamina B1.

El Grupo (5) - el grupo de control recibi6 solo agua para inyeccién.

La agitacion neuropsiquiatrica implica el carcter y la intensidad del movimiento del animal en la arena. Depende de
diversos factores estresantes (por ejemplo, un entorno inusual para un animal) en combinacién con una actividad
exploratoria natural y se usa para diagnosticar el estado funcional del sistema nervioso cuando se expone a factores
ambientales naturales y experimentales. Los indicadores de aumento de la ansiedad y el estrés son el niumero de
bolos y actos de acicalamiento, el nivel de actividad exploratoria, la movilidad y los niveles de curiosidad o apatia
general, que se correlacionan con el nivel de depresién. Las pruebas realizadas mostraron que los parametros
estudiados se correlacionaban bien con los resultados de otras pruebas de comportamiento.

Como objetos modelo se usaron ratas Wistar blancas macho, que pesaban entre 130-170 g. Los animales se
mantuvieron en habitaciones idénticas en jaulas para 10 ratas cada una, a una temperatura de 19-21 °C. Los
animales se alimentaron diariamente con forraje mixto, 30-40 g por cada uno. El agua estaba disponible sin
restricciones. En el estudio participaron cuarenta animales. Los animales se dividieron en cuatro grupos de 10
animales en cada uno. La composicién se administré durante 5 dias. El comportamiento del animal se investigd en la
prueba de "campo abierto". Los animales se colocaron en un campo abierto (un sitio piloto) después de 5 dias de
administracién. Los animales se colocaron en el mismo cuadro, ubicado cerca de la pared. El tiempo de exposicién
de cada modelo animal fue de 5 minutos.

Tabla 9. Efecto de la composicién sobre el comportamiento de las ratas en la prueba de "campo abierto" después de
5 dias de administracién

Grupo | Actividad Actividad | Numero de | NUimero de Numero de Numero de
motora motora atisbos en | actos de llegadas a una bolos
vertical horizontal | un agujero | acicalamiento | zona central

1 17,24+4,86* | 5,56+1,24 | 4,76x2,41 17,25+3,61 1,21£1,82 5,14+0,23

2 27,3242,87 | 6,18+0,42 | 9,3243,13 | 9,43%4,12 3,122,117 2,12+0,48

3 29,46+£3,74 | 6,75+0,68 | 9,98+0,96* | 8,44+4,76 2,84+0,14 2,54+0,68

4 21,09£1,95 | 7,78+0,46 | 5,85+£0,96* | 11,68+4,76 1,69+£0,14 4,83+0,24

5 7,212,775 3,48+0,75 | 2,96+0,42 | 23,47+2,38 0,9+0,42 6,46+0,16

Los resultados obtenidos muestran que:

la composicidén exhibe la actividad mencionada al comparar los resultados obtenidos en los grupos
experimentales y de control;
el intervalo efectivo de las relaciones de agentes activos en la composicién es bastante amplio, pero la eficacia
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méxima de la composicidén se logra con una relacién de 65 % de ascorbato de litio, 20 % de vitamina B6y 15 %

de vitamina B1;

la eficacia de la composicién disminuyd con un aumento de la proporcién de ascorbato de litio y una disminucién

de la proporcién de vitaminas, asi como también con un aumento de la proporcién de vitaminas y la disminucién
5 de la proporcién de ascorbato de litio, por tanto, se sugiere el efecto sinérgico de las sustancias usadas en la

composicién.

Por tanto, el uso de una sustancia que contiene litio en forma de ascorbato de litio como agente con efecto

antiestrés, ansiolitico y antidepresivo y una composicién a base del mismo, permite ampliar la gama de agentes para
10 la administracién indicada. Al mismo tiempo, los agentes reivindicados tienen baja toxicidad y alta eficacia.

10
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REIVINDICACIONES

Una composiciéon que comprende ascorbato de litio para su uso en el alivio y tratamiento del estrés, la ansiedad
o la depresién en un sujeto.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la composicién comprende ademas
clorhidrato de piridoxina y mononitrato de tiamina.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde los componentes de la composicién
estan presentes dentro de la composicién en las siguientes relaciones porcentuales de masa:

10-90 % de ascorbato de litio;
6-50 % de clorhidrato de piridoxina;
4-40 % de mononitrato de tiamina.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde la composicién comprende ademas
sorbitol o maltodextrina o talco como excipientes.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde la composicién comprende ademas
manteca de cacao.

11
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