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DESCRIPCION

Uso de una composicién vitaminica para preparar un farmaco para prevenir, tratar o retrasar la enfermedad de
Alzheimer

Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a una composicién de vitaminas, en particular una composicién que comprende una
composicién de vitaminas B y una composiciéon de vitamina C para su uso en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer promoviendo el metabolismo energético. La presente composicidén es adecuada para la prevencién,
tratamiento o retraso de la enfermedad de Alzheimer, y la composicién puede mejorar la capacidad de aprendizaje y
de memoria y las deficiencias cognitivas.

Antecedentes de la invencién

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa del sistema nervioso central, normalmente
se produce en personas mayores de 65 afios, que se caracteriza por disminucién cognitiva progresiva y deterioro
conductual, y es el tipo mas comun de demencia senil. En la actualidad, la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer
no estd completamente clara, los trastornos metabdlicos pueden ser una de las razones de la enfermedad de
Alzheimer. El azlcar es la principal fuente de metabolismo en el cuerpo, y el metabolismo anormal de la glucosa
provocaré una serie de deterioros de las funciones tisulares, en las que el tejido cerebral con glucosa como la principal
fuente de energia es extremadamente susceptible al metabolismo anormal de la glucosa. Numerosos estudios han
mostrado que existe disfuncién metabdlica en pacientes con EA, al mismo tiempo, la reduccidn de la tasa metabdlica
cerebral también es uno de los sintomas méas tempranos de la EA, los cambios ocurren antes de que cualquier
trastorno funcional pueda detectarse mediante una prueba neuropsiquiétrica. El examen de imagenologia mostré que
la atrofia cerebral, los trastornos metabdlicos y otras anomalias fisiol6gicas aparecieron al mismo tiempo en pacientes
con EA, y las anomalias metabdlicas empeoraron con la progresion de la enfermedad. También se ha encontrado que
el mecanismo potencial del metabolismo anormal de la glucosa puede estar relacionado con la toxicidad directa de la
hiperglicemia, el suministro insuficiente de energia en el cerebro causado por la hipoglucemia, la resistencia a la
insulina, la anormalidad en la transduccién de la sefial de insulina y la anormalidad del gen de la enzima de
degradacion de la insulina. Se ha confirmado que la caida de la tasa metabdlica de la glucosa en el I6bulo frontal y
temporal y la corteza cingulada parietal se puede observar varios afios antes de la demencia mediante la formacién
de imagenes del metabolismo de la glucosa por FDG-PET, lo que sugiere que el trastorno del metabolismo de la
glucosa cerebral esta estrechamente relacionado con la EA, y el trastorno del metabolismo es probable que sea una
razén de la causa y el desarrollo de la EA, por lo tanto, es posible prevenir y reducir la aparicién de EA mejorando el
metabolismo de la energia cerebral.

La glicdlisis de la glucosa y el ciclo de los &cidos tricarboxilicos son las principales rutas metabdlicas de la capacidad
de produccion de glucosa (ATP) en el cuerpo. La reaccién completa de estas dos vias de metabolismo energético
requiere la participacién de diversas enzimas metabdlicas, y la actividad de estas enzimas metabdlicas depende de la
participacion de coenzimas. La piruvato deshidrogenasa es un complejo multienzimatico en la matriz mitocondrial.
Esta enzima es una enzima clave que cataliza la descarboxilaciéon oxidativa del piruvato a acetil-CoA. El proceso de
reaccién catalizado por PDH enlaza la glicélisis, el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la formacién de ATP. La citrato
deshidrogenasa mitocondrial es la enzima limitante de la velocidad en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, que cataliza
la descarboxilacidn oxidativa del isocitrato en &cido a-cetoglutérico. El H* eliminado en la reaccidn catalitica reduce el
NAD+ a NADH. Es la primera etapa generar CO2 en el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos y también es una reaccién
irreversible, y es una etapa importante limitante de la velocidad en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. La alfa-
cetoglutarato deshidrogenasa (a-KGDH) que se localiza en la matriz mitocondrial es una enzima limitante de la
velocidad implicada en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos. Es importante para mantener la constante oxido-reductora
del tejido cerebral, y el cambiador de actividad de la a-cetoglutarato deshidrogenasa esté estrechamente relacionado
con enfermedades neurodegenerativas. La succinato deshidrogenasa es la sexta enzima en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, que esté directamente unida a la cadena de transporte de electrones. La succinato deshidrogenasa, el
dinucleétido de flavina-adenina, el citocromo y las proteinas 3 Fe-S son los componentes principales para constituir el
complejo mitocondrial Il, que desempefia un papel importante en el metabolismo de los azlcares y la cadena
respiratoria oxidativa. La SDH existe en la membrana interna mitocondrial y es un marcador de la membrana interna
mitocondrial. Su actividad indica el estado metabdlico de los tejidos y la funcién mitocondrial. SDHA codifica
flavoproteinas y es una subunidad de succinato deshidrogenasa. Como enzima clave implicada en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, la succinato deshidrogenasa es una de las enzimas marcadoras que indica la funcién
mitocondrial, y su actividad se usa generalmente como indicador para evaluar el estado de funcionamiento del ciclo
de los acidos tricarboxilicos. ATP5B codifica una subunidad de la ATP sintetasa y estéd implicada en el transporte de
iones hidrégeno en las mitocondrias. La ATP sintetasa es un tipo de sintetasa en mitocondrias y una enzima clave
para el metabolismo energético en organismos.

Las vitaminas son una serie de compuestos organicos esenciales en el metabolismo de los seres humanos,
principalmente responsables del mantenimiento y regulacién del metabolismo normal del cuerpo. Son micronutrientes
que son necesarios por los organismos vivos. Generalmente no son producidos por los propios organismos y necesitan
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ser obtenidos por medio de la dieta. Las vitaminas no pueden producir energia y constituir células como los azlcares,
las proteinas y las grasas, pero regulan el metabolismo del organismo y mantienen la salud del cuerpo.

Se sabe que muchas vitaminas estan implicadas en el proceso de metabolismo y son elementos indispensables en
las reacciones bioquimicas del cuerpo. Las vitaminas B son sustancias indispensables que promueven el metabolismo
en el cuerpo y convierten los azlcares, grasas, proteinas, etc. en calor. La mayoria de ellos participan en el proceso
metabdlico en forma de coenzimas. Una vez que se produce deficiencia de vitamina B en el cuerpo, la funcién celular
disminuird inmediatamente, causando trastornos metabélicos. Algunos de los miembros de la vitamina B, tales como
la vitamina B1, se denominan incluso vitaminas psicotrépicas debido a sus buenos efectos sobre el tejido nervioso y
el estado mental. Los miembros de la vitamina B que incluyen B1, B2, B3, B5, B6, B7 y B12 estan directamente
implicados en la glicélisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos durante el metabolismo de la glucosa. Una vez que
estas vitaminas son deficientes, esta ruta metabélica esté destinada a provocar una serie de enfermedades asociadas
con trastornos metabélicos. Estudios han demostrado que las vitaminas B1, B2, B3, B5, B6, B7 y B12 estan
directamente implicadas en el proceso de metabolismo energético. También participan en la patogénesis de la EA, tal
como la reduccién de la produccién de amiloide (AB), la promocién del metabolismo de la homocisteina (Hcy), la
reduccién del nivel del factor de necrosis tumoral (TNF-a) y la ayuda en la sintesis de neurotransmisores. Por lo tanto,
estos miembros de la vitamina B pueden afectar a la aparicidén, desarrollo y progreso patolégico de la EA regulando el
nivel de metabolismo energético en el cerebro, y pueden ser uno de los métodos de tratamiento potenciales para la
EA.

Ademas de las vitaminas B, estudios clinicos han demostrado también que la suplementacién con algunas vitaminas
liposolubles, tales como las vitaminas D, E y K, puede reducir el riesgo de sindrome metabdlico, reducir los niveles de
glucosa en sangre en ayunas, inducir la secrecion de insulina y aumentar el metabolismo de la glucosa en el cerebro.
Ademas, también redujeron los niveles de AR y TNF-a en el cerebro de animales con EA y mejoraron la funcidn
cognitiva en pacientes con EA. Muestra que este tipo de vitaminas puede ejercer sus efectos tanto sobre el
metabolismo energético como sobre la funcidén nerviosa al mismo tiempo, y también sugiere que puede haber alguna
relacién entre ellas. Por lo tanto, tomando estas vitaminas es posible regular el metabolismo energético en el cerebro
de pacientes con EA para mejorar los sintomas de la EA. Los microelementos son uno de los componentes
indispensables en el cuerpo, y también se ha notificado que algunos microelementos participan en el metabolismo
energético y la progresién de la EA. Estudios clinicos han mostrado que el nivel de magnesio en el cerebro de
pacientes con EA es significativamente menor, y méas ingesta de magnesio reduce el riesgo de EA. Estudios con
animales mostraron que después de 10 min de hipoxia en ratas, el nivel de ATP en el area de CA1 fue sélo el 16%
del normal, mientras que el nivel de ATP en cortes de cerebro tratados con iones magnesio fue el 32% de los cortes
de cerebro normales, y se consideré que el magnesio mejoraba significativamente la disminucién de los niveles de
ATP en la regién de CA1 por hipoxia. Por lo tanto, la regulacién del nivel de magnesio en el cerebro puede prevenir la
deficiencia del metabolito energético ATP en el cerebro, mejorando de este modo la funcién neuroldgica en el cerebro.

A través de investigaciones bésicas previas, se ha confirmado gradualmente que las vitaminas son beneficiosas para
el mantenimiento de la salud y la prevencién de enfermedades. En aplicaciones clinicas, se pueden usar diversas
vitaminas no s6lo como terapia primaria o adyuvante, sino también como suplemento dietético para promover la salud
y prevenir enfermedades. Con respecto a las enfermedades neurolégicas, las vitaminas tales como las vitaminas B1,
B3, B6, B9, B12, C y E pueden promover el desarrollo neurolégico y el metabolismo de la homocisteina (la
homocisteina elevada es uno de los factores de riesgo de la EA), regular la sintesis de neurotransmisores, prevenir
trastornos neurolégicos causados por anemia perniciosa, y mejorar trastornos neuroldgicos. Son especialmente
importantes para mantener la salud del tejido nervioso. En aplicaciones clinicas, estas vitaminas tienen efectos
terapéuticos significativos sobre enfermedades del sistema nervioso (beriberi seco), enfermedad de neuritis periférica
y reduccién del estrés oxidativo (una posible patogénesis de la EA).

En términos de metabolismo energético, las vitaminas B1, B2, B3, B5, B7, B6, B9 y B12 estan implicadas en la
oxidacién biolégica y el metabolismo fisiolégico de carbohidratos, grasas y proteinas del cuerpo, promoviendo asi el
metabolismo energético y la formacidén. En aplicaciones clinicas, estas vitaminas pueden usarse para ayudar a tratar
los sintomas y las causas de enfermedades relacionadas con el metabolismo, tales como mejorar la regulacién del
azlcar en sangre y promover el metabolismo de las grasas. En vista de esto, puede observarse que los farmacos
vitaminicos tienen un valor clinico extremadamente alto, y desempefian un papel extremadamente importante en la
prevencién y el tratamiento de enfermedades del metabolismo energético, la regulacién del sistema nervioso e incluso
retrasar la aparicién de EA. En combinacién con la aplicacidn clinica y los resultados basicos de investigacion, los
farmacos vitaminicos no tienen duda de tener un valor potencial en el tratamiento del metabolismo energético y la EA,
El estudio sobre vitaminas para la regulacion del metabolismo energético en el cerebro para prevenir y reducir la
aparicién de EA tiene implicaciones sociales y clinicas.

Actualmente, un estudio clinico en fase 3 (NCT00235716) mostré que la vitamina E para la ingesta a largo plazo (6-
48 meses) puede mejorar eficazmente la funcién cognitiva en pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL). Otro
estudio clinico en fase 2 (NCT01320527) también mostré que las multivitaminas (B9, B12, E y otros nutrientes) también
eran beneficiosas para la regulacién cognitiva y del estado de animo en pacientes con DCL, lo que sugiere que el
tratamiento con vitaminas en la etapa temprana del deterioro cognitivo tiene cierto efecto terapéutico sobre la EA.
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Philip Scheltens et al. en Journal of Alzheimer's Disease, vol. 31, no. 1, 5 de julio de 2012 y en Alzheimer's & Dementia:
The Journal of the Alzheimer's Association, vol. 8, no. 1, 1 de enero de 2010, estudio de la eficacia de souvenaid en
la EA leve. La composicién de souvenaid incluye EPA, DHA, fosfolipidos, colina, UMP, vitamina E, vitamina C, selenio,
vitamina B12, vitamina B6 y acido félico. Yu et al. en el Journal of Alzheimer's Disease, vol. 54, no. 1, 4 de agosto de
2016, estudian los efectos neuroprotectores de un suplemento multivitaminico B (vitamina B6, B12, folato y colina)
contra la hipoxia en el cerebro de ratones. David O Kennedy et al. en Psychopharmacology, vol. 211, no. 1, 8 de mayo
de 2010, describen comprimidos multivitaminicos/minerales que contienen B1, B2, B6, B12, C, biotina, acido félico,
nicotinamida y é&cido pantoténico y minerales calcio, magnesio y cinc sobre el estado de &nimo subjetivo y el
rendimiento en hombres sanos.

En resumen, estudios basicos y clinicos han mostrado que: 1, las vitaminas B (B1, B2, B3, B5, B6, B7 y B12), 2, las
vitaminas liposolubles (D, E, K) y 3, el o los microelementos (iones magnesio) tienen todos los efectos de regular el
metabolismo y participar en la proteccién de la funcidén neurolégica, y el tratamiento temprano con vitaminas también
fue beneficioso para la mejora de la EA. Sin embargo, hasta ahora no se ha usado ningln farmaco vitaminico en
clinica para tratar la EA.

Actualmente, los farmacos usados para el tratamiento de la EA son principalmente inhibidores de la acetilcolinesterasa
y antagonistas de los receptores de NMDA. Los farmacos anteriores inhiben la disminucién de la funcién cognitiva
cambiando los niveles de neurotransmisores en el cerebro, pero se sabia que estos farmacos sélo pueden retrasar la
progresién empeorada de los sintomas en 6-12 meses.

La invencidn prepara un farmaco multivitaminico que comprende algunos o todos los elementos anteriores, y tiene
como objetivo mejorar y prevenir la EA regulando e interviniendo el metabolismo energético en el cerebro en una etapa
temprana. El farmaco metabolizante de energia de la presente invencién intenta mejorar la funcién nerviosa y cognitiva
mejorando el metabolismo energético en el cerebro desde la raiz, y su mecanismo de accién es diferente de los
farmacos tradicionales de mejora de neurotransmisores, y tiene ventajas obvias. Los farmacos tradicionales solo
pueden curar los sintomas, pero no la enfermedad. Al mismo tiempo, el farmaco descrito por la invencién es
relativamente seguro, y no tiene efectos secundarios obvios sobre el cuerpo mientras mejora el metabolismo
energético en el cerebro, y puede considerarse como un método de tratamiento suave. Por lo tanto, el farmaco de
metabolismo energético de la presente invencién puede desempefiar un papel importante en el tratamiento de la EA,
proporcionando un farmaco innovador para el tratamiento de la EA.

La enfermedad de Alzheimer se ha convertido en un reto global, conllevando enormes cargas econ6émicas a las
familias y a la sociedad en el siglo 21. De acuerdo con los informes, las pérdidas econémicas causadas por la
enfermedad de Alzheimer en los Estados Unidos en 2016 fue de aproximadamente 236.000 millones de délares.
Actualmente, los farmacos usados para el tratamiento de la EA son principalmente inhibidores de la acetilcolinesterasa
y antagonistas de los receptores de NMDA. Los farmacos anteriores inhiben la disminucién de la funcién cognitiva
cambiando los niveles de neurotransmisores en el cerebro, pero se sabia que estos farmacos sélo podian retrasar el
empeoramiento de los sintomas 6-12 meses. Y estos farmacos no pueden bloquear completamente el progreso de la
EA, que es el mayor problema del tratamiento de la EA. El farmaco de metabolismo energético implicado en la presente
invencién es un nuevo farmaco para el tratamiento de la EA. En experimentos con animales, se encontrd que el
farmaco puede mejorar eficazmente el nivel cognitivo de los animales, y el mecanismo puede estar relacionado con el
metabolismo energético, que es completamente diferente del farmaco actual en el mercado. Se espera que después
de que el farmaco se apruebe, el farmaco pueda cubrir un gran nimero de pacientes con EA, y la perspectiva del
mercado sera amplia.

Descripcion de la invencién
A. Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicidén de vitaminas, particularmente, una composicién de multivitaminas
B, C como se define en las reivindicaciones adjuntas para su uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
promoviendo el metabolismo energético. La composiciéon es adecuada para prevenir, tratar o retrasar la enfermedad
de Alzheimer, mejorar la capacidad de aprendizaje y de memoria y la disfuncién cognitiva. En una realizacion preferida,
la composiciéon que comprende la composicién de vitaminas B y la composicién de vitamina C es una composicion
que comprende vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3 (niacina), vitamina B5 (acido pantoténico),
vitamina B6, vitamina B12, vitamina B7 (biotina), vitamina B9 (&cido félico), vitamina C, bitartrato de colina, inositol y
acido p-aminobenzoico.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una composicién que comprende una cantidad eficaz de una
combinacién de composiciéon de vitaminas B y composicién de vitamina C como se define en las reivindicaciones
adjuntas, y una cantidad eficaz de farmaco(s) para prevenir, tratar o retrasar la enfermedad de Alzheimer. En una
realizacion preferida, la composicion comprende una cantidad eficaz de vitamina B1 (tiamina), vitamina B2
(riboflavina), vitamina B3 (niacina), vitamina B5 (acido pantoténico), vitamina B6, vitamina B12, acido félico, biotina,
vitamina C, bitartrato de colina, inositol, acido p-aminobenzoico y una cantidad eficaz de farmaco(s) para prevenir,
tratar o retrasar la enfermedad de Alzheimer.
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En otro aspecto mas, la presente invencién se refiere a una composiciéon que comprende una cantidad eficaz de una
combinacién de una composicién de vitaminas B y una composicion de vitamina C como se define en las
reivindicaciones adjuntas, y una cantidad eficaz de otros compuestos vitaminicos para su uso en la prevencion, el
tratamiento o el retraso de la enfermedad de Alzheimer. En una realizacién preferida, la composicién comprende una
cantidad eficaz de vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3 (niacina), vitamina B5 (acido
pantoténico), vitamina BB, vitamina B12, vitamina B9 (4cido félico), vitamina B7 (biotina), vitamina C, bitartrato de
colina, inositol, &cido p-aminobenzoico y una cantidad eficaz de otros compuestos vitaminicos. Los otros compuestos
vitaminicos incluyen compuestos de vitamina A, vitamina D, vitamina E, vitamina Ky similares.

En otro aspecto mas, la presente invencién se refiere a una composiciéon que comprende una cantidad eficaz de una
combinacién de una composicién de vitaminas B y una composicion de vitamina C como se define en las
reivindicaciones adjuntas, y una cantidad eficaz de microelemento(s). En una realizacién preferida, la composicién
comprende una cantidad eficaz de vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3 (niacina), vitamina B5
(acido pantoténico), vitamina B8, vitamina B12, vitamina B9 (acido félico), vitamina B7 (biotina), bitartrato de colina,
inositol, acido p-aminobenzoico y una cantidad eficaz de microelementos. Los microelementos incluyen hierro,
magnesio, cinc y similares.

La forma de dosificacién de la composicién que comprende la composicién de vitaminas By la composicién de vitamina
C de la presente invencién puede ser, pero no se limita a, un comprimido masticable; también se pueden afiadir a la
composicién de la presente invencidn diversos adyuvantes convencionales requeridos para preparar diferentes formas
de dosificacion, tales como disgregantes, lubricantes, aglutinantes, antioxidantes, agentes complejantes y otros
vehiculos farmacéuticos para preparar mediante métodos de preparacién convencionales cualquiera de las formas de
dosificacion orales cominmente usadas, tales como comprimidos dispersables, gréanulos, capsulas, liquidos orales y
otras formas de dosificacion.

La relacién en peso de cada componente para la composicién que comprende la composicién de vitaminas B y la
composicién de vitamina C en la presente invencién puede tener una pluralidad de selecciones, todas las cuales
pueden promover el metabolismo energético y usarse para prevenir, tratar o retrasar la enfermedad de Alzheimer. En
ciertas realizaciones, puede incluir los siguientes componentes basados en la relacién en peso: 30-300 partes de
vitamina B1, 30-300 partes de vitamina B2, 30-300 partes de vitamina B3, 30-300 partes de vitamina B5, 30-300 partes
de vitamina B6, 0,01-1 partes de vitamina B7 (biotina), 0,01-2 partes de vitamina B9 (4cido félico), 0,01-1 partes de
vitamina B12 y 50-500 partes de vitamina C. En una realizacién preferida, la composiciéon de vitaminas B comprende
los siguientes componentes basados en la relacién en peso: 100 partes de vitamina B1, 100 partes de vitamina B2,
100 partes de vitamina B3, 100 partes de vitamina B5, 100 partes de vitamina B6, 0,1 partes de biotina, 0,4 partes de
acido félico, 0,1 partes de vitamina B12 y 150 partes de vitamina C. En una realizacién preferida, la composicién de
vitaminas B comprende los siguientes componentes basados en la relacién en peso: 10 partes de vitamina B1, 15
partes de vitamina B2, 25 partes de vitamina B3, 110 partes de vitamina B5, 10 partes de vitamina B6, 0,1 partes de
biotina y 150 partes de vitamina C. En una realizacién mas preferida, la composicién de vitaminas B comprende los
siguientes componentes basados en la relacién en peso: 10 partes de vitamina B1, 15 partes de vitamina B2, 25 partes
de vitamina B3, 110 partes de vitamina BS, 10 partes de vitamina B6, 0,1 partes de biotina, 0,4 partes de &cido félico,
250 partes de bitartrato de colina, 250 partes de inositol y 150 partes de vitamina C. En una realizacién mas preferida,
la composicién de vitaminas B comprende los siguientes componentes basados en la relacién en peso: 10 partes de
vitamina B1, 15 partes de vitamina B2, 25 partes de vitamina B3, 110 partes de vitamina B5, 10 partes de vitamina B8,
0,1 partes de biotina, 0,4 partes de acido félico, 250 partes de bitartrato de colina, 0,025 partes de vitamina B12 y 150
partes de vitamina C. En otra realizacién mas preferida, la composicién de vitaminas B comprende los siguientes
componentes basados en la relacién en peso: 10 partes de vitamina B1, 15 partes de vitamina B2, 25 partes de
vitamina B3, 110 partes de vitamina B5, 10 partes de vitamina B6, 0,1 partes de biotina, 0,4 partes de é&cido félico, 250
partes de bitartrato de colina, 250 partes de inositol, 0,025 partes de vitamina B12, 50 partes de &cido p-aminobenzoico
y 150 partes de vitamina C.

B. Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencién. Si una
definicién expuesta en esta seccién es contraria o de otro modo inconsistente con una definicién expuesta en las
patentes, solicitudes, solicitudes publicadas y otras publicaciones, la definicibén expuesta en esta seccidén prevalece
sobre la definicién expuesta en las patentes, solicitudes, solicitudes publicadas y otras publicaciones.

Como se usa en el presente documento, las formas singulares "un", "una" y "el(la)" significan "al menos uno(a)" o
"uno(a) o mas" a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

El término "parte", en particular, con referencia a una cantidad dada, se refiere a una cantidad con una desviacién
positiva o negativa dentro del 10%.

Como se usa en el presente documento, los términos "comprende”, "que comprende", "incluye", "que incluye",
non

"contiene”, "que contiene" y cualquier variacién de los mismos, pretenden cubrir una inclusién no exclusiva, de modo
que un proceso, método, producto por proceso o composicion de materia que comprende, incluye o contiene un
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elemento o lista de elementos no incluye solo esos elementos sino que puede incluir otros elementos no enumerados
expresamente o inherentes a dicho proceso, método, producto por proceso o composiciéon de materia.

Como se usa en el presente documento, la expresién "composicidn de vitaminas B" incluye todos los tipos de vitamina
B, por ejemplo, vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3 (4cido nicotinico), vitamina B5 (&cido
pantoténico), vitamina B6 y asi sucesivamente.
Breve descripcion de los dibujos
Figura 1: Latencia a la plataforma en el ensayo de adquisiciéon (D1-DS) en cada grupo de animales.
Figura 2: El tiempo de retencién de cada grupo de animales en el cuadrante diana (1 es el cuadrante diana).
Figura 3: Distancia de natacién de cada grupo de animales en el cuadrante objetivo (1 es el cuadrante diana).
Figura 4: La actividad de enzimas de la corteza cerebral relacionadas con el metabolismo energético.
Figura 5: La expresién génica de la enzima de la corteza cerebral relacionada con el metabolismo energético.
Descripcion detallada
Ejemplo 1: Efecto terapéutico del compuesto multivitaminico en ratas con EA inducida por ICV-STZ

1. Propoésito del estudio

El propésito de este estudio fue evaluar la relacidén entre la enfermedad de Alzheimer y el metabolismo energético en
el cerebro, y ademés evaluar si el compuesto vitaminico puede desempefiar un papel en la prevencion y el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer regulando el metabolismo energético en el cerebro.

2. Materiales experimentales
2.1 Reactivos

Estreptozotocina, comprimidos de vitaminas BC (ZENSUN) que contienen componentes con la siguientes relaciones
en peso: 100 partes de vitamina B1, 100 partes de vitamina B2, 100 partes de vitamina B3, 100 partes de vitamina B5,
100 partes de vitamina B6, 0,1 partes de vitamina B7, 0,4 partes de vitamina B9, 0,1 partes de vitamina B12, 150
partes de vitamina C, magnesio liquido, vitaminas (D, E, K). Hidrato de cloral. Kit de actividad enzimatica mitocondrial
de Solarbio (nimero de articulo de PDH:MS2103, nimero de articulo de a-KGDH: MS2100, ICDHm: MS2104, SDH:
MS2102), TAKARA SYBR I, kit de aislamiento de ARN total (TIANGEN), Kit RT-PCR (TOYOBOQO), cebadores
(sintetizados por Sangon Biotech).

2.2 Instrumentos y equipos experimentales
1. Equipo de ensayo de comportamiento animal: Laberinto acuatico de Morris de ratas
2. Software de registro y andlisis de video de comportamiento animal
3. Localizador estéreo-cerebral digital de rata/ratén
4. Bomba de inyeccidn estereotactica de cerebro de rata/raton
5. Taladro craneal de rata/ratdn

6. Dispositivo automatizado de homogeneizacién de tejidos: Shanghai Jingxin Industrial Development Co., Ltd.
JXFSTPRP-24

7. Triturador ultrasénico de células: Ningbo Xinzhi Biological Technology Co., Ltd. JY92-IIDN

8. Bafio de agua termostéatico: Shanghai Pingxuan Scientific Instrument Co., Ltd. DK-8D

9. Centrifuga de sobremesa: Thermo Scientific FRESCO 17

10. Lector de microplacas para ELISA: Molecular Devices SpectraMax M2

11. Instrumento de PCR: Sistema termociclador Block 5020 en tiempo real BIORAD CFX-Connect TM.
2.2 Animales experimentales
Ratas Wistar macho (250-320 g)

3. Disefio y métodos experimentales
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3.1 Inyeccién intraventricular de estreptozotocina en ratas - Preparacién del modelo de EA (metabolismo anormal
inducido de la glucosa en el cerebro)

Este modelo fue un modelo animal de EA que simula la EA esporadica (EAS) (modelo lcv-STZ), el trastorno del
metabolismo de la glucosa/energia intracerebral causado por la inyeccién de estreptozotocina (STZ) a través del
ventriculo lateral y mimetiz6 con éxito diversas manifestaciones patoldgicas de la EAS, tales como el estrés oxidativo,
la activacion de respuestas inflamatorias, las anomalias en la ruta colinérgica, la hiperfosforilacion de tau y la
agregacién de AR, el aprendizaje y la disfunciéon de la memoria. El modelo necesita un tiempo corto y hubo alguna
disfuncién cognitiva y caracteristicas patolégicas de la EA en unas pocas semanas. Fue un método relativamente facil
y rapido para construir el modelo de EA, que supera el coste temporal del ratén transgénico triple APPIPS1/tauP301L
con modelo de EA. Por lo tanto, este proyecto pretende criar los modelos animales transgénicos triples mientras se
construye el modelo lcv-STZ, y verificar los efectos de las vitaminas sobre el metabolismo energético, la prevencion y
el tratamiento de la EA mediante los mismos métodos de tratamiento y deteccién. Se espera demostrar repetidamente
la eficacia de las vitaminas a través de diferentes modelos.

El modelo lcv-STZ se construyd como se indica a continuaciéon: Se anestesiaron ratas Wistar (250-320 g), se fijaron
en el localizador digital estéreo-cerebral, se depil6 la parte superior de la cabeza y se desinfecté la piel. Se realizé la
incision media en la parte superior de la cabeza, expuesta al hueso anterior, se realizé la inyeccibén mediante un
microinyector a 0,9 mm detras del bregma, 1,5 mm a los lados izquierdo y derecho de la linea media, 3,6 mm
verticalmente desde la superficie. Se inyectaron lentamente 5 UL de STZ (3 mg/kg) en los ventriculos izquierdo y
derecho, el tiempo de inyeccién fue de 8 min, y la aguja se dejé durante 2 min, después se retiré lentamente. Todas
las operaciones se realizaron en condiciones estériles. La incisién en la piel se esterilizé con penicilina. Se cosié la
herida. El grupo simulado recibié una inyeccién de igual volumen de solucién salina normal.

3.2 Agrupamiento y administracién de ratas modelo lcv-STZ

Después de establecer el modelo lcv-STZ, las ratas se cultivaron durante una semana, y después se administré el
farmaco por via intragéstrica durante un periodo de 2 meses. Los animales experimentales se dividieron en 4 grupos:
grupo de control normal, grupo modelo, grupo de tratamiento y grupo de farmaco positivo, cada grupo tenia 20
animales. Los grupos especificos se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 1. Grupos de ratas modelo lcv-STZ (n = 20/grupo)

Grupos Terapia farmacoldgica
Control normal (inyeccién de solucién salina-lcv) Vehiculo
Modelo (inyeccién Icv-STZ) Vehiculo
Vitamina (inyeccién Icv-STZ) Multivitaminas
Farmaco positivo (inyeccidn lcv-STZ) Donepezilo

3.3 Verificacion del modelo animal Icv-STZ

Para confirmar la estabilidad y fiabilidad del modelo lcv-STZ de rata, al mismo tiempo que el experimento de
administracién formal, se establecieron otros dos grupos como el grupo de control normal (solucién salina lcv) y el
grupo modelo (inyeccion lev-STZ), cada grupo tenia 20 animales. Se realizaron ensayos conductuales 1 mes y 2
meses después de la finalizacién del modelado.

I. Conversién de comprimidos de multivitaminas BC a dosis de ratén = (+60 kg x12,3 coeficiente de ratén x 5
veces la dosis)

Il. Conversion de comprimidos de multivitaminas BC en dosis de rata = (+60 kg x 6,2 coeficiente de rata x 5 veces
la dosis)

[ll. Ratas convertidas a dosis de ratén = 1,98 x ratén convertido en dosis de rata = 0,5 x
IV. Conversién de la dosis subcutdnea en animales a dosis de administracién intragéastrica = 3 x

Tabla 2. Composicién de comprimidos de multivitaminas BC y dosificacién

Componente | Dosis de administracién en ratas mg/kg (administracién intragastrica/dia)

Vitamina B1 10,28
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Vitamina B2 10,28
Vitamina B3 10,28
Vitamina B5 10,28
Vitamina B6 10,28
Vitamina B7 0,0103
Vitamina B9 0,0411
Vitamina B12 0,0103
Vitamina C 15,425

3.4 Preparacién de reactivos

a) Solucién de CMC-Na al 0,5%: Se pesaron 2,0 g de polvo de CMC-Na y se afiadieron lentamente 300 mL de agua
ultrapura a la misma; la mezcla se sometié a agitacién magnética hasta que se disolvié completamente para alcanzar
un volumen constante de 400 mL, preparando de este modo una solucién transparente del 0,5%, que se almacend a
4 °C para su uso posterior.

Dosis de administracién de comprimidos de multivitaminas BC:

Dosis de raton: 1 pieza de comprimidos de multivitaminas BC +60 kg * 12,3 coeficiente de ratén * 5 veces la dosis
= 1,025 pieza/kg

Dosis en ratas: 1 pieza de comprimidos de multivitaminas BC +60 kg * 6,2 coeficiente de rata * 5 veces la dosis
= 0,516 pieza/kg

b) Preparacién de suspensién de comprimidos de multivitaminas BC: Después de moler los comprimidos de
multivitaminas BC apropiados, se afiadi6 CMC-Na al 0,5% a los mismos, y la mezcla se sometid a oscilacién para
volverse homogénea, formando de este modo una suspension estable. 1,025 piezas/kg por ratdén y 0,516 piezas/kg
por rata. Los farmacos se administraron una vez por la mafiana y una vez por la noche.

Dosis de farmaco de control positivo - hidrocloruro de donepezilo:
Dosis de ratén: Dosis clinica (5 mg/d) +60 kg x 12,3 coeficiente de ratén = 1, 025 mg/kg
Dosis de rata: Dosis clinica (5 mg/d) + 60 kg x 6,2 coeficiente de rata = 0, 516 mg/kg

¢) Solucién de hidrocloruro de donepezilo: Se afiadié polvo pesado de hidrocloruro de donepezilo apropiado, CMC-Na
al 0,5%, y la mezcla se sometié a oscilacién para volverse homogénea, formando de ese modo una suspension
estable. Se administré hidrocloruro de donepezilo como se indica a continuacién: 1,025 mg/kg (ratén) y 0,516 mg/kg
(rata). Se administré a los animales dos veces al dia, solucién de hidrocloruro de donepezilo por la mafiana, volumen
igual de CMC-Na al 0,5% y solucién de multivitaminas BC por la tarde.

3.5 Método de administracién

Los volimenes de administracion intragastrica en ratén y ratas fueron de 20 mL/kg y 10 mL/kg, respectivamente. Al
grupo de control normal y al grupo modelo se les administré un volumen correspondiente de solucién de adyuvante
de comprimidos de vitaminas BC y CMC-Na al 0,5% en peso.

3.6 Ensayos de comportamiento
Laberinto acuatico de Morris

El laberinto acuético de Morris se usé como un ensayo conductual para estudiar el aprendizaje espacial y la memoria.
Los roedores tuvieron una fuerte motivacién para escapar del agua, intentaron escapar del entorno del agua. El
proceso de aprendizaje para escapar del entorno acuatico refleja la capacidad de aprendizaje de los animales. Se
localiza espacialmente el lugar seguro (plataforma) en el agua de acuerdo con el entorno circundante, y se nada a la
plataforma a propésito, lo que podria reflejar la capacidad de memoria de referencia espacial de los animales. El
sistema experimental de Morris consiste en un dispositivo de laberinto acuatico, una adquisicién automatica de
imagenes y un sistema de anélisis de software. La unidad de laberinto acuatico de Morris consiste principalmente en
una piscina y una plataforma con una altura ajustable y una posicién movil.
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El experimento de laberinto acuatico tuvo dos partes:
1) Fase de adquisicién

La agrupacidn se dividié en cuatro cuadrantes, y la plataforma se colocé en un cuadrante con el nivel de liquido por
encima de 1 cm de la plataforma. Los animales se colocaron hacia la pared de la piscina en el agua, y la posicién se
tom¢é aleatoriamente en una de las cuatro posiciones iniciales en diferentes direcciones. Se registrd el tiempo para que
los animales encontraran y subieran a la plataforma (latencia de escape) para ensayar la capacidad de aprendizaje
de los animales. Si un animal no habia encontrado la plataforma durante mas de 60 s, necesitaba ser guiado a la
plataforma. Los animales se dejaron reposar sobre la plataforma durante 10 s, después se retiraron, se secaron con
luz infrarroja lejana y se devolvieron a la jaula hasta la siguiente ronda de experimentos. Cada animal se entrené 4
veces al dia durante 5 dias (o més, dependiendo de la situacién de aprendizaje del modelo, y se considerdé que una
latencia promedio del modelo < 20 s era exitosa).

2) Entrenamiento de exploracion

El entrenamiento de exploracion se realizé 1,5 horas y 1 dia después de la fase de adquisicidn. La plataforma se retiré
antes del experimento, los ratones se colocaron en el agua en el lado opuesto del cuadrante de la plataforma original,
y se comenzé a registrar 60 s. El indice de deteccién de memoria espacial incluyé: 1) el tiempo en que el animal cruzé
la plataforma por primera vez, 2) el tiempo en que el animal consumié en el cuadrante diana (el cuadrante en el que
se colocé originalmente la plataforma); 3) cuantas veces entrd el animal en el cuadrante diana.

3.7 Ensayo de actividad enzimatica mitocondrial
1) Muestreo de tejido cerebral

Se extrajo rapidamente tejido cerebral de ratas anestesiadas profundamente con hidrato de cloral al 10%, después de
decapitar las ratas. La corteza cerebral se puso en un tubo de centrifuga de 2 mL limpio y preenfriado, se pesd
rapidamente y se puso en nitrégeno liquido para su congelacidén rapida, luego se recogieron uniformemente y se
colocaron en el refrigerador y se almacenaron a -80 °C.

2) Extraccidén de enzima mitocondrial

Se usd en el experimento el kit de deteccién de la actividad enzimatica mitocondrial de Solarbio. Se pesaron
aproximadamente 0,1 g de corteza cerebral, se afiadieron 1 mL de reactivo 1y 10 uL de reactivo 3 a la corteza cerebral
anterior y se trituraron con bafio de hielo. El precipitado se retird por centrifugacion a 4 °C. El sobrenadante se transfirid
a otro tubo centrifugo, el sobrenadante se retiré por centrifugacién a 4 °C. Se afiadieron 200 pL de reactivo 2y 2 L
de reactivo 3 al precipitado, disrupcién ultrasénica, después se usé en el ensayo de deteccidn de actividad enzimatica.

3.8 Deteccién de ARNm relacionado con el metabolismo energético
1) Muestreo del tejido cerebral

Se extrajo rapidamente tejido cerebral de ratas anestesiadas profundamente con hidrato de cloral al 10%, después de
decapitar las ratas. La corteza cerebral se puso en un tubo de centrifuga de 2 mL limpio y preenfriado, se pesd
rapidamente y se puso en nitrégeno liquido para su congelacidén rapida, luego se recogieron uniformemente y se
colocaron en el refrigerador y se almacenaron a -80 °C.

2) Expresién de ARNm

En el experimento se usé el kit de extraccion de ARN total TIANGEN. Se pesaron aproximadamente 0,1 g de corteza
cerebral, se afiadié 1 mL de lisado RZ a la corteza cerebral anterior, y después se homogenizé la muestra. Se dejd
aparte durante 5 minutos, se afiadieron al precipitado 200 pL de cloroformo, se hizo oscilar violentamente durante 15
s, se dejé aparte durante 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 4 °C. La fase acuosa se movié a un
nuevo tubo, se afiadié 0,5 veces el volumen de alcohol absoluto al tubo y se mezclé homogéneamente. Se transfirié
a la columna de absorcién CR3, el residuo liquido se separé por centrifugacién a 4 °C. Se afiadi6 solucién de
eliminacién de proteinas, el residuo liquido se separé por centrifugacién. Se enjuagd dos veces con tampdn de
enjuagado, el residuo liquido se separé por centrifugacién. Se almacené a temperatura ambiente durante 2 minutos
después de afiadir 30-100 pL de ddH20 libre de RNasa, se centrifugd a 4 °C. La expresién de ARNm se detectd
mediante PCR en tiempo real después de la transcripcidn inversa mediante el kit RT-PCR de TOYOBO.

4. Resultados

En la fase de adquisicién del laberinto acuatico de Morris (D1-D5), se tomé el tiempo que tardan los animales en
encontrar la plataforma oculta como indice de deteccién de memoria espacial. Cuanto méas corta sea la latencia a la
plataforma, mejor sera la memoria. Como se muestra en la figura 1, la latencia a la plataforma de cada animal del
grupo se acorta significativamente a medida que aumenta el tiempo de entrenamiento. Ello sugirié que las habilidades
de aprendizaje y memoria mejoraron con el entrenamiento repetido. La capacidad de aprendizaje y memoria de los
animales modelo de D1 a D5 fue significativamente peor que la de los animales de control normales. Las capacidades
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de aprendizaje y memoria de los animales modelo mejoraron significativamente después del tratamiento con el
farmaco de metabolizaciéon de energia (composicién de multivitaminas BC), lo que indica que la composicién de
multivitaminas BC podria mejorar significativamente la capacidad de aprendizaje y memoria de los animales con
demencia.

En el entrenamiento de exploracién, los animales se colocaron en el agua en el lado opuesto del cuadrante original de
la plataforma. El tiempo que el animal pasé en el cuadrante diana (el cuadrante en el que se colocé originalmente la
plataforma oculta) y las distancias de natacién se registraron como el indice de ensayo de la memoria espacial. Cuanto
mejor sea la capacidad de memoria del animal, mayor sera el tiempo en el cuadrante diana y mayor sera la distancia
de natacién. Los resultados se muestran en las figuras 2 y 3. El tiempo y la distancia de natacién de los animales
normales de control en el cuadrante diana - cuadrante 1 (el cuadrante original de la plataforma oculta) fueron
significativamente mayores que en otro grupo, lo que indica que su nivel de memoria fue el mejor. El tiempo y la
distancia de natacién de los animales del grupo de vitaminas BC en el cuadrante diana fueron mayores que el grupo
modelo. Ademas, sugeria que la terapia con VBC durante 2 meses podria mejorar eficazmente la capacidad de
memoria de animales con demencia.

Los resultados del ensayo de deteccién de la actividad enzimética mitocondrial se muestran en la figura 4. La
composiciébn de multivitaminas BC mejor6é significativamente la actividad de las enzimas clave (piruvato
deshidrogenasa (PDH), alfa-cetoglutarato deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa mitocondrial (ICDHm) y
succinato deshidrogenasa (SDH)) implicadas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos en la corteza cerebral, mejorando
asi la actividad del metabolismo mitocondrial.

Los resultados del ensayo de ARNm relacionado con el metabolismo energético mostraron que las expresiones de los
genes SDHA y ATPSB en la corteza cerebral de los animales modelo eran menores que las del grupo normal, como
se muestra en la figura 5. La composicién de multivitaminas BC y la terapia de combinacién aumentaron la expresion
de SDHA y ATP5B, mejoraron el metabolismo mitocondrial y mejoraron la funcién cognitiva.

5. Conclusién

La capacidad de aprendizaje y memoria de las ratas modelo ICV-STZ disminuy? significativamente en el experimento
del laberinto acuético de Morris. La capacidad de aprendizaje y memoria de las ratas mejoré significativamente
después de la terapia con el compuesto multivitaminas BC durante 2 meses. La actividad de las enzimas clave
implicadas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos aumentd y el nivel de expresién del ARNm relacionado con el
metabolismo energético mejord en la corteza cerebral. Esto indicd que este farmaco tiene cierto efecto terapéutico
sobre el tratamiento de la disfuncién cognitiva de la EA, y se espera que proporcione una nueva clase de farmacos
para pacientes con EA.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de vitaminas para su uso en un método para prevenir, tratar o retrasar la enfermedad de Alzheimer,
en donde la composicién comprende vitamina B1 que se refiere a tiamina;

vitamina B2 que se refiere a riboflavina;
vitamina B3 que se refiere al acido nicotinico;

vitamina B5 que se refiere al 4cido pantoténico; vitamina B6 que se refiere a la piridoxina; vitamina B7 que se
refiere a la biotina; vitamina B9 que se refiere al &cido félico;

vitamina B12 que se refiere a cianocobalamina; y vitamina C que se refiere a acido ascérbico.

2. La composicién de vitaminas para su uso segun la reivindicacién 1, en la que la composicién de vitaminas
comprende ademas bitartrato de colina.

3. La composicién de vitaminas para su uso segun la reivindicaciéon 1 6 2, en la que la composicién de vitaminas
comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

4. La composicién de vitaminas para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la
composicién de vitaminas comprende ademas una cantidad eficaz de otras vitaminas.

5. La composiciéon de vitaminas para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la
composicién de vitaminas comprende ademas una cantidad eficaz de microelemento(s).

6. La composicién de vitaminas para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la
composicidén de vitaminas comprende los siguientes componentes basados en la relacidén en peso: 30-300 partes de
vitamina B1, 30-300 partes de vitamina B2, 30-300 partes de vitamina B3, 30-300 partes de vitamina B5, 30-300 partes
de vitamina B6, 0,01-1 partes de vitamina B7, 0,01-2 partes de vitamina B9, 0,01-1 partes de vitamina B12 y 50-500
partes de vitamina C.

7. La composiciéon de vitaminas para su uso segun la reivindicaciéon 6, en la que la composiciéon de vitaminas
comprende los siguientes componentes basados en la relacién en peso: 100 partes de vitamina B1, 100 partes de
vitamina B2, 100 partes de vitamina B3, 100 partes de vitamina B5, 100 partes de vitamina B8, 0,1 partes de vitamina
B7, 0,4 partes de vitamina B9, 0,1 partes de vitamina B12 y 150 partes de vitamina C.
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El iempo de retencion en cada cuadrante (s}

1- El cuadrante diana, 2- El cuadrante izquierdo
3- El cuadrante derecho, 4- £l cuadrante opuesto

Figura 2: £ tiempo de refencion de cada grupo de animales en e cuadrante diana (1 es ef cuadrante diana)
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Porcentaje de distancia dentro de cada cuadrante

1- El cuadrante diana, 2- El cuadrante izquierdo
3- El cuadrante derecho, 4- £ cuadrante opuesto
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Figura 3: Distancia de natacion de cada grupo de animales en el cuadrante diana (1 es el cuadrante diana)

13



ES 2989 651 T3

SOOBULE 3D LQIDBUIGUIOS
ofidazatiod]

copefiteue oussijoqEjew jOp soBULE 4

.OM
oo OlpO
i, 4, fewou joRuoy
77 A o 1
< £y < f= x
% wn b <%
N -~ -

i

A —

e ]

SCOBIES 8] USIDBUIGIOT
ojidezauog
- 00l1eB18us CUsHoqRIAW [op 0dBLLIE

Ofepoyy

[BULIOU {ORUOD

£ ]
i 2 =3
ke #

2/

OPEZHRUAIoY H(ld

-

4 L4

SOOBMUIIES 8P UCIDBUIGID?

e

% opdazsuo(]

574

. 0011653945 OWISHOGEISU (5P 00BLLIE-,

OfSpoly
o

ik aecesntes
T . {BULIOU JOSRIO7)
L T

k2 a & k2

opeziewIoy HAS -

# SO0BULEY) 9P UOIDBUIGUWIOD)
i ojidazaung

ooyebsalis CWSHOGRIBW (8D 00BttIE-

e {EULIOU {OIUOD)

OPEZEULIOT WH(]D]

Figura 4: La actividad de enzimas de la corteza cerebral relacionadas con et metabolismo energético
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Figura 5: La expresion de genes de la enzima de fa corteza cerebral relacionada con el metabolismo energético
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