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DESCRIPCION

Fosfolipidos naturales de origen marino que contienen flavonoides y fosfolipidos poliinsaturados y sus usos.

Referencia a solicitud de patente relacionada

Esta solicitud de patente reivindica el beneficio de la solicitud de patente de Estados Unidos provisional con el n.°
de serie 60/307.842, presentada el 27 de julio de 2001, que se incorpora a la presente memoria por referencia en su
totalidad.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones nutracéuticas, farmacéuticas o cosméticas, de forma particular a
composiciones de fosfolipidos derivadas de fuentes naturales marinas o acuéticas.

Antecedentes de la invencion

El documento WO 92/21335 publicado el 10 de diciembre de 1992 y que corresponde a la patente de Estados Uni-
dos n.° 5.434.183 expedida el 18 de julio de 1995 describe una emulsion de fosfolipidos derivada de un origen marino
y/o sintético que comprende acidos grasos poliinsaturados y que tiene efectos antiinflamatorios e inmunosupresores y
que promueve un desarrollo y funcién cerebrales o retinianas normales. El documento U.S. 5.434.183 no describe la
presencia de flavonoides ni dcido nervidnico (un 4cido graso monoinsaturado) en la composicion.

El documento JP 2215351, publicado el 28 de agosto de 1990, describe un procedimiento para extraer y purificar
fosfolipidos a partir de krill fresco. El krill se liofiliza y después se extrae con etanol produciendo un extracto que se
fracciona mediante cromatografia en columna de absorpcion produciendo fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina de
pureza elevada. No se describe ninguna composiciéon que comprenda un flavonoide ni dcido nerviénico.

El documento WO 00/23546, publicado el 27 de abril de 2000, describe procedimientos para extraer fracciones
lipidicas a partir de material de animales marinos y acudticos mediante extracciones en acetona. La fraccién insoluble y
en particulas resultante se vuelve a extraer con disolvente, etanol o acetato de etilo, para conseguir nuevas extracciones
lipidicas.

El documento de Hosokawa y cols. (35), publicado en 2000, describe la conversién de fosfatilcolinas que contienen
acido docosahexanoico (DHA-PC) provenientes de la lecitina de piel de calamar, en fosfatidilserinas que contienen
acido docosahexanoico (DHA-PS) mediante una transfosfatidilacién con fosfolipasa D (PLD). De acuerdo con la
Tabla 2 de esta referencia, la composicion en dcidos grasos de los fosfolipidos incluye porciones importantes de dcido
eicosapentanoico. No existen descripciones con respecto a ningtin uso farmacéutico, nutracéutico o cosmético de una
composicién que comprende un flavonoide.

El documento de Henderson y cols. (36), publicado en 1994, describe composiciones lipidicas del érgano pineal
de la trucha arco iris que comprenden fosfolipidos. De acuerdo con la Tabla 4 de esta referencia, dichos fosfolipidos
contienen 4cidos grasos que corresponden al 4cido eicosapentanoico y docosahexanoico. De forma similar, el docu-
mento de Bell y cols. (37), publicado en 1991, describe composiciones de fosfolipidos derivadas de diferentes érganos
del bacalao. Ademads, el documento de Wiegand y cols. (38), publicado en 1983, describe derivados poliénicos de
fosfatidilcolina como especie molecular fosfolipidica de las membranas receptoras de la rana. Sin embargo, no existen
descripciones en ninguna de estas referencias relativas a ningtin uso farmacéutico, nutracéutico o cosmético de una
composicién que comprende un flavonoide.

El documento WO 97/39759, publicado el 30 de octubre de 1997, describe o grasos omega-3 y fosfatidilcolina
omega-3 para el tratamiento de trastorno bipolar. Los derivados preferidos de fosfatidilcolina omega-3 comprenden
acido eicosapentanoico y/o docosahexanoico. Sin embargo, no existen descripciones relativas a ningtin uso farma-
céutico, nutracéutico o cosmético de los fosfolipidos mas alla del tratamiento de trastorno bipolar o del uso de una a
composicién que comprende un flavonoide.

El documento EP 0609078 Al publicado el 8 de marzo de 1994, describe un fosfolipido que comprende dos dcidos
grasos insaturados diferentes, en el que un fosfolipido preferido contiene tanto 4cido eicosapentanoico como docosa-
hexanoico. Ademads, el fosfolipido puede usarse en la preparaciéon de alimentos, preparaciones para el cuidado de la
piel o como agente farmacéutico. Sin embargo, no existen descripciones relativas al uso farmacéutico, nutracéutico o
cosmético de una composicién que comprende un flavonoide.

Sumario de la invencion
En un aspecto, la invencién proporciona composiciones que comprenden fosfolipidos, en las que las dos cadenas

de los 4cidos grasos del fosfolipido estdn ocupadas por dcido eicosapentanoico (EPA) y dcido docosahexanoico (DHA)
de forma simultanea, en la misma molécula,
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(a) un fosfolipido de la férmula general (I),
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(b) un flavonoide de la férmula general (II),

OH OH

También se proporciona una composicion que comprende el fosfolipido y flavonoide resefiados anteriormente que
se derivan de una biomasa marina o acudtica. La composicién y los componentes son de utilidad en la prevencién o el
tratamiento de una variedad de estados de enfermedad y para el mejoramiento estético del cuerpo de un animal, entre
otras el ser humano. Los envases comerciales que contienen la composicidn estdn también dentro del alcance de la
invencion.

Los fosfolipidos novedosos del compuesto flavonoide novedoso se derivan de un extracto proveniente de una
biomasa marina o acudtica.

También se proporciona un extracto de fosfolipidos que comprende los fosfolipidos y el compuesto flavonoide
derivados de una biomasa marina o acudtica. El extracto y los componentes son de utilidad en la prevencién o el
tratamiento de una variedad de estados de enfermedad y para el mejoramiento estético del cuerpo de un animal, entre

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2288 193 T3

otros el ser humano. Las composiciones farmacéuticas, nutracéuticas y cosméticas que contienen el extracto y sus usos
estdn también dentro del alcance la invencién, asi como los envases comerciales que contienen las composiciones de
la invencion.

Descripcion detallada de la invencion
1. Fosfolipidos

Los fosfolipidos son lipidos complejos que contienen fosforo. Los fosfatidos, conocidos como fosfolipidos, ha-
bitualmente se dividen en grupos en base a los compuestos de los que se derivan. Ademas de dos cadenas de acidos
grasos, contienen 4dcido fosférico, glicerol y bases nitrogenadas tales como colina. Fosfolipidos importantes son fos-
fatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilinositol (PI). Su naturaleza de moléculas anféfilas les propor-
ciona propiedades fisicoquimicas tinicas. Su funcién como componentes principales de las membranas celulares hace
que los fosfolipidos sean esenciales para todos los procesos celulares vitales. Estdn ampliamente extendidos como
componentes secretores y estructurales del organismo y pueden imitar o potenciar los procesos fisiolégicos naturales.
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La produccién de los fosfolipidos puede ser sintética o mediante la extraccion a partir de tejidos naturales. La fuente
principal de los fosfolipidos naturales comerciales es la soja, la yema de huevo y las vacas (cerebro e higado). Dado
que un fosfolipido individual puede contener una variedad de restos de dcidos grasos, puede describirse como puro
Unicamente con esta limitacién en mente. Los acidos grasos poliinsaturados esenciales naturales pueden contribuir a
la activacion del metabolismo celular. El dcido graso principal que se encuentra en los productos fosfolipidicos es el
acido linoleico (C18:2n6), presente en la soja en mas de un 65%. Los dcidos grasos poliinsaturados de cadena més
larga que se encuentran en los fosfolipidos disponibles comercialmente ya sea en forma de preparaciones o de forma
individual son de 20:4 entre los eicosanoides, conocido como 4cido araquidénico y de 22:6 conocido como acido
docosahexanoico.

El 4cido araquidénico es un acido graso que se encuentra como parte de las membranas fosfolipidicas, general-
mente como parte de la fosfatidilcolina y del fosfatidilinositol. Los estimulos celulares adversos activan los enzimas
(fosfolipasa) que escinden el acido araquidénico de la estructura del fosfolipido de la membrana celular. El 4cido ara-
quiddnico, que sirve como precursor para las prostaglandinas y la prostaciclina (PGs, PGl,) y el tromboxano (TX5s),
después puede ser metabolizado por una de las dos vias principales: la via de la ciclooxigenasa (COX) o la via de la
lipoxigenasa. Los productos de la via de la COX, PGG, y PGH,, después pueden ser procesados mediante la trombo-
xano sintasa (en las plaquetas) o por la prostaciclina sintasa (en el endothelio) formando TXs o PGl,, respectivamente.
El 4cido araquidénico también puede ser procesado mediante la 5-lipoxigenasa, principalmente en los leucocitos, for-
mando leucotrienos (LTs). Uno o més de estos metabolitos puede mediar todos los signos y sintomas asociados al
acido araquiddnico, es decir, la enfermedad principal y el dolor.

Las plaquetas, los leucocitos, la musculatura lisa y el endotelio pueden producir sustancias vasoactivas, productos
del metabolismo del dcido araquiddnico tales como prostaglandinas (PG), prostaciclina (PGl,), leucotrienos (LT) y
tromboxanos (TX). Estas sustancias pueden actuar o bien como vasodilatadores o como vasoconstrictores. PGl, es
esencial para la funcién vascular dado que inhibe la adhesion de las plaquetas al endotelio vascular y tiene propiedades
vasodilatadoras significativas. Las células endoteliales dafiadas no pueden producir PGl,, haciendo que el vaso sea mas
susceptible a la trombosis y al vasoespasmo. Los tromboxanos y los leucotrienos desempefian una funcién vascular
durante la inflamacién, generalmente produciendo la vasoconstriccion. Las prostaglandinas desempefian un papel
vascular durante la inflamacidn; y también desempefian un papel mds sutil en la regulacién de la circulacién normal,
de la forma mds notable como moduladores de otros mecanismos de control. Las prostaglandinas presentan tanto
actividades vasoconstrictoras como vasodilatadoras. Los leucotrienos y las prostaglandinas también pueden aumentar
la permeabilidad de la membrana endotelial promoviendo asi el edema durante la inflamacién. El 4cido araquidénico
estd presente de forma natural en la mayoria de las mezclas o emulsiones de fosfolipidos disponibles en la actualidad.

El 4cido nerviénico (C24:1) se denomina también acido selacoleico o acido tetracosénico. El dcido nervidnico es el
nutriente predominante de la materia blanca en los glucésidos, que estan contenidos de forma cuantitativa en el tejido
nervioso y en la materia blanca. La ausencia de dcido nerviénico puede provocar lesiones cerebrales, fatiga, hipodina-
mina, amencia y demencia senil. El 4cido nerviénico, conocido también como 4cido tetracosénico, es monoinsaturado,
no oxidable ni descomponible y provoca absorcién. Se le llama ténico raro ya que raramente se encuentra en la natu-
raleza. Puede obtenerse en pequeiias cantidades extrayéndolo del condriosoma cerebral. Por lo tanto, la sustancia estd
muy por debajo de la demanda del cuerpo humano. En el extranjero, el dcido nerviénico proviene principalmente del
cerebro y aceite de tiburén.
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1.1 Aplicaciones clinicas del fosfatidilinositol

Los avances recientes en la investigacién nutricional y bioquimica han documentado que el inositol es un impor-
tante constituyente dietético y celular. Las funciones del fosfatidilinositol en las membranas bioldgicas incluyen la
regulacién de las respuestas celulares a los estimulos externos y/o a la transmisién nerviosa asi como a la mediacién
de la actividad enzimatica mediante interacciones con diversas proteinas especificas (1).

El inositol se ha identificado como un constituyente dietético y celular importante. Funciones bioquimicas:
a. Regulacién de las respuestas celulares a los estimulos externos
b. mediacién de la actividad enzimatica.

La composicién en fosfoinositidas de las membranas celulares del sistema nervioso central estd enriquecida en
dcidos grasos y estd formada principalmente por fosfatidilinositol (PI), fosfatidilinositol-4-fosfato (PIP), y fosfatidili-
nositol-4,5-bifosfato (PIP2). Una vez se estimula la membrana, la fosfolipasa C se activa y en consecuencia se produce
trifosfato de inositol junto con diacilglicerol. El PI se usa como precursor para el fosfatidilinositol-3-fosfato y 3,4,5-
trifosfato (2).

Los vehiculos de transporte activos, las bombas de calcio de la membrana celular misma y el reticulo endoplasma-
tico, mantienen la concentracion de calcio citoplasmético muy baja. Habitualmente, la concentracion de calcio en el
citoplasma es 5.000-10.000 veces inferior a la concentracién en el liquido extracelular. Puede accederse a este almacén
endoplasmatico de calcio mediante la estimulacidn con inositol. El trifosfato de inositol se libera de la membrana ce-
lular y viaja a través del citoplasma hasta que alcanza el reticulo endoplasmaético. Este inositol después libera el calcio
secuestrado, que puede proceder a mediar la liberacién de los neurotransmisores como respuesta a la despolarizacién

(3).

Ademis de liberar el calcio del reticulo endoplasmatico, el inositol actiia como el principal osmorregulador no
nitrogenado del sistema nervioso central. La modulacién de esta provisién de inositol se regula en respuesta a estados
de osmalalidad alta o baja. La provisién de inositol es suministrada por un transportador de sodio/inositol, un sistema
de transporte activo dependiente de sodio y un transportador de baja afinidad pasivo (4,5).

Se han identificado numerosos receptores distintos del inositol en el sistema nervioso central que potencialmente
pueden interactuar con el sistema de sefializacién del inositol. La mayoria de estos receptores estdn ligados a las
proteinas G y producen inositol-1,4,5-trifosfato como mensajeros secundarios. Estos receptores pueden encontrarse
en casi todos los sistemas de érganos humanos. Las potenciales interacciones entre estos receptores y sus agonistas
son responsables de la regulacién del organismo en el dia a dia. En vista de la complejidad de estos sistemas y sus
acciones, es necesario un equilibrio perfecto para la regulacion de los sistemas de sefializacion.

En teoria, un desequilibrio en la concentracion del inositol potencialmente podria afectar al desarrollo y la funcién
de uno o todos estos receptores. Los receptores colinérgicos se localizan en el higado, corazén, estbmago y pulmones.
Los receptores de serotonina y glutamina se encuentran principalmente en los tejidos del sistema nervioso central
(SNCQ). Los receptores adrenérgicos estin presentes en diversos tejidos que incluyen los tejidos del SNC, vasculares y
cardiacos. Los receptores histaminérgicos se encuentran predominantemente en los pulmones y el estomago.

Aplicaciones clinicas

Un cambio en la disponibilidad del inositol en el SNC puede producir una sefializacién cerebral alterada y final-
mente provocar el desarrollo de trastornos neurolégicos.

a. Depresion

Se cree que la patofisiologia de la depresion estd ligada a una deficiencia de neurotransmisores en los sitios de los
receptores postsindpticos. De acuerdo con la teoria de la catecolamina, la deficiencia es de la cantidad de norepinefrina;
en la teorfa de la indolamina, la deficiencia es en la cantidad de serotonina. Los receptores ligados al sistema de
sefializacién del inositol incluyen serotonina (SH2a y SHT2b) y norepinefrina (alfa 1a, 1b, y 1d).

En 1978, Barkai y cols. demostraron que los pacientes deprimidos tenfan un nivel de inositol significativamente
menor en el liquido cefaloraquideo (LCR) comparados con los pacientes sanos (6). En 1993 esta teoria se ampli6
concluyendo que la administracion de inositol en dosis elevadas podria aumentar los niveles en el LCR hasta en un
70 por ciento (7). Esto provocé el estudio del inositol para el tratamiento de la depresién (8,9). En 1995 Levine y
cols. completaron un estudio de doble ciego para el tratamiento de la depresién usando inositol a una dosis de 12
gramos al dia comparando con placebo. Los pacientes que recibian inositol mostraron una mejora significativa de la
depresion segun la clasificacion de la escala de clasificacion de la depresién de Hamilton (33,4 +/- 6 comparado con
0,6 +/- 10). Otra observacién importante fue la ausencia de episodios maniacos en los pacientes bipolares tratados con
inositol. Esta ausencia de episodios maniacos puede sugerir que, cuando el sistema de sefializacion no estd hiperactivo,
la adicién de inositol no aumentard la actividad del sistema de sefializacion (10, 11). Puede concluirse que el inositol
es eficaz para manejar las manifestaciones clinicas de la depresion.
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b. Trastorno de pdnico

Benjamin y cols. expandieron el uso clinico del inositol al evaluar su eficacia sobre el trastorno de panico (12).
Este fue un estudio cruzado, de doble ciego y de ocho semanas en el que se traté a los pacientes con inositol a diario
durante cuatro semanas y después se pasaron al otro grupo del estudio. La mejora se evalué usando los diarios de los
pacientes, la escala de fobia de Marks-Matthews, la escala de clasificacion de la ansiedad de Hamilton, y la escala
de clasificacion de la depresion de Hamilton. La frecuencia y gravedad de los ataques de panico y la gravedad de la
agorafobia disminuy6 de forma significativa mas después del inositol que después del placebo (un descenso de 10
ataques por semana a 3 por semana en el grupo tratado comparado con un descenso de 10 a 6 en el grupo de placebo).
Los autores concluyeron la eficacia y seguridad del inositol y, el hecho de que el inositol sea un componente natural
de la dieta humana, hizo que fuera un agente terapéutico potencialmente atractivo para el trastorno de panico.

c. Trastorno obsesivo compulsivo (OCD)

Dado que se conoce que el ciclo del fosfatidilinositol, como mensajero secundario, afecta a diversos neurotrans-
misores, que incluyen los receptores de serotonina, se estudid el inositol para el tratamiento del OCD en un ensayo
cruzado, de doble ciego, controlado con placebo. Se traté a 13 pacientes durante seis semanas. Se produjo una mejora
significativa en la semana seis durante el periodo de tratamiento con inositol comparado con el periodo de tratamiento
con placebo. No se resefiaron efectos secundarios durante el periodo de estudio (1).

d. Enfermedad de Alzheimer (AD)

Aunque el papel del aluminio en la AD es todavia especulativo en el mejor de los casos, la presencia de alumino-
silicatos en el nicleo de las placas seniles en las neuronas enfermas es una caracteristica consistente que se encuentra
en el SNC de los pacientes de AD durante la autopsia. Es conocido que el aluminio inhibe la incorporacién del ino-
sitol a los fosfolipidos y la hidrélisis de los fosfoinositidos al unirse a uno de los dos grupos fosfato especificos. Esta
unién del fosfato y del aluminio afecta a los efectos de liberacion del calcio de la célula. La profunda alteracién del
sistema de segundo mensajero de fosfatidilinositol resultante puede ser la responsable de la disfuncién neuronal y de
la eventual muerte celular (13).

Dado que el potencial papel del aluminio como agente causante de la muerte celular puede verse afectado por la
desregulacion de la concentracion de calcio, debido posiblemente a la deplecidn del inositol, el suplemento de inositol
puede producir efectos positivos sobre el SNC. Los datos recientes sugieren que la pérdida de los sitios diana del
sistema de segundo mensajero de PI puede producir efectos positivos sobre el SNC. Datos recientes sugieren que la
pérdida de los sitios diana del sistema de segundo mensajero del PI y de los receptores de IP3 puede aumentar la
deficiencia cognitiva y el fallo de las terapias convencionales en la AD. Por lo tanto, el suplemento de inositol para
recargar el sistema de PI agotado pueden ser beneficioso para el tratamiento de la AD (13-20).

En 1996 Barak y cols. completaron un estudio cruzado, controlado y de doble ciego de seis gramos de inositol
al dia comparados con placebo durante 30 dias en 11 pacientes de Alzheimer. A los pacientes del estudio se les
diagnosticé demencia del tipo de AD segtin la clasificacién del DSM-IIIR y tenfan una edad de 65 afios 0 més. Se usé
el examen de trastornos mentales en la tercera edad de Cambridge (CAMDEX) como pardmetro de evaluacién bésico
y se administré tras la admision en el estudio. En el CAMDEX se incluye la parte A: estado fisico y mental actual del
paciente, parte B: cognitiva. Subescala del CAMDEX (CAMCOG), parte C: observaciones de los entrevistadores y
parte D: examen fisico. El CAMCOG se repiti6 a las dos, cuatro, seis y ocho semanas. Los participantes consiguieron
una puntuacién de 80 o menor en el examen de CAMCOG vy sus sintomas de depresion no eran graves (21).

Los pacientes se excluyeron del estudio si presentaban una historia de trastornos psiquidtricos o de adicién al
alcohol y/o a las drogas, o anormalidades en los valores iniciales de los andlisis de laboratorio (recuento sanguineo,
electrolitos, funciones hepdticas o renales, VDRL o escdner por tomografia computada) no consistentes con la AD.
También se excluyé a los pacientes con trastornos neurolégicos, metabdlicos o endocrinos adicionales o con presencia
de una enfermedad interna que perjudicara gravemente el funcionamiento cerebral.

Se administrd a los sujetos o tres gramos de inositol o placebo por la mafiana y de nuevo por la noche. Después
de cuatro semanas, se cambi6 a los pacientes al otro grupo (inositol o placebo) durante otras cuatro semanas. S6lo se
permitié la administracién de benzodiazepinas durante el periodo del estudio (15 mg de oxazepam o equivalente), con
la condicién de que el paciente las estuviera tomando al ingresar en el estudio.

El andlisis de las puntuaciones de mejora de todos lo pacientes que completaron el estudio demostré que el inositol
aumentd la puntuacion total en el CAMCOG a partir de unos resultados iniciales de 31,36 +/- 20,90 a 40,09 +/-24,54,
mientras que el grupo del placebo aumenté desde los resultados iniciales de 35,9 +/- 25,96 a 39,27 +/- 25. Los autores
concluyeron que s6lo dos de las ocho subescalas (lenguaje y orientacién) mostraron una mejora significativa con el
inositol.

El mecanismo de accién propuesto para el inositol en el SNC no incluye la manipulacién directa de pre o pos-
treceptores. Sin embargo, puede afectar indirectamente a la relacién entre el receptor y el agonista. Al mediar en las
caracteristicas fisicoquimicas del receptor presinaptico M1 (solubilidad, osmolalidad, etc.), el inositol puede alterar el
sitio de unién e influir en la sefializacién que se produce como resultado.
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1.2 Envejecimiento

La fosfatidilcolina rica en 4cidos grasos poliinsaturados es indispensable para la diferenciacion, proliferacion y
regeneracion celulares. Las funciones fisiolégicas de estos fosfolipidos estdn relacionadas con la morfologia de las
membranas bioldgicas, la incorporacién de estas moléculas a las membranas y asi el mantenimiento de las membranas
celulares intactas.

El actual estudio se disefid para investigar los efectos de la fosfatidilcolina poliinsaturada sobre la pérdida auditiva
relacionada con la edad mediante la evaluacién de su capacidad de preservar la funcién mitocondrial, proteger el ADN
mitocondrial de los dafios por oxidacién y preservar la sensibilidad auditiva (22).

Se usaron 344 ratas Harlan-Fischer, de 18-20 meses de edad como sujetos experimentales.
Los sujetos se enjaularon individualmente y se mantuvieron de 21 a 22°C en un ciclo de 12:12 de luz y oscuridad.

A la dieta oral de cada sujeto se le afiadié6 como suplemento una dosis de 300 mg/kg/dia de fosfatidilcolina poliin-
saturada.

Los animales se separaron de forma aleatoria en dos grupos (n = 7 para cada grupo). El grupo-1 sirvié de control
y grupo-2 de grupo experimental.

Al inicio del estudio, se obtuvieron las respuestas auditorias del tronco encefdlico para medir los umbrales de
audicidn iniciales en todos los sujetos.

Después se registraron los cambios asociados con el envejecimiento de la sensibilidad auditiva a intervalos de dos
meses durante seis meses.

Para evaluar los cambios relacionados con la edad de la funcién mitocondrial, se estudiaron los potenciales de la
membrana mitocondrial usando citometria de flujo. Para este fin, se obtuvo sangre periférica de cada sujeto al inicio y
al final del protocolo.

Al final, los sujetos se sacrificaron (de acuerdo con el protocolo de NIH) y se obtuvieron muestras de tejido del
cerebro y la céclea (stria vascularis y nervio auditivo) para estudiar la delecién del ADN mitocondrial asociada con el
envejecimiento. Esto se logré amplificando la delecién mitocondrial habitual especifica mediante la reaccidn en cadena
de la polimerasa. Se realizé una cuantificacién del ADN. Los datos obtenidos para cada protocolo se compararon entre
los dos grupos y se analizaron usando ANOVA.

Los efectos de la fosfatidilcolina poliinsaturada sobre la pérdida auditiva relacionada con la edad demuestran un
declive gradual asociado a la edad de las sensibilidades auditivas a todas las frecuencias analizadas (3, 6, 9, 12y 18
kHz).

En los sujetos tratados se produjo una conservacion estadisticamente significativa de la capacidad auditiva a todas
las frecuencias, que se observo a los cuatro y seis meses del tratamiento.

En conjunto, se produjo un declive continuado de la capacidad auditiva en los sujetos de control y un efecto pro-
tector estadisticamente significativo de la fosfatidilcolina poliinsaturada sobre los sujetos experimentales (p< 0,005).

Los potenciales de las membranas mitocondriales se registraron mediante citometria de flujo en términos de la
captacion de rodamina 123 por las mitocondrias.

La intensidad media de la fluorescencia (IMF) en los sujetos del grupo 1 fue de 3190 y 2100 al inicio y final del
estudio, respectivamente.

Este declive de aproximadamente el 30% del potencial de la membrana con el tiempo era estadisticamente signifi-
cativo (p = 0,003).

Por el contrario, la IMF en el grupo experimental se mantuvo esencialmente sin cambios a 2990 desde 3165 al
inicio del estudio.

Esta diferencia entre los grupos de control y de tratamiento fue estadisticamente significativa (p<0,05), lo que
demuestra el efecto protector del suplemento de la fosfatidilcolina poliinsaturada sobre el potencial de la membrana.

Los fosfolipidos son componentes estructurales integrales de todas las membranas bioldgicas siendo la fosfatidil-
colina y la fosfatidiletanolamina poliinsaturadas los tipos predominantes, cuantitativamente. Constituyen la estructura
de bicapa fosfolipidica de las membranas celulares, que es responsable de la estabilidad de las membranas y de la
funcién celular. La fosfatidilcolina poliinsaturada mantiene y promueve la actividad de varias proteinas y enzimas
unidas a la membrana, que incluyen Na-K ATPasa, adenilato ciclasa y glutationa reductasa. También se sabe que son
precursores de los agentes citoprotectores tales como eicosanoides, prostaglandinas y antioxidantes.
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Los resultados de estos estudios sugieren que la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina poliinsaturadas pueden
proteger la funcién mitocondrial al evitar el declive de los potenciales de la membrana mitocondrial relacionado con
la edad y conservar asi su actividad. La observacién de que se producian menos lesiones en el ADN mitocondrial en el
grupo tratado puede explicar el efecto de la proteccion contra la pérdida auditiva asociada a la edad, por la capacidad
de la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina poliinsaturadas de regular por aumento especificamente la funcién
mitocondrial coclear. Existen muchos estudios que demuestran los efectos de los metabolitos mitocondriales sobre la
cognicién y el envejecimiento (22-33). Ademads, estudios recientes han demostrado que la acetil-L-carnitina y el dcido
lipoico retrasan la progresion de la pérdida auditiva relacionada con la edad al proteger el ADN mitocondrial coclear de
las lesiones por oxidacién (34). Estos resultados apoyan la hipdtesis del envejecimiento de la membrana y proporcionan
indicios adicionales para apoyar esta teoria como posible explicacién para la pérdida auditiva relacionada con la edad.
Asi, la PPC puede ser una de las muchas estrategias sensatas a considerar con el objetivo de la conservacion de la
membrana, la potenciacién de la funcién mitocondrial la reduccién de las lesiones al ADN mitocondrial relacionadas
con la edad y la ralentizacién de algunos de los procesos de envejecimiento.

1.3 Efecto del extracto fosfoglicolipido (factor NT) sobre las células normales y cancerosas

Los niveles reducidos de fosfolipidos en las células normales pueden limitar la actividad metabdlica y limitar la
energfa disponible. Los fosfolipidos, como parte de la estructura de las membranas:

i. mantienen la integridad de las membranas

ii. regulan las actividades enzimadticas y los procesos de transporte a través de las membranas mediante cambios de
la fluidez de la membrana (Spector 1981, 1985).

iii. La transduccién de sefiales utiliza fosfatidilcolina y fosfatidilinositol para la produccién de diacil-glicerol
(DAG) y por la fosfolipasa C (Berridge 1989) y para la produccién de inositol trifosfato (IP3) (Ranan 1990, Michell
1988, Margolis 1990).

iv. Uno de los fosfolipidos de colina (1-alquil-2-acetil-SN-glicerol-3-fosfocolina) es el sustrato para la sintesis del
factor activador de plaquetas (Synder 1989).

v. El 4cido araquidénico que se encuentra como parte de la estructura de la colina o del fosfolipido inositol se
utiliza para la produccién de prostaglandina y leucotrienos (Nordoy 1990).

vi. La colina de la fosfatidilcolina puede usarse en el tejido neuronal para la sintesis de acetilcolina (Blusztain
1987).

vii. El fosfoglicolipido mejora el mantenimiento celular y la actividad metabdlica de las células normales.

viii. Los derivados de fosfatidilcolina alteran las células cancerosas a concentraciones que no afectan a las células
normales.

ix. La fosfatidilcolina es selectivamente citotdxica para las células cancerosas in vitro (Hoffman 1986, Harmann
1986, Berger 1984).

a. Dichos compuestos inhiben las células leucémicas HL60 a una dosis que no tiene efectos sobre las células
medulares humanas, el tejido del que se derivan las células leucémicas.

b. Las células normales eran capaces de tolerar una dosis 4 veces mayor que las células leucémicas durante una
incubacién de 24 horas con la preparacion del fosfolipido (Berdel 1986).

c. Se observé una diferencia de 5 veces en la sensibilidad entre las células normales y las tumorales con las células
de cancer de mama, ovario y pulmon, asi como con las células de mesotelioma (Namba 1993).

1.4 Obtencion de imdgenes

Es sabido que los fosfolipidos poliinsaturados son importantes con respecto a las funciones bioldgicas de los dcidos
grasos esenciales que por ejemplo, implican a los tejidos neuronales, tales como el cerebro y la retina. Los espectros
de RMN de las bicapas poliinsaturadas son muy diferentes de los que presentan menos bicapas de fosfolipidos in-
saturados. Las simulaciones por MD pueden ayudar a interpretar los complejos espectros de RMN de las bicapas
poliinsaturadas, junto con los perfiles de densidad de electrones que se determinan a partir de los estudios de difrac-
cién de rayos X en dngulos pequeiios. Este trabajo demuestra claramente las conformaciones helicoidales y angulares
preferidas de las cadenas poliinsaturadas en las bicapas liquidas cristalinas, que favorecen la extensién de las cadenas
a la vez que mantienen la flexibilidad de la bicapa. La presencia de cadenas de 4cidos grasos extendidas puede ser
importante para solvatar las superficies hidr6fobas de las proteinas de las membranas integrales, tales como rodopsi-
na. Ademas, las cadenas de DHA polialilicas presentan una tendencia a adoptar estructuras replegadas (en forma de
horquilla), que aumentan el drea entre las fases por lipido. Finalmente, se han analizado las propiedades del material
en cuanto a la respuesta de la bicapa a las agresiones mecdnicas. Las bicapas simuladas de fosfolipidos que contienen
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dcido docosahexanoico eran menos sensibles a la tensién superficial aplicada que los fosfolipidos saturados, lo que
posiblemente implica un descenso en la elasticidad de la membrana (mdédulo eldstico del drea, rigidez de plegamiento).
Las caracteristicas anteriores distinguen los lipidos que contienen DHA de los lipidos saturados o no insaturados y
pueden ser importantes para sus modos de accidén bioldgica.

1.5 En resumen
Las funciones de los fosfolipidos son multiples y diferentes para cada fosfolipido:
a. Los lipidos que contienen esfingosina y carbohidrato estdn concentrados principalmente en los tejidos nerviosos.

b. Las partes hidréfilas e hidréfobas de la molécula de fosfolipido les permiten actuar como agentes emulsionantes
para mantener el estado coloidal adecuado del protoplasma.

c. Los fosfolipidos ayudan al transporte de los triglicéridos a través del higado, especialmente durante la moviliza-
cion desde el tejido adiposo.

d. Los fosfolipidos y sus metabolitos desempefian un papel importante en la sefializacién intracelular, por ejemplo
mediante la fosfolipasa C, la fosfolipasa D o las fosfatidilinositol cinasas especificas de fosfatidinositol.

e. A través de su concentracion en las membranas celulares pueden estar implicados, de algin modo, en el trans-
porte de constituyentes hidr6fobos hacia el interior y el exterior de las células.

f. Los fosfolipidos afectan a la funcién cerebral de dos maneras principales: (Cohen B.M., Babb S.M., Yurgelun-
Todd D., y cols. Brain choline uptake and cognitive function in middle age. Biol. Psych. 1997; 41: 905.).

a. Las membranas de las células cerebrales dependen de los fosfolipidos como parte de su estructura. La
fosfatidilserina (PS) esta concentrada en las membranas celulares del cerebro.

b. Los fosfolipidos son necesarios para la produccién de los neurotransmisores.

c. La colina es un componente del neurotransmisor acetilcolina. Sin niveles adecuados de acetilcolina, el
cerebro no puede almacenar o recuperar la informacién de forma eficaz.

d. Los niveles bajos de colina en el cerebro son un factor subyacente de los trastornos cognitivos relacionados
con la edad.

e. Los pacientes sometidos a una captacion aumentada de colina muestran una mejora significativa de su ca-
pacidad de recordar la informacién y de obtener buenos resultados en las pruebas de retencién memoristica,
lo que sugiere una relacion causal entre una cantidad de colina deficiente y la cognicién.

g. La fosfatidilserina (PS) en las enfermedades relacionadas con la demencia:

a. La demencia es el deterioro de la funcién mental, que afecta de forma particular a la memoria, la concen-
tracion y el juicio.

b. Un caso frecuente de demencia es la enfermedad de Alzheimer.

c. Elprimer ensayo de doble ciego con PS para la enfermedad de Alzheimer se publicé hace aproximadamente
una decada. (Delwaide P.J., y cols. Double-blind randomized controlled study of phosphatidylserine in
demented subjects. Acta Neur. Scand. 1986; 73: 136-140). En este estudio, a 35 pacientes de Alzheimer se
les administré un placebo o 300 mg al dia de PS durante seis semanas. El grupo con PS mostré una mejora
significativa tras este periodo de suplementacién a corto plazo.

d. Mais recientemente, un gran estudio de doble ciego de 494 pacientes ancianos con sintomas de declive cog-
nitivo comparé placebo con 300 mg al dia de PS durante seis meses. (Cenacchi T., Bertoldin T. , Farina C.,
y cols. Cognitive decline in the elderly: A double-blind, placebo-controlled multicenter study on efficacy
of phosphatidylserine administration. Aging Clin. Exp. Res. 1993; 5: 123-133.) La memoria y el aprendi-
zaje del grupo tratado con PS mejoraron significativamente comparados con el grupo de placebo, asi como
ciertos componentes emocionales y del comportamiento de la enfermedad de Alzheimer.

e. Los suplementos de PS han demostrado también resultados impresionantes en poblaciones de mas edad con
deficiencias de la memoria no relacionadas con la enfermedad de Alzheimer (Crook T.H. y cols. Effects of
phosphatidylserine in age-associated memory impairment. Neurology 1991; 41: 644-649.) Tres meses de
administracién de 300 mg de PS a diario, en un estudio, invirti6 el declive de la funcién de la memoria en
un grupo de 149 pacientes. La funciéon memoristica de estos hombres y mujeres inicialmente representaba
la media de una persona de 64 afios de edad. Después de tomar suplementos de PS, la funcién memoristica
media era de 52 afios de edad, una mejora mental del 12 afios.
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h. Restablecimiento y conservacion de la funcién hepatica:

a. Aunque el fosfolipido PS domina en el terreno de la funcién mental, el fosfolipido fosfatidilcolina (PC) es
el principal jugador en la salud hepética.

b. La PC protege el higado de las lesiones debidas al alcoholismo, fAirmacos, sustancias contaminantes, virus
y otras influencias téxicas, la mayoria de las cuales operan lesionando las membranas celulares.

¢. Muchos de los estudios que usan suplementos de PC para ayudar a la recuperacién hepdtica se basan
en 800 mg al dia (administrado con las comidas). (Kidd P.M. Phosphatidylcholine: A superior protectant
against liver damage. Alt. Med. Rev. 1996, 1:258-274). Aunque la PC es una fuente de colina, los estudios
revisados por el Dr. Kidd sugieren que la PC es mejor que la colina; de hecho, la colina en forma pura
puede ser perjudicial para la recuperacion del higado de la sobrecarga téxica (tal como en el alcoholismo).
Como lipotrépico, la colina transporta grasas en el organismo, de forma que una ingesta inadecuada de
colina puede provocar una acumulacién malsana de grasa en el higado. (Newberne PM. Nauss KM., y de
Camargo J.L. Lipotropes, immunocompetence, and cancer. Cancer Res. 1983; 43: 24265-24345).

2. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifendlicos muy abundantes en la naturaleza. Se clasifican en isoflavonas, an-
tocianidinas, flavanos, flavonoles, flavonas, flavonoides de citricos, hesperidina, calconas, catequinas, rutina y flava-
nonas. Los flavonoides esenciales, tales como la quercetina en las cebollas y la genisteina en la soja realmente se
consideran subcategorias en lugar de categorias independientes. Se han identificado mas de 4.000 flavonoides en las
frutas, vegetales y bebidas (té, café, cerveza y bebidas de frutas). Incluso aunque tienen una estructura molecular si-
milar entre si, las funciones de unos son diferentes a las de los otros. Se ha demostrado que los flavonoides presentan
una actividad antibacteriana, antiinflamatoria, antialérgica, antimutagénica, antiviral, antineoplésica, antitrombdtica y
vasodilatadora. Se ha demostrado que la quercetina bloquea la “ruta del sorbitol” que estd directamente asociada a la
diabetes asi como que previene las lesiones oxidativas provocadas por el colesterol asociado a LDL, lo que es esencial
para el mantenimiento de un sistema cardiovascular sano.

Los flavonoides se encuentran en una amplia variedad de frutas y verduras. Por ejemplo, la quercetina (un flavonol
presente en verduras, frutas y cebollas), el xantohumol (una calcona prenilada de la cerveza), el isoxantohumol (una
flavonona prenilada de la cerveza), la genisteina (una isoflavona de la soja), la calconaringenina (una calcona no
prenilada de los citricos) y la naringenina (una flavanona no prenilada de los citricos).

En las plantas, los flavonoides tienen funciones muy definidas. Primero, la acumulacién de pigmento en los pétalos
de las flores, semillas y hojas. Las flores, como polinizadoras, deben atraer a los portadores del polen. Segundo,
protegen a las plantas de las lesiones provocadas por los rayos UV, absorbiendo los rayos UV de la capa epidérmica.
Tercero, protegen las plantas de los insectos y patdgenos.

La via de la biosintesis de los flavonoides es una de las vias de metabolismo secundario vegetal mejor entendidas
(1992, Gerats). Las enzimas clave son fenilalanina-amoniaco liasa y calcona sintasa. La fenilalanina-amoniaco liasa
convierte fenilalanina en 4cido cindmico ya que controla la conversion total de los carbonos en compuestos fendlicos
que se ha demostrado que es la etapa limitante de esta via (1974, Creasy). Otra enzima clave de la via de los flavonoides
es la calcona sintasa. Condensa tres moléculas de malonil-CoA con una molécula de p-curmaroil-CoA formando un
intermedio de C15, naringenina calcona, con una estereoquimica R en el segundo carbono. La calcona isomerasa
transforma el intermedio en el primer flavonoide de la via, 2S-flavonona (naringenina). Esta reaccién es parte de todas
las vias principales de biosintesis de flavonoides. La calcona sintasa y la calcona isomerasa forman un complejo que
asegura la estereoquimica correcta (1996, Lyster).

Los componentes estructurales de los flavonoides incluyen dos anillos de benceno a uno u otro lado de un anillo
de 3 carbonos. Las diferentes combinaciones de grupos hidroxilo, aziicares, oxigenos y grupos metilo unidos a estas
estructuras crean las diversas categorias de flavonoides mencionadas anteriormente. La capacidad de los flavonoides
de actuar como antioxidantes depende de su estructura bioquimica y, mas especificamente, de 1a posicidn de los grupos
hidroxilo. Epicatecina galato, epigalocatecina galato, luteolina y quercetina exhiben la mayor actividad antioxidante,
seguidos de epigalocatecina, dcido galico, epicatecina, catecina, rutina y dihidroquercetina. Debe destacarse en este
punto que la tnica diferencia entre la quercetina o la luteolina (la mas potente) y dihidroquercetina (la menos potente)
es el doble enlace entre el segundo (2°) y tercer (3°) carbonos del anillo central (C). La presencia de este enlace
doble aumenta significativamente la actividad antioxidante del flavonoide. La actividad antioxidante puede aumentarse
mediante la adicién de otro grupo hidroxilo en el anillo B o C.
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La potente actividad antioxidante de los flavonoides parece ser la funcién mas importante de los flavonoides y ser
responsable de cualquiera de los beneficios mencionados anteriormente.

Los flavonoides mds reconocidos por los cientificos actualmente son:

Quercetina y quercetina calcona

La quercetina calcona, es quercetina con un anillo C abierto y el oxigeno que se encuentra en el anillo de C de la
quercetina convertido en un grupo hidroxilo. La quercetina se encuentra principalmente en el té e incluso més en el té
verde.

Proantocianidinas oligoméricas

Las proantocianidinas oligoméricas son flavonoides oligoméricos, habitualmente dimeros y trimeros, que se basan

en la molécula de flavan-3-ol o catecina, unida algunas veces al dcido gélico. Se encuentran en la corteza de los pinos,
en las semillas y pellejos de las uvas, en la piel de los cacahuetes, en los ardndanos, el té y otras fuentes.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2288 193 T3

Extracto de Ginkgo biloba

Los extractos de Ginkgo biloba contienen un 24% de glicésidos de flavonas de ginkgo y un 6% de terpenos. Se
extraen de la mds antigua de las especies de arboles vivientes, el Ginkgo biloba. La investigacion cientifica sugiere
que los constituyentes beneficiosos de los extractos de Ginkgo biloba son la quercetina y la miricetina.

Luteolina

La luteolina es un flavonoide que se encuentra en los mismos alimentos que la apigenina (verduras y frutas). La
investigacion cientifica ha demostrado que la luteolina y la quercetina pueden inhibir el factor activador de plaquetas
y suprimir la respuesta inflamatoria inducida por los alérgenos.

Los flavonoides se han estudiado durante los dltimos 60 afios. Su actividad antioxidante se acepta como hecho
cientifico. La investigacién epidemioldgica, clinica y de laboratorio sobre los flavonoides demuestra que el uso de
flavonoides en la prevencion y el tratamiento de enfermedad cardiovascular, cdncer, afecciones inflamatorias, asma,
enfermedad periodontal, enfermedad hepatica, cataratas y degeneracién macular. Hasta la fecha nunca se ha extraido
un flavonoide de ninguna otra cosa que una planta, hortaliza, fruta o alga.

3. Preparacion de extractos

El extracto de fosfolipidos de la presente invencién puede extraerse de una variedad de fuentes de biomasa marina
o acudtica. Las fuentes preferidas para la composicion de fosfolipidos son los crustdceos, en particular, el zooplancton.
Un zooplancton preferido de forma particular es el krill. El krill puede encontrarse en muchos entornos marinos en
todo el mundo. Por ejemplo, en el océano Antdrtico (donde el krill es Euphasia superba), el océano Pacifico (donde
el krill es Euphasia pacifica), el océano Atlantico y el océano Indico todos contienen habitats de krill. En particular,
las regiones costeras de isla Mauricio y/o de la isla Reunién en la costa de Madagascar, la costa oeste canadiense, la
costa japonesa, el golfo de St. Lawrence y la bahia de Fundy son hébitats del krill.

El extracto de fosfolipidos de la presente invencion es preferiblemente un producto del procesamiento inicial de
la biomasa. Por lo tanto, los fosfolipidos se extraen de la grasa de la biomasa no del aceite, que es un producto de las
etapas posteriores del procesamiento de una biomasa. Dado que el extracto de fosfolipidos se deriva de la grasa de
la biomasa, la viscosidad del extracto de fosfolipidos tiende a ser mayor que la de los extractos de los aceites de la
biomasa. El extracto presenta una estabilidad natural muy alta con un valor de peréxidos de cero o cercano al cero y
un buen indice de estabilidad de aceite inferior a aproximadamente 0,2 Meq/kg después de 20 o mds horas. La Tabla
1 siguiente detalla la estabilidad del extracto.

TABLA 1

Indices de estabilidad del extracto después de 50 horas a 97,8°C

Valor de peroxidos (mEag/kg) <01
indice de estabilidad de aceite (después de 50 horas) a 97.8 <0,1
°C (mEg/kg)

indice de saponificacion 70-180
indice de yodo (%) 60-130

Los fosfolipidos generalmente estin presentes en el extracto en una cantidad de al menos el 40% p/p, preferible-
mente al menos el 45% p/p. M4s preferiblemente, la cantidad de fosfolipido es de aproximadamente el 45-60% p/p.
Puede haber una variedad de fosfolipidos presentes en el extracto. Estos incluyen fosfatidiletanolamina, fosfatidilino-
sitol, fosfatidilserina, fosfatidilcolina y esfingomielina.

El extracto de fosfolipidos preferiblemente comprende ademds otros componentes numerosos. El extracto también
puede comprender acidos grasos, antioxidantes y/o metales.

Los dcidos grasos que se encuentran en el extracto de fosfolipidos pueden ser dcidos grasos saturados, monoinsa-
turados o poliinsaturados. Se prefieren de forma particular los acidos grasos poliinsaturados, prefiriéndose de la forma
mads particular los 4cidos grasos omega-3 y omega-6. En particular estan presentes el dcido docosahexanoico (DHA),
el 4cido eicosapentanoico (EPA), dcido miristico, dcido miristoleico, 4cido lignocérico, acido linolénico, acido alfa-
linolénico, dcido nervidnico, 4cido linoleico, 4cido oleico, 4cido estedrico, dcido palmitico y 4cido palmitoleico en
cantidades significativas. El contenido en 4cido araquidénico del extracto es generalmente de muy bajo a inexistente a
pesar de la presencia de fosfatidilinositol y de fosfatidilserina. Otros componentes lipidicos que pueden estar presentes
en el extracto incluyen monoglicéridos, triglicéridos y/o colesterol.

La Tabla 2 a continuacién detalla las composiciones de los dcidos grasos de los fosfolipidos del extracto.
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TABLA 2

Composicion de los dcidos grasos del extracto de los fosfolipidos

Acidos grasos AGPL AGPC % | AGPE %
totales %

C14:0 MIRISTICO 2,04 1,70 0,7

C14:1 MIRISTOLEICO 1,22

C15:0 PENTADECANOICO 0.2 0,30 0,3

C16:0 PALMITICO 24,08 26,50 23,9

C16:1 PALMITOLEICO 2.24 2,30 0,7

C18:0 ESTEARICO 1,02 1,30 2,9

C18:1 OLEICO 9,18 11,90 241
18:2n6 LINOLEICO 1,63 2,30 0,8

C18:3n6 GLA 1,02 0,30

C18:3n3 ALA 1,02 1,30

C18:4n3 OTA 1,84 2,00 0.3

C20:0 ARAQUIDICO

C20:1 cis-T1-EICOSENOICO 0,41 0,60 07

C20:2n6 EICOSADIENOQICO

C20:3n6 METIL ETA 0,20

C20:4n6 ARAQUIDONICO 0,61 0,70 0,6

C20:3n3 Homo-y-LINOLENICO

C20:4n3

C20:5n3 EPA 27,35 31,90 12,9

C22:0 BEHENICO

C22:1 ERUCICO 1,22 1,50

C22:2n6

C22:4n6

C22:5n6 METIL DPA

C22:5n3 DPA 1,00

C22:6n3 DHA 249 14,20 32,1

C24:0 LIGNOCERICO

C24:1 NERVONICO

Total 100,0 100 100

Comparados con los fosfolipidos que existen actualmente en el mercado, los fosfolipidos del extracto:

a. consiguen un perfil mejor;

b. tienen las mayores cantidades de dcidos grasos poliinsaturados;

c. tienen las mayores cantidades de DHA;

d. son los unicos fosfolipidos que contienen EPA; y

e. son los tnicos fosfolipidos que contienen una combinacién de EPA y DHA en la misma molécula.

PL = fosfolipido
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AG = 4cido graso
PC = fosfatidilcolina
PE = fosfatidiletanolamina

Los 4cidos grasos libres estan presentes en el extracto en una cantidad de al menos el 4% p/p y preferiblemente al
menos el 5% p/p. Los acidos grasos poliinsaturados, en particular los 4cidos grasos omega-3, preferiblemente forman
al menos el 15% p/p, mas preferiblemente al menos el 40% p/p, e incluso mds preferiblemente al menos el 45% p/p, de
los lipidos totales del extracto. El DHA y el EPA son generalmente el componente mayoritario de los 4cidos grasos y
preferiblemente suponen al menos el 32% p/p, mas preferiblemente al menos el 35% o el 37%, del contenido lipidico
total del extracto.

La Tabla 3 a continuacién detalla la composicién de los dcidos grasos de los lipidos totales del extracto.

TABLA 3

Composicion de los dcidos grasos de los lipidos totales del extracto

Muestra %
Composicion de los acidos grasos

C14.0 > 3,00
C14:1 > 0,01
C15:0 >0,3
C16.0 > 20,00
C16:1 > 3,25
C18:0 >1,00
C18:1 >10,00
C18:2n6 >2,00
C18:3n6 GLA > 0,04
C18:3n3 ALA > 0,01
C18:4n3 >1,50
C20:0 >0,05
C20:1 > 1,00
C20:2n6 > 0,05
C20:3n6 > 0,05
C20:4n6 > 0,50
C20:3n3 > 0,01
C20:4n3 >0,20
C20:5n3 EPA > 25,00
C22:0 > 0,01
C22:1 > 1,50
C22:2n6 >0,03
C22:4n6 > 0,01
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C22:5n6
C22:5n3 DPA
C22:6n3 DHA
C24:0

C24:1

> 0,01
> 0,50
> 10,00
> 0,01
> 0,05

La Tabla 4 a continuacién también detalla la composicion de los 4cidos grasos de los lipidos totales del extracto.

TABLA 4

Composicion en dcidos grasos de los lipidos totales del extracto

Saturados (g/100 g de lipido) > 22,00
Monoinsaturados (g/100 g de lipido) >11,00
Poliinsaturados (g/100 g de lipido) > 35,00
omega-3 (g/100 g de lipido) > 30,00
omega-6 (g/100 g de lipido) >1,00

Los antioxidantes presentes en el extracto pueden incluir vitamina A (por ejemplo, todo-trans retinol), vitamina E
(por ejemplo, alfa-tocoferol), beta-caroteno, astaxantina (principalmente esterificada pero también puede estar presente
sin esterificar), cantaxantina y/o flavonoides. Los antioxidantes preferiblemente estdn presentes en el extracto en una

cantidad de al menos 20 y preferiblemente al menos 200 mg/100 ml.

La Tabla 5 a continuacién detalla los lipidos y otros compuestos (no metalicos) del extracto.

TABLA 5

Composicion de los lipidos, vitaminas A y E, pigmentos y flavonoides del extracto

Monoglicéridos (MG) (g/100 g de muestra)
Triglicéridos (TG) (g/100 g de muestra)

Acidos grasos libres (FAA) (9/100 g de muestra)
Colesterol (g/100 g de muestra)

Fosfolipidos totales (PL) (g/100 g de muestra)
Fosfatidil etanolamina (PE) (g/100 g de muestra)
Fosfatidil inositol (P1) (g/100 g de muestra)
Fosfatidil serina (PS (g/100 g de muestra)
Fosfatidil colina (PC) (g/100 g de muestra)
Esfingomielina (g/100 g de muestra)

Vitamina A (ug/100 ml)

Vitamina E (ug/100 mi)

beta-caroteno (ug/100 ml)

Astaxantina (mg/100 ml)

Cantaxantina (mg/100 ml)

Flavonoide (mg/100 ml)
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> 3,00
> 5,00
> 2,00
> 40,00
> 2,50
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> 0,20
> 35,00
> 0,50
> 1.400
>15
>1.600
>10
>10
>7.0
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Los metales presentes en el extracto son preferiblemente cinc y selenio. El cinc preferiblemente estd presente en
una cantidad de al menos 0,05 mg/100 g de extracto mientras que el selenio estd generalmente presente en una cantidad
inferior a 3 mg/100 g de extracto.

La Tabla 6 a continuacién detalla el contenido en metales del extracto.

TABLA 6

Composicion de los metales y residuo del disolvente de la mezcla del extracto

Cinc (mg/100 g) >0.1
Selenio (mg/100 g) <2
Residuo del disolvente < 25 ppm

La tabla 7 a continuacién detalla las caracteristicas fisicoquimicas del extracto-

TABLA 7

Caracteristicas fisicoquimicas del extracto

Color Rojo
Viscosidad (cPs) <1300
Olor Pescado

La extraccién de la composicion de fosfolipidos de la biomasa generalmente se realiza mediante un procedimiento
similar al que se describen en la publicacién de patente PCT publicacion nimero WO 00/23546 de propiedad comdn,
publicada el 27 de abril de 2000. La extraccién generalmente se realiza mediante tratamientos sucesivos de acetona
y alcohol. Para la extraccién de la presente solicitud de patente, el tratamiento preferido implica el uso de >60%
de acetona en la primera extraccion seguida de extraccién con una mezcla de disolventes organicos a 65-95%/45-
50% preferiblemente en una mezcla de acetona, acetato de etilo/etanol. El sistema de disolventes de extraccién mas
preferido es acetona al 100% en la primera extraccidn seguida de una mezcla al 95%/5% de acetato de etilo/etanol.
Sin embargo, también pueden usarse otras cetonas combinadas o en lugar de acetona. El alcohol puede ser distinto
del etanol, por ejemplo, isopropanol o t-butanol. El acetato también puede variar. Ademads, la relacién entre alcohol y
acetato puede variar ampliamente de 100:0 a 0:100. El procedimiento produce dos fracciones lipidicas sucesivas y un
residuo seco enriquecido en proteina, que incluye enzimas activas.

Preferiblemente, el material animal marino y acudtico recién cogido y finamente fraccionado se somete a extraccion
con acetona, durante al menos aproximadamente dos horas y preferiblemente toda la noche. Sin embargo, el tiempo de
extraccion no es critico para el rendimiento del lipido extraido. Se prefieren tamafios de las particulas de los crustdceos
molidos de menos de 5 mm. La extraccion preferiblemente se realiza preferiblemente en una atmésfera inerte y a
una temperatura de aproximadamente 5 grados Celsius o menos. La mezcla puede agitarse durante la extraccién y
generalmente la relacion entre los volimenes de acetona y biomasa de aproximadamente 6:1 es la mas preferida.

La fraccién lipidica solubilizada se separa del material inicial sélido mediante técnicas conocidas, por ejemplo,
mediante filtracion, centrifugacion o sedimentacion. Se prefiere la filtracion. El residuo se lava opcionalmente con
acetona para recuperar mas lipido y la acetona se elimina mediante evaporacidn ultrarrdpida o secado por pulveriza-
cién. Se deja separar el residuo en agua del extracto lipidico a temperatura baja.

El residuo sélido que queda en el filtro a partir de la extraccion inicial se suspende y se extrae con 95/5 de acetato de
etilo/etanol, preferiblemente dos volimenes (volumen original del material). El filtrado se evapora proporcionando una
segunda fraccion de lipidos. El periodo de extraccidn no es critico aunque se prefiere extraer durante aproximadamente
30 minutos a una temperatura inferior a aproximadamente 5 grados Celsius.

Cada fosfolipido se subdivide en mudltiples categorias dependiendo de los dcidos grasos que estdn unidos a la
molécula. La actividad bioldgica, la biodisponibilidad asi como el valor de los fosfolipidos se determinan por la
pureza y la fuente:

a. Pureza

i. La pureza 6ptima del fosfolipido o flavonoide de la invencién es de al menos 99% en peso. La pureza del

fosfolipido o flavonoide después de la extraccion a partir del krill puede variar, pero normalmente estard en el intervalo
de al menos el 90% al 100% de la mezcla de compuesto(s) fosfolipidico(s). Habitualmente, la pureza serd de al menos
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el 95%. Preferiblemente, la pureza serd de al menos 96%, 97% 6 98%. Mds preferiblemente, la pureza serd de al menos
99,5%. Lo més preferiblemente, la pureza serd de al menos el 99,9%. Por “pureza” se quiere decir que el fosfolipido o
o flavonoide de la invencidn estd aislado de otros fosfolipidos, flavonoides o componentes del extracto, al porcentaje
en peso especificado. El aislamiento puede realizarse por ejemplo por HPLC. Por ejemplo, un fosfolipido que es puro
al 99%, contiene menos del 1% en peso de cualquier material distinto del fosfolipido especificado.

ii. Con una pureza mayor se logra una biodisponibilidad y eficacia mayores.

iii. El valor del mercado de los fosfolipidos es directamente andlogo a la pureza del producto final que se logre.
b. Fuente y contenido en dcidos grasos

i. Los tipos de dcidos grasos unidos al fosfolipido dependen mucho de la fuente.

ii. Los fosfolipidos de origen vegetal contienen principalmente 4cido palmitico (16:0), cido estedrico (18:0), dcido
vaccénico (18:1), acido linoleico (18:2) o 4cido alfa-linoleico (18:3).

iii. Los fosfolipidos de origen animal contienen un mayor porcentaje de dcidos grasos de cadena mas larga con un
mayor grado de insaturacién como el 4cido homo-y-linoeico (20:3), 4cido araquidénico (20:4), 4cido behénico (22:0)
y acido docosahexanoico DHA (22:6).

iv. Los fosfolipidos Neptune Krill Oil™ (la presente invencién) contienen grandes cantidades de 4cido eicosa-
pentanoico EPA (20:5) y dcido docosahexanoico DHA (22:6). Su perfil de acidos grasos se parece mucho al de los
fosfolipidos del cerebro humano.

v. La eficacia sobre la salud humana y el valor de los fosfolipidos aumenta de forma directamente anéloga a la
longitud de la cadena de 4cidos grasos y al grado de insaturacién. Por lo tanto, los fosfolipidos con mas 4cidos grasos
poliinsaturados unidos son mds eficaces y de mayor valor.

vi. El 4cido araquidénocio, aunque poliinsaturado, ha demostrado que predispone a la enfermedad inflamatoria.
Por lo tanto se prefieren cantidades moderadas.

vii. DHA y EPA son los dos dcidos grasos poliinsaturados mds activos del cuerpo humano, que contribuyen a todos
los beneficios para la salud asociados a los dcidos grasos omega-3.

viii. Las mayores cantidades de 4cidos grasos poliinsaturados contenidos en los fosfolipidos del mercado actual-
mente son:

a. Acido araquidénico: 30,1%
b. Acido homo-gamma-linolénico: 9,0%
c. DHA 8,4%

4. Composiciones farmacéuticas, nutracéuticas y cosméticas

El extracto de fosfolipidos de la presente invencién puede usarse con o sin otros aditivos. Preferiblemente no se
usan otros aditivos. Sin embargo, si se usan otros aditivos, las formulaciones farmacéuticas o nutracéuticas pueden
prepararse mediante procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las composiciones de la presente invencién
pueden formularse de forma convencional usando uno o mas vehiculos farmacéuticamente o nutracéuticamente acep-
tables. Asi, el extracto puede formularse para la administracién oral. Para la administracién oral, las composiciones
farmacéuticas o nutracéuticas pueden tomar forma, por ejemplo, de comprimidos o cdpsulas preparados por medios
convencionales con excipientes farmacéuticamente o nutracéuticamente aceptables tales como agentes ligantes (por
ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa); cargas (por ejemplo lac-
tosa, celulosa microcristalina o fosfato calcico); lubricantes (por ejemplo estearato de magnesio, talco o silice); disgre-
gantes (por ejemplo, almiddén de patata o almiddnglicolato sédico); o agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato
sodico). Los comprimidos pueden recubrirse mediante procedimientos notorios en la técnica. Las preparaciones li-
quidas para la administracién oral pueden tomar forma, por ejemplo, de soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden
presentarse en forma de producto seco para su reconstitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de usar. Dichas
preparaciones liquidas pueden prepararse por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente o nutracéutica-
mente aceptables tales como agentes de suspension (por ejemplo jarabe de sorbitol, metilcelulosa o grasas comestibles
hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma ardbiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo, acei-
te de almendra, ésteres oleosos o alcohol etilico); y conservantes (por ejemplo p-hidroxibenzoatos metilico o propilico
o acido sérbico).

Cuando el extracto de fosfolipidos de la invencion se usa como sustancia nutracéutica, puede estar en forma de

alimentos, bebidas, barritas energéticas, bebidas deportivas, suplementos u otras formas, todas tal como se conocen en
la técnica.
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Tal como se refiere anteriormente, el extracto de fosfolipidos de la invencién también es de utilidad en las prepara-
ciones cosméticas, por ejemplo, cremas hidratantes, productos de pantalla solar y otros productos cosméticos topicos
tal como se conocen en la técnica.

El extracto de fosfolipidos de la presente invencion puede usarse en el tratamiento o prevencion de una variedad
de estados de enfermedad que incluyen: enfermedad hepdtica; hepatitis cronica; esteatosis; fibrosis hepatica; alco-
holismo; malnutricién; nutricién parenteral crénica; déficit de fosfolipidos; peroxidacion lipidica; disaritmia de la
regeneracion celular; desestabilizacion de las membranas celulares; enfermedad arteriocoronaria provocada por la hi-
percolesterolemia; hipertension arterial; afecciones menopdusicas o postmenopdusicas; cidncer, por ejemplo, cidncer de
piel; hipertension; envejecimiento; hiperplasia prostitica benigna; enfermedad renal; edema; enfermedades de la piel;
enfermedades gastrointestinales; enfermedades del sistema vascular periférico (por ejemplo Ulceras en las piernas);
toxemia del embarazo; y enfermedades neurodegenerativas y psiquidtricas (por ejemplo Parkinson, Alzheimer, autis-
mo, trastorno de déficit de atencion, trastornos del aprendizaje (por ejemplo, dislexia), trastornos del estado de 4nimo,
depresion bipolar y funcién motora anormal, tal como esclerosis multiple y distrofia muscular).

Los extractos, por ejemplo, pueden usarse por via oral o tOpica para tratar el cancer de piel.

Los extractos también son de utilidad para dirigirse contra los tumores y pueden usarse junto con radioisétopos para
diagnosticar o dirigirse contra los tumores, tales como tumores del sistema nervioso central. El extracto también puede
usarse para reducir los depésitos de grasa local y para reducir la celulitis visible. El extracto también puede usarse en
operaciones estéticas tales como aumento mamario actuando sobre el tejido lobular de la mama y aumentando la
hidratacién de la mama.

Tal como se resefia anteriormente, la presente invencidn proporciona composiciones que comprenden fosfolipidos
que se derivan de una biomasa marina o acudtica que tiene la férmula general (I) anterior, en la que X representa
-CH,CH,N(CH,);, -CH,CH,NH3;, o

CH
OH

HO
OH

para fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina o fosfatidilinositol, respectivamente.

El resto acido de la parte izquierda se deriva del dcido docosahexanoico (DHA) [C22:6n3]. El resto de la parte
derecha se deriva de 4cido eicosapentanoico (EPA) [C20:5n3].

Tal como se resefia anteriormente, las composiciones de la presente invencion también comprenden un compuesto
flavonoide que se deriva de una biomasa marina o acudtica que tiene la férmula (II) anterior. El flavonoide es un
antioxidante y asf es de utilidad en las composiciones farmacéuticas, nutracéuticas y cosméticas de la invencidn.

Tal como se usa en la presente memoria y en las reivindicaciones, cuando se usa el término “aproximadamente”
con un valor numérico, el valor numérico puede variar en al menos + 50%. Preferiblemente, la variacion serd de +
40% o + 30% y mas preferiblemente + 20% o + 10%. Variaciones incluso mas preferidas estdn en el intervalo de +
5%, + 4%, + 3% o + 2%. Lo mds preferiblemente, la variacion estd en el intervalo de + 1%.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1 a 3 son cromatogramas del producto del Ejemplo 1.

La Fig. 4 es un espectrograma de masas para caracterizar el compuesto flavonoide novedoso (II).

La invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

La extraccién de los para el ejemplo 1 fue tal como se describié anteriormente para las extracciones de krill.
Ejemplos
Materiales y Métodos

Para el andlisis de los lipidos, se disolvieron muestras en disolvente y se afiadieron patrones. Las clases de lipido se
aislaron usando gel de silice y se cuantificaron. La composicién en dcidos grasos de los lipidos totales e individuales

se determiné mediante cromatografia de gases. Los pigmentos se midieron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion de fase inversa.
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Ejemplo 1
Este ejemplo ilustra el aislamiento y caracterizacién molecular de los fosfolipidos del extracto.
Muestra n.° 804 determinacion de la especie molecular
La muestra contiene grandes cantidades de fosfolipidos, principalmente:
PC (438,48 mg/g de lipido)
PE (183,15 mg/g de lipido).
Se obtuvieron resultados preliminares s6lo para estas dos fracciones fosfolipidicas.
Meétodos
Separacion de las principales fracciones fosfolipidicas

Para obtener grandes cantidades de PC y PE, la separacion se realizé mediante cromatografia en capa fina (TLC)
y la identidad de las bandas se confirmé por HPLC.

Formacion de diacilglicerol

Ambas fracciones (PC y PE) se incubaron con fosfolipasa C, la enzima que elimina colina fosfato de PC y etano-
lamina fosfato de PE. Los diacilgliceroles restantes se extrajeron con éter etilico.

Derivatizacion de los benzoatos

Cada mezcla de diacilgliceroles debe derivarse (usando anhidrido benzoico y 4-dimetilaminopiridina) para posibi-
litar una separacion ulterior. En un experimento paralelo, la derivatizacion se realizé para tres patrones de diacilglice-
roles auténticos, dilinoleina, dioleina y dipalmitina.

Separacion de subclases

Se realizé una separacién preliminar de los derivados de diacilgliceroles en subclases por TLC. Los derivados
del diacilglicerol obtenidos a partir de PC y a partir de PE se separaron en dos bandas principales (n.° 3 y n.° 4).
También podian verse bandas n.® 2 adicionales muy cerca del principio. Sélo se procesaron las bandas n.° 3 y n.° 4
adicionalmente porque su localizacién correspondia a la localizacién de la banda n.° 2 principal obtenida para una
mezcla de patrones (derivados benzoato de dilinoleina, dioleina y dipalmitina).

Separacion de las placas de TLC del ejemplo

_ H2 i
Inicio inicio
Mezcla de patrones PC

pries

Fraccionamiento por HPLC
Las bandas n.° 3 y n.° 4 obtenidas para PC y PE se eluyeron y se separaron ulteriormente en especies de diacilglice-

rol individuales por HPLC. Para confirmar un nimero de picos para el andlisis por CG posterior, cada pico se recogid
y se volvié a pasar por HPLC.
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Numero de picos confirmados:

Para la banda de PC n.° 3, se identificaron y confirmaron nueve picos.
Para la banda de PC n.° 4, se identificaron y confirmaron nueve picos.
Para la banda de PE n.° 3, se identificaron y confirmaron ocho picos.
Para la banda de PE n.° 4, se identificaron y confirmaron ocho picos.
Véase la Figura 1.

Hidralisis, derivatizacion del éster metilico y andlisis por CG

Tanto para PC como para PE, se hidrolizaron todos los picos confirmados obtenidos de la separacién por HPLC de
la banda n.° 3 y se determinaron los perfiles de los dcidos grasos mediante GC tras la conversion en ésteres metilicos.
La identidad de los picos se evalué mediante espectrometria de masas. Los perfiles de los dcidos grasos se compararon
con los obtenidos para las fracciones de PC y PE intactos sometidos a hidrdlisis y metilacion.

Resultados

Las dreas de los picos calculadas para las especies moleculares de dcidos grasos en las fracciones seleccionadas
se resumen en la Tabla 8. Las areas de los picos de los dcidos grasos para la fraccion de PC y PE intactos estdn en
la Tabla 9. Los perfiles representativos de la cromatografia de gases para una fraccién individual y para el fosfolipido
intacto (PC) se presentan en la Tabla 10.

Los perfiles de cromatografia de gases obtenidos para los picos individuales fueron consistentes con los perfiles
obtenidos para PC intacto. Contenian inicamente 5-6 picos principales mientras que los perfiles de la cromatografia
de gases de los fosfolipidos intactos estaban formados por un nimero de picos mucho mayor. Entre los 5-6 picos que
se encuentran de forma consistente en los perfiles de las especies moleculares, s6lo se confirmé la identidad de dos
mediante espectrometria de masas (C16:0 y C18:0). Entre los tres picos restantes, uno no correspondia a ningtin acido
graso y dos tenfan tiempos de retencion idénticos a los de los dcidos grasos omega-3 auténticos, EPA y DHA.

El pico de C16:0 era prominente en todas las especies moleculares individuales y también era prominente en las
fracciones fosfolipidicas intactas. Para el pico de C18:0, las proporciones que se encuentran en los picos individuales
eran relativamente altas. Se encontré dcido oleico (C18:1) a niveles elevados tanto en el perfil de los 4cidos grasos de
PC como de PE.

TABLA 8

iAreas de los picos de las especies moleculares obtenidos para las
fracciones seleccionadas

Fraccion C16:0 | C18:0| EPA [TR 48,33 DHA

Bandade PCn°3F1 | 205,27 | 57,79 4276 | 103,83 62,07
Bandade PCn°3F2 | 21,39 | 8,87 0 71,96 7,11

Bandade PCn°3F3 | 58,74 | 17,70 0 45,64 14,75
Bandade PCn°3F4 | 93,41 | 9,72 0 44,31 9,19
Bandade PCn°3F5 | 19,87 | 9,67 | 4,56 46,89 3,96
Bandade PCn°3F6 | 15,26 | 10,34 | 1245 | 59,86 14,29
Bandade PCn°3F7 | 28,32 | 10,93 | 30,70 | 56,83 2512
Banda de PCn°3F8 6,39 | 449 0 84,24 11,89
iBandade PCn°3F9 | 1465 | 8,21 | 8,60 98,95 28,22
Banda de PEn.°3F2 450 | 10,79 0 77,68 9,19
Bandade PEn°3F3 | 26,85 | 22,14 | 1445 | 4962 21,76
Bandade PEn°3F4 | 13,08 | 22,45| 28,70 | 62,11 29,43
Bandade PEn°3F5 | 22,42 | 20,34 | 11,06 | 100,79 30,61
Banda de PEn°3F6 3,05 | 6,13 | 4,93 54,88 7,28
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TABLA 9

Areas de los picos de los dcidos grasos seleccionados de PC y PE intactos

C16.0 C18:.0 C18:1

EPA

Sin ident. DHA

Tiempo de retencion 15,80 21,66 22,36+22,63 39,68 48,34 53,59
1141,36 35,75 257,99
166,43 20,45 87,75

PC
PE
Vease la Fig. 2

TABLA 10

59,77

642,50 68,61 192,2
110,27 109,6

Perfiles de CG representativos para una fraccion individual y para fosfolipidos (PE) intacto

CH PKNO TIEMPO AREA ALTURA MK IDNO CONC

1 5
13
14
15
22
29
30
32
33
43
44
45

TOTAL

Véase la figura 3

Ejemplo 2

0,826
2,637
2,916
3,15
4,408
7,063
8,397
9,933
10,252
14,451
14,813
15,12

Céncer de piel inducido por UVB

Objetivos

17654310 1368301
11027760 1352920
2167386 203115
597812 87264
667991 60799
7293939 290768
144489 13997
32467398 1384059
8166303 661493
348072 20030
102126 9975
198366 21561
80835952 5474282

E

E
E
Vv
\

21,8397
13,6422
2,6812
0,7395
0,8264
9,0231
0,1787
40,1646
10,1023
0,4306
0,1263
0,2454
100

Evaluar el potencial fotoprotector del extracto de krill contra el cancer de piel inducido por UVB

Diserio del estudio

Ensayo con control aleatorizado

Significacién estadistica p<0,05

Fase de estudio

Preclinica
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Animales experimentales
Tipo: ratones atimicos
Cepa: Ratones congénicos atimicos C57BL6 - B6NU - T (heterozigotos)

(Preferencia de tipo especifico debido a la susceptibilidad probada al cancer de piel).

Protocolo del estudio
Numero de ratones atimicos = 96
Grupos de aleatorizacién:
48 con placebo:
16 por via oral
16 por aplicacién local
16 por via oral y por aplicacién local
48 con extracto de krill:
16 por via oral
16 por aplicacién local
16 por via oral y por aplicacién local
Para establecer la eficacia del extracto de krill para la prevencion del cancer de piel, la prueba se realizé en forma
de un ensayo controlado de doble ciego aleatorizado (tanto el anatomopatélogo como el ayudante de la investigacién
eran ciegos). La mitad de los ratones se trataron por via oral o tépica o ambas con extracto que contenia el 100% en
peso de extracto de krill y la otra mitad pasé por el mismo procedimiento de tratamiento con un placebo. Los grupos
se dividieron de la siguiente manera:
Alimentacién: Semana

1: dieta sin grasas

Semanas 2-20: segtin el grupo

Diserio experimental
Los ratones se dividieron en seis grupos de la forma siguiente:
Grupo A: dieta sin grasas con suplemento de extracto de soja (20% de las calorias totales)
Grupo B: dieta sin grasas (100% de las calorias) + aplicacién local de extracto de soja 2 veces al dia

Grupo C: dieta sin grasas con suplemento de extracto de soja (20% de las calorias totales) + aplicacion local de
extracto de soja 2 veces al dfa.

Grupo D: dieta sin grasas con suplemento de extracto de krill (20% de las calorias totales)
Grupo E: dieta sin grasas (100% de las calorias) + aplicacion local de extracto de krill 2 veces al dia

Grupo F: dieta sin grasas con suplemento de extracto de krill (20% de las calorfas totales) + aplicacién local de
extracto de krill 2 veces al dia

Semanas 2-20: radiacién UVB usando una ldmpara de ensayo fluorescente, espectro de emision 270 - 400 nm.
Semanas 3-20: se examina el liquido de las vesiculas formadas para determinar los niveles de PGE2

Semanas 3-20: se anestesia a los ratones con éter y se sacrifican cuando se han formado los tumores malignos al
final de las 20 semanas.
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La piel es examinada por un anatomopatélogo para determinar signos de carcionogénesis.

Los resultados se muestran en la siguiente Tabla 11.

TABLA 11
Frecuencia del cancer !
Aceite de krill [Placebo
Aplicacion Frecuencia % Frecuencia %
Oral 13 69,3
Topica 0 63,8
Oral y topica | 0 375

Como conclusidn, los resultados del presente estudio demuestran que el extracto de krill tanto por via oral como
topica puede ser empleado eficazmente para la proteccién de la piel contra los efectos dafiinos de la radiacién UVB
que incluyen el cancer de piel.

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra el uso del presente extracto de krill para mejorar la dislexia y la funcién motora anormal en
una nifia de 7 afios.

Se administraron 2 g al dia del extracto de krill a una nifia de 7 afios que padecia dislexia y funcién motora anormal.
Después de 15 meses, mostraba:

e Mayor capacidad de aprendizaje (observacion ciega de un psic6logo)

e Mejora de la funcién motora (patinaje sobre hielo moderado)

e Mejora de las habilidades sociales

e Mejora del habla

Por consiguiente, el extracto de krill presenta propiedades neuroldgicas beneficiosas.

Aunque la invencién precedente se ha descrito con cierto grado de detalle mediante ilustracion y ejemplo, para
mayor claridad de la comprension, para las personas de experiencia ordinaria en la técnica, a la vista de la ensefianzas
de esta invencidn, serd obvio que pueden realizarse ciertos cambios y modificaciones sin separarse del alcance de las
reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién, que comprende:

5 (a) un fosfolipido de la férmula general (I),
10
M

15
20

en la que X es -CH,CH,NHj;, -CH,CH,N(CHj;); o

OH
25 OH
HO
30 OH
y

35 (b) un flavonoide de la férmula general (II)
40
45
50 om OH (1)

2. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la composicién se deriva de una biomasa marina

0 acudtica.

55 3. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que la biomasa es de crustaceos.

4. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que la biomasa es zooplancton.

5. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 4, en la que el zooplancton es krill.
60

6. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que la composicién se deriva
del procesamiento inicial de la biomasa.

7. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que el procesamiento se realiza a una temperatura de
65 aproximadamente 5°C o menos.

8. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 6 6 7, en la que la composicién se deriva a partir de la grasa
de la biomasa.
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9. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende al menos aproxi-
madamente el 40% p/p de fosfolipido.

10. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 9, que comprende al menos aproximadamente el 45% p/p de
fosfolipido.

11. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 10, que comprende desde aproximadamente 45 a 60% p/p de
fosfolipido.

12. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el fosfolipido com-
prende fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, esfingomielina o una mezcla de los
mismos.

13. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que el fosfolipido com-
prende dcidos grasos saturados, monoinsaturados o poliinsaturados.

14. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que los dcidos grasos poliinsaturados se seleccionan
a partir del grupo constituido por 4cidos grasos omega-3 y omega-6.

15. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que los dcidos grasos poliinsaturados se seleccionan
a partir del grupo constituido por dcido docosahexanoico (DHA), 4cido eicosapentanoico (EPA), 4cido miristico, 4cido
miristoleico, acido lignocérico, 4cido linolénico, dcido alfa-linolénico, dcido nerviénico, dcido linoleico, 4cido oleico,
acido estedrico, dcido palmitico y dcido palmitoleico.

16. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en la que el fosfolipido com-
prende ademds un componente lipidico adicional.

17. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 16, en la que el componente lipidico adicional es un mono-
glicérido, triglicérido, colesterol o una mezcla de los mismos.

18. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, que comprende ademds al menos
aproximadamente el 4% p/p de 4cidos grasos libres.

19. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 18, que comprende al menos aproximadamente el 5% p/p de
acidos grasos libres.

20. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en la que los 4cidos grasos
poliinsaturados comprenden al menos aproximadamente un 15% p/p de los lipidos totales de la composicion.

21. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 20, en la que los dcidos grasos poliinsaturados comprenden
al menos aproximadamente el 40% p/p de los lipidos totales de la composicion.

22. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 21, en la que los dcidos grasos poliinsaturados comprenden
al menos aproximadamente el 45% p/p de los lipidos totales de la composicién.

23. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, en la que los dcidos grasos
poliinsaturados son dcidos grasos omega-3.

24. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, en la que DHA y EPA compren-
den al menos aproximadamente el 32% p/p de los lipidos totales de la composicion.

25. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 24, en la que DHA y EPA forman al menos aproximadamente
el 35% p/p de los lipidos totales de la composicion.

26. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, que comprende ademds un
antioxidante.

27. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 26, en la que el al menos un antioxidante supone 20 mg/100
ml de la composicion.

28. La composicidn de acuerdo con las reivindicaciones 26 6 27, en la que el antioxidante se selecciona a partir del
grupo constituido por vitamina A, vitamina E, beta-caroteno, astaxantina, cantaxantina, flavonoide y sus mezclas.

29. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 28, en la que la vitamina A es todo-trans retinol, la vitamina
E es alfa-tocoferol y la astaxantina esta principalmente esterificada.

30. La composicioén de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29, que comprende ademds un metal.
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31. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 30, en la que el metal es cinc, selenio o una mezcla de los

mismos.

32. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 31, en la que el cinc comprende al menos 0,05 mg/100 g de

ES 2288 193 T3

la composicion y el selenio comprende menos de 3 mg/100 g de 1a composicion.

33. La composicion de acuerdo una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32, en la que la composicion de dcidos

grasos de los lipidos de la composicion es aproximadamente:

|

Acido graso

ficidos grasos Fosfolipido| Fosfatidil | | o 2udl

. etanolamina

total % colina % o
)

C14:0 MIRISTICO 2 2 0,7
C14:1 MIRISTOLEICO 1
C15:0 PENTADECANOICO 0,2 0,3 0,3
C16:0 PALMITICO 24 27 24
C16:1 PALMITOLEICO 2 2 0,7
C18:0 ESTEARICO 1 1 3
C18:1 OLEICO 9 12 24
C18:2n6 LINOLEICO 2 2 0.8
C18:3n6 GLA 1 0.3
C18:3n3 ALA 1 1 |
C18:4n3 OTA 2 2 0.3
C20:0 ARAQUIDICO
C20:1 cis-11-EICOSENOICO 0,5 0,6 0,7
C20:2n6 EICOSADIENOICO
C20:3n6 METIL ETA 0,2
C20:4n6 ARAQUIDONICO 0,6 0.7 0,6
C20:3n3 Homo-gamma-
C20:4n3
C20:5n3 EPA 27 32 13 ‘
C22:0 BEHENICO gk
|C22:‘I ERUCICO 1 1.5
C22:2n6
C22:4n6
C22:5n6 METIL DPA
C22:5n3 DPA 1,0
C22:6n3 DHA 25 14 32 :
C24:0 LIGNOCERICO !
24T NERVONICO
[otal 100,0 100 100 j
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34. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 33, en la que la composicién de los 4cidos grasos totales de
todos los lipidos de la composicion es aproximadamente:
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Muestra %
Composicion de los acidos grasos

C14.0 > 3,00
C14:1 >0,01
C15:.0 >0,3
C16:0 > 20,00
C16:1 >3,25
C18:0 > 1,00
C18:1 >10,00
C18:2n6 >2,00
C18:3n6 GLA > 0,04
C18:3n3 ALA > 0,01
C18:4n3 >1,50
C20:0 >0,05
C20:1 >1,00
C20:2n6 > 0,05
C20:3n6 >0,05
C20:4n6 > 0,50
C20:3n3 > 0,01
C20:4n3 >0,20
C20:5n3 EPA > 25,00
C22:0 > 0,01
C22:1 >1,50
C22:2n6 > 0,03
C22:4n6 > 0,01
C22:5n6 > 0,01
C22:5n3 DPA > 0,50
C22:6n3 DHA >10,00
C24.0 > 0,01
C24:1 >0,05
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35. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 34, en la que la composicion de los 4cidos grasos totales de

todos los lipidos es ademds aproximadamente

Saturados (g/100 g de lipido) >22,00
Monoinsaturados (g/100 g de lipido) >11,00
Poliinsaturados (g/100 g de lipido) > 35,00
omega-3 (g/100 g de lipido) > 30,00
omega-6 (g/100 g de lipido) >1,00

36. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35, que comprende aproximadamen-

te:

Monoglicéridos (MG) (g/100 g de muestra)
Triglicéridos (TG) (g/100 g de muestra)

Acidos grasos libres (FAA) (g/100 g de muestra)
Colesterol (g/100 g de muestra)

Fosfolipidos totales (PL) (g/100 g de muestra)
Fosfatidil etanolamina (PE) (g/100 g de muestra)
Fosfatidil inositol (P1) (/100 g de muestra)
Fosfatidil serina (PS (g/100 g de muestra)
Fosfatidil colina (PC) (g/100 g de muestra)
Esfingomielina (g/100 g de muestra)

Vitamina A (ug/100 ml)

Vitamina E (ug/100 ml)

beta-caroteno (ug/100 mi)

Astaxantina (mg/100 ml)

Cantaxantina (mg/100 ml)

Flavonoide (mg/100 ml)

37. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un

medicamento para la prevencién o el tratamiento de la enfermedad hepadtica.

38. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un

medicamento para la prevencion o el tratamiento de hepatitis crénica.

39. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un

medicamento para la prevencion o el tratamiento de esteatosis.

40. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un

medicamento para la prevencion o el tratamiento de fibrosis hepética.

41. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un

medicamento para la prevencién o el tratamiento de alcoholismo.

42. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un

medicamento para la prevencion o el tratamiento de malnutricion.

43. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un

medicamento para la prevencion o el tratamiento de malnutricién parenteral crénica.
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> 3,00
>5,00
> 2,00
> 40,00
>2,50
> 0,20
>0,20
> 35,00
>0,50
> 1.400
>15

> 1.600
>10
>10
>7,0
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44. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de déficit de fosfolipidos.

45. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de peroxidacion lipidica.

46. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacion de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de disarritmia en la regeneracion celular.

47. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de desestabilizacién de las membranas celulares.

48. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacion de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de enfermedad arteriocoronaria provocada por la hipercolesterolemia,
hipertension arterial, afecciones menopdusicas o posmenopausicas.

49. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion del cancer.

50. Uso de la reivindicacion 49, en el que cancer es cancer de piel.
51. Uso de la reivindicacion 50, en el que el uso de la composicién es oral o tépico.

52. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de hipertension.

53. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento del envejecimiento.

54. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencién o el tratamiento de hiperplasia prostatica benigna.

55. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencién o el tratamiento de enfermedad renal.

56. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencién o el tratamiento de edema.

57. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de enfermedades de la piel.

58. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de enfermedades gastrointestinales.

59. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de enfermedades del sistema vascular periférico.

60. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencién o el tratamiento de toxemia del embarazo.

61. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de enfermedad de Parkinson.

62. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de enfermedad de Alzheimer.

63. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de autismo.

64. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de trastorno de déficit de atencién.

65. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de trastornos del aprendizaje.

66. Uso de la reivindicacién 65, en el que el trastorno del aprendizaje es dislexia.
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67. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de trastornos del estado de dnimo.

68. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacion de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de depresion bipolar.

69. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion o el tratamiento de esclerosis multiple.

70. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para la prevencién o el tratamiento de distrofia muscular.

71. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacion de un
medicamento para la prevencién o el tratamiento de funcién motora anormal.

72. Uso de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacién de un
medicamento para reducir los depdsitos locales de grasa y reducir la celulitis visible.

73. Uso no terapéutico de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para reducir
los depositos locales de grasa y reducir la celulitis visible.

74. Uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para la fabricacion de un
medicamento para el realce estético.

75. Uso no terapéutico de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 36, para el
realce estético.

76. Uso no terapéutico de la composicion de acuerdo con la reivindicacién 75, en el que el realce estético es
aumento de pecho.
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Sl: 515

Nombre(s): 4H-1-benzopiran-4-ona, 2-(3,4
glucopiranosil-5,7-dihidroxi-

(2) Lucenina 2

(3) Luetolina 6,8-C-diglucésico

(4) 6,8-Di-C-glucosil-luteolina

(5) Flavona,6,8-diglucopiranosil-3',4',5,7-tetrahidro»
(6) 6,8-Diglucopiranosil-3',4',5,7-tetrahidroxiflavona
(7) 6,8-Di-C-beta-glucosiluteolina

Formula: C27H30016

PM: 610

N.° CAS: 29428-58-8

N.° NIST: 44069

N.° DE ID: 38622

Base de datos: principal
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