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Composicion de Compuestos fendlicos que Contienen Palma Aceitera para el

Suministro de Efectos Neuroprotectores y Mejora Cognitiva

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se relaciona a una composicion con base en extracto (s) de
paima aceitera y mas particularmente a un compuesto para el suministro de efectos

neuroprotectores y propiedades de mejora cognitiva.

ANTECEDENTE DE LA INVENCION

Los radicales libres nocivos y las especics de oxigeno reaclivo estin
implicados en el envejecimiento y las enfermedades cronicas [1]. Por ejemplo, ¢l
dafio oxidativo es particularmente nocive para el cerebro, en donde las células
neuronales son ampliamente posmitoticas y cuyo dafio no puede ser reparado
facilmente por la mitosis [2]. Durante el enviciamiento normal, el cerebro emprende
cambios  morfolégicos y  funcionales que  resultan en  declines
ncurocomportamentales observados como la disminucion en el funcionamiento
cognitivo y motriz, que produce la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad

de Parkinson (EP) respectivamente. Los sintomas principales de la Enfermedad de
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Alzheimer incluyen pérdida de la memoria y confusion, mientras que los sintomas
de Ia Enfermedad de Parkinson incluyen entre otros temblor en las manos, brazos y
rostro. Se entiende que estos sintomas son nocivos para el paciente, particularmente

si no se suministra un medicamento apropiado para aliviarlos.

Con base en lo anterior, se han sugerido varias medidas preventivas que
involucran esfuerzos para ofrecer resistencia contra el estrés oxidativo, incluyendo
actividad fisica e intervencién dietaria para combatir €l avance de la enfermedad

cronica a medida que envejecemos.

Una de las resoluciones efectivas que evidentemente se basa en los estudios
realizados, suministra dietas que contienen allas cantidades de fitoquimicos,
mediante los cuales se observaron actividades relacionadas con la proteccion contra
estas en.fermedades inducidas por radicales libres debido a sus altas actividades
antioxidantes [3]. Los compuestos fendlicos de las plantas son antioxidantes
especialmente importantes debido a su alto potencial de oxidoreduccion, la que
permite que actiien como agentes reductores, donantes de hidrogeno, agentes de
reduccion de extincion de oxigeno singlete y quelantes de metales [3]. Los
antioxidantes que se acumulan en los tejidos neuronales son candidatos potenciales
para la prevencion y tratamiento de desordencs neuronales que involucran estrés

oxidativo. Los anlioxidantes fendlicos pueden o no cruzar la barrera cerebral,
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dependiendo de sus propiedades, tales como el estado de carga, fa lipofilicidad y las
interacciones con transportadores de salida, con posible especificidad relativa de los
compuestos para distintas areas del cerebro [4]. Por ejemplo, las proantocianidinas
de la mora azul pueden encontrarse en el cuerpo estriado mientras que las
clagitaninas de las fresas pueden estar encontrarse en el hipocampo [5]. Muchos
estudios han mostrado recientemente que los compuestos fendlicos de las plantas
pueden mejorar el funcionamiento cognitivo mediante su capacidad dc reducir el

estrés oxidativo [2, 5-12].

En vista de lo anterior, es claro que hay una necesidad de un compuesto
antioxidante que se base preferiblemente en extracto(s) que puedan suministras
efectos neuroprotectores significativos y que por lo tanto mejore el funcionamiento

cognitivo.

Por lo tanto, el objetivo principal de la presente invencidn es suplir esta
necesidad y en particular brindar un método efectivo para la prevencion de
padecimientos neurodegencrativos cn adicion al mejoramiento dé la funcidn

cognitiva debido al estrés oxidativo.
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Con base en que los compuestos fendlicos de las plantas aceileras poscen
actividades antioxidantes significativas [13, 14], se ha hipotetizado que pueden tener
efectos neuroprotectores importantes in vive. Los experimentos fueron conducidos
en ratones Balb/e alimentados con una dieta normal con compuestos fenolicos de
palma aceitera por seis semanas para la observacion y para asi verificar los signos de
mejora en las funciones cercbrales.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion esta dirigida al compuesto para uso en la prevencion de
padecimientos neurodegencrativos y el mejoramiento de la funcidn cognitiva que

comprende compuestos fendlicos derivados de un extracto de palma aceitera.

En una forma de realizacion de la presente invencion, los compuestos
fendlicos se derivan de un extracto de subproductos de la palma aceitera incluyendo
licor vegetal del proceso de molienda del aceite de palma, ¢l follaje de la palma

aceitera o el fruto de la palma aceitera y racimos de frutas frescas.

Se¢ suministra un compuesto que comprende compuestos fenolicos derivados
de un extracto de palma aceitera usado para suministrar efectos neuroprotectores y

mejorar las funciones cognitivas y motrices.



BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Esta invencidon se describira mediante formas de realizacion no

5 limitantes, con referencia a los dibujos acompaiiantes, en los cuales:

La figura 1A a la figura 1C representan los resultados obtenidos con

base en el experimento de laberinto de agua para fines de la presente invencion;

10 La figura 2A a 2C representan los resultados obtenidos con base en el

experimento de Rotarod para fines de la presente invencion;

La figura 3 ilustra la sobreregulacion del gen en la red neurotréfica
cerebral de acuerdo con una de las formas de realizacion de la presente

15 invencion;

La figura 4 ilustra la bajoregulacion en la red inflamatoria cerebral de

acuerdo con una de las formas de realizacién de la presente invencion; y

‘o
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La figura 5 suministra un grafica de barras que muestra los cambios de
dos veces la expresion genética de los dos genes diana determinados por microarrays

y experimentos QRT-PCR en tiempo real para fines de la presente invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE

INVENCION

En linea con el resumen anterior, la descripcion y los ejemplos se
relacionan a un compuesto y método del mismo para uso en la prevencion de
enfermedades neurodegenerativas y el mejoramiento de la funcion cognitiva. Sera
aparente para los versados en el arle que los ejemplos se suministran para clucidar
mejor las formas de realizacion de la presente invencion y por lo tanto no se

interpretaran como limitantes del alcance de la proteccion.

Todos los métodos descritos como ejemplos pueden ser realizados en

cualquier orden apropiado a menos que se indique lo contrario.

Para los ejemplos experimentales, los inventores aislaron extractos
botanicos que consistian de compuestos fendlicos, dcidos de frutas, azicares de

[rutas y glicerol del licor vegetal de la palima aceitera del proceso de molienda del
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aceite de palma y prepararon formulas que contenian estos extractos. Se entiende

que los extractos pueden prepararse mediante tos métodos convencionales.

Todos los ratones balb/c machos congénitos que fueron designados para fines
de la presente invencion fueron comprados al Instituto de Investigacién Médica de
Kuala Lumpur, Malaysia, de aproximadamente 5§ semanas de edad justo después del
destete. Todos los procedimientos de los animales fueron aprobados por el Comité
de Cuidado y Uso Animal de la Universidad de Malaya, Kuala Lumpur, Malaysia.
Los animales fueron asignados aleatoriamente en jaulas (5 animales/jaulas) y fueron
aclimatados por 1 semana, durante la cual se administré dieta de comida estandar

comprada de la Universidad de Malava, y agua destilada.

Se observe que al inicio del experimento, la dieta de los animales se cambio a

una dieta normal estandar personalizada (58.2% kcal/kcal de carbohidratos, 27.2%

kcal/keal de proteina y 14.6% keal/Keal de grasa, incluyendo celulosa, mezcla

mineral, mezcla de vitaminas y DL-metonina). El grupo de control (n = 5) {ue
suplementado con agua destilada ya que bebia ad /ibitum mientras que el grupo de
tratamiento (17 = 5) fue suplementado con compuestos tenolicos de palima aceitera.
El contenido de antioxidantes de los compuestos fendlicos de la palma aceitera fue
de alrededor de 1500 ppm equivalentes de acido galico. Los compuestos fendlicos

de la palma aceitera fueron cambiados al menos una vez al dia ya que la oxidacion
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de estos compuestos fue rapida debido a sus allas actividades antioxidantes. Los
ratones fueron sometidos al laberinto de agua y a pruebas en rotarod una vez a la
semana a lo largo del periodo de alimentacion. Después de 6 semanas de
al.imentaci(')n, todos los ratones fueron sacrificados por eutanasia con ester dietilico.
Sus cerebros fueron removidos por incisién, secados, congelados ripidamente en
nitrogeno liquido y almacenados a -80°C hasta completar ¢l proceso de extraccion
total del ARN para el andlisis de microarrays. Los experimentos realizados seran

elucidados brevemente en este documento.

Laberinto de Agua

Mejoramiento de la Funcion Cognitiva y Analisis de Memoria

El experimento de laberinto de agua se basa en que los animales son

involucrados en una estrategia optima para explorar su ambiente y escapar del agua

con minimo esfuerzo al nadar la distancia mas corta posible. Las dos principales

ventajas. del lﬁberinto de agua sobre los laberintos secos tales como el laberinto de
brazo radial es que los animales no necesitan estar privados de agua o comida que
estan bastante motivados a escapar del agua, y la tarea del laberinto de agua también
esta libre de errores de omision o clecciones abortivas ya que el animal

definitivamente hara un intento por hallar la plataforma en cada prueba.

‘{3
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Los ratones en los grupos de control v tratamiento fueron probados en el
laberinto de agua cada semana a la largo del periodo de alimentacion. El laberinto de
agua ((100 cm de didmetro y 60 cm de altura) fue llenado con lcm de agua sobre
una plataforma transparente (11 ¢cm de didmetro y 30 cm  de altura), con una
temperatura de 26°C. La plataforma fue colocada en una posicion permanente en el
cuadrante nororiental del laberinto micntras que cada raton fue liberado en la misma
posicion en cada prueba en el cuadrante suroriental del laberinto, con su cabeza
apuntando hacia un lado del laberinto de agua. Estuvieron disponibles y visibles
varias pistas exteARNs para cada raton que nadaba en el laberinto de agua, tales
como las puertas, luces, varios equipos, el computador y el experimentador. Cada
raton fue rastreado usando una camara CCTV a color Panasonic WV-CP280/G, que
fue suspendida a 90° aproximadamente 200 cm por encima del centro del nivel del
agua y conectada a una tzﬁjcta capturadora de cuadros TV Euresys Picolo Diligent

sn/219 instalada en un computador de escritorio con Microsoft® Windows XP.
: P

Cada prueba inicid 3 segundos después de que el ratén estuviera en la arena
(1a cual definia una orilla de agua circular en el laberinto) y se detuvo a un maximo
de duracion de 60 segundos (después de los cuales el raton fue guiado a la
plataforma y dejado alli por 10 segundos) o 10 segundos después de que el raton la
encontrara y s¢ quedara en la platalforma. Se registré el periodo de inactividad en fa

plataforma, la distancia media hasta la plataforma y la velocidad media de cada

G
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raton mediante el sistema de rastreo de video Ethovision XT y el software (Noldus
Information Technology, Wageningen, The Netherlands). Cada raton fue probado
cuatro veces durante cada punto de tiempo con un period de descanso de 5 minutos
entre las pruebas. Cada ratén fue secado con toalla después de cada prueba antes de
regresa a la jaula de espera. La primera prucba fue excluida durante el andlisis de
datos ya que sirvid para aclimatar al ratén al laberinto después del intervalo de una
semana .desde la Gltima prueba. Las tres pruebas restantes par.a cada raton fueron
promediadas y se realizé un analisis estadistico usando la prueba T de Student de
dos colas sobre estos valores promedios en Microsoft Excel con un P < 0.05

considerado significativo.
Resultados

La figura 1 proporciona los resultados répresentados de las pruebas del
laberinto de agua, en las cuales los ratones a los que se les suministrd compuestos
fendlicos de palma aceitera mostraron disminucion significativa en el periodo de
inactividad hasta la plataforma (Figura 1A) y la distancia media hasta la plataforma
(Figura 1B), comparados con los ratones de control. Se observo que los efectos de
mejora cognitiva estan en linea con los arrojados por otros antioxidantes compuestos
fenolicos como los del jengibre (6], gingko [6, 15], manzana [7], mora [2, 5, 8], te

verde [9, 10], vino rojo |11} y la granada [12]. Aunque la velocidad media de los

<
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ratones en el grupo de tralamiento aumentd ligeramente al inicio del tratamiento
(Figura 1C), puede verse que el cambio no fue significativo hacia ¢! final del
periodo de alimentacion, indicando asi una mejora en la memoria en lugar de la
velocidad de nado en estos ratones hacia el final del tratamiento, Esto esta de

acuerdo con los efectos de Zingicomb, una mezcla de extractos de jengibre y gingko

[6].

Rotarod

Mejoramiento de la Funcion Motriz y Andlisis de Equilibrio

En el segundo andlisis ambos grupos de ratones fueron probados en un
rotarod de cinco carrites 11TC 755 Serie & (II'TC Life Science, Inc., Woodland Hills,
CA) cada semana a lo largo del periodo de alimentacion periodo de alimentacion. El
rotarod fue iniciado a 4 rpm y acelerado a 40 rpm en un periodo de 5 minutos en

modo hacia adelante, con un periodo de descanso de aproximadamente 3 minutos

cntre las prucbas. Cada raton fue probado cuatro veces durante cada punto de

tiempo, pero se excluyd la primera prueba durante el analisis de datos ya que sirvid

para aclimatar a los ratonas al rotador después de un intervalo de una semana desde

Ja itltima prueba. Las tres pruebas restantes para cada raton fueron promediadas y se
realizd un analisis estadistico usando la prueba T de Student de dos colas sobre estos

valores promedios en Microsoft Excel con un P < 0.05 considerado significativo.
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Resultados

La figura 2 proporciona los resultados representados para este experimento en

¢l cual los ratones suplementados con los compuestos fendlicos de la palma aceitera

5 tenian mejor equilibrio y coordinacion motriz, ya que su ticmpo promedio (Figura
2A), distancia promedio recorrida (Figura 2B) y la velocidad de detencion
promedio (Figura 2C) antes de cacr de los tambores de rotacion del rotarod fueron
mayoresl comparados con los ratones de control. Estos datos estan en linea con
varios estudios que mostraron que resveratrol [16] y varios extractos de plantas

10 como los de Cistanches salsa [17], Polvgala paniculata (18], Hypericum perforatum
[19] y Withania somnifera [20], were able to improve the performance of mice on

rotarods.

Analisis de Microarrays
15 Sobreregulacion de los Genes de Sinaptogénesis y Neurotransmision y

Bajoregulacion de los Genes Inflamatorios en el Cerebro

Para este primer experimento, se prefirié el andlisis de microarrays, siendo
esta una de las herramientas principales para analizar los mecanismos moleculares
20 con relacion a los antioxidantes y la modulacién de la expresion penética.

Generalmente los microarrays son conocidos por la identificacion de importantes
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genes regulados o biomarcadores, en adicion a la deteccion del efecto combinado de
varios genes que pertenecen a un paso biologico similar. [22]. Adicionalmente, los
fitoguimicos son también conocidos por influenciar la expresidon genética [23]. El
andlisis de microarrays se convirtid asi en una herramienta importante para
identificar las modulaciones de distintas redes genéticas causadas  por
micronutrientes antioxidantes [25]. D¢ comin acuerdo, con el fin de identificar los
posibles mecanismos moleculares involucrados en las propiedades neuroprotectoras
de los -compuestos fendlicos de la palma aceitera, se realizaron analisis de
microarrays en los cerebros cultivados de los ratones en los grupos de control vy
tratamiento. Ademads, se prefiere este enfoque de analisis considerando el hecho gue
las terapias con multi componentes y botanicos multiobjetivos administrados en las
intervenciones dietarias son altamente valiosas {21], para la prevencion vy
tratamiento a largo plazo de enfermedades complejas, a pesar de los pocos efectos
en el nimero sustancial de genes de las intervenciones dietarias comparado con las

intervenciones farmacéuticas.

El aislamiento de ARN total de los cerebros de los ratones se realizo primero
usando el Mini Kit RNeasy (Qiagen, Inc., Valencia, CA) y el homogenizador
QIAshredder (Qiagen, Inc., Valencia, CA) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante. Las muestras de ARN total obtenidas fueron sometidas  al
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Espectrofotémetro NanoDrop 1000A para la evaluacion de eficiencia y pureza.
Todas las muestras de ARN total luego fueron evaluadas usando el Bioanalizador
Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) y el Kit de Ensayos de Nano
Chip RNA 06000 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Luego sc¢ seleccionaron
cuatro muestras de ARN total con los nimeros de integridad de ARN mas altos y
proporciones de  ARN 285/18S dentro de cada condicidn (control o tratamiento)

para los estudios de microarrays.

Se realizé la amplificacion de las muestras de ARN total que tuvieron alta
eficacia, pureza e integridad usando el Kit de Amplificacion Illumina TotalPrep
RNA (Ambion, Inc., Austin, TX) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
cARN producido fue luego hibridizado para ¢l llumina MouseRef-8 Expression
BeadChip (Illumina, Inc., San Diego, CA), usando ¢l Ki de Hibridacion Directa
(Illumina, Inc., San Diego, CA). El BeadChips Ilumina MouseRef-8§ Expression
contenfa 50 sondas genéticas especificas par mds de 24000 genes que fueron
designados con base en el set de Oligonucledtidos de Evidencia Exénica de Raton
‘(MIEEB.O), la base de datos RIKEN FANTOM 2 y el Centro Nacional de
Informacion en Biotecnologia (NCBI) y la base de datos de transcripcion RefSeq
(Release 5). Se realizd la hibridacion de Microarray, el lavado y el escanco de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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El control de calidad de la hibridacion, la extraccion de datos del microarray
y el andlisis inicial se realizaron usando el software lllumina BeadStudio (Illumina,
Inc., San Diego, CA). Las muestras con valores atipicos fueron quitadas mediante el
analisis de agrupamiento jerarquico suministrado por el software Illumina
BeadStudio y también usando el software TIGR MeV [26], mediante distintas
métricas de distancia. Luego se¢ consideraron tres duplicados por condicion (sin los

valores atipicos) para el analisis adicional. Los valores de la expresion genética

fueron normalizados usando el método de invariante de rango y los genes que

tuvieroﬂ un Nivel de Deteccion de mas de 0.99 en las muestras de control o
tratamiento se consideraron detectados significativamente. Para filtrar los datos de
los genes que cambiaron significativamente en términos de estadistica, se uso el
modelo de error de Illumina Custom y los genes se consideraron cambiados
significativamente en |Puntaje Diferencial | de mds de 13, lo que fue equivalente al
Valor P de menos de 0.05 [27]. Usando esta severidad de filtracidn, se encontrd que
113 pgenes fueron sobreregulados mientras que 145 fueron regulados
descendentemente en los cerebros de los ratones en una dieta normal estandar con
compuestos fendlicos de la palma aceitera comparados con los de control, como lo

muesltra la figura 3.

L.os genes v sus datos correspondientes fueron luego exportados en el
|

software Microsolt Excel para analisis adicional. Para calcular los cambios de
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nimero de veces, se dio un valor arbitrario de 10 a los valores de la expresion que
fueron menores a 10. Los cambios de nimero de veces se calcularon al dividir las
medias de la Seiial Y (tratamiento) con las medias de la sefial X (control) si los
genes fueron sobreregulados v vice versa si los genes fueron bajoregulados. Se
realizd una agrupacion jerdrquica de dos vias (gen y muestra) de los genes
significativos usando ¢l software TIGR MeV para asegurar que los duplicados de

cada condicion fueron agrupados a otros. La métrica de distancia Euclidiana y el

método de ligamiento promedio se usaron para realizar el andlisis de agrupacion

jerarquica.

Los cambios en los pasos bioldgicos y las ontologias genéticas se evaluaron
mediante andlisis funcional usando los software GenMAPP |28] and MAPPFinder
[29]. Los rangos de los software MAPPFinder GenMAPPs (pathways) y las
ontologias genéticas se basaron en la distribucion hipergeométrica, Se refiere a los
lectores al punto [29] para mayores explicaciones de los términos usados en el

software MAPPFinder. El GenMAPPs y las ontologias genéticas que habian

combinado Valores P de menos de 0.05, los numeros de los genes cambiados por

mas o igual a 2 y los Valores Z de més de 2 se consideraron significativos. Los
genes sobre y bajo regulados fueron analizados por separado en este andlisis de
enriquecimiento funcional. Debe notarse que el software MAPPFinder agrupa las

sondas multiples de un gen definido en un grupo de un solo gen con el fin de
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calcular el nimero de genes que cumplen con los criterios definidos por el usuario y

no las sondas.

El GenMAPPs y las ontologias genéticas consideradas signilicativamenic
bajoreguladas se muestran en la TABLA 1. La mayoria de las funciones
significativas bajoreguladas en los cerebros de los ratones incluyeron las
involucradas en la actividad neurotrofica. Estas funciones incluyen el desarrollo del
sistema nervioso, el transporte de neurotransmisores, la contraccion del musculo
‘estriado, la transmision sindptica, la sinaptogénesis, la ligacion del i6n de calcio, la
ligacion de la calmodulina, el transporte del ion de potasio y la actividad del

receptor transmembrana de la proteina tirosina fosfatasa.
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TABLA 'L

GenMAPPs y Ontologias Genéticas Significativamente Sobrereguladas por las

Compuestos fendlicos de la Palma aceitera en el Cerebro

GENMAPP
Nimmero Ninero ) Nuomero | Porcentaje | Porcentaje | Muntaje Valor P
No, Nombre de MAPP cambindo | medido enel cambiade presenle A cambinado
MAPP
I { Mm_Contraceion del Moscule Estriado 3 42 45 7.1429 933333 [ 4.86%0 00010
2 [ Mm_IL-0_NetPath_1§ 5 96 97 5.2083 Yg.u6Yl | 51700 0.0030)
3| Mm_Wal_NetPath_8 4 146 109 3.7736 97.2477 | 3.6930 0.0070
4 | Mm_Delta-Notch_NetPath_3 3 78 80 18462 $7.5000 | 3.2330 00230
5 | Mm_TGF-beta-Receptor_NetPath_7 4 £]] 148 28309 95.2703 | 2.9570 0.0274)
6 | Mm_EGFR1_NetPath_4 4 166 171 2.4096 97.0760 | 2.5620 0.0290
7 | Mm_Sefalizaciéon de |‘il Insutitia 4 152 154 2.6316 055975 | 2.7730 0.0320
. ONTOLOGIA GENICA
Tipo
Nimero Nimero Namere | Poreentaje | Porcentige | Pumaje | Valor !
No. | Nombre de la QG dc cambiado | medido enel Cambindo | presente Z combinado
Go
Go
|| exocitosis I* 3 67 70 7.4627 957143 | 69960 01.0000
2 | Sinapsis C 6 143 152 4.1958 94,0790 | 53380 0.0000
3 | Respuesia humoral autimicrobiana (sensu Vertchrata) It 3 48 S 62500 Q4. 1177 | 4.8660 0.0010
actividad del receptor fransmembrana la proteina tirosina
4 F 2 13 14 15.3840 928571 | 6.6500 00020
(osfintasi,

5 | Tramsmisitn sinaptica P 7 PRy 254 30172 91,3386 | 4.5580 0.0020
6 | Ligacion del ion de caleio I 12 742 %12 1.6173 913793 | 3.4040 (10030
7 | Actividad del canal de polasio F 4 19 139 33613 BS6l1S | 37230 00044
& | Seializacion célula-célula r 9 496 330 1.8145 93.5849 1 33180 (L0050
Y | Citoesquelelo C 11 743 859 1.4803 80,4959 | 29280 0.0060
10 | Desarrolla del sistema perviosy P 10 585 624 1.7094 937500 [ 32900 00070
TE | Transporte del ion de polasio P 4 144 166 27718 86.7470 | 32190 0.00%0
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Sinaptogénesis P 2 b7 23 9.0909 | 956522 | 4.9500
Ligacion del idn de metal I 29 2931 3379 0.9894 86,7410 | 2.6160
Actividad de la protefna tirosina losfatasa F 3 68 79 44118 86.0700 | 3 8950
Fraccion de membrane C 9 588 630 1.5306 933333 | 27450
Sinaptosama C 2 3i 33 64510 93.9394 | 4.0480
Integral a 13 membrane plasmitica C i3 966 1629 1.3458 938776 | 28240
Ligacion del ion de potasio [ 3 43 &8 3.5294 965909 | 3.3370
Actividad del canal cation I 5 234 2065 2.1368 R3.3019 | 2.8800
Ligacion de proteina I’ 42 4724 5185 0.8891 GLIOSD [ 25000
Membrana plasmitica C 18 1634 1761 L1016 28409 [ 24560
Aclividad del canal de potasio con puerta de voltaje I 3 9l 105 3.2967 86.6667 | 1.1750
Transporte de neurotransmisar P P 41 42 4.8780 97.6191 [ 33960
'-l'mnsporle du eiion Ir 7 437 524 1.5317 86.3894 | 24120
Ligacion de diacilglicerol I 2 40 41 5.0000 97.5610 [ 3.4500
Ligacion de calmoduling I 3 98 102 3.0612 96.0784 [ 3.0030
Cascada de sefinlizacion intracclular P 13 < 1106 1204 1.1754 L8605 [ 2.3000
Destoslorilacion de proteina muino acido p 3 122 136 2.4590 897059 | 25180
Ligacion de GTP F 5 301 3315 1.6611 898508 [ 2.2310

0.0100
(3.0100
00110
0.0110
0.0130
0.0130
0.0170
0.0180
0.0180
0.0180
0.0210
0.0260
0.0270
0.0320
0.0320
04350
0.0440

0.0490

Por otra parte, los genes involucrados en la respuesta de la lase aguda, cl

melabolismo de aldehido, la sefializacion mediada por hormonas, el metabolismo de

5 lipidos, la actividad de la oxidoreductasa, la regulacion de la sintesis de la

prostaglandina, el factor de necrosis tumoral alfa/nuclear, seializaciéon del faclor-

kappaB (TNF-o/NF-«B), la adhesion focal ¥ el metabolismo del amino acido fueron
bajo reguladas como se muestra en la TABLA 2.

TABLA 2
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GenMAPPs y Ontologias Génicas Significativamente Bajoreguladas por los

Compuestos fendlicos de la

Palma aceitera en el Cerebro

GENMAPP
Numero Numero | Numero | Porcentaje | Porcentaje | Puntaje Valor I
No. Nombre del MAPP cartthiado medido enel cambiado resente Z combinado
MAIM?

I [ Mm_regulacion de la sintesis de la prostaglanding 3 31 3 9.6774 100.0000 | 41950 00080
2 [ Ma_TNF-slpha-NF-ki3_NetPath_9 6 167 176 3.592% 94 8864 | 2.7330 0.0100
3 | Ma_metaholisme_de_ alanina_y_aspartato 2 13 42 [5.3840 309524 ) 45510 (LO11H)

- | Mm_adbesion_celular_mediada_por _integrina
4 4 90 i 4. 4444 918367 | 27170 0.01%0)

_KEGG
5 Mam_T-Cell-Receptor_Nelath_t | 5 124 126 4.0323 984127 | 2.7860 0.0260
6 | Mm_ndhesion_focal_ KEGG 6 181 190 33149 93.2632 | 2.50% 0.02060
7 Mm_Hcclgchug_Nclpulh_Iﬂ 2 21 22 9.5238 V34545 [ 33850 0.0330
§ | Mm_depradacion_de_valina_leucini_y_isoleucina 2 27 44 74074 01.3636 28560 (L0390
ONTOLOGIA GENICA
Tipw
Numere Nitmerg Nimero | Porcentaje | Porcentaje | Pantaje | Valor P
Na, Nombre de la QG & cambiade | medido cn el Cambiado | presenle Z combinado
GO
GO

1| Metabolism de aldehidos P 3 g 10 333383 900000 [ 10.3410 0.0000
2 | Aclividad de oxidoreductasa I 17 603 775 25641 §5.5484 | 4.6740 £.0000
3 | Actividad de n:ductﬂl_m aldehido I 2 5 3 40,0001 FHRLOOOD [ 9.2900 0.0010
4 | Fraceion de membrane ¢ 13 588 630 22109 93,3333 3.4610 0.0010
5 Citoplasma C 48 3448 3969 1.3761 87.8811 34600 00010
6 | Rétieuto endoplismico C I 529 561 2.0794 Y2954 1 2.9490) 0.0050
7 | Actividad del activador Rho GTPase I 2 17 17 117647 1G0.0000 | 4.70640) (OO0
& | Actividad del transportador de electroncs F 6 175 103 34286 89,1436 3.5830 0.0060
@ | Organizacién de filamenlo de actina P 3 45 47 6.6667 95,7447 | 4.1200 0.0070
10| Seatizacion mediada por hormara I 2 10 11 20.0000 90.9091 6.4200 0.0080

=
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I | Metabolism de lipidos P l 581 616G 1.3933 943182 [ 2.6100 0.6110
12 | Ligacion de la proteina quinasa F 3 53 62 5.0604 854839 | 3.0920 0130
13 | Ruftte C 2 23 26 | 86957 | 884615 | 39770 0.0140
14 | Adhesicon focal C 2 24 20 8.3333 923077 | 38740 0.0201}
15 Acli\'i(jiltl del activador de GTPase F 4 g 132 33013 90,1515 2.8700 00210
16 | Respuesta de fase aguda 1 2 23 26 8.6957 BR.4615 3977 0.024¢)
17 | Filament de acting C 2 25 27 8.0000 92.5926 3.7770 0.0250
18 | Actividad calalitica F 54 4696 | 5420 L1499 | 866421 | 22540 0.0260
19 | Citosol c 7 345 383 | 202900 900783 | 2.2660 0.0270
20| Actividad de la NADIT deshidrogenasa F 2 31 43 64516 72,0930 | 3.2900 0.0290
21 | Actividad de isomerasa ¥ 4 136 153 29412 RE.R8RY | 2.5480 o310
22 | Ligacién de NAD F 2 30 $3 | 66667 | 566038 | 33620 0.0361
23 | Microsoma C 4 138 148 2.8986 93.2432 ¢+ 25130 0.0380
24 | Transporte de neuarotrangmisor r 2 41 42 4 8780 97.6191 2.7130 0.0470
25 | Actividad de liasa I 4 149 165 2.6846 90.3030 | 23330 0.0470
26 | Cascada de setalizacion intragehular 4 16 1106 1204 | 4467 41.8605 2.0290 0.0480

Los cambios en las redes regulatorias también se analizaron mediante ¢l uso

‘ . . ; ‘ CO®

del software Ingenuity Pathways Analysis software (Ingenuity” Systems, Redwood

City, CA) [30]. Se cargd a la aplicacion un juego de datos que contenia los genes

5 expresados diferencialmente y sus correspondientes cambios de ntimero de veces. Se

realizd el andlisis de los genes sobre y bajo regulados por separado. Cada

identificador del gen se maped a su correspondiente objeto de gen en el Ingenuity

Pathways Knowledge Base. Estos genes fucron cubiertos en una red molecular

global desarrollada a partir de la informacion contenida en el Ingenuity Pathways

10 Knowledge Base. Las redes de estos genes niicleo se generaron algoritmicamente

con base en su conectividad.

'
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Puede usarse una red para suiministrar una representacion grafica de la
relacion molecular entre los genes/productos de genes. Los genes o productos de
genes son representados como nodos, y la relacion biologica entre los dos nodos se
representa como un borde (linea). La intensidad del color del nodo indica el grado
de sobre (rojo) o bajo (verde) regulacidon. Los nodos se muestran usando varias
formas que representan la clase funcional del producto del gen. Los bordes se
muestran con varias etiquetas que describen la naturaleza de la relacion entre los

nodos. Las descripciones de los genes que no se referenciaron se desprendicron

directamente del software Ingenuity Pathways Analysis.

L.a red sobreregulada obtenida mediante este andlisis se muestra en la figura
3. Se observe que Are, Cast, Gria3, Kenbl, Kcnabl, Homerl, Digap2, Dighd, Sv2b,
Stxfa, Guecyib3, Ncald, Bzrapl y Pclo estan bajo la regulacion del factor
neurotrofico derivado del cercbro (Bdn_i/), y eslo representa una red mediante la cual
los compuestos fenolicos de la palma aceitera se involucran en el mantenimiento y

sefnalizacion de la red neuronal.

La figura 4 muestra una red bajoregulada mediante 1a cual los genes bajo la

regulacion de Tnf como Vwf, Tnfisfla vy Saa fueron bajoregulados, indicando una

<P
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reduccion en la inflamacion de los cerebros de los ratones a los que se les dio

compuestos fenodlicos de palma aceitera.

En general, se encontré que los genes en varios pasos fueron regulados en los
cerebros de los ratones suplementados con los compuestos fenolicos de la palma
aceitera. Por ejemplo, los genes que estan involucrados en la ligacion del ion del
calcio, la ligacion de la calmodulina, el transporte del ion de potasio y la actividad
del receptor transmembrana de la proteina tirosina fosfalasa fueron sobreregulados.
Iis interesante notar que estos genes estan implicados al tener papeles
neuroprotectores, ya que s¢ encontraron genes similares sobreregulados por los
extractos de las hojas del Gingko biloba [31], que ya son comercializadas como
suplementos para combatir la enfermedad de Alzheimer, la depresion, la pérdida de
memoria a corto plazo asi como la falta de atencion y vigilancia. La fosfatasa
tirosina esta asociada con la formacién o rompimiento de los enredos neurofibrilares
intracelulares, una lesion marcada de la enfermedad de Alzheimer, mientras que el
receptor de glutamato tonotropico juega un papel integral en la sinaptogénesis y la
formacion del circuito neuronal [31]. Se¢ ha encontrado que ambos tipos de genes
(Ptprn, Ptprt y Gria3) fueron sobreregulados por los compuestos fendlicos de la

palma aceitera.

&5
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Incidentalmente, los genes involucrados en el desarrollo del sistema netvioso,
el transporte de neurotransmisores, la contraccion del masculo estriado, la
transmis.ién sindptica y la sinaptogénesis también fueron sobreregulados, y estos en
consecuencia soportan la observacion de que los compuestos fenolicos de la palma
aceilera mejoraron la memoria y la funcion cognitiva. Interesantemente, muchos de
estos genes estuvieron bajo la regulacion del Bdnf como puede verse en la Figura 3,
lo que influencia la diferenciacion y supervivencia de la neuronas y el
mantenimiento de sus arborizaciones. El Bdnf también estd involucrado en la
plasticidad a corto y largo plazo de la sinapsis glutamatérgica asi como la mejora de
la maduracion sindptica, aumenta la densidad sinaptica en ¢l hipocampo e induce la
sintesis de proteinas locales dirigidas dendriticamente [32]. Aunque no se encontrd
que el .gen Bdnf fuera sobreregulados significativamente en este cstudio, la
sobreregulacion de los genes directamente bajo esta regulacion sugiere que este gen

puede jugar un papel probable posiblemente a nivel de proteinas.

Los factores de transcripcion involucrados en la sintesis de proteina tales
como Fos, Fgrl y Egrd también fueron sobreregulados (1.95-veces, 1.68-veees y
I.75-veces respectivamente). Incidentalmente, se encontré que la velocidad de la
sintesis de proteina en los cerebros de las ratas ovariectomizadas también fue
sobreregulada por la quercetina [33], un antioxidante encontrado en las manzanas, y

esto sugiere que los compuestos fendlicos de la palma aceitera pueden aumentar la
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sintesis de proteinas requerida para las funciones cerebrales. El gen Fos por ejemplo,
es un marcador de la actividad y plasticidad neuronal. También se encontré que la
disminucion relacionada con la edad del Fos en el hipocampo de las ratas

envejecidas fue alenuada por el ginsenosida Rgl del Panax ginseng {34].

La neuroplasticidda asociada al gen Arc que es una Diana transcripcional
directa de los factores de transcripcion de Egr también fue sobreregulada por los
compuestos fendlicos de la palma aceitera. Similar al Egrs, el gen Ar¢ es inducido
rapidamente por la actividad sindptica, y su expresion depende de la activacion del
receplor NMDA sinaptico excitatorio y la sefializacion MAPK intracelular, y juega
un papel critico en mantener la potenciacion a largo plazo y la memoria a largo
plazo [35]. El Digh4 o Psd-95, es un marcador pos sindptico que fue disminuijdo
significativamente por los beta amiloides pero fue inducido por los whitanélidos de
la Ashwagandha (raiz de la Withania sommnifera), que es un farmaco herbal en

medicina ayurvédica usado cominmente como agente (dnico y nootropico [36].

Por otro lado, los genes involucrados en la respuesta de la fase agua, el
,mctabolismo del aldehido, la sefalizacion mediada por hormonas, ¢l metabolismo
del lipido, la actividad de la oxidoreductasa, la regulacion de fa sintesis de la
prostaglandina y el factor alfa/nuciear de la necrosis tumoral, seializacion del factor

kappaB " (TNF-o/NF-xB), fueron bajoregulados en los cerebros de los ratones
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suplementados con los compuestos fendlicos de la palma aceitera. Por ejemplo, el
gen que codifica la fosfoproteina secretada 1 o la osteopontina (Spp/). el gen que
codifica el suero amiloide A 3 (Saa3) y el gen que codifica la apolipoproteina D

(Apod) fueron bajoregulados.

La Osteopontina es una proteina pro inflamatoria que ha side reportada como
sobreregulada en varios tipos de cancer y esclerosis multiple [37]. Los niveles de las
proteinas del suero amiloi}de A que son miembros de la familia de proteinas de fase
agua son aumentados en respuesta a varias lesiones y han estado implicados en la
patogénesis de las enfermedades cronicas [38]. Por ¢jemplo, ¢l sucro amiloide A 2
isoforme estd involucrado en la formacion de amiloide en el envejecimiento del
cerebro [39]. Por otra parte, la apolipoproteina D esta asociada con el ¢slre’s
excitoxico que resultan en cnvejecimiento del cerebro [41]. Otros genes
involucrados en la inflamacion tales como ¢l Vwf y Tufisfla también fueron

bajoregulados como se muestra en la Figura 4.

Los genes involucrados en la adhesion focal también fueron bajoregulados en
los cerebros de los ratones a los que s¢ les suministro compuestos fenélicos de la
palma aceitera. La adhesion focal es un mecanismo que envuelve las conexiones
celulares de la actina y el citoesqueleto de una c¢élula a la matriz extracelular.

También se encontrd que el Acth, un gen de mantenimiento normal usado en los
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estudios de reaccion de la cadena de polimerasa en tiempo real (PCR) ¢ involucrado

en la adhesion focal, fue bajoregulado. La actina es una proteina citoesquelética que

se encontro en elevadas cantidades en la enfermedad de Alzheimer v en la glia

reactiva. Se encontrd que su expresion en el cerebro fue bajoregulada por el extracto
de semilla de uva, el cual estd enriquecido c.on proantocianidinas [42]. El Bearl, un
gen implicado en la induccion de la migracion celular y de conferir Resistencia anti
estrogeno en las células del cancer de mama cuando son sobreexpuestas [43),

también fue bajoregulado.

Adicionalmente, los genes involucrados en el metabolismo de la alanina,

aspartato, valina, leucina e isoleucina fueron bajoregulados. La prevencion de la

oxidacion de algunos amino dcidos por el Gingko biloba ha estado implicada en Ia

prevencion de la formacion de fibrillas de amiloide B en la  Enfermedad de
Alzheimer [44]. Otras funciones bajoreguladas incluyeron la actividad del
transportador del electrdn, la actividad del activador de la GTPase vy la cascadq de
sefalizacion intracelular. El Dnajed que codifica una proteina chaperona, fue
bajoregulado. La sobreregulacion del gen relacionado que expresa el homologo
Dnal 1 (Hsp40), también fue atenuado un 100% por la restriccion calorica [39]. En
adicion, dos genes homeobox (Hoxad y Hoxb5) han sido apagados ya que su

expresion en el cerebro no pudo ser detectada después de la suplementacion de los
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compuestos lendlicos de la palma aceitera. El Hoxb5 es sobreregulado en la

enfermedad de Alzheimer incipiente [45].

La sobreregulacion de los genes involucrados en el desarrollo y actividad
cercbral asi como la bajoregulacion de los genes involucrados en la inflamacién de
los cerebros de los ralones soportan que los compuestos fenolicos de la palma
aceitera tienen efectos neuroprotectores y antiinflamatorios. Esto estd en linea con
las observaciones hechas cuando sc suplementaron antioxidantes de la mora azul a
ratas 344, en las que la mejora en la funcidn cogpnitiva estuvo relacionada con un
aumento en la seﬁalizac.i(’)n neuronal y la neurogénesis [2]. Adicionalmente, estos
resultados de microarray también sc correlacionan con los resullados de la
suplementacion de epicalechina a los ratones CS7BL/6, en los cuales los genes
involucrados en el aprendizaje fueron sobreregulados mientras que los involucrado

en la inflamacion fueron bajoregulados [10].

Andlisis de gRT-PCR en Tiempo Real

Confirmnacion del Andlisis de Microarray

Se realizaron estudios de dos pasos de gRT-PCR en tiemipo real en dos genes
Diana seleccionados usando los Ensayos de Expresion Génica TagMan (Applied

Biosystems, Foster City, CA). Las mismas alicuotas de las muestras de ARN total

AR
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usadadas en los experimentos de microarray fueron usadas para cste analisis. Los

juegos de primer y sonda para los genes seleccionados se obtuvicron de AIBI

Inventoried Assays-On-Demand (Applied Biosystems, Foster City, CA). La

transcripcion de reversa para generar el cADN de primer hilo del ARN total {ue
realizada usando el Kit de "1"1"(111scripcic')n Reversa de cADN de alta capacidad
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Luego sc rcalizo la reaccidn de cadena de
polimerasa en el cADN de primer hilo generado usando un volumen de reaccion de
25 pL en el Sistema ABI 7000 Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City,
CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las reacciones de cada

duplicado bioidgica y los controles blanco (NTC) fueron realizadas en duplicados.

EI control de calidad de los duplicados usado, la extraccion de datos qRT-
PCR entiempo real y el analisis inicial fueron realizados usando el software 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se aplicd un
umbral manual de 0.6000 y una linca basc automadtica con ¢l fin de obtener ¢l ciclo
umbral (Ct) para cada medicion tomada. 1 umbral fue escogido a medida que
interceptaba la lase exponencial de los graficos de amplificacion [46]. Los criterios
del control de calidad de los datos obtenidos incluyeron ACt de menos de 0.5 entre

los duplicados técnicos y ACt de mas de 5.0 entre las muestra y los controles blanco

( NTC) [47].

SY
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La cuantificacion relativa de los genes Diana de inlerés se realizo usando el
software qBase 1.3.5 (48], el cual tiene en cuenta los calculo de las eficiencia de
amplificacion y los genes de mantenimiento multiple. Los niveles de los genes
Diana se normalizaron a la media geométrica de los tres genes de mantenimiento,

5 S5frs9, Gukl y Hnrpab. La estabilidad de estos genes de mantenimiento se evalud
usando el software [49]. Se usé un modelo estadistico para la comparacion de pares
por grupo, se usd la Prueba de Randomizacion de Reasignacion Fija por Pares
incluida en el software REST-384 2.0 [50] para el analisis estadistico de los datos
obtenidos.

10

Resultados
Los cambios obtenidos de la técnica de qRT-PCR en tiempo real comparados

con los obtenidos de la téenica de microarray observados y graficados en la Figura 5

15 evidencian que el andlisis de datos de microarray realizado es confiable.

20 Dosis y Formulacion
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Generalmente, la  composicion que comprende los compuestos fendlicos de
la palma aceitera puede prepararse en varias formas apropiadas para la

administracion directa u oral en un paciente con necesidad de ésta, eliciente al

suministrar efectos neuroprolectores, prevencion de enfermedades degenerativas y

enfermedades relacionadas y al mejorar las funciones cognitivas y motrices.

La composicion que comprende los compuestos fenolicos de la palma
aceilera de la presente invencion puede prepararse para uso en cantidad
farmacéulicamente efectiva o nutracéuticamenle efectiva, ya sea sola o en
combinacion con olros agentes o compuestos considerados apropiados por una

personas versadas en el arte.

Debe notarse que el término cantidad ‘farmacéuticamente efectiva’ y
‘nutracé.ulicamente efectiva® incluye una cuantificacion que es aceptable al
proporcionar  efectos  neuroprotectores,  prevencion  de  enfermedades
neuroprotectoras, prevencion de enfermedades neurodegenerativas y enfermedades
relacionadas y proporciona mejora de las propiedades de las funciones cognitivas y

motrices.

En una forma de realizacion la composicion que comprende los compuestos

fendlicos de Ia palma aceitera puede administrarse en forma de dosis, dentro de un

<
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periodo de tiempo predeterminado, el cual puede administrarse pro cjemplo pero sin

limitarse a dosis diarias, semanales o mensuales.

En otra forma de realizacién la composicion que comprende los compuestos
fenolicos de la palma aceitera puede suministrarse en formas de (ralamiento

convencionales, formulaciones farmacéuticas o como suplemento nutricional.

En una forma de realizacion la composicion de la presente invencion puede

administrarse en forma nutracéutica.

La persona versada en ¢l arle entenderd que los métodos de los experimentos
y estudios son descritos como cjemplos y por lo tanto los resultados no pretenden,
sin embargo, limitar o restringir el alcance de la invencidn en ninguna forma y no
deben interpretarse como condiciones, parametros, agentes o material de inicio que
deban ser ulilizados exclusivamente con el fin de practicar la presente invencion.
Por lo tanto se entiende que la invencion puede practicarse, dentro del alcance de las
reivindicaciones anexas, con métodos equivalentes para experimentos mds que para

lo especificamente descrito y lo declarado en las reivindicaciones.
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Reivindicaciones

Una composicion para proporcionar efectos neuroprotectores y mejorar

las funciones cognitivas y motrices que comprende compueslos fendlicos
derivados de un extracto de la palma aceitera.

Una composicion como la afirmada en la Reivindicacion 1 para uso en la
prevencion de enfermedades neurodegenerativas y enfermedades
relacionadas.

Una composicion como la afirmada en la Reivindicacion 1 donde el
extracto proviene del licor vegetal del proceso de molienda del aceite de
palma.

Una composicion como la alirmada en la Reivindicacion 1 donde el
extraclo proviene del fruto de la palma aceitera o de racimos de frutos
frescos.

Una composicion como la alirmada en la Reivindicacion 1 donde el
extracto proviene del follajc de la palma aceitera.

Una composicion como la afirmada en la Reivindicacion 1 donde las
enfermedades degenerativas incluyen Enfermedad de Alzheimer (EA) y
enfermedad de PParkinson.

Una composicion como la aftrmada en la Reivindicacion 1 donde la

composicion se usa para mamiferos.

38
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Uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de los compuestos
fenolicos derivados de un extracto de Ia palma aceitera en la preparacion
de un medicamento que proporciona efectos neuroprotectores y mejora las
funciones cognitivas y motrices.

Un uso como el afirmado en la Reivindicacién 7 para uso en la
prevencion de enfermedades neurodegenerativas y enfermedades
relacionadas en un paciente con necesidad de éste.

Un uso como el afirmado en la Reivindicacion 7, donde la composicion se
usa para la prevencion de la  Enfeimedad de Alzheimer (AD) v la
enfermedad de Parkinson (EP).

Un uso como el afirmado en la Reivindicacion 7, donde la composicion
s¢ usa para funciones cognitivas y motrices en un paciente con necesidad
de ésle.

El uso de una composicion como la afirmada en la Reivindicaciones 1 a
10 donde la composicion es suministrada en forma dosis dependiente.

El uso de una composicion como la afirmada en la Reivindicaciones 1 a
I'1 donde la composicién es suministrada en forma de dosis solida,

El' uso de una composicién como la afirmada en la Reivindicaciones 1 a
12 donde la composicion es suministrada en forma de dosis liquida.

LI uso de una composicion como la afirmada en la Reivindicaciones 1 a

13 donde la composicion es suministrada en forma de solucion.
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Ll uso de una composicion como la afirmada en la Reivindicaciones 1 a
14 donde la composicion es suministrada en forma farmacéuticamente
efectiva.

El uso de una composicion como la afirmada en la Reivindicaciones 1 a
15 donde la composicion es suministrada en l’orn_m nutracéutica.

El uso de una composicion como la afirmada en la Reivindicaciones 1 a
16 donde la composicion es una forma de suplemento nutricional,

El uso de una composicion como la afirmada en la Reivindicaciones 1 a
17 donde la composicion es en forma de supositorio.

El uso de una composicion como la afirmada en la Reivindicaciones 1 a
18 donde la composicion es suministrada en forma apropiada para la
administracion oral.

LI uso de una composicion como la afirmada en la Reivindicaciones 1 a
9 donde la composicion es suministrada in a forma apropiada para la
administracion intravenosa.

El use como el afirmado en las Reivindicaciones | a 20, donde la
composicion se prepara en las formas apropiadas para la administracién

directa o oral en un paciente con necesidad de ésta.

Yo
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RESUMEN

Composicion que comprende los Compuestos fenolicos de la palina aceitera

pata uso al Proporcionar Efectos Neuroprotectores y Mejora Cognitiva

La presente invencion se relaciona con una composicion que comprende los
compuestos fendlicos de la palma aceitera para uso al proporcionar cfectos

neuroprotectores y mejora de las capacidades cognitivas y motrices.
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Hoja de Reemplazo (PCT/MY2010/000019)
REIVINDICACIONES

1. Una composicidn usada para proporcionar efeclos neuroprotectores y mejorar
las funciones cognitivas y motrices, dicha composicion comprende los
extractos obtenidos del licor vegetal de la palma aceitera.

2. La composicion alirmada en ta Reivindicacion 1 donde el extracto comprende
compuestos lendlicos de la palma aceitera.

3. La composicion afitmada cn la Reivindicacion | para uso en la prevencion de
enfermedades neurodegenerativas y enfermedades relacionadas.

4. La composicidn afirmada en la Reivindicacion | donde el extracto proviene
del foltaje de la palma aceitera.

5. La composicion afirmada cn la Reivindicacién I donde las enfermedadcs
neurodegenerativas incluyen enfermedad de Alzheimer (EA) v enfermedad de
Parkinson.

0. La composicion afirmada en [a Reivindicacion 1 donde la composicion se usa
para mamiferos.

7. Ei uso de una cantidad terapéuticamente efectiva que comprende los extractos
obtenidos del licor vegetal de la palma aceitera en la preparacion de un
medicamento que provece electos neuroprotectores y mejora las funciones
cognitivas y motrices.

8. El uso como el afirmado en la Reivindicacién 7 para uso en la prevencion de
cnfermedades neurodegenerativas y enfermedades relacionadas, en un paciente

con necesidad de ésle.



22

El use como el afirmado en la Reivindicacién 7, donde la composicion se usa
para la prevencion de la enfermedad de Alzhcimer (EA) v la enfermedad de
Parkinson (EP).

El uso como el alinnado en la Reivindicacion 7, donde la composicion se usa
para mejorar las funciones cognitivas y motrices en un paciente con necesidad
de ésle.

Ll uso de una composicion como la afirmada cn la Reivindicacion 7 donde la
composicion es suministrada en forma de dosis dependiente.

El uso de una composicidn como la afirmada en las Reivindicacioﬁes lal2
donde fa composicién es suministrada en forma de dosis liquida.

El uso de una composicion como la afirmada en las Reivindicaciones 7 donde
la composicion es suministrada en forma farmacéuticamente efectiva.

El usol de una composicion como la afirmada en las Reivindicaciones 7 donde
la composicion es suministrada en forma nutracéutica.

El uso de una composicion como la alirmada en las Reivindicaciones 7 donde
la composicion es en forma de suplemento nutricional.

El uso de una composicion como la afirmada en las Reivindicaciones 7 donde
la composicidn es en forma de supositorio.

El uso de una composicion como la afirmada cn las Reivindicaciones 7 donde
la composicion es suministrada en forma apropiada para la administracion oral,
El uso de una compasicion como la afirmada en las Reivindicaciones 7 donde
la composicion es suministrada en forma apropiada para la administracion

intravenosa.
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19, El uso como el afirmado cn {a Reivindicacion 7 donde Ia composiciéon ¢s
preparada en formas apropiadas para la administracion directa u oral en un

paciente con necesidad de ésta.
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Please, submit 1o a public deed by public notary

Notaria] Ceatificate:

The undersigned Nolary Public ceilifies that the preceding ™
BURIANUDDIN ADBD. SALADIL is authentic: thel signés
representative of MALAVSIAN PALM OIL BOARD, anli

empowered tv grant is powes, and thal said Cutnpany exisls ali!.l-
organized in accordance with the laws of Malaysia

All the fulrcgoinu facts mic know 1o the Nutwy due to his having

examined lic respective ducumcnts 1
Gromled  mmd  signed,

BRE=a08

RUALA CUMPUR

Thils Power o Izéiﬁz
Notarial certifi IEK 5%135 ‘55\3“

10 do dewouncements and

é" =
Q \ S .
» /ﬂ‘-fnfrasuuo Numno Publico ccml'm que In firma yue antceede v dice

Atentamente se dirige a Usted
mayor v vecing de
para manifestarie que en mi condicion de Represéntante fepal de la
firma DIALAYSIAN PALM QIL BOARD domiciliada en 43000
Kajang, Selangor, bdhalaysinn, confliero poder general, amplio v
suficiente a los Dres. JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS, y/o

ciudmlano

'CLEMENCIA DELGADC VILLEGAS, Abogados. mayaics v vecings

de Bogola,r D.C. (Colombia), parn que cn nuestro nombre v
representacion  adelanien ante Ustedes toda clase de diligencias v
procedimientos especiales para el Registio y Renovacion en su Despacho,
de toda clase de Marcas de Producto ¥ Servicio, Lemas Comerciales,
Deposilus de Nombre y Ensefia Comercinl, Disefios Industriales v
Palentes de Iuvencion, Patentes modelo de Utilidad, LEsquemas de
Circuitos integrados, licencias de usu, Nombres de dominio, Dereches de
Autor, Varicdudes vegetales, 1egistros agricolas, veterinarios v sanitarias,
cerlificados de capacidad, retiovacion, modilicacion, cambio de nombre,
cawnbio de domicilio, traspase y ampliacion de los mismos. contestecion
de sancionalorios vy presentacion de pucbas demtro de los mismos,
quedando facultados para presentar ¥ retiiar Oposiciones, interponer
tecursos, solicitar  lestimonios, fecibir docusmentos, cancelar cosles
legales, probar explotaciones, aceptar transacciones, llegar a acuerdos
marcarios con terceras personns o entidades juridicas, concilinr, desistir,
sustituir, renunciar derechos, presentar acciones de cancelacidn por no
uso, por notoriedad yfo genericidad, iniciar trdmiles pertinentes ante la
Administracidn aduanera con el objeto de adoptar las medidas de frontera
tendlientes a la profeccion de nuestios derechos de Propiedad fndustrial o
intelectual y sustituir dichos tramiles; denunciar y conslituirse en viclima

_dentro de los procesus penales que sutjan con eeasion de la vielacion de

cualguiera de nuestos derechos de Propiedad lndustrial ¢ fnteleciual v
sustiluir dichos procesos, v atiendan como Apoderados gencrales todo
asunto referente a-Propiedad Industrial e intelectual o asunio pertinente,
ante fa SUPERINTENDENCIA DE [NDUSTRIA Y COMERCIO,
INVIMA, ICA, DIAN o nutoridades competentes en Colombia, pudiendo
sustituir divhos asunlos, y en caso de que el procedimicuto debiern pasar
a conocimiento judicial, quedan facultados para actuar en nombre del
poderdante mute lus Jueces que sean compeiesles, en toda clase de
procesos como pueden ser: acciones de nulidad, acciones de nalidad v
restablecimientu del derccho, procesos de prohibicion Je wso de marca,
nombre o enseita, competencin desleal, sin que dicha enunciacién sea
limitativa, con  poder nmplio,  pudiende ransar, semeler o wbilios,
sustituir, desislir, imerponer 1ecursos y con todas las demds faculiades
speciales que fieien necesarias.

sle objelo, ruego le confieran persuncria suficicnle a nueshos
¥ados quienes podrdn obrar en formia conjunta o independicite.

¢ide poder revoca v canceln cuantos poderes se hubieren olorgado
A '\nia con anletioridad a esta fecha on el territoriv de la

3 ¥ ._ -?g
&

inbié-del. ezalf es nuténlica: que ¢f firmante s chresenmmc

i Legal de MALAYS]AN PALM QIL BOARD que tiene facullad

para otorgar este puder y que dicha compafila cxiste v esti debidamente

organizadn de conformidad con las Leyes de Malasia

Tedos los Ilcchos anteriores l¢ constan por haber e\anuundo los
docunientes respeclivos y de todo ello da fe,

Dade y  fiomade  en ¢l
de 2.0

F Piiblico.

I‘ ‘ .
rarlo ante Nutario con el tleno de la Certilicacion Notarial ¥

arlo pur Apestitin /- Cunsulado,

2 3 DEC 2989



CONBULADD b4 COLONaIA ]

KUALS LUMPUR
No. (44 23 D/ 04
B suscritg Consul de Colombla CERTIFICA
q‘ueelsenc‘:r.......l..'..'??F.f?....!‘:‘.?'..-...:i.l.ﬁﬁ.f‘.' .....
que autoriza el presente doeumento, ejercia
legalmente, en la fecha ali expresadn, las
funcion sde..‘?ff&'..‘:'..#....41’.?'.‘.?.‘:.‘...E.‘.’.,....ﬁ‘..'.'.-:‘...‘f"
y que la frmay sello que en el documento
aparecen COMO £uyos son los que usa y
agostumbra en sus actos officiales.

Fl Consul no assume responsabilidad alguna
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Traduccion Oficial codigo: MALAYSIAN-PODMDE de un documente escrito en

inglés, sellada por el suscrito Traductor Oficial, enero 21 de dos mil diez, Bogota,

D.C., Repablica de Colombia.

MDE - Mario Delgado Echeverry e Hijos Ltda.

El suscrito Burhanuddin Abd. Salam, ciudadano, adulto y residente en Malasia, en
mi cargo de representante legal de la compaiiia MALAYSIAN PALM OIL
BOARD, con sede en 43000 Kajang, Selangor, Malaysia (Malasia), confiero poder
de representacion amplio y suficiente a JAIME EDUARDO DELGADO
VILLEGAS y/o CLEMENCIA DELGADO VILLEGAS, aboga;jos, adultos y
residentes en Bogota (Colombia), para que en nuestro. nombre y representacion
adelanten ante ustedes toda clase de_diligéncia.s y procedimientos especiales pata el
registro y renovacion de toda clase de Marcas Registradas de Productos y Servicios,
depdsitos de nombre y ensefia comercial, modelos y dibu:ios industriales, patentes de
invencion, modelos de -utilidad, circuitos integrados, licencias de uso, nombre de

dominio, derechos de autor, variedades vggelales, registros agricolas, veterinarios y

(%) \
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nombre, cambio de direccion, “CEHER R
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cancelar honorarios legales, aprobar usufructos, aceplar transacciones sobre
acuerdos de marcas registradas con terceras personas o entidades juridicas, desistir,
sustituir, renunciar a derechos, interponer acciones de cancelacion por falta de uso,
por notoriedad y/o genericidad, iniciar procédimienlos relacionados ante la
administracion de aduanas para adoplar {os pasos fronterizos para la proteccion de
nuestros derechos de propiedad industrial e intelectual y sustituir tales asuntos; hacer
denuncias y establecerse como victimas en procesos penales que surjan por
violaciéon de nuestros derechos de propiedad industrial e intelectual y sustituirlos;
asistir a todas las diligencias en relacién con la propiedad industrial € intelectual o
asuntos relacionados como abogados gencrales ante la Superintendencia de
Indtistrial y Comercio, INVIMA, 1CA, DIAN o autoridades competentes en
Colombia y a nivel internacional, con facultades para sustituir dichos asuntos, y en

caso de que dichos procedimientos deban pasar a conocimiento judicial, los

L)

representantes legales quedan facultados para actuar como demandantes o
demandados ante las autoridades competentes, en todo tipo de diligencias tales

como: acciones de nulidad, nulidad y restablecimiento de acciones de derecho,

procesos prohibitivos para uso de marcag regiytradas, nombre y ensefia comercial,

competencia desleal, sin que esta enunciggigh$eastimitante, con poder amplio para
N
)
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Para tal efecto, solicito amablemente conferir a nuestros representantes personeria
suficiente, y €stos podran ¢jercer las funciones en forma conjunta o_independienlé.
El presente poder de representacion revoca y cancela cualquier otro poder de
representacion anterior otorgado por la Compaiiia en el territorio de la Republica de
Colombia.

Ademas, apruebo las acciones realizadas por nuestros apoderados hasta el dia de
hoy.

‘Atentamente,

(Firmado)

Identificacion No. 560525086501

Certificado Notarial

El suscrito Notario Publico certifica que‘]'éll firma precedente que dice Burhanuddin
Abd. Salam es auténtica; que el firmante es representante legal de MALAYSIAN
PALM OIL BOARD vy que tiene facultad para otorgar este poder, y que dicha

Compafija existe y estd debidamente organizada de acuerdo con las leyes de

Malasia.

Foenras
FRETE GFICIHL - THGMS
} . 006 Mt



Nota de Traductor — Este documento ha sido sellado como sigue:

Sello: Mediante la presente se certifica que la firma que aparece en este documento /
certificado / certificado de matrimonio / certificado de nacimiento / certilicado de
defuncion es la de Tan Seok Kett, quien es Notario. El Ministerio de Relaciones
Exteripres de Malasia no se hace responsable por la exactitud de la informacion
contenida en el documento. (Firmado y sellado) Aliman MD. Saad, Funcionario
Ejecutivo, Division Consular, Ministerio deé Relaciones Exteriores, Putrajaya,
Malasia. Diciembre 23 de 2009.

Sello en espaiiol del Consulado de Colombia en Kuala LL_mipur, No. 199, dc fecha
23 de diciembre de 2009, {irmado por (llegible), Conseje% Encargado de Funciones

Consulares.

-

Este documento ha sido legalizado por el Ministerio de Relaciones Exteriores,

Republica de Colombia. S

Documento: 152739 ' TFecha: Enero 20 de 2010
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

IR RRARRUAAANT
« -No. 11-087312- -00000-0000

Industria y Comcercio

SUPERINTENDENCIA Fecha; 2011-08-02 16:10:51  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYIi Eve: 378 FASENACIONAL:
Act. 411 PRESENTACION Folios: 60
PATENTE DE INVENCION [ ] MODELO D& wiiwnw || AIL 39 LIEGISION 4001UY

Indicacidn que se solicita una patente.
Datos de identificacién del solicitante 0 de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

L0000

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formate de descuento)

Completa [:l Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT @/MODELO DE UTILIDAD PCT |:| Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de |a solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen}

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa Incompleta D

HIBRYipR

DISENO INDUSTRIAL D (Art. 119 Decisién 486/00)

Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta |a solicitud

I:l Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
diserio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa I:] Incomplata D

ESQUEMA DE TRAZADO [ | (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacidn que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica de un esquema de trazado

Oooo

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa I:I Incompleta D

P02-F08 (2009-11-18)




¢E Prosperidad

Industria y Comercio para i5e
SUPERINTENDENCIA Lot
Bogota D.C., =
2020
Doctar(a)

DELGADO VILLEGAS JAIME EDUARDO
Apoderado(a) y/o Representante de
MALAYSIAN PALM OIL BOARD

REFERENCIA Radicacién No. 11 097312
Solicitud internacional PCT/MT10/000019
Fecha inicio fase nacional 29/08/2011

Tramite 11

Evento 378 D
Actuacién 430 m J .__.7 0 .1'
Oficio No.

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. Con respecto al resumen y de conformidad con lo dispuesto en el articulo 31 D. 486 en el cual se establece
que el resumen consiste en una sintesis de la divulgacion técnica contenida en la solicitud de patente, debe
adecuar el resumen a los dispuesto en dicha norma, teniendo en cuenta que el extracto permitira precisar el
objeto de la invencién, sus elementos caracteristicos y el campo de aplicacion.

2. La solicitud no contiene |a copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia [a Regla 4.17 ii} del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro de! termino
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerar6 abandonada y
perdera su prelacién.

Continua en la pagina siguiente...

Al contastar favor indigue el ndmero de Sede Centro; Carrera 13 No. 27-00 Pigoa 2, 5, 7 y 10 PEX: 5870000
radicacidn que e encuenira a continuacian Sode CAN: Av, Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tal: 5880070
Call Center 5920400, Linea 018C0-810165
Web: www.gic.gov.co e-mail infosic.gov.co
Bogota D.C, - Colombia



e K Conginuacion radicade No: 11 097312

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal ), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

-

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha .a 2 SET m
adpali

Al contesiar javer indiqua el nimerc de Sede Centro: Carera 13 Nu, 27-00 Pisos 2, 5, 7 v 10 PBX; 58700C0
radicacion gue S8 ancuentra a continuacion Soga CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 inl. 2 Tol: 5860070
Call Center 5920400, Linea 01800-910185
Web: www _sic.gov.co a-mail: infe@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia



