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COMPOSICIONES Y METODOS PARA MEJORAR LA FUNCION MITOCONDRIAL
Y TRATAR ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS Y TRASTCRNOS

COGNITIVOS

SOLICITUD RELACIONADA

Esta solicitud reclama el beneficio bajo 35 U.S.C.
119(e) de 1la Solicitud de Patente Provisional de @Estados

Unidos No. 61/426,957, presentada el 23 de diciembre de 2010.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los elagitaninos son polifenoles monoméricos,

oligoméricos, y poliméricos que son abundantes en algunos

. frutos, bayas y nueces, tales como granadas, frambuesas,

fresas, frambuesas negras, nueces de castilla vy alméndras.A
Los frutos y bayas son ampliamente consumidos frescos ? como
bebidas, tal como jugo, y se ha reportado que promue%en la
salud.

En los métodos de procesamiento de jugos deifruta
comerciales, los elagitaninos, las cuales son particulafmente
abundantes en algunas cascaras de fruta, se extraeh en
grandes cantidades en el jugo. Los elagitaninos perteneéen a
la clase quimica de taninos, los cuales liberan acido el%gico

en la hidrélisis. Los estudios in vitro han sugerido que! los

‘elagitaninos, a concentraciones en el rango de 10-10

macromolar (uM), tienen efectos potenciales anti—oxidantes,
anti-aterogénicos, anti-trombdéticos, anti—inflamatorios) y
anti-angiogénicos. Los frutos pueden tener difereﬁtes
elagitaninos que son predominantes, por ejemplo, en el jhgo
de fruta preparado a partir de granada, el elagitanino

predominante es punicalagina [2,3 hexahidroxidifenoil—4g6—

0007313



10

15

20

25

30

2

galagilglucosa], que se presenta como una mezcla de isdmeros.

Las propiedades anti-oxidantes potentes reportadasadel jugo

‘de granada se han atribuido al alto contenido de isémeros de

punicalagina, los cuales alcanzan niveles de >2 g/lee jugo.
Los elagitaninos también se han identificado como 1los
compuestos anti-aterogénicos activos en Jjugo de éranada.
También se ha sugerido que los elagitaninos de gﬁanada Y
extractos de fruta de granada inhiben 1la proliferagién de
células de cancer humanas vy modulan la apoptésis 3%
trayectorias de sefializacidén subcelulares inflamatoriag. Ver,

por ejemplo, Seeram et al. (2005) J Nutr Biochem. 16}360—7;

Adams et al. (2006) J Agric Food Chem. 54:980-85; Afaqlet al.

(2005) Photochem Photobiol. 81:38-45; Afag et al. (20@5) Int

1

J Cancer. 113:423-33. El extracto de fruta de granada fambién

4

se ha reportado que reduce el crecimiento de tumﬁr de
préstata y niveles de antigeno en suero de prdstata (PéA) en
ratones desnudos atimicos implantados con células de préstata
CWR22RV1. Malik et al. (2005) Proc Natl Acad Sci. 102:ﬁ4813—
. |

Desafortunadamente, la mayor parte de elagitaninos

'

se absorben pobremente en el intestino humano. Sin embargo,

y
!

un numero de metabolitos derivados de elagitaninosi se

absorben por el intestino  humano, incluyendo ciertos

.metabolitos finalmente formados en el intestino ﬂpor

microorganismos comensales (es decir, microflora intestin%l).

Los elagitaninos liberan acido elagico Qajo
condiciones fisioldgicas in vivo, y el &cido elagico luegé;se
metaboliza gradualmente por la microflora intestinal @el
intestino en el intestino para producir urolitina 1D,

urolitina C, urolitia A (UA) y urolitina B (UB). Una vez que

007"
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"degenerativas es causada por mutaciones en los genes

; |
los metabolitos se absorben, sufren glucuronidacién y una Qez
en el higado, se metabolizan adicionalmente para produéir
glucurénidos, y/o sulfatos, para producir una combinacién @e
metabolitos secretados en la bilis.

Las urolitinas son metabolitos de &cido elégicé,
punicalagina (PA), punicalina (PB), telimagrandina (TL), iy
otros elagitaninos (Cérda7 Espin et al. 2004; Cerda, Periaéo
et al. 2005). El &cido elagico (EA) es abundante en el juéo
de granada (Gil, Tomas-Barberan et al. 2000). El1 elagitani&o
telimagrandina (TL) previamente se ha aislado y caracterizadb

antes de la granada y otras plantas (Tanaka, Nonaka et alL

1986; Tanaka, Nonaka et al. 1986; Satomi, Umemura et al.

1993). Las férmulas estructurales para UA, PA, PB, EA, y T

se presentan en la FIG. 1.

l
I
L
\
|
Se han hecho esfuerzos considerables para entender
I

el mecanismo de los trastornos metabdélicos, neurodegeneracién
|

y declinacidén cognitiva, para diseflar mejor las modalidades
de tratamiento incluyendo aquellas basadas en los productoQ
naturales. Una de las observaciones clave ha sido el papel del

la produccidn de energia mitocondrial declinante,

correspondiente con la apoptosis y estrés oxidativo

incrementado, juega un papel significativo en las -

enfermedades degenerativas y el proceso de envejecimiento. Se

ha mostrado ahora que una variedad de enfermedades ;

mitocondriales codificados por el ADN mitocondrial (mtADN) oi
el ADN nuclear (nADN). De manera importante, las mutaciones
somdticas de mtADN se acumulan con la edad en los tejidos
post-mitdéticos en asociacidén con la declinacidén relacionada

con la edad de la funcidén mitocondrial y se piensa gque son un

000305
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I

factor importante en el envejecimiento vy senectug. Las
enfermedades heredadas pueden resultar de la sustitucidén de

base de mtADN y mutaciones de rearreglo y pueden afectar el

'SNC, corazdén y musculo esquelético, y sistemas renales,

endocrinos y hematolégicos.
|

Las mitocondrias generan la mayoria de la @nergia

celular por fosforilacidén oxidativa (OXPHOS), y producen la

\
mayoria de las especies de oxigeno reactivas téxicas (ROS)
como un sub-producto. Los defectos genéticos que inhiben la

OXPHOS también causan la redireccidén de electrones dé OXPHOS
|

en la produccién de ROS, incrementando asi el estrés

. ' . » ¢ A i z
oxidativo. Una declinacién en la produccidén de 'energla

I
mitocondrial y un incremento en el estrés oxidativo pueden

incidir en el poro de transicién de permeabilidad
_ , L i
mitocondrial {mtPTP) para iniciar la muerte icelular

programada (apoptosis). La interaccidn de estos tres factores
|

. en la
i
patofisiologia de enfermedades degenerativas y el proceso de

se considera que juega un papel principal

envejecimiento, el cual afecta todos los tejidos del éuerpo.

|
En el cerebro normal, la funcién cognitiva Optima
!

principalmente se basa en la actividad y comunicacién entre

las neuronas, células altamente complejas capaces de
i

transportar sefiales eléctricas y provocar neurotransmisioén

guimica. La funcién neuronal depende de procesos celulares
i
largos y complejos que pueden extenderse sobre centimetros o

aun metros para conectar las neuronas o células objetivo, vy

I

pueden hacer mas de 100,000 contactos sinapticos. Cpmo tal,

las neuronas son altamente dependientes del suministro de

energia y, por lo tanto, se exponen al dafioc por estrés
]

oxidativo. La funcidén cognitiva es dependiente, de un

000306
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equilibrio cuidadoso de la seflalizacidn intracelular qué toma
lugar dentro de una red compleja de neuronas. La funcién
cognitiva éptima se puede deteriorar por factores numerosos
tales como envejecimiento, estrés celular, estrés crdénico, y
trastornos neurodegenerativos. La declinacidén cognitiva se
puede caracterizar por una disminucién del funcionamient¢ del
pensamiento, aprendizaje, memoria, estado de alerta. y/o
habilidades psicoldgicas deterioradas, asi como tambiéﬂ por
depresidén y ansiedad.

También se ha mostrado que la funcidn mitocondrial
es importante en los trastornos metabdlicos.

La diabetes y obesidad se han correlacionado acon
los compromisos en la funcién mitocondrial. Se ha sugeﬁido
que la eficiencia de acoplamiento en las mitocondrias, d la
proporcién de consumo de oxigeno necesaria para producir ATP,
se relaciona con niveles de obesidad, con alta eficiencia%de

acoplamiento posiblemente resultando en mayor deposicién}de

almacenes de grasa (Harper, Green et al. 2008) . En +la
diabetes, el trabajo reciente ha sugerido que la disfuncién
mitocondrial es una causa de la insensibilidad a insulina:en
miocitos y adipocitos, como un resultado de insuficiedte

suministro de energia o defectos en 1la trayectoria de

sefializacién de insulina (Wang, Wang et al. 2010).

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencién se refiere a composiciones que
comprenden compuestos O precursores a compuestos los cuales
se pueden usar para una variedad de aplicaciones terapéuticas

incluyendo, por ejemplo, tratamiento y/o prevencién de

enfermedades o trastornos relacionados <con la actividad

000307
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mitocondrial reducida o inadecuada, incluyendo envejecimiento
o} estrés, diabetes, obesidad, y enfermedades

neurodegenerativas. Estos mismos compuestos y composiciones

“también se pueden usar ventajosamente en individuos

generalmente saludables para incrementar o mantener la
velocidad metabdlica, disminuir el porcentaje de grasa

corporal, incrementar o mantener la masa muscular, controlar

el peso corporal, mejorar o mantener el funcionamiento mental
|
(incluyendo memoria), mejorar o mantener el funcionamiento

. ’ ] !
muscular, mejorar o mantener el estado de animo, y controlar

|
el estrés. '
|
i

Un objeto de la presente invencidédn proporciona un
|

extracto de planta, fraccién activa del mismo, © uno olmés

1
componentes activos o metabolitos aislables del mismo o)

sintetizados, para el uso en la profilaxis o tratamiento de

D . . ]
un estado de enfermedad iniciado o caracterizado (i) por la

[
actividad mitocondrial inadecuada; (ii) por trastornos

metabdlicos tales como diabetes y obesidad; (iii) por | una
1

. . . L . |
declinacién de la funcidén cognitiva; o (iv) por alteraciones
1

del estado . de &nimo. 1
{

Por consiguiente, en un primer aspecto, la

. .
invencién proporciona un extracto de fruta, fraccidn activa

del mismo, o uno o mas componentes activos aislables ;del
|
mismo, para el uso como un inductor de la fundién

|
[

mitocondrial. |
|
.Como se usa en la presente, el término “fraccﬂén”
i
se refiere a extractos purificados o parcialmente
|
1

purificados. i

En otro aspecto, la invencidén proporciona ‘un

extracto de fruta, fraccidén activa del mismo, o uno o ﬁés
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componentes activos aislables del mismo, para el uso en la

profilaxis o tratamiento de un estado de enfermedad iniciado
o caracterizado por la funcidén mitocondrial reducida.

En otro aspecto, la invencidn proporciona el uso de
un fruto o un extracto, o fraccidén activa del mismo, ? uno o

mas componentes activos aislables del mismo, como se definid

l
anteriormente para la manufactura de un medicamento para el

, , , , J
uso en (i) la profilaxis o tratamiento de un estado de
|

enfermedad iniciado o caracterizado por la funcién

mitocondrial reducida; o (ii) mejoramiento de la funcidn

cognitiva o muscular. Tales estados de enfermedad Ipueden
l

incluir, sin limitacién, enfermedad neurodegenerativa,
trastorno cognitivo, trastorno del estado de éanimo, tr%storno

de ansiedéd, trastorno metabélico, diabetes melliﬁus, y
|

obesidad.

|
{
|
I

En otro aspecto, la invencidn proporciopa un
1

proceso para la manufactura de un medicamento para el uso en
|
(1) la profilaxis o tratamiento de un estado de enfermedad

13 13 " v o, 1 i v
iniciado o© caracterizado por la funcién mitocondrial
|

reducida; o (ii) mejoramiento de la funcidn cogniqiva o)
muscular; el proceso se caracteriza por el uso, c%mo un
ingrediente esencial del medicamento, de wun fruto,i o un
l
extracto o fraccidén activa del mismo o uno o mas compohentes

|
activos aislables del mismo como se definiéd anterlormen%e.

En un aspecto aun adicional, la invencién
|

proporciona una composicién farmacéutica que comprende un
. . |
componente activo derivado de un fruto o un extracto o

L
fraccién activa o uno o mads componentes activos aislableés del
|

mismo como se definid anteriormente y un portador

farmacéuticamente aceptable. |
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Un objeto de la presente invencién es proporcionar
1
extractos de plantas, fraccidén activa de los mismos, © uno?o
mas componentes activos o metabolitos aislables de los
mismos, o sintetizados, para el uso en el tratamiento de
enfermedades o trastornos en un sujeto que se beneficiaria de
|
la actividad mitocondrial incrementada, para mejorar (i) ﬁa
funcién cerebral, (ii) la funcidén metabdlica, incluyendo
diabetes u obesidad, (iii) el funcionamiento muscular y (iv)
el incremento de los niveles de ATP de tejido.
Un objeto de la presente invencidén es proporcionér
extractos, composiciones y compuestos los cuales son

neuroprotectores, neurotréficos, y/o promotores de

excrecencia de neuritas vy, en consecuencia, mejorar la

funcién cognitiva, asi como también los métodos de uso de

estos compuestos y composiciones.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar

compuestos y composiciones que mejoran, protegen, y mantienen

'

la funcién cerebral vy cognicién. Otro objeto de esta

invencién es mejorar, proteger contra y manejar trastornos

del estado de &nimo. Otro objeto de esta invencidén es 1la
proteccién contra trastornos o sintomas inducidos por estres
o asociados con estrés.

Un objeto de esta invencién es proporcionar

compuestos neuroprotectores para proteger al cerebro ‘de

- lesiones, asi como también mejorar el funcionamiernto

cognitivo y memoria en adultos normales. Otro objeto de ila

presente -invencién es proporcionar nuevos compuestos due
[
|
estimulan la plasticidad neuronal. La plasticidad neuronal ‘es
|

bien sabido gque es un proceso clave necesario para las

1

funciones cognitivas y memoria. Tales compuestos pueqen
|
. |

000030
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influir en la excrecencia de neuritas, nimero ' de

ramificaciones por células, procesos principales por células
y numeros uniformes de sinapsis formadas.

La invencidén también se refiere a varios compues#os
polifenol y derivados de 1los mismos, relacionados éon

elagitaninos, como compuestos naturales bioactivo encontrados
|

en la granada y otras frutas, asi como también extractos
naturales bioactivos los cuales contienen estos compuestos.
Estos compuestos incluyen elagitaninos, punicalagina, y 4cido

elagico, todos los cuales se encuentran en la granada, pero

también se pueden aislar de otros frutos y bayas, asi como

también metabolitos de estos compuestos. Como se describe en

la presente, estos compuestos ahora se ha mostrado que tienen

efectos benéficos en (i) la funcidén mitocondrial, (ii) el

metabolismo celular, y (iii) la plasticidad neuronal. 1

El uso de modelacién in vitro de excrecencia de

neuritas y formacién de proceso en cultivo de células

neuronales y células primarias, varios compuestos fueron
examinados por sus efectos benéficos.
Como se describid anteriormente, el envejecimiento,.

neurodegeneracidén, y estrés crénico tienen impactos negativos;

en la excrecencia de neuritas. Notablemente, se ha;

descubierto que los compuestos de la presente invencidn;

tienen propiedades neuroprotectoras, exhiben fuerte actividad

~estimulatoria en células PC-12 y neuronas mesencefalicas

primarias, y mejoran la funcién cognitiva y memoria en
modelos animales.
En un aspecto, la 1invencidén se refiere a una

composicién, tal como un farmacéutico, un alimento médico, un |

alimento funcional, un aditivo alimenticio, o un suplemento

Mt
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dietético, que comprende los compuestos o una mezcla:de los

mismos de la invencidén. La composicién también puede cdntener
opcionalmente un agente <terapéutico adicional, o se{ puede
administrar en combinacién con otro compuesto terapéﬁtico.
También se proporcionan productos empaquetados, que confienen
la composicién mencionada anteriormente y una etiqueﬁa y/o
instrucciones para el uso en el mejoramiento de la memoria y
funcionamiento <cognitivo y/o para el tratamiento dé una
enfermedad o afeccidén asociada con el daﬁo al cerebro ﬁipico
de las afecciones encontradas en el adulto mayor.

Un aspecto de la invencidén es un prdducto
alimenticio o suplemento nutricional que comprendel una
cantidad efectiva de extracto de granada: para el tratamﬁento
o prevencién de una afeccién seleccionada del grupo} que
consiste de obesidad, velocidad metabdlica reducida, sinérome
metabdlico, diabetes mellitus, enfermedad cardiovascﬁlar,
hiperlipidemia, enfermedad neurodegenerativa, trastorno

'

cognitivo, trastorno del estado de animo, estrés, y trastorno

\

de ansiedad; para el manejo de peso; o para incrementar el

1

funcionamiento muscular o funcionamiento mental. i
;

Un aspecto de la invencién es un producto
alimenticio o suplemento nutricional que comprende 'una
cantidad efectiva de un elagitanino: para el tratamiento o
prevencién de una afeccién seleccionada del grupo 'que

!
consiste de obesidad, velocidad metabdlica reducida, sind%ome
metabdélico, diabetes mellitus, enfermedad cardiovascuyar,
hiperlipidemia, enfermedad neurodegenerativa, trastoﬁno
cognitivo, trastorno del estado de &nimo, estrés, y trasto?no
de ansiedad; para el manejo de peso; o para incrementar el

1

funcionamiento muscular o funcionamiento mental.
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Un aspecto de la invencidn es uh producto
alimenticio o suplemento nutricional gque comprende una

cantidad efectiva de punicalagina: para el tratamiento o

prevencién de una afeccidén seleccionada del grupo dque

consiste de obesidad, velocidad metabdélica reducida, sindrome

metabdélico, diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular,

hiperlipidemia, enfermedad neurodegenerativa, trastorno

cognitivo, trastorno del estado de &nimo, estrés, y trastorno
i

de ansiedad; para el manejo de peso; o para incrementar el

funcionamiento muscular o funcionamiento mental. i

Un aspecto de la invencién es un producto

alimenticio o suplemento nutricional que comprende una

|
cantidad efectiva de &cido eldgico: para el tratamiento o

prevencién de una afeccién seleccionada del grupo due
consiste de obesidad, velocidad metabdlica reducidé, sindrome
metabdlico, diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular,
hiperlipidemia, enfermedad neurodegenerativa, ' trastorno
cognitivo, trastorno del estado de énimo, estrés, % trastorno
de ansiedad; para el manejo de peso; © para incr%mentar el

funcionamiento muscular o funcionamiento mental.

Un aspecto de la invencidn es unz producto
alimenticio o suplemento nutricional que compéende una
cantidad efectiva de una urolitina: para el traéamiento o

i

prevencién de una afeccidédn seleccionada del grupo dque

consiste de obesidad, velocidad metabdélica reducida,;, sindrome

metabdlico, diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular,

hiperlipidenia, enfermedad neurodegenerativa, trastorno
I

cognitivo, trastorno del estado de animo, estrés, y trastorno
I

de ansiedad; para el manejo de peso; o para incrementar el

|
funcionamiento muscular o funcionamiento mental.

- 000013



10

15

20

25

30

afeccidn

afeccidn

afeccién

afeccidn

afecciédn

afeccidn

afeccidn

afeccidn

afecciédén

afecciédn

afeccidn
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12

En cada uno de los anteriores, en
es obesidad.

En cada uno de los anteriores, en
es velocidad metabdlica reducida.
En cada uno de los anteriores, en
es sindrome metabdlico.

En cada uno de los anteriores, en
es diabetes mellitus.

En cada uno de los anteriores, en
es enfermedad cardiovascular.

En cada uno de los anteriores, en
es hiperlipidemia.

En cada uno de los anteriores, en
es enfermedad neurodegenerativa.

En cada uno de los anteriores, en
es trastorno cognitivo.

En cada uno de los anteriores, en
es trastorno del estado de animo.
En cada uno de los anteriores, en
es estrés.

En cada uno de los anteriores, en
es trastorno de ansiedad.

En cada uno de los anteriores, en

alimenticio o

manejo de peso.

producto

En cada uno

alimenticio

incrementar el funcionamientoc muscular.

producto

una

una

una

una

una

una

una

una

una

una

una

una

suplemento nutricional

modalidad
modalidad

modalidad

modalidad
modalidad

modalidéd

modalidad

'

modalidad

'
)

modalidaa

modalidad

modalida&

|

modalidad:

es para

la

la

la

la

la

la

la

la

la

la

la

el

de los anteriores, en una modalidad el

o suplemento nutricional es ©para

. I
En cada uno de los anteriores, en una modalidad el

alimenticio o suplemento

nutricional

es

'

para
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incrementar el funcionamiento mental.
Un aspecto de la invencidén es un método |para
incrementar o mantener la funcién mitocondrial. EL1 método

incluye la etapa de poner en contacto las células con una

cantidad efectiva de wuna urolitina o un precursor de la

misma, para incrementar la funcidén de las mitocondrias. |

Un aspecto de la invencién es un método . para
tratar, prevenir, o controlar una afeccidén o enfermedad
relacionada con mitocondrias asociada <con una funcidn
mitocondrial alterada o una densidad mitocondrial redu?ida.
El método incluye la etapa de administrar a un sujer en
necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente efectiya de

una urolitina o un precursor de la misma, para tratﬁr la

enfermedad o afecciédn asociada con la funcidén mitocondrial

~alterada o densidad mitocondrial reducida.

\
Un aspecto de 1la invencién es un método . para
i

incrementar la velocidad metabdlica. E1 método incluje la

etapa de administrar a un sujeto en necesidad del mismp una
i

cantidad efectiva de wuna urolitina o un precursor de la

i

misma, para incrementar la velocidad metabdlica.

I

1

Un aspecto de la invencidén es un métodoi para
\
prevenir o tratar el sindrome metabdélico. E1 método iﬁcluye
|
la etapa de administrar a un sujeto en necesidad deljmismo
una cantidad efectiva de una urolitina o un precursocr he la
|
misma, para prevenir o tratar el sindrome metabdlico.
|
Un aspecto de 1la invencidén es un métodol para

|
prevenir o tratar la obesidad. El método incluye la etapa de

\
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad

I
efectiva de una urolitina o un precursor de la misma, para

4
|

prevenir o tratar la obesidad.

00031c
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Un aspecto de la invencién es un método para
prevenir o tratar enfermedad <cardiovascular. El método
incluye la etapa de administrar a un sujeto en necesidad del
mismo una cantidad efectiva de una urolitina o un precursor
de la misma, para prevenir o) tratar la enfermedad
cardiovascular.

Un aspecto de la invencién es un método para tratar
la hiperlipidemia. El método incluye la etapa de administrar
a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad efectivé de
una urolitina o un precursor de la misma, para tratag la
hiperlipidemia. En una modalidad, Ila hiperlipidemia‘ es
hipertrigliceridemia. En una modalidad, la hiperlipidemia es
acidos graéos libres elevados. |

Un aspecto de la invencidén es un método para tr?tar
un trastorno metabdlico. E1 método incluye la etapa‘ de

|
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad

terapéuticamente efectiva de una urolitina o un precursor de

la misma, para tratar el trastorno metabdlico. En ‘una
modalidad, el trastorno metabdlico es diabetes mellitus. En
una modalidad, el trastorno metabdlico es obesidad. {

Un aspecto de la invencidén es un método para tratar
una enfermedad neurodegenerativa. E1 método incluye la eLapa
de administrar a un sujeto en necesidad del mismo |una

cantidad terapéuticamente efectiva de wuna urolitina oi un

I
precursor de la misma, para tratar la enfermedad

"neurodegenerativa. En una modalidad, la enfermedad

neurodegenerativa se selecciona del grupo que consiste de

Complejo de demencia por SIDA, enfermedad de Alzheimer,
: . f e . L.

esclerosis lateral amiotrdéfica, adrenoleucodistrofia,

enfermedad de Alexander, enfermedad de Alper, ataxia
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telangiectasia, enfermedad de Batten, encefaiopatia
espongiforme bovina (BSE), enfermedad de Cénavan,
degeneracidén corticobasal, enfermedad de Creutzfeldt}Jakob,

demencia con cuerpos de Lewy, insomnio familiar | fatal,

“degeneracién lobular frontotemporal, enfermedad de

Huntington, enfermedad de Kennedy, enfermedad de Krabbe,

enfermedad de Lyme, enfermedad de Machado-Joseph, esclerosis

miltiple, atrofia de sistemas multiples, neurcacantocitosis,
enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de Parkinson,

enfermedad de Pick, esclerosis lateral primaria, paralisis

supranuclear progresiva, enfermedad de Refsum, enfermehad de
Sandhoff, esclerosis mielinoclastica difusa, :ataxia
espinocerebelar, degeneracién combinada subaguda de laimédula
espinal, tabes dorsal, enfermedad de Tay-Sachs, encefaﬁopatia

toxica, encefalopatia espongiforme transmisible, y sindrome
|

del erizo tambaleante. En una modalidad, 1la enfermedad
|

neurodegenerativa se selecciona del grupo que consiste de
i

enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica,
i

enfermedad de Huntington, y enfermedad de Parkinson. En una
i

modalidad, la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de
|

Alzheimer. T
i

Un aspecto de la invencién es un método' para
|
mejorar la funcién cognitiva. El método incluye la et%pa de
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad
!
efectiva de una urolitina o un precursor de la misma,| para
mejorar la funcién cognitiva. En una modalidad, la fgncién
cognitiva se selecciona del grupo que consiste de percegcién,
memoria, atencién, comprensidén del habla, generaciéﬁ del

habla, comprensién de lectura, creacién de imagenes,
B 1

aprendizaje, y razonamiento. En una modalidad, la funcién
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cognitiva se selecciona del grupo que consiste de percepcidn,
memoria, atencidén, vy razonamiento. En una modalidad, la
funcidén cognitiva es memoria.

Un aspecto de la invencién es un método para tratar

‘un trastorno cognitivo. El1 método incluye la etapa de

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad
terapéuticamente efectiva de una urolitina o un precursor de
la misma, paré tratar el trastorno cognitivo. En una
modalidad, el trastorno cognitivo se selecciona del grﬁpo que
consiste de delirio, demencia, trastorno del aprendizaje,

trastorno de déficit de atencién (ADD), vy trastoﬁno de

i
|

hiperactividad por déficit de atencién (ADHD). En una
i

modalidad, - el trastorno cognitivo es un trastorno del

aprendizaje. En una modalidad, el trastorno cogniti&o es

|
trastorno de déficit de atencién (ADD). En una modalidad, el

'

}
trastorno cognitivo es trastorno de hiperactividad por

déficit de atencién (ADHD). \

Un aspecto de la invencidén es un método para tratar

déficit cognitivo inducido por estrés o relacionado con

estrés. El método incluye la etapa de administrar a un sujeto

en necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente efettiva

de una urolitina o un precursor de la misma, para tratar el
déficit inducido por estrés o relacionado con estrés.
Un aspecto de la invencidén es un método para tratar

un trastorno del estado de &animo. El método incluye la etapa

‘de administrar a un sujeto en necesidad del mismo’ una

cantidad terapéuticamente efectiva de wuna urolitina o un

precursor de la misma, para tratar el trastorno del estado de

dnimo. En una modalidad, el trastorno del estado de &nimp se

selecciona del grupo que consiste de depresidén, depresidn

60031
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post-parto, distimia, y trastorno bipolar. En una modalidad,
el trastorno del estado de A&animo es depresidén. .En una
modalidad, el trastorno del estado de animo es distimié.

Uﬁ aspecto de la invencién es un método paraltratar
trastorno del estado de 4animo inducido por estrés o)
relacionado con estrés, por ejemplo, distimia. EI1 lmétodo
incluye la etapa de administrar a un sujeto en necesiaad del
mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de una urélitina
o un precursor de la misma, para tratar el trastorﬁo del
estado de animo inducido por estrés o relacionado con eétrés.

Un aspecto de la invencidén es un método para &ratar
un trastornc de ansiedad. El1 método incluye la etdpa de
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una ca#tidad
terapéuticamente efectiva de una urolitina o un precuréor de
la misma, . para tratar el trastorno de ansiedad. EQ una
modalidad, el trastorno de ansiedad se selecciona deligrupo
que consiste de trastorno de ansiedad generalizado, tragtorno
de péanico, trastorno de péanico con agorafobia, agoraf?bia,
trastorno de ansiedad social, trastorno obsesivo—compulsivo,
y trastorno de estrés post-traumatico. En una modalidad, el
trastorno de ansiedad es trastorno de ansiedad generali%ado.
En una modalidad, el trastorno de ansiedad es trastornb de
estrés post-traumético.

Un aspecto de la invencidén es un método para tratar

ansiedad inducida por estrés o relacionada con estrés. EIl

‘método incluye 1la etapa de administrar a un sujeto en

necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de
una urolitina o un precursor de la misma, para tratar la
ansiedad inducida por estrés o relacionada con estrés.

Un aspecto de la invencién es un método para
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mejorar el funcionamiento muscular. El1 método incluye la
etapa de administrar a un sujeto en necesidad del miémo una
cantidad terapéuticamente efectiva de una urolitinal o un
precursor de la misma, para incrementar el funcionaﬁiento
muscular. En una modalidad, el funcionamiento muscuiar se
selecciona del grupo que consiste de fuerza, velociéad, 3%
resistencia. |

Un aspecto de la invencién es un método para %ratar
una enfermedad muscular o neuromuscular. El1 método inleye la
etapa de administrar a un sujeto en necesidad del mis@o una
cantidad terapéuticamente efectiva de wuna wurolitina 1o un
precursor de la misma, para tratar la enfermedad muscuiar o)
neuromuscular. En una modalidad, la enfermedad muscuiar o

neuromuscular es una miopatia. En una modalidad, la

enfermedad muscular o) neuromuscular es una distrofia

muscular. En una modalidad, la enfermedad musculadr o

neuromuscular es Distrofia muscular de Duchenne. !
Un aspecto de la invencién es un método 'para

promover la excrecencia de neuritas. El método incluyé la

etapa de poner en contacto una célula nerviosa con | una

cantidad efectiva de una urolitina o un precursor dé la

. . . |
misma, para promover la excrecencia de neuritas. En 'una

modalidad, la puesta en contacto comprende administrar a un

sujeto en necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente

efectiva de la wurolitina o precursor de la misma, ﬁara

1

promover la excrecencia de neuritas.
Las siguientes modalidades pueden pertenecer a cada
aspecto y modalidad de la invencién descrita y, como sea

i
apropiado, entre si. ' i
. |

En una modalidad, la urolitina o precursor deila
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misma es una urolitina aislada.
En una modalidad, 1la urolitina o precursor de la
misma es un precursor de urolitina aislada.

En una modalidad, la urolitina se selecciona del

.grupo que consiste de urolitina A, urolitina B, uiolitina C,

urolitina D, asi como también sus metabolitos, incluyendo,

por medio de ejemplo, sus formas glucuronidadas, métiladas, y

sulfatadas, y combinaciones de estas urolitinas. E
En una modalidad, 1la urolitina o precuﬁsor de la

misma se administra como un alimento natural seleccionado del

grupo que consiste de bayas, uvas, granadas, esca#amujos, y
]

nueces. E

En una modalidad, la urolitina o precur%or de la

misma se administra como un producto alimenticio érocesado,

incluyendo como medio de ejemplo un jugo, conceritrado, o

“extracto, con base en un alimento natural seleccionado del

grupo que consiste de bayas, uvas, granadas, escaramujos, Yy

nueces.

|
En una modalidad, la urolitina o precursdr de 1la

misma se administra como jugo, concentrado, o extracto de

|
granada. 4

En una modalidad, la wurolitina o precursoﬁ de 1la
|

misma se administra como un elagitanino.

En una modalidad, la wurolitina o precursoﬁ de la

misma se administra como punicalagina. ‘

En una modalidad, la urolitina o precursorﬁde la

misma se administra como acido eléagico.
En una modalidad, la urolitina o precursor:de la

misma se administra como una urolitina. En una modalidad, la

urolitina o precursor de la misma se administra oralmente.
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En una modalidad, la urolitina o precursor;de la
misma se administra parenteralmente. En una modalidéd, la
urolitina o precursor de la misma se administra al menos
semanalmente. En varias modalida&es, la urolitina o precursor
de la misma se administra 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, lp, 11,

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,

27, o 28 veces a la semana.
En una modalidad, 1la urolitina o precursor de la

misma se administra al menos diariamente. En varias

modalidades, la urclitina o precursor de la misﬁa se

administra 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, u 8 veces al dia. !

En una modalidad, la urolitina o precursor ae la
1

misma se administra en una dosis igual o equivalente a p.l -
150 miligramos (mg) de urolitina por kilogramo (kg) de! peso

1
corporal. |

|

I

En una modalidad, la urolitina o precursor de la

misma se administra en una dosis igual o equivalente a 2 -

1
120 mg de urolitina por kg de peso corporal. Eni una
{

modalidad, la urolitina o precursor de la misma se administra

en una dosis igual o equivalente a 4 - 90 mg de urolitin% por

kg de peso corporal. En una modalidad, 1la wurolitina o

1

precursor de la misma se administra en una dosis iguél o)
|

equivalente a 8 - 30 mg de urolitina por kg de peso corporal.

En una modalidad, la urolitina o precursor dé la
misma se administra en una dosis suficiente para lograi un
nivel en suero pico de al menos 0.001 micromolar (uM). Enluna
modalidad, la urolitina o precursor de la misma se administra
en una dosis suficiente para lograr un nivel en suero pic6 de

al menos 0.01 uM. En una modalidad, la urolitina o precursor

de la misma se administra en una dosis suficiente para lodgrar
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un nivel en suero pico de al menos 0.1 uM. En una modaiidad,
la urolitina o precursor de la misma se administra én una
dosis suficiente para lograr un nivel en suero pico ﬁe al
menos 1 puM. En una modalidad, la urolitina o precursor de la

misma se administra en una dosis suficiente para lograr un

nivel en suero pico de al menos 10 uM. 2

En una modalidad, la urolitina o precursor de la

misma se administra en una dosis suficiente para logrér un
nivel en suero sostenido de al menos 0.001 micromolar &pM).
En una modalidad, la urolitina o precursor de la ndsm; se
administra en una dosis suficiente para lograr un nivei en

suero sostenido de al menos 0.01 uM. En una dealidadé la

urolitina o precursor de la misma se administra en una dosis

|

suficiente para lograr un nivel en suero sostenido de al

menos 0.1 upM. En una modalidad, la urolitina o precursor de

la misma se administra en una dosis suficiente para lograr un
I

i
nivel en suero sostenido de al menos 1 uM. En una modalidad,
la urolitina o precursor de la misma se administra en una

dosis suficiente para lograr un nivel en suero sostenido.de
I

al menos 10 pM. |

En una modalidad, el sujeto no estd recibiendo ﬁna
urolitina o un precursor de la misma, para tratar oﬂra
afeccién que requiere la administracidén de una urolitina oEo
un precursor o metabolito de la misma, seleccionada del grubo
que consiste de aterosclerosis, trombosis, cénce%,

angiogénesis no deseada, infeccién, e inflamacidn. i

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS {

La Figura 1 representa férmulas estructurales para

urolitina A (UA), &cido eléagico (EA), telimagrandina (TL),

000
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punicalagina (PA), y punicalina (PB).

La Figura 2 representa 4&cido elagico (EA) y sus

metabolitos, urclitina D (UD), urolitina C (UC), urolitina A
(UA), 'y wurolitina B (UB), los cuales se producen’ por
microflora intestinal en animales, incluyendoc humanos.

La Figura 3 es un par de graficas de barra que

representan los niveles de expresién en genes mitocondriales

en respuesta a las concentraciones indicadas de &acido elégico

1

(panel superior) y urolitina A (panel inferior). i
La Figura 4 es una grafica de barras que representa

|
la actividad de citrato sintasa (CS) medida in vitro en la

presencia de las concentraciones indicadas de punicalagina,
i
dcido eldgico, urolitina A, o control negativo. ‘
1
|

La Figura 5A es un collage de inmunotransferencias
|
(IB) gque representan efectos del &cido elagico (EA) vy

urolitina A (UA) a las concentraciones indicadas en niveles

de Proteina Cinasa Activada por AMP (AMPK) y ;AMPK
fosforilada, activada (P-AMPK). P-AMPK: AMPK fosfori&ada.
Control: control negativo; RSV: control positivo resveraﬁrol.

La Figura 5B es una grafica de barras} que
representa el analisis densitométrico de bandas en la Figura
47 que muestra el nivel relativo de P-AMPK activada deépués

de los tratamientos en comparacién con las células tratadas

con control. ‘
|

La Figura 6 es una grafica de barras que repre;enta
los numeros celulares totales para cultivos de células éC—lZ
después del tratamiento con 0.5 uM de los compu§stos
indicados. PA, punicalagina; PB, punicalina; UA, urolitiga A;

!

EA, &acido eléagico; Tl, telimagrandina.

La Figura 7 es una grafica de barras que repreéenta
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la excrecencia de neuritas media (um) en células; PC-12
después del tratamiento con 0.5 uM de 1los comﬁuestos
indicados. La excrecencia se expresa por célula; Sp,
SP600125; dbcAMP, dibutiril ciclico AMP; PA, punicalagina;
PB, punicalina; UA, ureclitina A; EA, Aacido elégicob T1,
telimagrandina. l

La Figura 8 es una grafica de barras que représenta
el porcentaje de células PC-12 gque muestra la excrecencia de
neuritas extensa (>20 um) después del tratamiento con (0.5 uM
de los compuestos indicados. SP, SP600125; dbcAMP, dibdtiril
ciciico AMP; PA, punicalagina} PB, punicalina; UA, uroﬂitina
A; EA, acido elagico; T1l, telimagrandina.

|

La Figura 9 es una grafica de barras que repreéenta

la formacidén de proceso media en células PC-12 despué$ del

tratamiento con 0.5 uM de los compuestos indicados.' SP,

' SP600125; dbcAMP, dibutiril ciclico AMP; PA, punicalagina;

PB, punicalina; UA, wurolitina A; EA, acido elégico;i T1,

telimagrandina.

La Figura 10 es wuna grafica de Dbarras:@ que

representa la excrecencia media por célula de neuronas

positivas a tirosina hidroxilasa (TH) dopaminérgica primaria

después del tratamiento con 0.1 uM de los compuestos
indicados. SP, SP600125; dbcAMP, dibutiril ciclico AMP; UA,

urolitina A; EA, &acido eléagico; Tl, telimagrandina. !

La Figura 11 es wuna grafica de barras . que

representa el porcentaje de neuronas positivas a, 6 TH

‘dopaminérgica primaria que muestran excrecencia de neuritas

extensa (> 20 um) después del tratamiento con 0.1 pM de!los

compuestos indicados. SP, SP600125; dbcAMP, dibutiril ciciico

AMP; UA, urolitina A; EA, &cido eléagico; T1, telimagrandida.
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La Figura 12 es una grafica de barras | que
representa el numero medio de procesos formados en neuronas
positivas a TH dopaminérgica primaria después del tratamiento

con 0.1 uM de los compuestos indicados. SP, SP600125; dbcAMP,

dibutiril ciclico AMP; UA, urolitina A; EA, acido elagico;

Tl, telimagrandina. |
La Figura 13 es una grafica de Dbarras :que
representa la longitud de proceso méxima en las neuronas
|

positivas a TH dopaminérgica primaria después del tratamiento
i

con 0.1 uM de los compuestos indicados. SP, SP600125; dbcAMP,

dibutiril ciclico AMP; UA, urolitina A; EA, &cido elagico;
Tl, telimagrandina. {

La Figura 14 =es wuna grafica de barras i‘que’
\

representa las ramificaciones medias por neurona positiva a
|
TH dopaminérgica primaria después del tratamiento con 0.1f uM

de los compuestos indicados. SP, SP600125; dbcAMP, dibutﬂril

ciclico AMP; UA, urolitina A; EA, dcido eléagico; Fl,

telimagrandina. ' !
!

La Figura 15 es wuna grafica de Dbarras Qque
i
representa el numero medio de dendritas por neurona positiva

|
a TH dopaminérgica primaria después del tratamiento con 0.1

|
uM de los compuestos indicados. SP, SP600125; dbcAMP,

dibutiril ciclico AMP; UA, urolitina A; EA, acido elégi&o;
|
Tl, telimagrandina. i
I

La Figura 16 es wuna grafica de Dbarras que

|
representa la longitud de dendritas media por neurona

positiva a TH dopaminérgica primaria después del tratamiento

1

con 0.1 uM de los compuestos indicados. SP, SP600125; dbcAMP,
|

dibutiril ciclico AMP; UA, urolitina A; EA, acido elagico;
|

Tl, telimagrandina.
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La Figura 17 es tres series de graficas de éarras
que representan los efectos del tratamiento con urolitina A,
punicalagina, y extracto de granada (PE) en el comienzo de la
obesidad en ratones alimentados con dieta de alta érasa
(HFD) . La urolitina A se administrdé como aditivo aliment%cio;
PE y punicalagina se administraron por sonda. (A) seguimiento
de peso corporal expresado como porcentalje de incrementb en
comparacién con el peso corporal inicial. (B) Porcentajé de
masa de grasa medida por EchoMRI después de 5 semanaéﬂ de
tratamiento. (C) Porcentaje de masa magra medido por EchoMRI

después de 5 semanas de tratamiento. Composicién del grupo:

control de HFD (aditivo alimenticio): n = 10; control de ‘HFD

(sonda): n = 10; HFD m&s urolitina A (aditivo alimenticio)i: n

= 9; HFD ma&s punicalagina (sonda): n = 8; HFD mds PE (sondé):
i
n = 7. Los resultados se expresan como media * SEM. *p < 0?05
(prueba t de Student). Para el panel A, los resultadosise
analizaron por ANOVA de 2 vias. Los valores de p se indicanL
La Figura 18 es dos pares de graficas de barras éue
representan los efectos del &cido eldgico y urolitina A en ﬁa
masa magra y masa de grasa en ratones alimentados con die&a
chow estandar. (A) Porcentaje de masa magra (musculo) medi&a
por EchoMRI después de 2 semanas de tratamiento. (é)

Porcentaje de masa de grasa (musculo) medida por EchoMRI

después de 2 semanas de tratamiento. Composicidén del grupo:

control de dieta chow (aditivo alimenticio): n = 8; dieta
chow mas &cido eldgico (aditivo alimenticio): n = 7; Dieta
‘chow mas urolitina A (aditivo alimenticio): n = 7. Los

T
!

resultados se expresan como media + SEM. *p < 0.05 (Prueba ﬁ
de Student) .

La Figura 19 es un par de graficas y un paf
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correspondiente de graficas de barras que representan los
efectos del &cido eldgico y wurolitina A en el consumo de
oxigeno en ratones alimentados con dieta chow esténdar. (A)

Seguimiento de consumo de oxigeno durante un periodo de 20 h.

Las barras llenas corresponden a la fase de oscuridad (7 pm a
: |

7 am). El resto corresponde a la fase de luz. (B) Consumo de

oxigeno representado como el &rea bajo la curva (AUC).

Composicién del grupo: control de dieta chow (aditivo
|
alimenticio): n = 8; dieta chow mas A&cido elagico (aditivo
alimenticio): n = 7; dieta chow més urolitina A (aditivo
alimenticio): n = 7. Los resultados se expresan como media %

SEM. *p < 0.05 (Prueba t de Student). Para el panel A, %os
resultados se analizaron por ANOVA de 2 vias. El valor dé P
se indica (Control de dieta chow vs dieta chow mas
tratamiento).

La Figura 20 es una serie de graficas y una serie
correspondiente de graficas de barras gque representan éel
efecto de urolitina A, punicalagina, y extracto de granéda

(PE) en el consumo de oxigeno en ratones alimentados con una

dieta de alta grasa (HED). (A) Seguimiento del consumo ‘de
|

oxigeno durante un periodo de 20 h. Las barras llenas

corresponden a la fase de oscuridad (7 pm a 7 am). El resto
corresponde a la fase de luz. (B) Consumo de oxigeno
representado como el &rea bajo la curva (AUC). Composic%én
del grupo: control de HFD (aditivo alimenticio): n=i0;
control de HFD (sonda): n = 10; HFD méds urolitina A (aditivo
'alimenticib): n = 9; HFD mas punicalagina (sonda): n = 8; ﬁFD
mas PE (sonda): n = 7. Los resultados se expresan como media

+ SEM. *p < 0.05 (Prueba t de Student). Para el panel A, los

resultados se analizaron por ANOVA de 2 vias.
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La Figura 21 es un par de graficas y un par
correspondiente de gradficas de barras que representaﬁ el
efecto del &cido eldgico y urolitina A en la relaciéh de
intercambio respiratorio (RER) en ratones alimentados} con
dieté chow estandar. (A) Seguimiento de 1la RER duranté un

periodo de 20 h. Las barras llenas corresponden a la fasé de

oscuridad (7 pm a 7 am). El resto corresponde a la fasé de
luz. (B) RER representada como la RER media. Composiciénidel
grupo: Control de diefa chow (aditivo alimenticio): n = 8;
Dieta chow mas &cido eldgico (aditivo alimenticio): n % s
Dieta chow ma&s urolitina A (aditivo alimenticio): n = 7.%Los

resultados se expresan como media + SEM. *p < 0.05 (Prueba t
de Student). Para el panel A, los resultados se analizdron
por ANOVA de 2 vias. El1l valor de p se indica (Control:de

dieta chow vs dieta chow mas tratamiento). l

La Figura 22 es una serie de graficas y una serie

correspondiente de graficas de barras dque representan el

efecto de la urolitina A, punicalagina, y extracto de granéda

(PE) en la relacién de intercambio respiratorio (RER) .en

3

ratones alimentados con una dieta de alta grasa (HFD). (A)
Seguimiento de RER durante 'un periodo de 20 h. (B) RER

representada como la RER media. Composicién del grupb:
control de HFD (aditivo alimenticio): n = 10; HFD mas

urolitina A (aditivo alimenticio): n = 9; HED mas

punicalagina (aditivo alimenticio): n = 10; HFD méas PE

(aditivo alimenticio): n = 10. Los resultados se expresén

como media * SEM. *p < 0.05 (Prueba t de Student). Para el

|

panel A, los resultados se analizaron por ANOVA de 2 vias.

La Figura 23 es dos series de graficas que

representan el efecto de la urolitina A, punicalagina, 'y
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extracto de granada (PE) en triglicéridos vy &cidos gfasos
libres en ratones alimentados con una dieta de alta grasa
(HFD) . (A) Niveles en plasma de triglicéridos en raéones
alimentados con HFD tratados por 14 semanas. (B) Niveles en
plasma de &cidos grasos libres en ratones alimentados con HFD

tratados por 14 semanas. Composicién del grupo: control de

HEFD (aditivo alimenticio): n = 10; control de HFD (sonda}: n
= 10; HFD mds urolitina A (aditivo alimenticio): n = 9; HFD
mas punicalagina (sonda): n = 8; HFD mds PE (sonda): n % 7.

Los resultados se expresan como media * SEM. *p < d.OS
(Prueba t de Student).

La PFigura 24 es una serie de graficas que
representan el efecto de wurolitina A, &cido elégico,é Yy
punicalagina en glicemia en ratones alimentados con una diéta
de alta grasa (HFD). (A) Prueba de tolerancia a la glucosa;en
ratones alimentados con HFD tratados por aditivo alimentiéio
con urolitina A por 10 semanas. (B) Prueba de tolerancia a}la
glucosa en ratones alimentados con HFD tratados por adit%vo
alimenticio con &cido eldgico por 10 semanas. (C) Pruebaide
tolerancia a la glucosa en ratones alimentados con H?D

tratados por aditivo alimenticio con punicalagina por 10

semanas. Composicién del grupo: control de HFD (aditivo

alimenticio): n = 10; HFD més urolitina A (aditi&o
alimenticio): n = 9; HFD mas punicalagina (aditivo
alimenticio): n = 10. Los resultados se expresan cCoOmo media 't

SEM. *p < 0.05 (Prueba t de Student). '

La Figura 25 es una grafica de lineas y una gréfich

de barras que representan el efecto de la urolitina A (UR) en

respiracién no acoplada y basal (consumo de oxigeno) en C.

elegans viejos (10 dias de edad). (A) Respiracidén no acoplada
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y basal (FCCP) en gusanos de control de 10 dias de :edad
tratados con 0.1% DMSO y gusanos de 10 dias de edad traéados
con 30 pM.urolitina A en 0.1% DMSO. (B) Area bajo la curva
(AUC) representativa de respiracidédn no acoplada (FCCP) en
gusaﬁos de control de 10 dias de edad tratados con vehiculo
(0.1% DMSO) o 30 uM urolitina A en 0.1% DMSO. Los resultédos
se expresan como media + SEM. *p < 0.05 (Prueba t; de
Student). OCR, velocidad de consumo de oxigeno. ;

La Figura 26 es una gréafica de Dbarras ‘que

representa el efecto de la urclitina A en mitocondriasl‘ en
musculo de C. elegans. La «cepa SJ4103 de C. elegans
transgénica muestra fluorescencia debido a 1la expreéién
especifica de misculo de proteina fluorescente verde (GFP* la

cual se dirige a la membrana de mitocondrias. La presencia, de

mitocondrias en el musculo de los C. elegans es muestra por
un incremento en la fluorescencia. Los resultados se expreSan
como media * SEM. *p = 0.0014 (Prueba t de Student).

La Figura 27 es wuna grafica de Dbarras éue

representa la movilidad de ratones sometidos a estrés crénico
|

con © sin tratamientoc con extracto de granada. \

La Figura 28 es una grafica de barras due

representa el grado de una respuesta de "“paralizacidn” de

ratones en un contexto de induccién de ansiedad con o sin

tratamiento con extracto de granada. ;
La Figura 29 es wuna grafica de Dbarras due

representa el efecto en ratones de la administracidn Zde
i

extracto de granada en el grado de inhibicién inducida pbr
|

Il

ansiedad de erguido. i

La Figura 30 es wuna grafica de Dbarras que

representa el efecto de la administracién de extracto de
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granada en el gradc de inhibicidén inducida por ansiedad de
acicalamiento en ratones.

La Figura 31 =es una grafica de lineas que

representa la extincidén de una memoria a un contexto adverso

particular cuando se expone repetidamente al contexto en la

ausencia del efecto adverso. Los datos se muestran| para
ratones que han sufrido estrés a edad temprana pero son
tratados con el elagitanino punicalagina. La paralizacidén (%)
se expresa como un porcentaje del tiempo de paralizacidn
durante la'exposicién inicial al contexto.

La Figura 32 es una grafica que represen#a el

efecto en ratones del estrés crdénico en el aprendizaje
|
|
efectivo en el laberinto de agua de Morris.
La Figura 33 es una grafica de barras que

representa el efecto en ratones crénicamente estresados de la

~administracién de extracto de granada en el funcionamiento de

|
I

aprendizaje en el laberinto de agua de Morris. I

La Figura 34 es una grafica dque represen#a la
distancia acumulada de una plataforma oculta para Garios
ensayos durante la fase de entrenamiento en el laberigto de
agua de Morris, una medicidén del aprendizaje cognitivo. Los
datos se muestran para ratones gque han sufrido estrés a edad
temprana, ﬁormalmente ratones de control criados, vy r%tones
que han sufrido estrés a edad temprana pero son tratadgs con
el elagitanino punicalagina. La distancia a la platafo%ma es
la suma de las distancias acumuladas entre el ratén? y la
plataforma oculta para todos 1los intervalos medidos (25

f

intervalos/seg) durante el periodo de observacién (60 seg).

i
i

La Figura 35 es wuna grafica de barras que

1

\

|
representa la memoria de ratas viejas en una prueba de

\
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reconocimiento social cuando se tratan ya sea con el:extracto
de granada 1108 o un control (Ctrl).

La PFigura 36 es una grafica de bar?as que
representa los resultados del 1laberinto de agua dé Morris

para ratas viejas tratadas con extracto de granad& 1108 o

1
'
[
|

La Figura 37 es una grafica de barﬁas que

representa el porcentaje de alteraciones correctasi en un

laberinto en Y para el modelo de ratédn 5S5XFAD con enﬁermedad
de Alzheimer, tanto tratado como no tratado, asi como también

ratones de control normales. Significancia: **p < 0.0i, *p <

1

0.05, ANOVA de una via. 1

La Figura 38 es wuna grafica de barrés que

representa los resultados del laberinto de agua de {Morris

para ratones transgénicos con modelacién de enfermedad de

Alzheimer (hAPP-Tg) tratados con extractos derivados de

granada 31008, 61109, 71109, o control (Vehiculo). También se

muestran resultados para ratones tipo silvestre (No Tqg)
tratados con control (Vehiculo). {
La Figura 39 es una grafica de barraé que

representa los resultados de la caja de oscuridad/lui para

ratones que han sufrido estrés a edad temprana versus ratones
de control normalmente criados, y ratones que han sufrido
estrés a edad temprana vy tratados con el elagitanino

punicalagina. Los resultados se expresan como media *: SEM.

Significancia: *p < 0.05, (Prueba t de Student). ;

La Figura 40 es wuna grafica de Dbarras: que

representa los resultados para el laberinto en O elevadoipara

ratones que han sufrido estrés a edad temprana versus ratones

de control normalmente criados, y ratones que han sufrido

008
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estrés a edad temprana vy tratados con el élagitanino
punicalagina. Los resultados se expresan como media * SEM.
Significancia: *p < 0.05, (Prueba t de Student).

La Figura 41 ‘es una gréfica de barras que

representa los resultados para la prueba de nado forzado para

ratones que han sufrido estrés a edad temprana versus ratones

de control normalmente criados, y ratones que han sufrido
estrés a edad ‘temprana vy tratados con el elagitanino

punicalagina. Los resultados se expresan como media * SEM.

r

Significancia: *p < 0.05, **p < 0.01 (Prueba t de Student).

La Figura 42 es una gréfica de bartas que
i

]
i

representa los resultados para el entrenamientoi: en el

paradigma de acondicionamiento de miedo contextual du#ante la
primera descarga leve la cual toma lugar a 4 min. Los

|

resultados se muestran para ratones que han sufrido e?trés a
edad temprana versus ratones de control normalmente c?iados,
y ratones que han sufrido estrés a edad temprana vy t%atados
con el elagitanino punicalagina. Los resultados se eépresan

como media * SEM. '

'1
La Figura 43 es una grafica de barras que

representa la extincién de una memoria a un contexto aéverso
particular cuando se expone repetidamente al contexto %n la
ausencia del efecto adverso. Los datos se muestranE para
ratones que han sufrido estrés a edad temprana, raton%s de
control sin estrés normalmente criados, y ratones quég han

|
sufrido estrés a edad temprana y tratamiento con el

i

“elagitanino punicalagina. Los resultados se expresan @como

media * SEM. Significancia: *p < 0.05, #p=0.05 (Prueba t de

Student). Los animales sin estrés normales se comparan'con

los animales estresados a edad temprana (es decir, separac¢idn
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maternal). Los animales estresados a edad temprana tra#ados
con punicalagina se comparan con animales estresados a .edad
temprana no tratados.

La Figura 44 es una grafica de lineas que demuéstra
el nivel de aprendizaje motriz como se mide por la laténcia
en segundos para caer de una barra giratoria. Los dato$ se
muestran para ratones que han sufrido estrés a edad tempréna,
ratones de control normalmente criados, y ratones due lhan
sufrido estrés a edad temprana y se han tratado conz el
elagitanino punicalagina. Los resultados se expresan @omo
media + SEM. !

La Figura 45 es una grafica que representa la
latencia de escape en segundos del laberinto de agua' de
Morris durante la fase de entrenamiento, una medicidén del
aprendizaje cognitivo. Los datos se muestran para ratones gue
han sufrido estrés a edad temprana, ratones de cont%ol
normalmente criados, y ratones que han sufrido estrés a eéad
temprana y se han tratado con el elagitanino punicalagiﬁa.
Los resultados se expresan como media * SEM. Significancﬂa:
*p < 0.05 (Prueba t de Student).

La Figura 46 es una grafica de barras Qque

representa los efectos de los compuestos derivados de granada

en el reconocimiento contextual en ratones normales, ya sea

I
|

no tratados o tratados con punicalagina o urolitina A. Los

resultados se expresan como media * SEM. Significancia: *p <

1
|

0.05 (prueba t de Student).

La Figura 47 es una grafica de barras que
i

representa los efectos de los compuestos derivados de grana&a

en la retencién de memoria para un contexto particular en

ratones normales, ya sea no tratados o tratados con
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punicalagina o urolitina A. Los resultados se expresan como
media * SEM. Significancia: Los datos se analizaron usando ya
sea ANOVA de una via o ANOVA de medida repetida, seg@ido por
una prueba de comparacién multiple de LSD pos-hoc deiFisher.
*p < 0.05.

La Figura 48 es una grafica de lineas que demuestra
el funcionamiento muscular y habilidades motrices éomo se
mide por la latencia para caer en segundos desde un% barra

giratoria. Los datocs se muestran para ratones de control no

tratados normalmente criados y ratones que se han tratado con
el elagitanino punicalagina. Significancia: *p < O.DS por

analisis de ANOVA. ?

}
1

La Figura 49 es una grafica de lineas que demuestra

|

el nivel del funcionamiento muscular y resistencia como se

L

mide por la capacidad de un ratén para correr en una: banda

1

caminadora a velocidades elevadas. Los datos se muestrah para

ratones de control no tratados normalmente criados y ratones

que se han tratado con urolitina A. Significancia: *p <'0.05,
**p < 0.01 (Prueba t de Student).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En biologia y psicologia, el término “estréé" se
refiere a la consecuencia de la falla de un humano qutro
animal a responder apropiadamente a amenazas fisiolégicas,
emocionales, o fisicas, vya sea reales o imaginadas; El
término “estrés” se empled primero en un contexto bioldgico
por el endocrindlogo Hans Selye en la década de 1930.. Mas
tarde amplié vy popularizdé el concepto para incluiri la

respuesta fisioldégica inapropiada a cualquier demanda. Cubre

un amplio rango de fendmenos, desde irritacién leve a
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disfuncién dréastica que puede causar crisis severa de la

salud.

Todas estas caracteristicas psicobioldgicas de
estrés pueden representar manifestaciones de estrés
oxidativo, un desequilibrio entre la produccién y

manifestacidén de especies de oxigeno reactivas y lalcapacidad
de un sistema bioldégico facilmente para desintox@car los
intermediarios reactivos o para reparar el dano re%ultante.
Las alteraciones en el estado redox normal de tejidés pueden
causar efectos tdéxicos mediante la produccidn de per%xidos y
radicales libres que darian todos los componentesa de 1la
célula, incluyendo las proteinas, lipidos, y ADN. 2Algunas
especies oxidativas reactivas aun pueden actuaf como
mensajeros mediante un fendémeno llamado “sefializacidn fedox”.

En los humanos, el estrés oxidativoi esta
invoiucrado en muchas enfermedades, 1los ejemplos iﬂcluyen
aterosclerosis, enfermedad de Parkinson, insuficﬁencia
cardiaca, infarto al miocardio, enfermedad de Alzhéimer,
esquizofrenia, trastorno bipolar, sindrome X frégi@, y
sindrome de fatiga crénica.

Una fuente de oxigeno reactivo bajo condiciones
normales en humanos es la fuga de oxigeno activado‘dealas
mitocondrias durante la fosforilacién oxidativa.

Otras enzimas capaces de producir superdxido (0z)

son xantina oxidasa, NADPH oxidasas y citocromos P450." E1

peréxido de hidrdgeno, otro agente oxidante fuerte, ' se

produce por una amplia variedad de enzimas incluyendo

diversas oxidasas. Las especies de oxigeno reactivas juegan
papeles importantes en la seflalizacidén celular, un proceso

llamado sefializacién redox. Por consiguiente, para mantener
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la homeostasis celular apropiada un equilibrio se debe
alcanzar entre la pgoduccién de oxigeno reactivo y el
Consumo.

Los mejores antioxidantes celulares estudiados son
las ~enzimas superdéxido dismutasa (S0OD), catalasa, %
glutationa peroxidasa. Los antioxidantes enzimdticos menos
bien estudiados incluyen las peroxirredoxinas Yy la
sulfirredoxina recientemente descubierta. Otras enzimas dque
tienen propiedades antioxidantes (aunque este papel no es
primario) incluyen paraoxonasa, glutationa-S transferasas, Yy
aldehido deshidrogenasas.

El estrés oxidativo contribuye a la 1lesidén de
tejido después de la irradiacién e hiperoxia. Se sospecha que
es importante en las enfermedades neurodegenerativas,

incluyendo enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,

esclerosis lateral amiotrdéfica (ALS), y enfermedad de

Huntington. El1 estrés oxidativo también se piensa que esté
vinculado con ciertas enfermedades cardiovasculares, puesto
que la oxidacién de lipoproteina de baja densidad (LDL) en el
endotelio vascular eé un precursor para la formacidén de

placa. El estrés oxidativo también juega un papel en la

cascada isquémica debido a la lesidén por reperfusidn de

oxigeno después de hipoxia. Esta cascada incluye tanto
apoplejias y ataques cardiacos. El estrés oxidativo también

se ha implicado en sindrome de fatiga crénica.

Notablemente, los inventores han descubierto que:

ciertos compuestos derivados de elagitaninos son utiles en el.

tratamiento y prevencién de manifestaciones fisioldgicas vy,

psicoldgicas de estrés, incluyendo estrés oxidativo. Sin

pretender estar ligado a cualquier mecanismo de accidn, se
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considera que los compuestos ejercen efectos benéficos en{
mitocondrias, promoviendo y restaurando las funcionesi
mitocondriales cruciales vy contrarrestando la disfunciénl
mitocondrial inducida por estrés. Estos mismos compuestos se .
5 han descubierto, de conformidad con la invencidn actual, que
son utiles en el tratamiento y prevencién de cualquiera de
una variedad de afecciones, enfermedades, \% trastornosl
relacionados con la disfuncién mitocondrial incluyendo, sin
limitacién, enfermedades neurodegenerativas y trastornos
10 cognitivos, trastornos metabdlicos incluyendo resistencia a
la insulina, trastornos del estado de é&nimo, y trastornos de
ansiedad.
Los elagitaninos (ETs) son polifenoles incluidos
dentro de los “taninos hidrolizables” asi 1llamados en 1los
15 cuales el 4&cido hexahidroxidifénico forma diésteres con
azﬁcéres (mds frecuentemente pf-D-glucosa). Los ET pueden
presentarse como polimeros complejos que alcanzan pesos
moleculares hasta 4000 y mayores. Estos polimeros se pueden
hidrolizar con &acidos o bases para producir &acido elagico
20 (EA), el cual se puede usar indirectamente para cuantificar
ET. El EA a su vez es una fuente de productos metabdlicos
adicionales incluyendo urolitinas.
Muchas especies de plantas que contienen
elagitaninos se han usado para el tratamiento de
25 enfermedades, particularmente en Asia (Okuda et al., 2009).
Estos incluyen Agrimonia pilosa (agrimoniina), Camelia
- japonica (cameliatanino A), Cornus officinalis (cornusina A),
Geranium thunbergii (geraniina), Geum japonicum (gemina-A),
Liquidambar formosana (casuarictina), Mallotus japonicus

30 (acide malotusinico), Oenothera erythrosepala (oenoteina B),
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Punica granatum (granada) (granatina B), Rosa  rugosa
(rugosina), y Terminalia quebula (4cido quebulinico), egtre
otras. Los usos principales de estas plantas medicinalesise
han asociado a sus actividades antioxidantes, antidiarreicés,
antimicrobianas, e inmunomoduladoras.

Los elagitaninos también estdn presentes en
cantidades significativas en muchas bayas, incluyendo fresaé,
frambuesas rojas y negras (Zafrilla et al., 2001), arandanos
y moras. Los elagitaninos también se han encontrado en
manzanas, cerezas, camemoros, aradandanos rojos, grosella,
uvas, lima, mango, pifia, granada, ciruela pasa, ruilbarbos.
Serranoc et al. (2009) Mol Nutr Food Res. 53:58310-28. E1
lagitanino rubusuaviina C se puede aislar de las hojas del té
dulce chino Rubus suavissimus S. Lee. Los elagitaninosl
también se han identificado en cantidades apreciables en

nueces, incluyendo nueces de castilla (Fukuda et al., 2003),

"pistachos, anacardos, castanas, bellotas de roble (Cantos et

al., 2003), pacanas (Villarreal-Lozoya et al., 2007) vy
cacahuetes.

También son abundantes en las granadas (Gil et al.,
2000), vy uvas moscatel (Lee and Talcott, 2002) vy son
constituyentes importantes de madera, particularmente roble
(Glabasnia and Hofmann, 2006). Los elagitaninos se pueden
incorporar en productos alimenticios, tales como vinos, Yy
whiskey, mediante la migracidén desde la madera a la matriz
alimenticia durante diferentes procesos de envejecimiento. El1
acido eldgico también se ha encontrado en varios tipos de
miel y se ha propuesto como un marcador floral para miel de
brezo (Ferreres et al., 1996). El1 4&cido eldgico 1libre vy

diferentes derivados glicosidicos también estdn presentes en
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estos productos alimenticios, incluyendo glucédsidos, !

ramnésidos, arabinosidos y los ésteres de acetilo
correspondientes (Zafrilla et al., 2001).

Un numero de estudios han mostrado que el contenido
de elagitanino de varios productos alimenticios puede ser
bastante alto (Tabla 1). Por ejemplo, un cristal de jugo de
granada (200 mL) puede proporcionar tanto como 1 g de
elagitaninos y é&cido eldgico conjuntamente, una porcidén de
frambuesas (100 g de frambuesas) alrededor de 300 mg, una
porcidédn de fresas 70 mg, y cuatro nueces de castilla algunos
400 mg de elagitaninos.

Los elagitaninos dietéticos representativos
incluyen punicalagina de granada, sanguiina-H-6 de frambuesa
y fresa, y pedunculagina de nueces de castilla. Todos estos
liberan 4cido eldgico en la hidrdélisis, aunque otros

metabolitos también se pueden producir y son distintivos de

los elagitaninos individuales (por ejemplo, &cido galégico vy

ter-galagico).
Tabla 1. Contenido de elagitaninos (ET) y acido

elagico (EA) en varios productos alimenticios.

Alimento Contenido

Frutos frescos

Fresa 263-330 mg/100 g f.w.
Fresa 51-330 mg/100 g f.w.
Frambuesa 77-85 mg/100 g f£.w.
Frambuesa 25 mg/100 g f.w.

. Camemoro 315 mg/100 g f.w.
Camemoro 56-360 mg/100 g f.w.
Zarzamora 1.5-2.0 mg/g d.w.

:
=
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Zarza &artica
Granada

Uvas moscatel

Nueces
Nuez de castilla
Pacana

Castana

Frutos procesados
Jugo de granada
(punicalagina)
Jugo de granada
Jugo de granada
Mermelada de fresa

Mermelada de frambuesa

40

69-320 mg/100 g f.w.
35-75 mg/100 g f.w. (arilos)

36-91 mg/100 g f.w.

802 mg/50 g (8 nuts)
20.96-86.2 mg/g (EA)

1.61-24.9 mg/kg d.w. (EA)

i

1500-1900 mg/L
2020-2660 mg/L (ET y EA)

5700 mg/L (ET y EA)

76 mg/100 g f.w.

24 mg/100 g f.w.

.Jugo de uva moscatel 18-84 mg/L
Vinos

Vino tinto envejecido

en barricas de roble 9.4 mg/L
Vino tinto envejecido

en barricas de roble 50 mg/L
Vino de uva moscatel 2-65 mg/L
Espiritus

Whiskey 1-2 mg/L
Cognac 31-55 mg/L

f.w., peso fresco
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Los elagitaninos

estructural,
También

galotaninos. Los

reportadas para los mismos se muestran en la Tabla 2.

tienen una

41

distribuciébn

elagitaninos

tienen una

enorme

variabilidad

formando derivados diméricos y oligoméricos.

mas extendida que }las

adicionales

Tabla 2. Otros elagitaninos.

y fuentes

Peso Fuente Referencia
Molecular
Duramen de (Puech, :
Roble Mertz et al.
Europeo 1999)
2-0-galoil-
punicalina :
Casaurictina Arbol de Wikipedia -
rhu, :
planta |
Stachyrus f
Castalagina vy 934.63 Corteza de (Tanaka,
Vecalagina granada Nonaka '
et al. 198$)
Castalina ‘
Casuarictina T. ‘
japonica ‘
Casuariina Hojas de (Bai, He et
arbol de al. ‘
banaba 2008) f
Casuarinina Hojas de (Bai, He et
arbol de al. !
banaba 2008) f
Casuarinina Granada *
Acido quebulagico T. quebula !
Acido T. quebula !
quebulinicdnico !
Corilagina Granada f
Cornusiina E i
Epipunicacorteina A Hojas de (Bai, He et
arbol de al. j
banaba 2008) !

0007143
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(Bai, He ¢t

Flosina B Hojas de
arbol de al. .
banaba 2008) ;

Gemina D T. .
japonica

Granatina A Granada

Granatina B Granada

Grandinina .

Lagerstroemina Hojas de (Bai, He et
adrbol de al. 2
banaba 2008) T

Lambertianina C Frambuesas (Gasperotti,

Masuero et.
al.) ‘

Pedunculagina 784.52 Corteza de (Tanaka,
granada, y Nonaka et
pericarpio al. 1986) .
Punicacorteina A Granada ;
Punicacorteina B Granada ‘
Punicacorteina C Granada T
Punicacorteina D Granada !
Punicafolina Granada x
Punicalagina Granada !
Punicalina Granada '
Punigluconina Granada }
Roburina A |
Roburina B 1
Roburina C ‘
Roburina D 2
Roburina E i
Rubusuaviina C Hojas de i
té ‘t
Sanguiina H-4 Uvas (Lee, l
moscatel Johnson et
al. 2005)
Sanguiina H-5 Uvas (Lee,
moscatel Johnson et
al. 2005)
Sanguiina H-6 Frambuesas (Vrhovsek, .
, Palchetti et
Sanguisorb al. -
a 2006)
Sanguiina H-10

o
<
L

2
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Y
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'
I

Estaquiurina Hojas de (Bai, He et
arbol de al. '
banaba 2008)
Estrictinina 1
Telimagrandina I Granada ﬂ
Telimigrandina II Granada 1
Terquebulina {

Terflavina A
Terflavina B

Tergalagina T. catappa
Terminalina/ Granada
Galagildilactona

Muchos elagitanincs potencialmente activos Se
pueden aislar de varias especies de plantas Terminalia. ﬁn
particular, tanto la punicalagina como la punicalina se hén
identificado en varias especies Terminalia, incluyendo, pdr
ejemplo, T. catappa, T. quebula Retz, T. myriocarpa, Yy ﬂ.

citrine. La punicalagina también se ha aislado de Cistus

1
[}

salvifolius (un arbustoc Mediterréneo) y Combretum molle (un
|
arbusto Africano). E

V-

El &cido eldgico normalmente se encuentra en

cantidades relativamente bajas en tejidos de plantas. Eli
adcido eldgico se piensa que se deriva de elagitaninos, losl
cuales cuando se descomponen forman écidoz
hexahidroxidifénico, el cual se convierte espontédneamente a -

dcido elédgico. Algunas fuentes adicionales de &cido elagico

se muestran en la Tabla 3.

{Z
—~
(-
e
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Tabla 3. Fuentes con acido eléagico.

Fruto Cantidad Referencia
Acai 55.4 + 1.39 mg/L pulpa (Del Pozo-Insfran,
fresca Brenes et al.
Umbu 314 mg/100 g peso seco (De Souza Schmidt
(comercial) Goncalves, Lajolo
et al.) 1
Camu-camu 490 mg/100 g peso seco (De Souza Schmidt
Goncalves, Lajolo
et al.) '
Cagaita 289 mg/100 g peso seco (De Souza Schmidt
(comercial) “Goncalves, Lajolo
et al.) :
Araca ' 262 mg/100 g peso seco (De Souza Schmidt
218 mg/100 g peso seco Goncalves, Lajolo
(comercial) et al.)
Cambuci 240 mg/100 g peso seco (De Souza Schmidt
512 mg/100 g peso seco Goncalves, Lajolo
(comercial) et al.) i
Uvas 219 mg/100 g peso seco (Lee, Johnson et
moscatel al. 2005) :
Los frutos de granada (Punica granatum)i son

alimentos medicinales antiguos los <cuales se han @sado

durante siglos en la medicina popular. Se consumen frescés y

como .jugo, el cual es una fuente excelente de elagitaninés 3%

dcido elédgico. Los elagitaninos en el jugo y cascara de fguta
\

de granada incluyen punicalina, punicalagina, corilagina,

casuarinina, terminalina/galagildilactona, pedunculagipa,
telimagrandina, granatina A, y granatina B. Otras parteszde
la planta de granada contienen elagitaninos adicionalés,
incluyendo'punicafolina, punicacorteina A, punicacorteinaiB,
punicacorteina C, punicacorteina D, vy punigluconina. Lbs
jugos comerciales contienen elagitaninos tipo galagilé,
incluyendo isdémeros de punicalagina (1500-1900 mg/L), taninés
hidrolizables no definidos (400-500 mg/L), y acido elégicozy
sus glucédsidos (120-260 mg/L) (Gil et al., 2000). Las

punicalaginas, elagitaninos en los cuales los &cidos galagico

00$34
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y elagico se enlazan a una molécula de glucosa, son

abundantes en la <céscara de granada. Los 1isOmeros de
|

punicalagina y derivados de acido el&gico no estan presentes
en el jugo de arilo, pero durante el procesamiento del jugo
industrial se extraen de la cascara y membrana que rodeailos
arilos y se liberan en grandes cantidades en el jugo.

Los extractos de la invencidén se pueden prepirar
primero extrayendo el Jjugo de una fruta, por ejemplo,: se
puedé extraer el Jjugo de la granada usando métodos[ de
extraccién de Jugo industriales estdndares conocidos en el
arte los cuales pueden incluir la extraccién de jugo de fruta
completa por aplicacién de presidédn al fruto entero o priAero
quitando la céscara de la granada y luego aplicando presién
al material restante, que consiste de los arilos, ilos
materiales membrancsos los cuales atrapan los arilos y el
material de la cascara producido durante el proceso | de
separacién de la céscara. Alternativamente, 1la cascara, la
cual es una rica fuente de los elagitaninos, en particuPar
punicalagina, puede sufrir un proceso de extraccién de jugo
gue incluye wuna extraccién con agua. Los métodos Lde
extraccidén sin agua alternativos ©pueden emplear otros
solventes tales como etanol, acetona, o metanol, como meﬁio
de ejemplo. !

El extracto tipicamente es un extracto acuoso, el
cual puede consistir esencialmente del jugo de la fruia,
opcionalmente con la adicién de agua extra. Tales extractos
acuosos se pueden concentrar, enriquecer o condensar, Por
ejemplo, por técnicas estandares, por ejemplo, evaporacién
bajo presidén reducida y métodos de filtracidn. Los ejemp;os

de concentrados son aquellos los cuales son al menos 2 veces

i000{;4
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concentrados, ma&s usualmente al menos 4 veces, por ejemplo al
menos 8 veces, al menos 40 veces, al menos 100 vecés, al
menos 200 veces, o al menos 1000 veces.

Los extractos se pueden fraccionar para aislar uno
o mas componentes activos en estos, por ejemplo, por
filtracién de peso molecular, o cromatografia en un séporte
sélido adecuado tal como un gel de sefarosa | (para
cromatografia por exclusidén de tamarfio) o) columné de

intercambio iénico usando HPLC en una alumina o slilice

.adecuadamente tratado, por ejemplo silice revestido con:ODS,

0 por extraccidn con solvente.

Los estudios de estimulacidén de digestidén in vitro

han mostrado que, en general, los elagitaninos son bastante
estables bajo las condiciones fisioldgicas del estémago.:Las

condiciones &cidas (HCl1l, pH 1.8-2.0) vy las enzimas i del
f

estémago no hidrolizan los elagitaninos originales para

\

liberar &cido elagico 1libre (EA), y no se ha observado
degradacién de los elagitaninos (Tomas—-Barberan et %l.,

2009). Mientras que el estdémago parece ser el primer lﬁgar

importante .para la absorcién de EA libre, los elagitaninos no

'se absorben. Bajo las condiciones fisioldégicas del intestino

delgado, sin embargo, hay una liberacién de EA libre a partir
de elagitaninos. Esta hidrdélisis parece ser debido a ias
condiciones de pH (pH alcalino neutro a leve, 7.0-7.3) an£es
que al efecto de las enzimas pancreaticas y sales biliares
(Larrosa et al., 2006). ‘
Los estudios en animales también se han usado para

evaluar la Dbiodisponibilidad vy metabolismo del EA |y

elagitaninos. Una répida absorcién y metabolismo del EA se

reportd por Doyle and Griffiths (1980) en ratas. Estos

000346
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autores detectaron la urolitina A (UA) y otro metabolito (muy
probablemente urolitina B (UB)) en heces y orina. Se demostré
que tanto la UA como UB son de origen microfloral pueéto_que
ninguna se encontrd en animales libres de gérmenes. El'EA sin
cambidé no fue detectado en la orina y heces. Estas uroiitinas
son grandemente absorbidas y glucuronidadas por las c¢élulas
intestinales. En este caso, no se producen metil éteres va
que la UA y UB no tienen agrupamientos orto—dihidroxilo en
sus moléculas y por lo tanto no son sustratos para cate?ol—o—
metil transferasa (COMT). En el caso de la UB, un hidfoxilo
adicional se puede introducir por el citocromo P450, y este
incrementa las posibilidades de glucuronidacidén y mej&ra la
excrecidén del metabolito. Teel and Martin (1988) enconﬁraron
que tanto el EA libre como algunos conjugados (éstér de

sulfato, glucurédnido y conjugados de glutationa) se

detectaron en la orina, bilis y sangre de ratonesL La
absorcién de *H-EA ocurridé mayormente dentro de dos hor%s de
la administracidén oral. Los niveles en sangre, bilis y
tejidos fueron bajos, vy 1los compuestos absorbidosi se
excretaron en la orina. Mas de la mitad del 3ﬁ—EA
administrado permanecié en el tracto gastrointestinal deséués
de 24 h. 1

El metabolismo de varios ET dietéticos y deriv%dos

de EA se ha valorado en humanos. En un estudio que involucra

cuarenta voluntarios saludables, divididos en cuatro gruppes,

i
'
i

gue

se administraron diferentes productos alimenticios
contienen ET, incluyendo fresas (250 g), frambuesas roﬁas
(225 g), nueces (35 g), y vino tinto envejecido en barriéas
de roble (300 mL). Las fresas y frambuesas contienen ambas}el

ET sanguiina H-6; las nueces contienen el ET pedunculagina; vy

7
b
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el vino envejecido en barrica de roble contieﬁe el ET
vescalagina. Después de la ingesta, cinco fraccionesade orina
se colectaron a 8, 16, 32, 40, y 56 h. No se detectafon ET ni
EA en la orina usando andlisis de LC-MS/MS. Sin embargo, el
metabolito microbiano 3,8—dihidroxi—6H—dibenzo[b,d]piran—6—
ona (urolitina B) conjugada con acido glucurénico seadetecté
entre las fracciones iniciando a 32 h hasta 56 h en tédos los
sujetos, independiente del producto alimenticio consuﬁ;do. De
acuerdo con los resultados obtenidos, 1los derivaaos de

urolitina B se excretaron independientemente del ET

consumido. Una porcién monomérica comin en los ET consumidos

fue EA (m/z- a 301), lo cual podria indicar que} esta
subunidad que pertenece a las moléculas de ET fue la moiécula
critica para producir derivados de urolitina B.l Una
transformacién metabdlica similar al acido elégi%o y
urolitina se observd para los elagitaninos en humano% que
consumen jugo de granada (Cerda, Espin et al. 2004; Cérda,
Periago et al. 2005). 1

Uno de los factores principales en el metabolisho \%

biodisponibilidad de elagitaninos es su transformacidn

‘microbiana para producir una serie de derivados de urolitina

(FIG. 2). Entre ellos, los mejores caracterizados y conocﬂdos
son la urolitina A y B, pero los intermediarios con tre% Y
cuatrce hidroxilos también se producen en el intestino
delgado, absorbidos, y excretados en la bilis después de ﬁa
conjugacién con metil éteréé y glucurdnidos (Espin et ali,
2007). Los experimentos en animales muestran que estés
metabolitos comienzan a ser formados en el intestino delgadé,

indicando que las bacterias anaerobicas pueden ser

responsables de esto. El metabolismo continta a lo largo del

00605
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tracto GI iniciando con las urolitinas D y C para finalizar

con la produccidén de las urolitinas A y B. Las diferencias en

la produccidén de estos metabolitos por voluntarios humanos
muestran gue se pueden producir por la actividad de
microorganismos especificos presentes en el intestino.

En el tracto gastrointestinal y en otros teiidos
(principalmente en el higado), los metabolitos microbianoé EA
y elagitanino adicionalmente se metabolizan por cualquieré de
las enzimas Fase I (hidroxilacidén) y Fase 1II (metilacién,
glucuronidacién, y sulfatacidn) para producir metabolitosimés

solubles que se pueden distribuir entre los tejidos y luego

excretar en la orina.
i
Por consiguiente, la UB se puede hidroxilar para
i

producir UA y esta se puede hidroxilar adicionalmente ﬁara
|

1

producir derivados tri-hidroxi. {

Los productos fase II también se producen y Qos

metil éteres (productos de COMT) asi como también diferentes
i

conjugados de glucurénido se detectan en diferentes tejidos y

en la orina. Los conjugados de sulfato de metabolitos

I

elagitanino son menos abundantes en animales y humanos due

|
los conjugados de glucurénido. Estos conjugados primero :se

[}

.producen en las células intestinales, y se metabolizan

adicionalmente en el higado antes de la excrecidn en la oriha
o la bilis. |
Para resumir, los elagitaninos generalmente no $e
absorben en el intestino. Mas Dbien, liberan EA en él
intestino,_ el cual solamente se absorbe pobremente en el
estdémago e intestino delgado. E1 EA se metaboliza grandemenﬁe

por bacterias no identificadas en el lumen intestinal paﬁa

producir urolitinas. El metabolismo microbiano inicia en el
o g
0NGH81
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intestino delgado vy los primeros metabolitosz producidos
retienen cuatro hidroxilos fendlicos (urolitinéx D, cuatro
grupos hidroxilo), y adicionalmente se metaboliza& a lo largo
del tracto intestinal para remover las unidades dé hidroxilo
que conducen a la urolitina C (tres hidroxilos), @rolitina A
(dos hidroxilos) y B (un hidroxilo) en las parte% distales
del colon (FIG. 2). Los metabolitos absorbidos sé conjugan
con &cido glucurdénico (una o dos unidades), y/o mefil éteres
(cuando estan presentes agrupamientos orto—dihidroxilo). Los

conjugados de urolitina A y B son los metabolitos principales

detectados en plasma y orina, aunque algunos derivados de

"trihidroxi (hidroxilo-UA) o EA-dimetil éter glu?urénido

también se han detectado en cantidades menores. Las

tetrahidroxi-urolitinas, trihidroxi-urolitinas, vy derivados
i

de EA generalmente no se detectan en plasma periféricb, sino
I

se absorben en el intestino delgado y se transporfan al

higado donde adicionalmente se metabolizan vy excretén con
i
bilis al intestino delgado estableciendo una circulacidn

l

enterohepdtica que es responsable de la vida relativémente

i
i

larga de urolitinas en plasma y orina. '

Ademés de las fuentes alimenticias natur%les,
muchds documentos han aparecido sobre la biosintésis,
aislamiento, y actividad bioldgica de taninos, especialﬁénte
elagitaninos, durante los uGltimos veinte arfios (por ejemﬁlo,
Xie et al., 1995, Yoshida et al., 1982, 1984, 1985, 1586,
1989, 1990a/b, 1991la-d, 1992a/b, 1995, Nonaka et al., 19%0,
1984, 1989%9a-c, 1990, Tanaka et al., 1986a/b, 1990, l992a2b,
2001, Hatano et al., 1988, 1989, 1990a-c, 1991, 1995, Linlét
al., 1990, Nishizawa et al., 1982, 1983, Haddock et al;,

1982a/b, Kashiwada et al., 1992a/b, 1993, Kadota et al.,

000



10

15

20

25

30

51

1990, Okuda et al., 1982a-e, 1983a/b, El—Mekkawly et al.,
Chemistry and Biology of Elagitaninos 154 1995, Tséi et al.,
1992, Han et al., 1995, Chen et al., 1995, Morimoﬁo et al.,
1986a/b, Saijo et al., 1989). El acceso a los elagitaninos
puros por aislamiento de fuentes naturales puede ser
engorroso y producir solo cantidades relativamenteﬁpequeﬁas
de productos naturales puros. Ver, por ejemplo, Okudé et al.,
(1982) Chém Pharm Bull. 30:4230-4233; Okuda et alL (1982)
Chem Pharm Bull. 30:234-4236. Por lo tanto, es notéble que
los métodos para la sintesis total de muchos elagitaninos son
conocidos. Ver, por ejemplo, Khanbabaee, K., Strateiies for

the synthesis of Elagitaninos, In: Chemistry and Biology of

"Elagitaninos, Ed. S. Quideau, World Scientific Publﬁshing,

Singapore, 2009, pp. 152-202, incluyendo referencias ¢itadas

t
en la presente. '

Las actividades antioxidantes de ext@actos
alimenticios ricos en elagitaninos se han determinado ﬁsando
varios ensayos in vitro, y las altas actividades de %resas
(Meyers et al., 2003, Aaby et al., 2005, 2007), framﬁuesas
(Liu et al., 2002, Beekwilder et al., 2005), cameﬁoros
(Kdhkoénen et al., 2001) y otras bayas de Rubus (Wada ana Ou,
2002), granada (Gil et al., 2000) y nueces (Anderson et%al.,

}

2001) y sus elagitaninos se han reportado extensamente. Estos

1
i

alimentos también se clasifican alto cuando se comparan: con
i

i
4

otros alimentos basados en plantas.

Se conoce menos acerca de los efectos del conéumo
de alimentos ricos en‘elagitanino en el estado antioxidante
in vivo. En mujeres ancianas, la capacidad de antioxidaﬁte
total de suero incrementd por aproximadamente 10% duranteiel

periodo de 4 horas después del consumo de 240 g de fresas

(e}
<D
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{Cao et al., 1998). Una dosis unica de extracfo de granada
estandarizado (Mertens-Talcott et al., 2006) vy gl consumo a
largo plazo de Jjugo de granada (Rosenblat eti al., 2006)
también mejoraron varios parametros antioxidantes en
voluntarios humanos. Sin embargo, el consumo diario de nueces
por tres semanas no tuvo efecto en el estado antiéxidante de
sujetos con sindrome metabdlico (Davis et al., 2007§.

El crecimiento de células de cancer es &ependiehte
del equilibrio entre la proliferacién vy apopﬁosis. La
proliferacidén celular no regulada y supresidén de {apoptosis
son etapas claves en la iniciacidén y progresién dei céncer.
Existe una cantidad de evidencia sustancial que los éxtractos

de alimentos ricos en elagitanino reducen el crecimiento de

células de «cancer 1in vitro inhibiendo la proliferacién

celular, induciendo la muerte celular apoptédtica, y mbdulando
la cinética del ciclo celular y trayectorias de tran%duccién
de senal.

Los estudios in vitro realizados con Klineas
celulares de cancer han mostrado que las fresas (Me?érs et
al., 2003, Olsson et al., 2004, Ramos et al., 2005, Wéng et
al., 2005, Wu et al., 2007), frambuesas (Liu et al.,12002,
Olsson et al., 2004, Wu et al., 2007), camemoros (Wu ea al.,

2007) y escaramujos (Olsson et al., 2004) inhiben 1la

proliferacién celular, inducen la apoptosis y causan la

detencién del ciclo celular en células de céancer de colon,
higado, pulmdén, mama o cervical. En estos estudios,l la
contribucién de elagitaninos en las actividades de extraétos
de baya no fue valorada. Sin embargo, un estudio reciénte
(Ross et al., 2007) sugiere que la actividad an%i—

proliferativa de las frambuesas se asocia predominantemente

008054
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con los elégitaninos.

También se ha reportado que el jugo de éranada y
sus elagitaninos inhiben la proliferacién, inducen la
apoptosis, y suprimen la sefializacién de 1 células
inflamatorias en lineas celulares de cancer de colof (Seeram
et al., 2005, Adams et al., 2006, Larrosa et al.é 20006) .
Igualmente, 1los polifenoles en la piel de uva ﬁoscatel
inhiben el crecimiento de células de céancer de éolon e
inducen la apoptosis (Yi et al., 2005). Las frabciones
aisladas de uvas rojas moscatel y ricas en acido eiégico,
glucdsidos de 4acido elédgico, vy elagitaninos induéen la
apoptosis, disminuyen el numero de células, y causan
alteraciones en la cinética del ciclo celular en célu%as de
carcinoma de colon (Mertens-Talcott et al., 2006). ?

El jugo de fruta de granada es efectivo contfa las
células de cancer de proéstata in vitro, pero no céntra
células epiteliales de prdéstata normales. E1 tratamienéo de
células de cancer de ﬁréstata humanas altamente agresivﬁ con
extracto de fruta de granada resultdé en la inhibiciénzdel
crecimiento celular y viabilidad e induccidén de la apoptésis
(Malik et al., 2005, Malik and Mukhtar, 2006).

De conformidad con la invencidén actual, ahora se}ha
descubierto que los elagitaninos y  sus metabolités,

incluyendo &cido eldgico y, especialmente, wurolitinas,

~exhiben inesperadamente efectos protectores y restauradores

{

en las mitocondrias. Sin pretender estar limitado a cualquiér
mecanismo particular, se considera que varios tipos de estrés
resultan en lesidén por estrés a las mitocondrias, reducien@o
su capacidad para realizar numerosas funciones esenciale%

para la funcidén celular total. Los métodos de la invencién

80!
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son utiles para tratar afecciones que involucran lesibn por

estrés a las mitocondrias, la lesidén se puede manifestar en

cualquier numero de maneras incluyendo, pero no limitado a,

enfermedad mitocondrial.

¢

Las mitocondrias son los “centro de energia” de las
células. Estos organelos de doble membrana juegan unipapel

critico en la generacidén de la vasta mayoria de la energia

celular (ATP) wvia fosforilacidén oxidativa. Las mitocondrias
también son esenciales para otras funciones metabdlicas
]

clave, tal como p-oxidacién de &cido graso, catabolismo de

i
aminoacidos, cetogénesis, y generacidén de especies de oxigeno

reactivas (ROS) con funciones de sefializacidén importantes vy

control de homeostasis de calcio.
La matriz mitocondrial contiene la maquinaria

enzimdtica para la P-oxidacidédn de 4&cidos grasos, la cual
|

genera acetil-CoA de cadenas de acilo, y reduce equivalentes

|

en la forma de nicotinamida adenina dinucledtido reducido

(NADH) y flavina adenina dinucledétido reducido (FADHZ) eﬁ el

proceso. La acetyl-CoA aprovisiona de combustible el ciclo

del A4cido tricarboxilico (TCA), también conocido como: el

ciclo de &acido citrico o ciclo de Krebs, el cual también
produce NADH y FADH2. Estos productos donan electrones aila

cadena de transporte de electrones (ETC), conduciendo a: la

generacién de un gradiente de protones a través de :la

membrana mitocondrial interna. La disipacién de este
gradiente a través de la ATP sintasa mitocondrial genera

energia en la forma de ATP. |
La ETC estd compuesta de 4 complejos de subunidades

multiples grandes (complejos I a IV), los cuales transportan

electrones generados por el ciclo de TCA a un aceptor final,

B0GUSE
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|
oxigeno molecular (0z), formando H;O en complejo IV. El

transporte de electrones se acompania por la liberacién de
grandes cantidades de energia libre, la mayoria de la cual se
aprovecha para la translocacién de protones (H") desde 1la

matriz al espacio de intermembrana (fuerza motriz de
!

protones); el resto se disipa como calor. La energia
contenida en el gradiente electroquimico de H" generaﬁa por
la ETC luego se acopla a la produccidén de ATP como retroflujo
de H' en la matriz a través de la ATP sintasa mitocondrial.
Por consiguiente, 1la fosforilacién oxidativa resulta del
transporte de electrones, la generacidén de un gradiedte de
protones, y flujo de protones subsecuente acoplado a %a ATP
sintasa mitocondrial.

La ROS también puede activar las proteinas no

acopladas (UCPs) que disipan el gradiente de protones sin

~producir ATP. Se considera que las UCPs son regulgdores

naturales de este proceso, respondiente a vy controla?do la
produccidén de ROS mitigando la formacidén de un gradieﬁte de
protones grande. Adicionalmente, las UCPs y no acopla@iento
de respiracién estidn implicados en numMerosos pProcesos
fisioldégicos y patoldgicos importantes, tal como termog%nesis
adaptativa, regulacién de oxidacidén de acidos gEasos,
participacidén en inflamacidn, prevencidén de formacidn dé ROS,
homeostasis de glucosa, regulacién del peso corpoqal, \%
!

envejecimiento.

La citrato sintasa es la enzima inicial del; ciclo

‘de TCA mitocondrial. Esta enzima cataliza la reaccidén entre

la acetil coenzima A (Acetil CoA) y acido oxaloacéticb para

formar 4&cido citrico. La actividad de esta enzima refleja

1
|

tanto la biogénesis mitocondrial como fosforilacidén oxidativa

o
()
(o)
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i
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mitocondrial, puesto que. su actividad incrementa
proporcionalmente a la densidad mitocondrial (hamero de
mitocondrias por célula) y la actividad de réspiracidn
mitocondrial. En consecuencia, la medicidén de citrato sintasa
permite una valoracidn total del estado funcional
mitocondrial, con mayor actividad indicando una fosfbrilacién

oxidativa incrementada y sintesis de ATP y menor actividad

'

indicando lo contrario.

Para entender mejor el mecanismo molecular
fundamental que conduce al mejoramiento de 1la @ funcidn
mitocondrial, se puede realizar un perfil dé genes
mitocondriales claves (que codifican el ADN genémico y
mitocondrial) que cubre la fosforilacién oxidativa, cémplejos

i

de cadena mitocondriales, ciclo de TCA, proteina no

. . |
acopladas, factores transcripcionales, co-factores y

proteinas de depuracién de ROS. |
|
La ensefianza convencional en biologia y medic¢ina es

i

que las mitocondrias funcional solo como “fabricas de
energia” para las células. Sin embargo, mé&s de 95% (2900 de

t
3000) de genes que codifican proteinas mitocondriales:. estéan

involucrados con otras funciones unidas a las obligaciones

especializadas de 1las células diferenciadas en las cuales

'

residen. Estas obligaciones evolucionan durante el desarrollo
de embridén a adulto, y cuando los tejidos crecen, maduran, y

se adaptan al ambiente postnatal. Estas otras funciones no

relacionadas con ATP inicialmente estan involucradas con la

mayoria de las trayectorias metabdlicas principales usadas

'

por una célula para construir, descomponer, VY recircular sus

bloques de construccién moleculares. Las células aun no

pueden producir el ARN y ADN que necesitan para crecér y

1
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funcionar con mitocondrias. Los bloques de construccidén de

ARN y ADN son purinas vy pirimidinas. Las mitocondrias
contienen las enzimas de velocidad limitada paia la
biosintesis de pirimidina (dihidroorotato deshidrogenésa) \%
sintesis del Theme (d&cido . d-amino 1levulinico sintétasa)
requeridas para producir hemoglobina. En el higado; las
mitocondrias se especializan para desintoxicar el amoniaco en
el ciclo de urea. Las mitocondrias_también se requiered para
el metabolismo de colesterol, para la sintesié de
testosterona y estrdgeno, para el metabolismol de

neurotransmisor, y para la produccién de radicales libres y

'

desintoxicacidén. Las mitocondrias hacen todo esto ademas para

oxidar la grasa, proteina, y carbohidratos ingeridos en la

dieta. :

Las enfermedades mitocondriales son el resultado de

mutaciones ya sea heredadas o espontdneas en ADN mitocondrial

o ADN nuclear gue conducen a funciones alteradas de 'las

t

proteinas o moléculas de ARN que normalmente residen en las

mitocondrias. Los problemas con la funcién mitocondrial, sin

embargo, solo pueden afectar ciertos tejidos como :un

resultado de factores que ocurren durante el desarrollo vy

crecimiento que auin no son completamente entendidos. Aun

'

cuando las isoformas especificas de tejido de proteinas

mitocondriales se consideran, es dificil explicar los

patrones variables de sistemas orgadnicos afectados en los

sindromes de enfermedad mitocondrial vistos clinicamente.

Las enfermedades mitocondriales resultan de las
fallas de las mitocondrias, compartimientos especializados

presentes en cada célula del cuerpo excepto glébulos rojos.

Las mitocondrias son responsables de crear mas de 90% de la

afifolels

r

]

NE



10

15

20

25

30

58

'

energia necesaria por el cuerpo para sostener la vidé y
soportar el crecimiento. Cuando fallan, cada vez ménos
energia se genera dentro de la célula. La lesidn celulér y
ain la muerte celular siguen. Si este proceso se repite en
todo el cuerpo, los sistemas completos comienzan a fallar, y
la vida de 1la persona en quién estd sucediendo esto es
severamente comprometida. Las enfermedades mitocondriales
principalmente afectan a los nifios, pero el comienzo‘ en
adultos estd llegando a ser mads reconocido.

Las enfermedades de las mitocondrias parecen causar
el mayor dano a las células del cerebro, corazén, higado,
mausculos esqueléticos, rifdén, y los sistemas endocrinos vy
respiratorios.

Muchos sintomas en los trastornos mitocondriales
son no especificos. Los sintomas también pueden mostra# un
curso episddico, con exacerbaciones periddicas. La afec%ién
episédica de migrana, asi como también mialgia, sintpmas
gastrointestinales, tinnitus, depresidén, fatiga crénica, y
diabetes, se han mencionado entre las diversas
manifestaciones de trastornos mitocondriales en documentos de
revisién en medicina mitocondrial (Chinnery and Turnbull
(1997) QUM 90:657-67; Finsterer (2004) Fur J Neurol. 11:163-

86) . En pacientes con trastornos mitocondriales, % la

sintomatologia clinica tipicamente ocurre en tiempos de méyor
demanda de energia asociada con estresores fisiolégiéos,
tales como enfermedad, ayuno, exceso de ejerciciog y
temperaturas ambientales extremas. Ademds, 1los estresbres
psicolégicos también activan frecuentemente - la

sintomatologia, presumiblemente debido a las demandas’ de

energia cerebral mayores para las cuales el paciente es
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incapaz de igualar suficiente produccién de ATP.

Dependiendc de cuales células se afecﬁan, los
sintomas pueden incluir pérdida de control motriz,ldolor \Y%
debilidad muscular, trastornos gastrointestinales 1Y
dificultades para tragar, pobre crecimiento, enfermedad
cardiaca, enfermedad hepatica, diabetes, compli?aciones
respiratorias, convulsiones, problemas Visuales/auﬁitivos,

acidosis léactica, retrasos del desarrollo y susceptibilidad a

~infeccién. :

|

Las enfermedades mitocondriales incluyeﬁ, sin

limitacidén, enfermedad de Alper; Sindrome de Barth; defectos

de beta-oxidacidn; deficiencia de carnitina; deficiencia de
carnitina-acil-carnitina; sindrome de oftalmoplegia éxterna

i
progresiva; deficiencia de co-enzima Q10; deficiencia de

i
3

Complejo I; deficiencia de Complejo II; deficiencia de

i

Complejo III; deficiencia de Complejo IV, deficienéia de

|
Complejo V; deficiencia de CPT 1I; deficiencia de CPT II;

sindrome de deficiencia de creatina; deficiencia de citocromo
|

¢ oxidasa; aciduria glutdrica tipo II; sindrome de Kearns-
I

Sayre; acidosis lactica; LCHAD (deficiencia de acil—CoA
i

deshidrogenasa de cadena larga); neuropatia éptica
|
hereditaria de Leber; enfermedad de Leigh; cardiomi@patia

infantil letal; enfermedad de Luft; MAD (deficiencia deiacil—
i

CoA deshidrogenasa de cadena media); citopatia mitocondrial;
\

deplecién de ADN mitocondrial; encefalomiopatia mitocondiial,
|

acidosis 1léactica, y sintomas tipo apoplejia; encefalopatia
’ i
mitocondrial; miopatia mitocondrial; sindrome de ataxia

!

recesiva mitocondrial; distrofias musculares; epilepsia
mioclénica \% enfermedad de fibras rojas rasgadas;

encefalopatia gastrointestinal mioneurogénica; neuropatia,
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ataxia, retinitis pigmentosa, y ptosis; sindrome de Pearson;
mutaciones de POLG; deficiencia de piruvato carboxilasa;
deficiencia de piruvato deshidrogenasa; SCHAD (deficienc¢ia de

acil-CoA deshidrogenasa de cadena corta); y deficiencia de

acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga.
i

Un aspecto de la invencién es un prqducto
alimenticio o suplemento nutricional que comprende, una
cantidad efectiva de extracto de granada: para el tratamiento
o prevencién de una afeccién seleccionada del grupo que
consiste de obesidad, velocidad metabdlica reducida, sinﬁrome

metabdlico, diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular,
r

hiperlipidemia, enfermedad neurodegenerativa, trasForno
cognitivo, trastorno del estado de 4animo, estrés, y trastorno
de ansiedad; para el manejo de peso; © para incrementar el
funcionamiento muscular o funcionamiento mental. |
Como se usa en la presente, un “proéucto
alimenticio” se refiere a un producto preparado a partﬁr de
|
un alimento natural. Los ejemplos no limitantes de productos
b
alimenticios incluyen jugos, vinos, concentrados, mermel%das,
jaleas, conservas, pastas, y extractos. Como se usa en la
presente, un “suplemento nutricional” se refiere a un
producto adecuado para consumo u otra administracién
principalmente para sus propiedades promotoras de sgluda
|
antes que su contenido calédrico. i
Como se usa en la presente, el término “sindfome
metabdlico” se refiere a wuna combinacién de trastornos
médicos que, cuando se presentan conjuntamente, incrementa el
riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular y diabetes.
Afecta una de cinco personas en los Estados Unidos y% la

|
prevalencia incrementa con 1la edad. Algunos estudios han
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mostrado gque la prevalencia en los Estados Unidos es una
estimacién de 25% de 1la poblacién? De conformidad con la
definicién mundial de consenso de la Fundacidén Internacional
de la Diabetes (2006), el sindrome metabdlico es obesidad
central mds cualquiera de los dos de los siguientes:
] Triglicéridos Elevados: > 150 mg/dL (1.7 mmol/L), o
tratamiento especifico para esta anormalidad de lipidos;
J Colesterol HDL Reducido: < 40 mg/dL (1.03 mmol/L)
en hombres, < 50 mg/dL (1.29 mmol/L) en mujeres, O
tratamiento especifico para esta anormalidad de lipidos;
. Presién arterial elevada: BP sistélica > 130 o BP
diastdélica >85 mm Hg, o tratamiento de hipertensidn

previamente diagnosticada; vy

] Glucosa en plasma en ayuno elevada: (FPG)>100 mg/dL
(5.6 mmol/L), o} diabetes tipos 2 previamente
diagnosticada.

Un aspecto de la invencidén es un producto
alimenticio o suplemento nutricional que comprende una
cantidad efectiva de un elagitanino: para el tratamiento o
prevencién de wuna afeccién seleccionada del grupo que
consiste de obesidad, velocidad metabdlica reducida, sindrome
metabdlico, diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular,
hiperlipidemia, enfermedad neurodegenerativa, trastorno
cognitivo, trastorno del estado de animo, estrés, y trastorno
de ansiedad; para el manejo de peso; o para incrementar el
funcionamiento muscular o funcionamiento mental.

En ciertas modalidades de conformidad con este vy
otros aspectos de la invencidén, el elagitanino se selecciona
del grupo que consiste de 2-0-galoil-punicalina,

casaurictina, castalagina Y vecalagina, castalina,

006053
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}

casuarictinaa, casuariina, casuarinina, acido quebuléagico,

'

acido quebulinico, corilagina, cornusiina ! E,

epipunicacorteina A, flosina B, gemina D, granatina A,

granatina B, grandinina, lagerstroemina, lambertianina C,

pedunculagina, punicacorteina A, punicacorteina @ B,

punicacorteina C, punicacorteina C, punicacorteina. D,
!

punicafolina, punicalagina, punicalina, punigluconina,

roburina A, roburina B, roburina C, roburina D, roburina E,

rubusuaviina C, sanguiina H-4, sanguiina H-5, sanguiina H-6,
sanguiina H-10, estaquiurina, estrictinina, telimagrandina I,

telimigrandina II, terquebulina, terflavina A, terflavina B,

Tergalagina, y terminalina/galagildilactona. Desde luego,ilos
elagitaninos adicionales también se contemplan pori la
invencién. 1

Un aspecto de la invencidén es un proddcto

alimenticio o© suplemento nutricional que comprende una

cantidad efectiva de punicalagina: para el tratamiento o
t

prevencién de una afeccidn seleccionada del grupo que

consiste de obesidad, velocidad metabdlica reducida, sindrome

metabdélico, diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular,

hiperlipidemia, enfermedad neurodegenerativa, trastorno

~cognitivo, trastorno del estado de animo, estrés, y trastorno

de ansiedad; para el manejo de peso; o para incrementar ‘el

funcionamiento muscular o mental.

Un aspecto de la invencién es un producto

alimenticio o suplemento nutricional que comprende una

cantidad efectiva de &cido elagico: para el tratamiento .o

prevencién de una afeccidén seleccionada del grupo que
consiste de obesidad, velocidad metabdlica reducida, sindrome

metabdlico, diabetes mellitus, enfermedad cardiovasculaﬁ,
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hiperlipidemia, enfermedad neurodegenerativa, trastorno

cognitivo, trastorno del estado de &nimo, estrés, y trastorno

de ansiedad; para el manejo de peso; © para incrementar el

funcionamiento muscular o funcionamiento mental.

Un aspecto de la invencidén es un producto

alimenticio o suplemento nutricional que comprende una

cantidad efectiva de una urolitina: para el tratamiento o
prevencidén de una afeccidén seleccionada del grupo que

consiste de obesidad, velocidad metabélica reducida, sindrome

metabdlico, diabetes mellitus, enfermedad cardiovaﬁcular,

hiperlipidemia, enfermedad neurodegenerativa, trastorno

cognitivo, trastorno del estado de &nimo, estrés, y trastorno

de ansiedad; para el manejo de peso; o para incrementar el

funcionamiento muscular o funcionamiento mental. |

En ciertas modalidades de conformidad con este vy

|

otros aspectos de la invencidén, la urolitina es urolitina A.
i

En ciertas modalidades de conformidad con este vy otros

aspectos de la invencién, la urolitina es urolitina B. En
i

ciertas modalidades de conformidad con este y otros aspectos
|

|
de la invencidn, la urolitina es urolitina C. En ciertas

modalidades de conformidad con este y otros aspectos de la

|

invencién, la urolitina es urolitina D.
|

!

N N ]
En cada uno de los anteriores, en una modalidad 1la
!

i

afeccidén es obesidad.

: !
En cada uno de los anteriores, en una modalidad 1la
afeccidn es velocidad metabdlica reducida. '

. i
En cada uno de los anteriores, en una modalidad la

afeccidn es sindrome metabdlico.

|
En cada uno de los anteriores, en una modalidad 1la

l

afeccidn es diabetes mellitus.
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En cada uno de los anteriores, en una modalidad la
afeccidn es enfermedad cardiovascular.

En cada uno de los anteriores, en una modalidad la
afeccidédn es hiperlipidemia.

En cada uno de los anteriores, en una modalidad 1la
afeccidn es enfermedad neurodegenerativa.

‘l
En cada uno de los anteriores, en una modalidad 1la
afeccidédn es trastorno cognitivo.

|
|
1
'

En cada uno de los anteriores, en una modalidad la
10

afeccidén es trastorno del estado de animo.

. En cada uno de los anteriores, en una modalidad:'la
: afeccidn es estrés.

'
i

En cada uno de los anteriores,

15

en una modalidad
afeccidén es trastorno de ansiedad.

En cada uno de los anteriores,

en una modalidad €1

‘\
producto alimenticio o suplemento nutricional es para e;
manejo de peso.

1
i

En cada uno de los anteriores, en una modalidad el

|

producto alimenticio o suplemento nutricional es para:
¢

incrementar el funcionamilento muscular.

\l
En cada uno de los anteriores,
producto

en una modalidad el 1
|
alimenticio o suplementc nutricional es para z
incrementar el funcionamiento mental. 1
Un aspecto de la invencidén es un método para i
25 incrementar o mantener la funcidén mitocondrial. El1 método |
incluye la etapa de poner en contacto las células con una X
cantidad efectiva de wuna urolitina o un precursor de la .
misma, para incrementar la funcidén de las mitocondrias. |

Un aspecto de la invencién es un método para

30 tratar, prevenir, o controlar una afeccién o enfermedad
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relacionada con mitocondrias asociada con una funcién

mitocondrial alterada o una densidad mitocondrial reducida.

'El método incluye la etapa de administrar a un sujeto en

necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de
|

una urolitina o un precursor de la misma, para tratar la

enfermedad o afeccidén asociada con la funcidn mitocondrial
i
alterada o densidad mitocondrial reducida.

Un aspecto de la invencién es un método para

l
incrementar - la velocidad metabdélica. E1 método incluye la

etapa de administrar a un sujeto en necesidad del mismo una

. . . |
cantidad efectiva de wuna urolitina o un precursor de la

misma, para incrementar la velocidad metabdlica. QOmo se

describe en otra parte en la presente, los precursoreg de una

‘urolitina pueden incluir, sin limitacidén, un elagitanino,
|

|

punicalagina, y &cido eléagico.

Un aspecto de la invencidén es un método para
prevenir o tratar el sindrome metabdlico. El método hncluye
la etapa de administrar a un sujeto en necesidad del mismo
una cantidad efectiva de una urolitina o un precursoﬁ de la
misma, para prevenir o tratar el sindrome metabdlico.

Un aspecto de la invencidédn es un métodb para
prevenir o tratar la obesidad. El método incluye la etapa de
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una c%ntidad
efectiva de una urolitina o un precursor de la mismé, para
prevenir o tratar la obesidad. E

Un aspecto de 1la invencidn es un métodg para
prevenir o tratar la enfermedad cardiovascular. E1 imétodo
incluye la etapa de administrar a un sujeto en necesidad del

i

: . . o a
mismo una cantidad efectiva de una urolitina o un pr§cursor

de la misma, para prevenir o tratar la enfermedad

|
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cardiovascular.

Un aspecto de la invencidén es un método para t%atar
la hiperlipidemia. El método incluye la etapa de administrar
a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad efectiéa de
una urolitina o un preéursor de la misma, para tratar 1la
hiperlipidemia. En una modalidad, la hiperlipidemi; es

hipertrigliceridemia. En una modalidad, 1la hiperlipidemia es

acidos grasos libres elevados.

Un aspecto de la invencién es un método para tﬁatar
un trastorno metabdlico. E1 método incluye la etapé de
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una canﬁidad
terapéuticamente efectiva de una urolitina o un precursor de
la misma, para tratar el trastorno metabdlico. En} una
modaiidad, el trastorno metabdlico es diabetes mellitus} En

una modalidad, el trastorno metabdlico es obesidad. ]
I

Envejecimiento i

Por mucho, el factor de riesgo mids grande para
enfermedades neurodegenerativas, tal como enfermedad| de
Alzheimer (AD), enfermedad de Parkinson (PD), vy esclerpsis
lateral amiotrdfica (ALS), es envejecimiento. }

Se ha pensado que las mitocondrias contribuyen al
envejecimiento mediante la acumulacidén de mutaciones deiADN
mitocondrial (mtADN) y produccidén neta de especies de oxigeno
reactivas (ROS) . Aunque la mayoria de las protegnas

mitocondriales se <codifican por el genoma nuclear, ;las

mitocondrias contienen muchas copias de su propio ADN. E1

mtADN humano es una molécula circular de 16,569 pares de base
|

que codifica 13 componentes de polipéptido de la cadena

respiratoria, asi como también los rARN y tARN necesarios
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para soportar la sintesis de proteina intramitopondrial
usando su propio cdédigo genético. Las mutaciones heredadas en
mtADN se sabe que causan una variedad de enfermed&des, la
mayoria de las cuales afectan el cerebro y musculos —itejidos
con altos requerimientos de energia. Se ha hipotetizado que
las mutaciones somaticas de mtADN adquiridas durénte el
envejecimiento contribuyen a la declinacidn fisiolégica que
ocurre con envejecimiento y neurodegeneracién relacionada con

el envejecimiento. Estd bien establecido que el mt ADN écumula

mutaciones con el envejecimiento, especialmente supresiones a

~gran escala y mutaciones puntuales. En la regidén de control

de mtADN, las mutaciones puntuales en sitios espeqificos
pueden acumularse a altos niveles en ciertos tejidosﬂ T414G
en fibroblastos cultivados, A189G y T408A en masculo, j C150T
en glébulos blancos. Sin embargo, estos “puntos calientés” de
regién de control no se han observado en el cerebré. Las

;
mutaciones puntuales en nucledtidos individuales parecen
1

ocurrir a bajos niveles en el cerebro, aunque el 'nivel
completo  puede ser alto. Usando una estrategia de

b
secuenciacién-clonacién-reaccién en cadena de polimerasa

|

(PCR), se encontrd que el nivel promedio de mutaciones

b

puntuales en dos regiones codificantes de proteina de 'mtADN

'

de cerebro de sujetos ancianos fue ~2 mutaciones por 10 kb.

Las regiones no codificantes, las cuales pueden estar, bajo
}

menor presién de seleccidn, potencialmente se acumulan entre
dos y cuatro veces cuando mucho. La acumulacién de estas
supresiones y mutaciones puntuales con envejecimienté se
correlaciona con la declinacién de la funcidn mitocondﬁial.

Por ejemplo, se ha encontrado una correlacién negativa entre

la actividad de citocromo oxidasa de cerebro y niveles de

00G3GS
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mutacién puntual incrementada en un gen citocromo | oxidasa

(COI1).

La produccién neta de ROS es otro mécanismo
importante por el cgal se piensa que las mitodpndrias
contribuyen al envejecimiento. Las mitocondrias contienen
maltiples portadores de electrones capaces de producir ROS,
asi como también una red extensa de defensas antioxidantes.
Las lesiones mitocondriales, incluyendo dafio oxidativoapor si
solo, pueden causar un desequilibrio entre la produccién de
ROS y remocién, resultando en produccidén neta de R@S. La

importancia del envejecimiento de la produccién neta de ROS

‘mitocondrial se soporta por las observaciones que mejoran las

defensas antioxidantes mitocondriales que pueden increﬁentar
la longevidad. En Drosophila, la sobre-expresidn dé las
enzimas antioxidantes mitocondriales manganeso supeﬁéxido
dismutasa (MnSOD) y metionina sulféxido reductasa proloﬂga la
duracién de vida. Esta estrategia es mas exitosa en cepés de
corta vida de Drosophila, y no tiene efecto en cepas de iarga
vida. Sin embargo, recientemente se ha mostrado que la sébre—
expresidn de catalasa experimentalmente dirigidé a
mitocondrias incrementa la duracién de vida en una cepé de
ratén de larga vida. {
La declinacién cognitiva durante el envejecimiento

se ha observado que ocurre en animales envejecidos y se
piensa que ocurre como un resultado de los cambios eﬁk la
fisiologia sinaptica de neuronas envejecidas. Se piensa;que
estos cambios conducen a una pérdida global total de. la
funcién integradora de la sefializacién neuronal en el cerebro

(Bishop, Lu et al. 2010) vy susceptibilidad incrementada péra

los efectos de largo plazo de estrés oxidativo e inflamacién
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(Joseph, Shukitt-Hale et al. 2005). Se piensa que la pérdida
de células 1la cual toma lugar durante el envejecimiento
normal ocurre principalmente debido al estrés oxidativo como
un resultado de los radicales libres producidos por una
trayectoria oxidativa ineficiente y parcialmente no acoplada.
En efecto, se ha mostrado que un rasgo comin en el
envejecimiento entre diferenfes especies, (C. eleg%ns, D.
melanogaster, ratones, ratas, chimpancés, y humanos) La sido
evidencia de la funcién mitocondrial reducidai Esta
interpretacién adicionalmente se valida por la obs%rvacién

que el deterioro significativo de la funcidn mitodondrial

acorta la duracién de vida tanto en C. elegans (Rea,fVentura

et al. 2007) como ratones (Trifunovic, Wredenberg et al.
2004; Kujoth, Hiona et al. 2005). El mejoramiento. de la
funcién mitocondrial, mediante la sobre-expresidén de catalasa
en ratones, resulta en duraciones de vida extendidas
(Schriner, Linford et al. 2005).

Con el envejecimiento y la declinacidn de la
funcién mitocondrial, las neuronas en el cerebro llegan a ser
mas vulnerables a las patologias dependientes de la edad, asi
como también la muerte celular. Esto resulta en una pérdida
de las conexiones entre las neuronas, asi como también la
funcién neuronal deteriorada (pérdida de neurotransﬁisores,
ausencia de descarga). También hay evidencia incrementada que
las neuronas responden al dafioc de ADN no reparadol por el
silenciamiento de expresién genética mediante mecanismos
epigenéticos, conduciendo asi a la supresidn adicignal de
funciones celulares. Adicionalmente, las células neuronales
envejecidas muestran en todas las especies una eXkpresiodn

incrementada de genes involucrados en las trayectorias de
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respuesta de estrés.

Muchas caracteristicas de estos cambios se obéervan
en cultivo in vitro de células neuronales envejecidas, las
cuales muestran formacién de proceso Yy excrecencig de
neuritas disminuida. Una disminucién que podria ser invertida
por factores de crecimiento neuronal (Rozovsky, Wei et al.

2005) . |

Trastornos Neurodegenerativos
Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de
trastornos heterogéneos caracterizados por pérdida selectiva

|

gradualmente progresiva de sistemas neuronales anatémicamente

"o fisiolégicamente relacionados. Los ejemplos prototi@icos

incluyen enfermedad de Alzheimer (AD) , enfermedad de
|
Parkinson (PD), esclerosis 1lateral amiotrdéfica (ALSB, y
enfermedad de Huntington (HD). 1
Las etapas tempranas de neurodegeneracidn compérten
muchas de las mismas caracteristicas como 1la declinacién
vista en el envejecimiento. Es interesante seflalar que las
enfermedades tal como enfermedad de Alzheimer muestrag una
incidencia incrementada con la edad, con mas de 50% de
adultos mayores de 85 que presentan la enfermedad (Hebert,
Scherr et al. 2003). Como se discutid anteriormente& la
funcidn mitocondrial declinante parecer ser una

caracteristica del envejecimiento. Esta declinacién de la

. . .
funcidn neuronal probablemente tendra un impacto
significativo en las poblaciones neuronales con demandas

|
bioenergéticas grandes, un conjunto de neuronas son las

neuronas piramidales grandes 1las cuales se degeneran en

enfermedad de Alzheimer (Bishop, Lu et al. 2010) . La

|
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i
declinacidén de estas clases de neuronas en respuesté a la

funcién mitocondrial deteriorada puede ser responsable del

"comienzo de enfermedad neurodegenerativa. Los efectos de los

trastornos neurodegenerativos en la supervivencia neuronal se
pueden modelar in vitro. Cuando las células neuronales N2 se
incuban con el péptido A-beta (AB), el cual se piensa éue es
el agente causante de la enfermedad de Alzheimer, ﬂay un
impacto significativo en la excrecencia de neuritas, lé cual

se puede invertir por anti-oxidantes. Manczak et al. (2Q10) J

v

Alzheimers Dis. 20 Suppl 2:5609-31.

!
\

La forma mas comiun de muerte celular en la

I
neurodegeneracidn es via la trayectoria apoptética

mitocondrial intrinseca. Esta trayectoria controla la

activacién de la caspasa-9 regulando 1la liberacidén. del

citocromo ¢ del espacio de intermembrana mitocondrial} La

i
concentracién de ROS, subproductos normales de la actividad
I

de cadena respiratoria mitocondrial, es mediada en parte por

antioxidantes mitocondriales, tal como manganeso superdxido

dismutasa (SOD2) y glutationa peroxidasa. La sobreproduccién

de ROS (estrés oxidativo) es un aspecto central de todos: los

trastornos neurodegenerativos. Ademds de la generacidén de
1
ROS, las mitocondrias también estan involucradas con .las

}

funciones sustentadoras de vida, incluyendo homeostasis’ de

"calcio, fisién y fusidén mitocondrial, la concentracidén' de

lipidos de las membranas mitocondriales, y la transicidn; de

permeabilidad mitocondrial (MPT). La enfermedad mitocondr@al
1

que conduce a la neurodegeneracidén es probablemente, al mebos

en algun nivel, para involucrar todas estas funciohes

(DiMauro and Schon, 2008). ‘

Hay evidencia que la disfuncidn mitocondriali \%
l
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estrés oxidativo juegan un papel causal en la patogénesis de
la enfermedad neurodegenerativa, incluyendo en cuatro de;las
enfermedades mé&s bien conocidas: enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,. vy
esclerocsis lateral amiotrdfica (también conocida éomo
enfermedad de Lou Gehrig). ;

La enfermedad de 2Alzheimer (AD) se caracterﬁza
clinicamente por 1la declinacidén cognitiva progresiva,' ¥y
patolégicamente por la presencia de placas seniles compuesﬁas
principalmente de péptido amiloide-p (AR) Y enreaos
neurofibrilares integrados principalmente de tau
hiperfosforilado. Aproximadamente 5-10% de los casos %on
familiares, ocurriendo en una manera dominante autosémica{de
comienzo temprano. Estas proteinas se sabe que esgén
asociadas con tales casos familiares: proteina precursora
amiloide (APP) - la cual es escindida secuencialmente por:B—
y y-secretasas para producir AR -- vy presenilinas 1 y 2 (ﬁSl
y PS2), una o la otra de las cuales es un componente de cada
complejo de y-secretasa. La extensa literatura soporta lpn
papel para la disfuncidn mitocondrial y dafio oxidativo en la
patogénesis de AD. El dafio oxidativo ocurre temprano en él
cerebro con AD, antes del comienzo de la patologia de pla?a
significativa. El dafio oxidativo también  precede la
deposicién de AP en ratones APP transgénicos, con sobr%—
regulaciédn de genes relacionada con el metabolismo

mitocondrial y apoptosis que ocurren incluso antes y co-

localizacién con las neuronas que sufren dafic oxidativo.

Varias trayectorias que conectan el estrés
oxidativo v patologia de AD recientemente se han descubierto.

El estrés oxidativo puede activar las trayectorias de

00007
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sefializacién que alteran el procesamiento de APP o tau. Por
ejemplo, el estrés oxidativo incrementa la expresién de f-

secretasa mediante la activacién de la cinasa c-Jun amino-

‘terminal y proteina cinasa activada por mitégeno p38 (MAPK),

e incrementa la fosforilacién de tau aberrante por la
activacién de glicdégeno sintasa cinasa 3. La inactivacion

inducida por oxidante de moléculas criticas también puede ser

importante. En un estudio protedémico, se encontrd que 1a!

prolil isomerasa PIN1 es particularmente sensible al dafio!

oxidativo. La PINl cataliza los cambios conformacionales de!
proteina que afectan el procesamiento tanto de APP como tau.l
El knock out de Pinl incrementa el procesamiento de APP;
amiloidogénica y niveles de AP intracelular en ratones. Los
ratones con knock out de Pinl también exhiben

hiperfosforilacién de tau, déficits motriz o de

!
comportamiento, y degeneracidén neuronal. El dafio inducido por
f

estrés oxidativo de PIN1 y proteinas similarmente sensibles
|

por consiguiente podria ser importante en la promocién de
]

procesos neurodegenerativos.
!

Las mitocondrias también juegan un papel importante
en la enfermedad de Parkinson (PD) la cual se caracterizé
clinicamente por rigidez progresiva, bradiquinesia y temblori
y patolégicamente por pérdida de neuronas pigmentadas en 15
r

sustancia negra y la presencia de cuerpos de Lewy -

inclusiones citoplésmicas distintivas que inmunotifien la o-
sinucleina y ubiquitina.

Las mitocondrias primero fueron implicadas en BED
debido a MPTP (l-metil 4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina)i,

cuyo metabolito MPP+ inhibe el complejo I de la cadena de

transporte de electrones mitocondrial, que causa
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parkinsonismo en abusadores de drogas de disefio. Este modélo
se ha refinado en animales de laboratorio, en los cuales:la
infusién crénica de rotenona - otro inhibidor de complejo I -
o MTTP resulta clinicamente en un fenotipo parkinsoniano:y
patolégicamente en degeneracidén nigral con inclusioﬁes
citoplasmicas imunorreactivas para a-sinucleina y ubiquitiné.
El mecanismo de toxicidad en estos modelos de inhibicidn ae
complejo I probablemente involucra el estrés oxidativo. La
inhibicién del complejo I y estrés oxidativo se muestra qﬁe
son relevantes a la PD que se presenta naturalmente cuando ia
deficiencia de complejo I vy deplecién de glutationa ée
encuentran en la sustancia negra de pacientes con PD
idiopatica y en pacientes con PD pre-sintomatica. K
Muchos de los genes asociados <con PD tambiép
implican mitocondrias en la patogénesis de la enfermedad}
Hasta ahora, las mutaciones o polimorfismos en mtADN vy ai
menos nueve genes nucleares nombrados se han identificadé
como causantes de PD o que afectan el riesgo de PD: a;
sinucleina, parquina, ubiquitina carboxi-terminal hidrolasé
L1, DJ-1, cinasa 1 inducida por homégolo de tensina j
fosfatasa (PTEN) (PINK1), cinasa 2 de repeticidén rica ed
leucina (LRRK2), el receptor nuclear NURRI, HTRAZ, y tau. Dé
los genes nucleares, la a-sinucleina, parquina, DJ-I, PINKlJ
LRRK2, 'y HTRA2 directamente o 1indirectamente involucran:
mitoéondrias. En un numero menor de casos, las mutaciones del
mtADN heredadas resultan en parkinsonismo, tipicamente comoi

una caracteristica de un sindrome mayor. En una familia, la,

mutacién G11778A de atrofia oéptica de Leber se asocid con:

parkinsonismo sensible a 1-DOPA, que co-ocurre variablemente

con demencia, distonia, oftalmoplegia y ataxia. Notablemente,

006276

}



10

15

20

25

30

15

|

esta mutacién es una subunidad de complejo I. Las mutaciones
en el gen de mtADN polimerasa-y codificada nuclear ' ( POLG)

deterioran la replicacién de mtDNA y resultan en miltiples

supresiones de mtADN, tipicamente causando miopatia 'y

oftalmoplegia externa progresiva croénica. En tales faqilias,
las mutaciones POLG también se co-segregan con parkinsonismo.

La esclerosis lateral amiotrofica (AL§) se
|

caracteriza clinicamente por debilidad progresiva, atrofia y
t

espasticidad del tejido muscular, reflejando la degeneracidn
de neuronas motrices superiores e inferiores en la corteza,

tallo cerebral y médula espinal. Aproximadamente 90% de los
|
casos son esporadicos (SALS) Y 10% son familiares (FALS).

Aproximadamente 20% de los casos familiares son causados por
mutaciones en Cu/Zn-superdxido dismutasa (SoD1). Tanto en
SALS como FALS, las muestras de biopsia y post mértem 'de la

}

médula espinal, nervios y musculos muestran anormalidades en
E

la estructura, numero vy localizacién mitocondrial. Los

defectos en las actividades de los complejos de cadena

. . . . >
respiratoria también se han detectado en misculos y médula
!

espinal.

La enfermedad de Huntington (HD) se caracteriza
clinicamente por corea, alteraciones psiquiatricas, y
demencia, y patoldgicamente por pérdida de neuronas de ﬁarga

|

proyeccién en la corteza y estriato. La HD es heredada en una

manera dominante autosdémica, y es debido a la expansiéon de

una repeticién de trinucledtido de CAG en el gen huntingtina

|
(HTT), que da lugar a un estiramiento de poliglutamina

expandida en la proteina correspondiente. EI numero normal de
repeticiones de CAG (Q) es menor de 36; los numeros de

repeticiones mayores de 40 se asocian con la enfermedad
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humana. Varias lineas de evidencia demuestran el
involucramiento de la disfuncién mitocondrial en HD. La
espectroscopia de resonancia magnética nuclear revela lactato

incrementado en la corteza y ganglios basales. Los'estudios

bioguimicos muestran actividades disminuidas de complejos II

y III de la cadena de transporte de electrones en ei cerebro

humano con HD. En células estriatales de embriones ide ratédn

'

knock in con Htt mutante, la respiracidén mitocondrial vy
produccién de ATP son significativamente deterioradas;

Un aspecto de la invencidén es un método para tratar

] | '
una enfermedad neurodegenerativa, muerte neuronal relacionada

con la edad o disfuncién. Como se usa en la presente,
]

“enfermedad neurodegenerativa” o, equivalentemente,
i

“trastorno neurodegenerativo”, se refiere a cdalquier
: i

afeccién que involucra la pérdida progresiva de deuronas
I

funcionales en el sistema nervioso central. En una mo@alidad,

!
la enfermedad neurodegenerativa se asocia con muerte celular

relacionada con la edad. Las enfermedades neurodegenerativas
ejemplares incluyen, sin limitacién, enfermedad de Alzbeimer,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, escierosis
lateral amiotréfica (también conocida como ALS ; como
enfermedad de Lou Gehrig), asi como también compl%jo de
demencia por SIDA, adrenoleucodistrofia, enfermed%d de
Alexander, enfermedad de Alper, ataxia telangieciasia,
enfermedad de Batten, encefalopatia espongiforme %ovina
(BSE), enfermedad de Canavan, degeneracidn cortico?asal,
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, demencia_ con cuerpbs de
Lewy, insomnio familiar fatal, degeneracidn frontoteﬁporal
lobular, enfermedad de Kennedy, enfermedad de Kfabbe,
enfermedad de Lyme, enfermedad de Machado-Joseph, esclérosis
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|

maltiple, atrofia de sistemas multiples, neuroacantocitos%s,
enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de Pick, esclerogis
lateral primaria, paralisis supranuclear progresi&a,
enfermedad de Refsum, enfermedad de Sandhoff, esclerosis
mielinocléstica difusa, ataxia espinocerebelar, degeneracidn
combinada subaguda de la médula espinal, tabes dorsal,
enfermedad de Tay-Sachs, encefalopatia téxica, encefalopatia
espongiforme transmisible, y sindrome del erizo tambaleante.

En una modalidad, el método se usa para tratar
disfuncién o muerte neuronal relacionada  con la edad. Tal
método se dirige a la neurodegeneracidén que no es atribuible
a una enfermedad neurodegenerativa especifica, por ejempho,

enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrdéfica,

enfermedad de Huntington, y enfermedad de Parkinson. %

En una modalidad, una enfermedad neurodegenerativa

'

"se selecciona del grupo que consiste de enfermedad @ de

Alzheimer, esclerosis lateral amiotrdéfica, enfermedad . de
Huntington, y enfermedad de Parkinson.

En una modalidad, una enfermedad neurodegenerafiva
es enfermedad de Alzheimer.

El método incluye la etapa de administrar a un
sujeto en necesidad de tratamiento de una enfermedad
neurodegenerativa una cantidad terapéuticamente efectiva; de
una urolitina o un precursor de la misma, por lo cual; se

trata la enfermedad neurodegenerativa.

De conformidad con este y otros métodos de’ la
1
invencién, una “urolitina”, como se usa en la presenteﬂ se

i
refiere a una o combinacidén de wurolitina A, urolitinaE B,

urolitina C, y urolitina D (ver, por ejemplo, FIG. 1 y FIG.

2). En una modalidad, una urolitina es urolitina A, urolitina
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B, urolitina C, urolitina D, o cualquier combinacién ?de
urolitina A, urolitina B, urolitina C, y urolitina D. En una
modalidad, una urolitina es urolitina A, urolitina B, o gna
combinacién de urolitina A y urolitina B. En una modalidad,

una urolitina es urolitina A. En una modalidad, una urolitina

"se proporciona como una urolitina aislada, por ejemplo,

aislada de una fuente natural o preparada por sintesis total.
Las urolitinas aisladas se pueden sintetizar de novo. Ver,
por ejemplo, la Publicacién de Solicitud de Patente :de
Estados Unidos No. 2008/0031862 de Ghosal, 1los contenibos
completos de la cual se incorporan en la presente para
referencia. |

En una modalidad, la urolitina A (3,8-
dihidroxidibenzo-a-pirona) se sintetizdé en una sintesisg de
dos etapas como sigue. La Etapa 1 es una reaccién catalizada

con cobre que ocurre en la presencia de una base (reaccié? de

Hurtley) donde los materiales de partida acido 2-bromo-5-
!

metoxibenzoico y resorcinol se hacen reaccionar
: . 1]

conjuntamente para generar el andamiaje dihidro-

dibenzopirona. En la Etapa 2 la desmetilacidén de) la

benzopirona con BBr3 produce 3,8—dihidroxibenzo—a-piiona
l
(urolitina A). !

. . .
Una mezcla de &cido 2-bromo-5-metoxibenzolco 1

(27.6 g), resorcinol 2 (26.3 g) e hidréxido de sodio (10.5 g)

en agua (120 mL) se calentdé bajo reflujo por 1 hora.lUna

solucién acuosa al 5% de sulfato de cobre (3.88 g de CuSOy,
|

' 5H,0 en 50 mL de agua) luego se agregd y la mezcla se sometid

a reflujo por 30 minutos adicionales. La mezcla se 'dejd
enfriar a temperatura ambiente y el sélido se filtrd en un

filtro Biichner. El residuo se lavé con agua fria (50 mL):para
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producir un sélido rojo palido (38.0 g) el cual se tritur5 en

MeOH caliente (200 mL). La suspensién se dejod durant;' la

noche a 4°C. El precipitado rojo claro resultante se filtfé y

se lavé con MeOH frio (75 mL) para producir el compuesto 'del

5 titulo 3 como un sdélido café palido. La 'H NMR esl de
conformidad con la estructura de 3.

A una suspensidén de 3 (10.0 g; 41 mmol; 1.0 eq.)aen

diclorometano seco (100 mL) se agregd a 0°C una solucidn 1 M

de tribromuro de boro en diclorometano seco (11.93 mL de Bér3

10 puro en 110 mL de diclorometano anhidro). La mezcla se dejéla

0°C por 1 hora y luego se dejdé calentar a temperatu?a

ambiente. La solucidén se agitdé a esta temperatura por 17

horas. El precipitado amarillo se filtré y se lavd con ag#a

fria (50 mL) para producir un sdélido amarillo el cual Qe

15 calenté a reflujo en &cido acético (400 mL) por 3 horas. Lé

solucién caliente se filtrd réapidamente y el precipitado sé

lavé con acido acético (50 mL) luego con éter dietilico (lOQ

mlL) para producir el compuesto del titulo 4 como un sélidé

amarillo. La estructura y pureza se determinaron por 'H y Bec-

20 NMR. .
]
Etapa 1 Etapa 2 '
t
) NaGCH, H,0 \
reﬂujo ih BR
%3% o " o 7 Vo
”siﬁﬁ%§?“° C.1h
RT, 47h
1 2 % 73% 4
25

En una modalidad, una “urolitina” como se usa en la
presente es o puede incluir wuna urolitina glucuronada,
metilada, o sulfatada.

De conformidad con este y otros métodos de la

30 invencién, un “precursor de urolitina”, como se usa en la
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presente, se refiere a un elagitanino o un metabolito

elagitanino, incluyendo pero no limitado a &cido elégico

(EA) . En una modalidad, un precursor de urolitina ies
punicalagina (PA) . En una modalidad, un precursor .de
urolitina es punicalina (PB). Ver, por ejemplo, FIG. 1. En

una modalidad, un precursor de urolitina es acido elégi@o
(EA). En una modalidad, un precursor de urolitina ée
proporciona como un precursor de urolitina aislada, pér
ejemplo, aislada de wuna fuente alimenticia natural o
preparada por sintesis total. Los precursores de urolitida
aislada usualmente se purifican de fuentes naturales b
sintetizan de novo; algunos precursores de urolitinaL
incluyendo EA, son comercialmente disponibles de proveedores%
tal como Sigma Aldrich.

Ademas de conformidad con este y otros métodos de

la invencién, los precursores de urolitinas también incluyen

alimentos naturales que contienen elagitaninos y é&cido

eldgico, especialmente alimentos naturales que son ricos en:

elagitaninos, &cido eldgico, o tanto elagitaninos como acido:

elagico. Tales alimentos incluyen ciertas bayas, uvas, .

granadas, escaramujos, y nueces. En una modalidad, el

alimento natural es granada.

Adicionalmente, los precursores de urolitina
incluyen alimentos procesados y bebidas preparada de tales
alimentos naturales. El alimento procesado puede tomar
cualquier forma, incluyendo, por ejemplo, mermeladas, jaleas,

conservas, pastas, alimentos untables, jugos, vinos,

extractos, concentrados, y similares. En una modalidad, el

alimento procesado es jugo de granada.

En una modalidad, un precursor de urolitina se

,.
<
<
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proporciona como un extracto, por ejemplo, un extractél de
fruta.

En una modalidad, un precursor de urolitinaE se
proporciona como concentrado, por ejemplo, un concentradoide
fruta o concentrado de jugo de fruta.

El método de la invencidén se puede usar soclo o En
combinacién con cualquier método o compuesto conocido por sér
util para tratar enfermedad neurodegenerativa. Por ejemplé,
en una modalidad, el método de la invencién se puede combinéx
con el wuso de cualquiera o m&s de inhibidores dé
acetilcolinesterasa, tales como donezepil (Aricept®)2

galantamina (Razadyne®), Y rivastigmina (Exelon®), Y.

antagonistas del receptor N-metil D-aspartato (NMDA), tal
como memantina (Namenda®) . !

Un aspecto de la invencién es un método para

mejorar la funcién cognitiva. Como se usa en la presente,

~“funcién cognitiva” se refiere a cualquier proceso mental que

involucra operaciones simbdlicas, por ejemplo, percepcidn,
memoria, atencién, comprensién del habla, generacidén del
habla, comprensién de lectura, creacidén de imagenes,
aprendizaje, y vrazonamiento. En una modalidad, “funcidn
cognitiva” se refiere a cualquiera o mas de percepcidn,
memoria, atencién, y razonamiento. En una modalidad, “funcidn
cognitiva” se refiere a memoria.

El método incluye la etapa de administrar a un
sujeto en necesidad de cognicién mejorada una cantidad
terapéuticamente efectiva de una urolitina o un precursor de
la misma, mejorando la funcién cognitiva.

Los métodos para medir la funcién cognitiva son

bien conocidos vy pueden incluir, por ejemplo, pruebas

00GOE3
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individuales o agrupadas para cualquier aspecto de la funcdidn
cognitiva. Margallo-Lana et al. (2003) J Intellect Disabil;ty
Res. 47:488-492. Otra prueba es el Examen de Estado Menfal
Mini (MMSE), que se disené para valorar la orientacidn 'en

tiempo y lugar, registro, atencién y céalculo, recordatorio,

uso de lenguaje y comprensién, repeticién, y comandos
I

'complejos. Folstein et al. (1975) J Psych Res. 12:189-198.

Otras pruebas Utiles para medir la funcidén cognitiva incluyen

t
la Escala Cognitiva de Valoracién de Enfermedad de Alzheimer

(ADAS-Coqg) {({Rosen et al. (1984) Am J Psychiatfy.
141(11):1356-64) y la Serie Automatizada de Prueba
Neuropsicoldégica de Cambridge (CANTAB) (Robbins et al. (199%)
Demencia. 5(5):266-81). Tales pruebas se pueden usar pa%a

valorar la funcién cognitiva en una manera objetiva, de modo
I

que los cambios de la funcién cognitiva, por ejemplo en
|
respuesta al tratamiento de conformidad con los métodos de la

. Ny . |
invencién, se pueden medir y comparar. ;
|
El método de la invencidén se puede usar solo o €n
i

combinacién con cualquier método o compuesto conocido para
|
mejorar la funcidén cognitiva. Por ejemplo, en una modalidad,

. : . . , i

el método de la invencién se combina con el uso de cafelna o
i

nicotina o ambas. i
i

En una modalidad, el sujeto no tiene un trastorno

|
cognitivo. Por ejemplo, el método se puede usar para mejorar
|

la funcién cognitiva en un sujeto que tiene funcién cognitiva

normal.
i
Un aspecto de la invencidén es un método para tratar

|
un trastorno cognitivo. Como se usa en la presente, un

trastorno cognitivo se refiere a cualquier afeccidon que

deteriora la funcidén cognitiva. En una modalidad, “trastorno

006794

“

]

r

[ ¢



10

15

20

25

30

83

cognitivo” se refiere a cualquiera o més de delirio,
demencia, trastorno del aprendizaje, trastorno de déﬁicit de
atencidén (ADD), y trastorno de hiperactividad por déficit de
atencién (ADHD). En una modalidad, el trastorno cognitivo es
un trastorno del aprendizaje. En una modalidad, el tréstorno
cognitivo es trastorno de déficit de atencidn (ADD).EEn una

modalidad, el trastorno cognitivo es trastorno de

hiperactividad por déficit de atencidén (ADHD) .

El método incluye la etapa de administrar. a un
sujeto en necesidad de tratamiento de un trastorno cog?itivo
una cantidad terapéuticamente efectiva de una urolitin% o un

precursor de la misma, para tratar el trastorno cognitivo.

El método de la invencién se puede usar solo'o en

combinacién con cualquier método o compuesto conocido por ser

util para tratar un trastorno cognitivo. Por ejemplo, en una

modalidad, el método de la invencidén se combina con el uso de

un estimulante, tal como metilfenidato (por eje@plo,

Ritalin®), dextroanfetamina (Dexedrine®), sales de anfetdmina

mezcladas (Adderall®, dextrometanfetamina (Desoxyn®)g \%
lisdexanfetamina (Vyvanase®). E

Un aspecto de la invencidén es un método para trgtar
o prevenir una disfuncidén cognitiva inducida por estrés o

relacionada con estrés. Como se usa en la presente, una
!

!
“disfuncién cognitiva inducida por estrés o relacionada con

estrés” se refiere a una alteracién en la funcidén cognitiva

que se induce o relaciona con el estrés. El método incluye'la

i

etapa de administrar a un sujeto en necesidad de tratamiento
o prevencién de una disfuncién cognitiva inducida por estrés

o relacionada con estrés una cantidad terapéuticamente

efectiva de una urolitina o un precursor de la misma, para
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tratar o prevenir la disfuncién cognitiva inducida por es?rés

o relacionada con estrés. i
i

Trastornos del estado de animo E

ELl tejido cerebral requiere un alto nivel  de

energia para su metabolismo, incluyendo el mantenimiento;del
potencial de transmembrana, transduccidn de seﬁall N
remodelacidn sindptica. Un incremento de sintomas | y
trastornos psiquiatricos, en particular depresibn,
probablemente esta presente en pacientes con trastor%os

mitocondriales.
I

La funcién y estructura mitocondrial, medidas por
una variedad de diferentes técnicas, se ha mostrado que son

: s
anormales en pacientes con trastornos del estado de animo,

I
incluyendo depresién mayor asi como también en los otros
i

trastornos del espectro afectivo. !
i

Dos estudios revelaron que una probabilidad

incrementada varias veces de desarrollar depresién se puede

heredar maternalmente junto con el mtADN, lo cual fuertemente
argumenta que las variantes de secuencia de mtADN pueéen
inducir la disfuncién mitocondrial que puede predispone% a
individuos hacia el desarrollo de depresién (Boles et al.,
2005; Burnett et al., 2005).

La relacién entre la disfuncidn mitocondrialé %
depresién unipolar se ha explorado en varios estudios. En ﬂos
estudios de cerebro post mértem de sujetos con depresi%n
mayor probable o diagnosticada, de los cuales la mayoria ﬂe
los sujetos fueron (probablemente) medicados, ningin

incremento de la supresién de mtADN de 5 kb comun se podria

detectar (Kato et al., 1997; Sabunciyan et al., 2007; Shao et

006385
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al., 2008, Stine et al., 1993). Las alteraciones de productos
traduccionales vinculadas a la funcién mitocondrial' se
encontraron en las cortezas visuales prefrontale% y
terciarias (Karry et al., 2004; Whatley et al., 1996)..Las
alteraciones de cuatro proteinas localizadas mitocondriales
en la corteza cingulada anterior se han reportado (Beasle? et
al., 2006). La expresién genética disminuida para 6 de 13
transcriptos codificados por mtADN en el tejido de corteza
frontal (4reas de Brodmann (BA) 9 y 46) (Shao et al., 20@8),
y de mARN mitocondrial codificado por nADN y proteinas en el
cerebelo, también se ha reportado en depresién mayor (ﬁen—
Shachar and Karry, 2008). Los niveles de una subunidad, de
complejo I de cadena de transporte de electrones (NDUFS7)ﬁ 3%
actividad de complejo I, en corteza prefrontal post mérte# se
encontré que estdn por debajo o en el rango mas bajo de [los
controles normales en la mitad de los casos de trastorno
depresivo mayor en un estudio reciente (Andfeazza et aa.,
2010). En los dos ultimos estudios, 1los autores fueron
incapaces de detectar cualquier efecto del medicamento en los

resultados. i

Las disminuciones de relaciones de enzima de cadena

respiratoria y velocidades de produccién de ATP, Yy una
l

prevalencia incrementada de pequefias supresiones de mtADN
(pero no de la supresién comin de mtADN de 5 kb), Ese
encontraron en el misculo de pacientes con un diagnésticoide
tiempo de vida de depresidén unipolar mayor con sinto@as
fisicos concomitantes. El medicamento no parece influir len
los resultados (Gardner et al., 2003b). La relevancia clinéca
fue sugerida por el hallazgo que esencialmente cada sujemo

deprimido con grados muy altos de sintomas somaticos demostrd
00387
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velocidades de produccién de ATP bajas en biopsia myscular
(Gardner and Boles, 2008a). |

Un aspecto de la invencidn es un método para;tratar
un trastorno del estado de é&nimo (también conocido éomo un
trastorno afectivo). Como se usa en la presenﬁe, un
“trastorno del estado de &animo” se refiere a una alteracién
del estado.emocional, tal como se describe en el Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders, publicado‘por la
American Psychiatric Association. Los trastornos del estado

I
de -4nimo incluyen pero no se limitan a depresién mayor,
depresién post-parto, distimia, y trastorno bipolar. En una
modalidad, el trastorno del estado de é&nimo es degresién
mayor.

El método incluye la etapa de administrar! a un
sujeto en necesidad de tratamiento de un trastorno del estado
de 4&nimo wuna cantidad terapéuticamente efectiva &e una
urolitina o un precursor de la misma, para tratar el
trasﬁorno del estado de animo. i

El método de la invencién se puede usar solo o en
combinacién con cualquier método o compuesto conocido ﬂor ser
util para tratar un trastorno del estado de animo. Por
ejemplo, en una modalidad, el método de la invencién se
combina con el uso de un agente antidepresivo. Los agentes
antidepresivos son bien conocidos en el arte e idcluyen
inhibidores de reabsorcién de serotonina selectiva (SSRIs),
inhibidores de reabsorcién de serotonina-norepinefrina

(SNRIs), antidepresivos serotonérgicos especificos y

noradrenérgicos, inhibidores de reabsorcién de norepinefrina,

~inhibidores de reabsorcién de norepinefrina-dopamina,

inhibidores de reabsorcién de serotonina selectiva,

!OU{]J@
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desinhibidores de norepinefrina-dopamina, antﬁdepresivos
triciclicos, e inhibidores de monamina oxidasa.

Un aspecto de la invencidén es un método péra tratar
o prevenir un trastorno del estado de animo ind@cido por
estrés o relacionado con estrés. Como se usa en la presente,
un “trastorno del estado de é&nimo inducido por éstrés o
relacionado con estrés” se refiere a una alteracidn del
estado emocional que se induce o relaciona con ela estrés.
Tales trastornos del estado de &animo son algunaé veces
referidos como trastornos reactivos del estado de éanimo vy
seradn distinguidos de otros trastornos del estado dezénimo,
por ejemplo, trastornos organicos del estado de énfmo asi

llamados. El1 método incluye la etapa de administrar a un

. . . s t
sujeto en necesidad de tratamiento o prevencidn de un

i

i
trastorno del estado de 4&nimo inducido por estrés o
|
relacionado con estrés una cantidad efectiva de una urolitina
o un precursor de la misma, para tratar o prevenir el

trastorno del estado de 4animo inducido por estrés o

relacionado con estrés.

|
i

|
Un aspecto de la invencidén es un método para tratar

un trastorno de ansiedad. Como se usa en la presentea un
“trastorno de ansiedad” se refiere a un estado disfunci?nal
de miedo y ansiedad, por ejemplo, miedo y ansiedad que e%tén
fuera de proporcién a una situacidén estresante © ala
anticipacién de una situacidén estresante. En una modalidéd,
un trastorno de ansiedad es cualquiera © una combinaciénide
trastorno de ansiedad generalizado, trastorno de péniép,

v

trastorno de panico con agorafobia, agorafobia, trastorno de

“ansiedad social, trastorno obsesivo-compulsivo, y trastorno
L

de estrés post-traumdtico. En una modalidad, un trastorno de

000789
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ansiedad es cualquiera o una compbinacidén de trastorno 'de

ansiedad generalizado, trastorno obsesivo—compulsi?o,
trastorno de pénico, trastorno de estrés post—trauméticoﬁ y
trastorno de ansiedad social. En una modalidad, un trastoﬁno
de ansiedad es trastorno de estrés generalizado. En dna
modalidad, un trastorno de ansiedad es trastorno de estrés

post-traumdtico. En una modalidad, un trastorno de ansiedad

es un trastorno de ansiedad inducido por estrés.

'

El método incluye la etapa de administrar a un
sujeto en necesidad de tratamiento de un trastorno #e

ansiedad wuna cantidad terapéuticamente efectiva de una

urolitina o un precursor de la misma, para tratar €l

trastorno de ansiedad. i

El método de la invencién se puede usar solo o en

i
|
combinacién con cualguier método o compuesto conocido por ser

util para tratar un trastorno de ansiedad. Por ejemplo, eh

una modalidad, el método de la invencidén se combina con el

'

uso de cualguiera o una combinacién de psicoterapiay

|
benzodiazepinas, buspirona (Buspar®), o beta-blogueadores.

Las benzodiazepinas son bien conocidas en el arte e incluyen,
i

sin limitacién, clonazepam (Klonopin®), lorazepam (Ativan®), y

i

alprazolam (Xanax®) . Los fa&rmacos adicionales que se pueden

|
usar en combinacidén con los métodos de la invencidén incluyen,

imipramina (Tofranil®) y venlafaxina (Effexor®) . ;
Un aspecto de la invencién es un método para tratar:

0 prevenir un trastorno de ansiedad inducido por estrés o

relacionado con estrés. Como se usa en la presente, un:

}

“trastorno de ansiedad inducido por estrés o relacionado con !

: . . . . i
~estrés” se refiere a un estado disfuncional de miedo vy

ansiedad que es inducido o relacionado con el estrés. Tales
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trastornos de ansiedad son algunas veces referidos como

trastornos reactivos de ansiedad y seran distinguidosj de
otros trastornos de ansiedad, por ejemplo, trastornos! de
ansiedad orgénicos asi llamados. El método incluye la etapa
de administrar a un sujeto en necesidad de tratamientlo o
prevencién de un trastorno de ansiedad inducido por estrés o)
J
relacionado con estrés una cantidad efectiva de una urolitina
o un precursor de la misma, para tratar o prevenir! el
trastorno de ansiedad inducido por estrés o relacionadolcon
estrés. |
Un aspecto de 1la invencién es un método para
promover la excrecencia de neuritas. En una modalidad, el
método es un método in vitro. En una modalidad, el métodg es

un método in vivo. Como se usa en la presente, una “neurita”

se refiere a cualquier proyeccién del cuerpo celular de' una

!
neurona. En una modalidad, tal proyeccién es un axén. En una

modalidad, tal proyeccidén es una dendrita. El término sq usa -

i

frecuentemente cuando se habla de neuronas inmaduras © de

desarrollo, especialmente de células en cultivo, debido A que

puede ser dificil decirle axones de dendritas antes qﬁe la

diferencia se complete. Las neuritas con frecuencia se

empacan con haces de microtubulos, el crecimiento del 1los

cuales se estimula por el factor de crecimiento de nefvios
(NGF), asi como también proteinas tau, proteina 1 asociada a
microtubulos (MAPl), vy proteina 2 asociada microtﬁﬁulos
(MAP2) . La molécula de adhesién de células neurales ﬁ—CAM
simultédneamente se combina con otra N-CAM y un receptér de
factor de crecimientc de fibroblastos para estimulak la

actividad de tirosina cinasa de este receptor para inducir el

crecimiento de neuritas.
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La excrecencia de neuritas se puede: medir
morfoldégicamente o funcionalmente. La medicidn morfoldgica
tipicamente implica el examen microscdpico con medicién de la

longitud y/o numero de neuritas.

¢

Como se usa en la presente, “promocidn” se refiere

al mejoramiento o induccién. En una modalidad, “promocidn”

significa induccién. Por ejemplo, la excrecencia de neuritas
en una muestra de control negativo puede ser despreciable,
mientras que la excrecencia de neuritas en una muestra

experimental o de tratamiento puede ser no despreciable. En

una modalidad, “promocién” significa mejoramiento.! Por

ejemplo, la excrecencia de neuritas en una muestra de control
negative puede ser no despreciable, mientras quel la

excrecencia de neuritas en una muestra experimental o de

. . . b
tratamiento puede ser estadisticamente de manera

significativa mayor que el control negativo. Desde luego

“promocién” como se usa en la presente puede abarcar tanto

V
1

mejoramiento como induccidn. |
i

En una modalidad, el método incluye la etapa) de

i

poner en contacto una célula nerviosa con una cantidad

efectiva de una urolitina o un precursor de la misma, péra
promover la excrecencia de neuritas. 1
En una modalidad, el método incluye la etapa Ede
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantiaad
terapéuticamente efectiva de la urolitina o precursor de ;a
misma, para promover la excrecencia de neuritas. Los métodés
l
de la invencién se pueden usar solo o en combinacidn cén
cualquier método o compuesto conocido por ser util paﬁa
promover la excrecencia de neuritas. Por ejemplo, en uné

modalidad, un método de la invencién se puede combinar con el

000392
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uso de cualquiera o mas de NGF, proteina tau, MAPl, MAPZ, N-
CAM, o un agente que induce la expresién de cualquiera lo mas

de NGF, proteina tau, MAPl, MAP2, N-CAM, o receptor de factor
{

de crecimiento de fibroblastos.

Uso de Células Neuronales in vitro para Seleccionar
Compuestos para Actividades Neuroprotectoras

En los procesos de envejecimiento; %
neurodegeneracién, el deterioro progresivo de 1la funcidn
cognitiva es esencialmente debido a la pérdida de entildades

gue sostienen la comunicacidén neuronal. Estas entidades estan

'
I

esencialmente compuestas de cuerpos de células neuronales,
neuritas y contactos sindpticos que las conectan a céﬂulas
objetivo. Las neuronas exhiben morfologias muy complejas. Los
tipos de <células neuronales mds complejos, tales {como
neuronas motrices que extienden los procesos axonales pasta
un metro de largo o neuronas dopaminérgicas nigrales que
hacen més de 150,000 contactos sindpticos, con frecukncia
serdn los mas vulnerables en la enfermedad o envejecimiento
|
normal. Para mantener tal arquitectura complejé \%
efectivamente transportar sefiales eléctricas y neuroquim@cas,
las neuronas fuertemente se basan en el suministr¢ de
energia. Por 1lo tanto, el transporte axonal, actiéidad
sindptica, y el mantenimiento de gradientes de %ones
altamente dependen de la funcidén mitocondrial. Para portar
estas funciones celulares demandantes, ‘las neufonas
experimentan con el tiempo dificultades para sostene% el
equilibrio delicado de la actividad mitocondrial y

subsiguiente estrés oxidativo. Tal desequilibrio

frecuentemente se considera la <causa de la disfuncién
|

000043
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neuronal o degeneracidén prematura.

Por lo tanto, cualquier tratamiento que promueve la

supervivencia neuronal, o la formacidén de 1ds procesos

neuronales % contactos sinéapticos que construyen la

arquitectura de complejo neuronal, se espera dJue impacte

positivamente a las funciones neuronales. La medicién de los

i

efectos del compuesto en la funcién neuronal tipicamente se

basa en el monitoreo tedioso de los resultados del

comportamiento animal, lo <cual no es susceptible a la

seleccién de medio o alto funcionamiento de actividades

biolégicas. Los modelos in vitro basados en lineas' celulares

|
de neuroblastoma o cultivos neuronales primarios reéepresentan
i

un poder aceptado para valorar los efectos del coﬁpuesto en

!
pardmetros morfoldgicos cruciales, los cuales reflejaran 1la

capacidad de las neuronas para sostener su funcidn normal en
|

el cerebro de mamifero. Los indicadores tal como el numero de

}

procesos, su duracién, o complejidad revelaran los efectos

del compuesto en las etapas criticas de la sefializacidn

intracelular. Aunque se deberia mantener en mente que tales
i

pardmetros solo reflejan indirectamente el funcionamiento de

mayores funciones cerebrales, proporcionan una evaluacién

valiosa de la eficacia del compuesto que puede traducirse en

!

funciones motrices o cognitivas mejoradas en condiciones

normales o enfermas.

Trastornos metabélicos .

La funcién mitocondrial en tejidos metapdlicos

i

claves (higado, musculo, tejido adiposo, péncreas) esté

involucrada en la patogénesis de enfermedades metabéliCas. En

~cada uno de estos tejidos, la actividad oxidativa

n0n0e”
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mitocondrial debe ser apropiada para oxidar compleéamente las
cargas de nutrientes, particularmente acidos grasosl La falla
de oxidacidén completa puede conducir a la acumélacién de
intermediarios de lipidos, productos de oxidaciénzde acidos
grasos incompletos, y ROS. En total, estos eventos celulares

contribuyen a la acumulacién de grasa, resistencia a la

t

insulina, secrecién de insulina alterada, inflamacidén de bajo

grado, y estrés oxidativo, todos los cuales son componentes
i

La importancia de la actividad mitocondrial en la

patogénesis de enfermedades metabdlicas se ha estabiecido en

varios estudios en humanos. Por ejemplo, la resistencia a la

insulina en el misculo esquelético se ha asociado con un
i
defecto en la fosforilacidén oxidativa mitocondrial, donde un

30% de reduccidén de la actividad mitocondrial se observa en
i

la descendencia resistente a insulina de pacien#es con

diabetes tipo 2 en comparacién con los sujetos de control.
1

Petersen KF, et al. (2004) New Engl J Med. 3505664—71.

b

También se ha observado que los pacientes obesos exhiben un

' 20% de disminucién de la actividad mitocondrial juntoi con un

30% de reduccién del tamafio mitocondrial en comparacidn con
l

sujetos delgados saludables. Petersen KF, et al. :(2003)

Science 300:1140-2. Finalmente, la declinacidén asociada con

la edad en la funcién mitocondrial contribuye La  la

resistencia a la insulina en los ancianos. Por consiguiente,
l

un 40 de reduccién en la actividad de fosforilacién vy

ov

\

oxidativa mitocondrial se ha reportado en los ancianos en
comparacién con sujetos jévenes. Estas observaciones vinculan

la alteracién de la funcidn mitocondrial con los trastornos

metabdélicos, especialmente “diabesidad” (Kelley DE, et al.

006355
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(2002) Diabetes 51:2944-50).

La actividad oxidativa mitocondrial, también
referida como fosforilacidén oxidativa, se puede considerar
como un determinante clave que fundamente el riesgb de
enfermedades metabdlicas. Las reducciones de la acti?idad

mitocondrial se pueden mediar por factores genéticos  (por

ejemplo, historial familiar, etnicidad), mecanismos

epigenéticos, exposiciones de desarrollo, comportamiento

i
alimentario y envejecimiento.
i
Cuando el exceso energético sostenido (por ejemplo
i

de sobrealimentacién o almacenamiento de grasa deteriorado)

|

sobrepasa las demandas energéticas y/o capacidad oxidativa,

y/o los mecanismos compensatorios apropiados son

'

insuficientes (por ejemplo, debido a la inactividad o fdlla

de las mitocondrias para adaptarse a mayores demandas
i

oxidativas celulares), existe un riesgo incrementado @ de

trastornos metabdélicos. La acumulacién de lipidos y estrés

oxidativo resultantes pueden alterar las respuestas

. i
transcripcionales y daflar las mitocondrias, reduciendo

i
adicionalmente la capacidad de fosforilacién oxidativa,

agravando los efectos perjudiciales del exceso energético que

@
eleva el riesgo de trastornos metabdlicos. i
Il
i
La suficiencia completa para oxidar &cidos grasos

|
|

reside en el equilibrio entre: (i) la actividad oxidativa
i
mitocondrial neta (determinada por la necesidad de generar

energia para cumplir las demandas celulares, por ejemplo,

contraccidén y transporte de iones), y (ii) disponibilidad
: i

energética (determinada por la ingesta de alimentos,
i

adiposidad, y <capacidad de almacenamiento adiposo). ﬁl

equilibrio se logra cuando la actividad oxidativa iguala:o

0005496
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excede las cargas energéticas.

Bajo condiciones homeostaticas normales, tanto la
actividad oxidativa como la disponibilidad energética celular

se pueden alterar para asegurar que la funcidén mitocondrial

es apropiada para el ambiente metabdlico ambiental. Por
ejemplo, la demanda celular de energia se puede incrementar

mediante el ejercicio, y la disponibilidad energética se

puede reducir mediante 1la pérdida de peso y/o ingesta

reducida de alimento. En este contexto, las variaciones

i

inter-individuos en la actividad y/o capacidad oxidativa,

carga energética, o capacidad para modular la actividad

mitocondrial (respuesta aguda), incremento de la capacidad

mitocondrial (respuesta crénica), o resolucidn de esttrés
]

oxidativo podrian determinar el punto establecido; de

t
\

equilibrio metabdlico. Tales diferencias podrian llegar aiser

Il

i
prominentes particularmente en un ambiente obesogénico (uno

caracterizado por ambientes que promueven la ingesta de
i

alimento total incrementada, ingesta de alimentos ' no

'

saludables,; e inactividad fisica). Por 1lo tanto, los

t

: ] ' ' . . |
individuos con una alta capacidad oxidativa o respuestas

adaptativas tendrian alta tolerancia a grandes cargas

, . . . N N b
energéticas. A la inversa, los individuos con capacidad

i
i

oxidativa reducida y/o respuestas adaptativas subdptimas

serian intolerantes para moderar altas cargas energéticas,

}

conduciendo a la acumulacién de lipidos, oxidacidn
i

incompleta, produccién de ROS, y resistencia a la insulina.:

Con el tiempo, la compensacién insuficiente
resultard en resistencia a la insulina crdénica y trastornos
metabdlicos. La insuficiente capacidad oxidativa podria ser

l

resuelta por mecanismos compensatorios que incrementan la

|

000937
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capacidad oxidativa (por ejemplo, ejercicio) o disminuyen la
carga energética (pérdida de peso). Sin embargé, estos
cambios de estilo de vida usualmente parecen insufiéientes o}
no se pueden lograr para la mayoria de sujefos con
sobrepeso/obesos y diabéticos tipo 2 o pre—diabéticosl

Las mitocondrias son particularmente importantes
para la funcién de misculo esquelético, dada la$ altas
demandas oxidativas impuestas en este tejido por conﬁraccién
intermitente. Las mitocondrias juegan un papel critic? en el
aseguramiento de niveles adecuados de ATP necesarios ﬁara la
contraccién por el sarcomero del musculo. Este requerﬁmiento
de alto nivel para ATP por sarcomeros probablemehte ha

-

contribuido a las distintas poblaciones subsarcoleméles e}
asociadas con el sarcomero de mitocondrias en el m@sculo.
Ademéas, las células de masculos deben mantenér la
flexibilidad metabdlica, la capacidad para mgdular
rédpidamente la oxidacién de sustrato como una funcidn &e las

'

condiciones energeticas y  hormonales ambientales.: Por
ejemplo, el tejido muscular saludable predominantementeioxida
los lipidos en el estado en ayuno, como se evidencia pbr el
bajo cociente respiratorio (RQ), con transicidn subsecueﬁte a
oxidacién de carbohidratos (RQ incrementado) duranté el
estado con alimentos. La disponibilidad de combustigles,
particularmente lipidos, y la capacidad para oxidarlos d%ntro
de las mitocondrias también son criticas para el ejercﬁcio
sostenido. Por consiguiente, la capacidad funciénal
mitocondrial probablemente es para afectar directamenteﬁ la
funcién metabdélica muscular y, debido a su gran contribuéién

. . . ' |
a la masa corporal total, para tener un impacto significativo

en el metabolismo del cuerpo completo. Esta posibilidad: se

00694
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soporta por los hallazgos del <contenido mitockndrial

incrementado en el misculo esquelético en un individuo con
|

hipermetabolismo y <resistencia a la ganancia dé peso

(sindrome de Luft).

Resistencia a la Insulina y Diabetes Mellitus |
El musculo esquelético es el drgano sensible a la
insulina m&s grande en humanos, que representa mas del,80% de
la eliminacién de glucosa estimulada con insulina. Por
consiguiente, la resistencia a la insulina en este |tejido
tiene un mayor impacto en la homeostasis de glucosa del
cuerpo completo. En efecto, los multiples defectos
metabélicos se han observado en el musculo de sujetos
i
resistentes a la insulina pero normoglicémicos coﬁ alto
riesgo para desarrollar diabetes, incluyendo: (i) sinthis de
glicégeno estimulado por insulina reducida; (ii) alteraciones
en la transduccidén de sefial de insulina; y (iii) acum?lacién
incrementada de 1lipidos en el musculo. Aungue pefmanece
confuso en el presente si cualquiera de estos defecto§ juega
una funcidén causal en la resistencia a la insulina, el exceso
de lipido intramiocelular se correlaciona fuertementelcon 1la
severidad de la resistencia a la insulina, aun después de la
Do
correccién por el grado de obesidad, y se ha observado en
misculos de multiples tipos de fibra. Ademés, el excéso de
|

7 1] 1 v 3 I, -
lipido se ha vinculado experimentalmente a la induccidn de

resistencia a la insulina y alteraciones en transduccién de
l

la sefial de insulina. Por consiguiente, un posible mecanismo

por el cual la funcién mitocondrial dafiada podria con;ribuir

a la resistencia a la insulina es via metabolismo alterado de

dcidos grasos. La carga incrementada de lipidos del tejido,

a0a.
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i

como con obesidad, y/o inactividad sostenida, puede  conducir

a la acumulacién de la acil coenzima A grasosa (CoA),
3

diacilgliceroles, ceramidas, productos de oxidacidn

incompleta, % ROS, todos estos se han ﬁinculado
experimentalmente a la accién vy seflalizacidén de ‘insulina
reducida. Los mecanismos adicionales que potencialmente
vinculan la funcidén oxidativa mitocondrial daﬁada: con la

resistencia a la insulina incluyen: (i) sintesis i de ATP

reducida para funciones que requieren energia tal como

|

“absorcidn de glucosa estimulada por insulina; (ii)
t

anormalidades en la homeostasis de calcio (necesaria para la

|

absorcién de glucosa inducida por ejercicio); 'y (iii)

|
produccién de ATP reducida durante el ejercicio, que

|
contribuye potencialmente a la capacidad aerdbica reducida,
fatiga muscular, y ejercicio voluntario disminuido: en el
tiempo - alimentando adicionalmente un ciclo vicioso de

resistencia a la insulina estimulada por inactividad. i

La capacidad mitocondrial es <central para la
funcién clave de la secrecién de insulina regulada 'por la
céluia beta (B) pancreatica. La secrecidén tanto 1répida
(primera fase) como mas prolongada (segunda fase) de inpsulina
son dependientes del metabolismo de glucosa y la cabacidad
oxidativa mitocondrial; la oxidacidédn de glucosa increménta la
relacién ATP/ADP, que inhibe los canales de K-ATP de membrana
plasmatica y permite que los canales de calcio dependientes
de voltaje se abran. El calcio citopléasmico incrementado
entonces activa la exocitosis de granulos de iésulina
acoplados a la membrana del plasma (primera fase). EIl

reclutamiento subsecuente de granulos a la membrana de plasma

(segunda fase) parece depender de metabolitos mitocondriales

i
2607
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producidos por anaplerosis. El metabolismé mitocondrial
también es requerido para la produccién controlada
transitoria de ROS, la cual es requeriaa para las -
trayectorias de seflalizacién mitocondrial qué activan la
exocitosis de los gréanulos.

La diabetes mitocondrial solamente ée desarrolla
con el envejecimiento, con una edad promedio: de comienzo

entre 35 y 40 afios para diabetes maternalmente'heredada con

sordera (MIDD) vy 48 arfios por 14577 T/C, wuna mutacién sin

"sentido de ADN mitocondrial en diabetes tipo 2 maternalmente

heredado. Esto contrasta con el comienzo de di%betes en la
primera infancia en sindromes tales como diabeteslal comlenzo
de la madurez del joven 2 (MODY2), en el cual una:mutacién en
glucocinasa, la primera etapa de glicolisis, regulta en la
secrecidén de insulina y generacidédn de ATP estimulada por
glucosa atenuada. Estos datos sugieren due la diabetes
mitocondrial es mas probable que resulte de un deterioro
gradual de la funcidén de la célula {, en lugaride un dafio
funcional agudo debido a la produccidon de ATP insuficiente.
La funcién mitocondrial en tejidos invd;ucrada en
la patogénesis de diabetes mellitus (higado, mﬁsc@lo, tejido
adiposo, y células B pancredticas) es critica porzmﬁltiples
aspectos del metabolismo celular. En cada uno Ede estos
tejidos, la actividad oxidativa mitocondrial idebe ser
apropiada para oxidar completamente cargas nﬁtrientes,
particularmente acidos grasos. La falla de oxidaciéﬁ completa
puede conducir a la acumulacién de intermediarios dé lipidos,
productos de oxidacién de acidos grasos incompleté, y ROS,

gue inducen tanto la resistencia a la insulina (misculo,

higado, tejido adiposo) como la secrecién alterada . (células

000101
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B).

Ligeras deficiencias en la actividad ﬁitocondrial,
y/0 una incapacidad para incrementar la actividadiy capacidad
en respuesta a la demanda de energia celulér, podrian
explicar la reducida capacidad de ejercicio observada en
individuos con una historia familiar de diabeteé mellitus.
Con el tiempo, este fenotipo podria contribuir ai ejercicio
voluntario reducido e incrementar la probabilidad de un
desequilibrio entre la actividad mitocondrial vy I@ carga de
acido graso. En segundo lugar, el desequilibrio crénico en el
metabolismo de energia debido a la sobrealimentacién,
obesidad, e inactividad podria contribuir directaﬁente a la
produccién incrementada de ROS mitocondrial y celular. A su
vez, el ROS excesivo puede inducir tanto la aisfuncién
mitocondrial como la resistencia a la insulina. Poﬁ ejemplo,
una dieta alta en grasa, alta en sucrosa en el ratbn C57BL6
propenso a diabetes causa alteraciones mitocondriales en
paralelo con la produccién de ROS mejorada y sensibilidad de
insulina dafiada. De igual manera, la exposicidn de células
del musculo in vitro a &cidos grasos saturados o aliﬁentacién
con alta grasa en ratones, resulta en alteracione@ en la
estructura mitocondrial y resistencia a la insulina, gmbas de

a

las cuales son invertidas por antioxidanteé. Por
consiguiente, el estrés oxidativo puede inducir la di$funcién
mitocondrial en paralelo con resistencia a la insuliﬂa - tal
vez una respuesta adaptativa dirigida a limitar él dano

oxidativo adicional. De manera importante, la resoluc¢idn de

estrés oxidativa puede invertir la resistencia a la insulina.

Funcionamiento Muscular
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10

15

20

25

30

101

En otras modalidades, 1la 1invencién proporciona
métodos para mejorar el funcionamiento muscular administrando
una cantidad terapéuticamente efectiva de un extracto,
formulacién o compuesto activador o mejorador de
mitocondrias. Por ejemplo, los extractos que con#ienen
elagitaninos o &cido eldgico, o composiciones que contienen
elagitaninos, A&cido eldgico, o urolitinas que conducen a
activar mitocondrias y pueden ser utiles para mejorar la
resistencia fisica (por ejemplo, capacidad para realiz;r una
tarea fisica tal como ejercicio, labor fisico, activ;dades
deportivas), que inhiben o retardan la fatiga fisica, mejoran
los niveles de oxigeno en la sangre, mejoran la energia en
individuos sanos, mejoran la capacidad de trabaﬁo %
resistencia, reducen la fatiga muscular, reducen el esErés,

!
mejoran la funcidén cardiaca y cardiovascular, mejoran la
capacidad sexual, incrementan los niveles de ATP de los
misculos, y/o reducen el &cido léctico en la sangre. En
ciertas modalidades, los métodos involucran administra% una
cantidad de un extracto natural que contiene elagitanino o
4cido eladgico, o composiciones que contienen elagitanﬁnos,
4dcido eldgico o wurolitina, que incrementan la actividad
mitocondrial, incrementan la biogénesis mitocondrial,i y/o
incrementan la masa mitocondrial.

!

El rendimiento deportivo se refiere a la capagidad
de los musculos del atleta para rendir cuando participan en
actividades deportivas. El rendimiento deportivo, fuerza,
velocidad y resistencia mejorados se miden por un incremento
en la resistencia de la contraccidn muscular, incremen?o en

la amplitud de la contraccién muscular, o acortamiento del

tiempo de reaccién del misculo entre la estimulacidén wy la

06Gi03
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. . e , C o]
contraccién. Atleta se refiere a un individuo guien participa

en deportes a cualquier nivel y quien busca lograr un nivel

mejorado de fuerza, velocidad o resistencia en su
rendimiento, tal como, por ejemplo, fisicoculturistas,
ciclistas, corredores de largas distancias, y corredores de
distancia corta. El rendimiento deportivo mejorado se
manifiesta por la capacidad de superar la fatiga muscular, la
capacidad para mantener la actividad por largos periodos de
tiempo, y tienen un entrenamiento méds efectivo.

Se contempla que las composiciones y métodos de la
presente invencién también serdn efectivos en el tratamiento
de condiciones patolégicas relacionadas con el musculo.
Incluyendo miopatias, enfermedades neuromusculares, tales’
como distrofia muscular de Duchenne, sarcopenia aguda, por
ejemplo, atrofia muscular y/o caguexia asociada con.

quemaduras, reposo en cama, inmovilizacién de extremidades, o©

cirugia mayor toracica, abdominal y/u ortopédica. j

Estrés Crénico

El estrés crénico también se ha reportado que tiene
un efecto significativo en el funcionamiento cognitivo y de;
manera mas precisa en proceso de aprendizaje y memoria (Sandi
2004; Sandi and Pinelo-Nava 2007). Varios factores son
determinantes en el impacto que tendra el estrés croénico en

la funcién cognitiva. Los niveles de estrés son importantes,
|

en la determinacién de si el estrés servira para facilitar la

funcidén cognitiva o serd perjudicial. Se cree que en lai

respuesta a situaciones estresantes el cuerpo induce hormonas

de estrés, que producen un efecto U invertido en el

|
aprendizaje, memoria, y plasticidad. Baldi et al. (2005)
N4
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Nonlinearity Biol Toxicol Med. 3(1) 9-21; Joels (2006) Trends
Pharmacol Sci. 27(5):244-50. Por consiguiente, el nivel de
estrés tiene un gran efecto en 1la funcidén cognitiva, con
altos niveles de estrés que resultan en altos niveles de
hormonas de estrés y funcionamiento disminuido.

La duracién del estrés, crénico contra agudo,
también se ha mostrado que juega una funcidén importanté, con
distintos efectos en la funcidén cognitiva, asi como la
funcién y estructura del cerebro (Sandi and Loscertales 1999;
Pinnock and Herbert 2001). También, el estrés actta en el
proceso de formacidén de la memoria que resulta en diferéntes
consecuencias, con consolidacidn (almacenamiento deE la
memoria) que es facilitada por estrés agudo, y recuperépién
(evocacidén de la memoria) que es inhibida (Roozendaal 20@3).
Ademds, la previsibilidad del estrés también Jjuega zuna
funcidén en la severidad de los efectos observados en\ el
funcionamiento cognitivo (Maier and Watkins 2005).

Adicionalmente, el contexto en el cual ocurre:el
estrés crdénico, asi como también las diferencias individuaies

en la respuesta al estrés inherente a individuos y género,

juegan una funcidén importante en la determinacidén del impadto

cognitivo final del estrés crénico (Bowman, Beck et al. 200?;
Shors 2004; Joels, Pu et al. 2006).

Las bases biolbgicas para los efectos del estrés
crénico todavia no estadn bien definidas. Sin embargo, una
caracteristica comin observada es la funcién clave de
glucocorticoides en la mediacién de tanto las acciones qué
facilitan y mejoran el estrés, en diferentes fases y proceso$
de memoria. Aunque el mecanismo de glucocorticoides todavia

tiene que ser aclarado, se ha mostrado in vitro el dafo a la
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excrecencia neuronal inducido por el factor de crecimiento
del nervio (NGF). Unsicker et al. (1978) Proc Natl Acad Sci
USA. 75:3498-502. Ademés, la estructura neuronal y
excrecencia de neuritas inducidas por factores tales como NGF
se correlacionan fuertemente con su actividad
neuroprotectora, que sugiere de nuevo que la estructura

neuronal es importante para la cognicién.

Estrés y remodelacidén estructural

Inicialmente, el hipocampo fue 1la regidn del
cerebro <que recibidé estrecha atenciédn debido a muchos
reportes que indican efectos perjudiciales de estrés crénico
en tareas de memoria dependiente del hipocampo. Sin embargo,
el trabajo intensivo es proporcionar ahora evidencia para un
impacto mas integral de estrés crénico por todo el cerebro,
con mayores cambios que también tienen que ser reportados pér
la corteza prefrontal y la amigdala. Los cambios en la
ramificacidén dendritica y sinaptogenesis que ocurren en lé
amigdala son candidatos creibles para participar en
alteraciones del estado de &nimo inducidas por estrés{

}

También, los cambios que ocurren al nivel del hipocampo y la

corteza prefrontal se considera que Jjuegan una funcidn clave

1

en alteraciones del estado de animo inducido por estrés. f

Hipocampo. El1 hipocampo es bien conocido por sur
funcién crucial en el ©proceso de memoria. Las tareas -
dependientes del hipocampo generalmente son afectadas por
manipulaciones de estrés tanto agudo como croéonico. En
humanos, los estudios en neuroimagen han reportado atrofia

del hipocampo en asociaciédn con alteraciones

neuropsiquidtricas y cognitivas relacionadas con estrés y

o
o
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glucocorticoides, incluyendo depresidn.

En roedores, un efecto duplicado muchas veces vy
prominente es una atrofia dendritica en dendritas apicales de
neuronas piramidales de CA3. Esta ramificacidén dendritica
reducida se ha asociado con (i) una reduccién en la densidad
sindptica de sinapsis glutamatérgica excitadora; (ii) una
disminucién del volumen de las espinas dorsales dendriticas
complejas llamadas excrecencias dendriticas, que se lécalizan
en la dendrita apical cercana y soma de células pirémidales
de CA3 y las cuales sirven como objetivos postsinapticos para

i

las entradas sinapticas de fibra musgosa; Yy (iii) un

1
b
1

rearreglo de vesiculas sinadpticas y mitocondrias en las

v

terminales de fibra musgosa aferente. A su regreso, la
evidencia para la remodelacidén sinaptica -- en términos de
cambios en caracteristicas sindpticas - también %e ha
reportado para la regién CAl del hipocampo. %
Corteza Prefrontal. La corteza prefrontal (PEC), Y%
mas particularmente su parte media (mPFC), Jjuega funciones
clave en 1los proceéo altamente cognitivos (incluyendo la
funcién ejecutiva, memoria de trabajo, atenciédn), asi.como
también en la integracién de informacién emocionalﬁente
relevante y cognitiva. Se debe sefialar que la mPFC Conﬁiene
altos niveles de receptores de glucocorticoides vy :esté
involucrada en la regulacién de la actividad hipotaléﬁ;ca—
pituitaria-adrenal (HPA) inducida por estrés. Como se sefiald
anteriormehte, la evidencia clinica destaca la mPEC comd un

drea que experimenta alteraciones marcadas en una amplia

variedad de trastornos neuropsiquiatricos, incluyendo

'
'

depresidn.

Existe evidencia sustancial de los estudios .en

oy &Y
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roedores para contraccién dendritica inducida por estrés en

la PFC. En particular, 1la mayor remodelacién neuronal se
describe que ocurre en la capa II/III de la mPFC como una
consecuencia de la exposicidén repetida al estrés crénico o
tratamiento repetido con glucocorticoides. Los principales
cambios descritos en esta 4rea son (1) una atrofia
dendritica, incluyendo tanto la disminucidén de longitud total
cono el numero de dendritas apicales de las neuronas
piramidales; vy (ii) una disminucién en la densidad de la
espina dorsal dendritica apical (aproximadamente ée pierde un
tercio de todas las sinapsis de axospino en dendritas
apicales de neuronas piramidales)

Efectos antidepresivos. El tratamiento con la
tianeptina antidepresiva atipica (triciclica modificada) se
mostré que invierte la-atrofia dendritica inducida por estrés
crdénico en neuronas piramidales CA3 en ratas. Adémés, los
antidepresivos también se reportaron que facilitan el
surgimiento dendritico y axonal. Estos hallazgos sugieren que
los antidepresivos pueden tener un mayor impacto en la
remodelacidén neuronal, proporcionando las bases para 'que los

circuitos relevantes sean reorganizados en el curso de
{

Estrés a Edad Temprana

Un aspecto de la invencidén es un método para @ratar
efectos del estado de animo de estrés a edad temprané. El
método incluye la etapa de administrar a wun sujeto con
necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente efectiéa de
urolitina o un precursor del mismo, para tratar los efe¢tos

de la tensidén a edad temprana en estado de &animo, depresiédn,

006108
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ansiedad, y comportamientos de toma de riesgos.

El estrés a edad tempréna se ha reportado que tiene
un efecto perjudicial significativo en el‘ funcionamiento
cognitivo, incluyendo pardmetros fisiocldgicos tales como
velocidades incrementadas de o susceptibilidad a la
depresién, ansiedad, y comportamientos anormales de toma de
riesgos. Heim C, Nemeroff CB. (2001) Biol Psychiatry 49:1023-
1039. Las velocidades incrementadas trastorno de déficit de
atencién/hiperactividad (ADHD), trastorno por estrés post-
traumadtico (PTSD), y mayor depresién se han reportado en

individuos que ha experimentado estrés a edad temprana.

Famularo R et al. (1992) J Am Acad Child Adolesc Psychiatry

31:863-867; Pelcovitz D et al. (1994) J Am Acad Child Adolesc
Psychiatry 33:305-312. El1 estrés a edad temprana es sabido
gue tiene un impacto en el eje hipotaldmico-pituitario-
adrenal (HPA). Ladd CO et al. (2000) Prog Brain Res 122:81-
103. El efector clave pensado para controlar la sensibilidad
del eje HPA al estrés son los factores de liberacidén de la
corticotropina central (CRF).

El CRF es un péptido de 41 aminodcidos el cual se
dist:ibuye en todo el CNS. Este incluye lés cuerpos de
células de la regidén pervocelular media del nucleo
paraventricular (PVN) hipotaldmico, un componente central del
eje HPA. En estrés, el CRF es liberado de las terminales
nerviosas de eminencia mediana en la circulacidén portal del
hipotdlamo-hipofisiario 'y transportado a la pituitaria
anterior donde se enlaza a receptores de CRF (bRFl y CRF2).
E1l CRF que enlaza al receptor CRF1 produce eféectos que son

reminiscentes de estrés, depresidén, y ansiedad. El CREF que

enlaza al receptor CRF2 estimula la produccidén y liberacién
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de la hormona adrenocorticotrdpica (ACTH), la cual a su vez
estimula la produccidén de glucocorticoides involucrados en 'la
respuesta al estrés.

En modelos de estrés a edad temprana provocado pbr
separacién maternal, se observa un nivel elevado a laréo
plazo consistente de mARN de CRF. Plotsky PM et al. (2005)
Neuropsychopharmacology 30:2192-2204. Tales incrementos en
CRF se han mostrado que tienen efectos al nivel de las
amigdalas en la respuesta a la ansiedad incrementada. Se crée

gue una sensibilizacidén persistente de los neurocircuitos de

CRF es responsable de la ansiedad, depresidén y comportamiento

.de toma de riesgos anormalmente elevados, observados en

ratones expuestos a estrés a edad temprana.
l

!
Estrategias Actuales que Emplean Antidepresivos para Mejorar

Trastornos Psicoldgicos Debido al Estrés a Edad Temprana |
Un numero de estudios han mostrado que los
antidepresivos disminuyen la actividad de CRF en el eje de
HPA en roedores y primates, incluyendo humanos. Banki CM e%
al. (1992) J Affect Disord 25:39-45; Brady LS et al. (1992>
Brain Res 572:117-125; Brady LS et al. (1991) J Clin Invesp
87:831-837; De Bellis MD et al. (1993) Am J Psychiatry
150:656-657; Veith RC et al. (1993) Psychiatry Res 46:1-8.
Varias clases de farmacos antidepresivos parecen producir uné
|

disminucién en la actividad de uno o m&s sistemas neurales dé
CRF. Estos incluyen inhibidores de reabsorcién de 5~H?
selectivos (SSRI), que han mostrado ser efectivos en el
tratamiento de varios trastornos psiquidtricos que se han

asociado con estrés a edad temprana (por ejemplo, depresidn y

PTSD). Hidalgo RB et al. (2000) J Psychopharmacol 14:70-76.
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Notablemente, en un ensayo controlado por placebo
aleatorizado, sujetos que han padecido estrés a edad temprana
y que sufren de PTSD fueron sensibles a fluoxetina. van der
Kolk BA et al. (1994) J Clin Psychiatry 55:517-522. Ademas,
SSRIs, que incluye fluoxetina y paroxetina, muestran eficacia
significativa contra placebo en el tratamientno de depresidn
que comienza tempranamente en nifios y adolescentes. Martin A
et al. (2000) Child Adolesc Psychiatr Clin N Am 9:135—15?.
Los antidepresivos triciclicos también han encontrado que
invierten la reactividad incrementada del eje de HPA al
estrés en primates adultos expuestos a privacidn maternal.
Suomi SJ. (1991) Ciba Found Symp 156:171-183. Parece que
varios farmacos disponibles, incluyendo los SSRIs, pueden ser
benéficos en el tratamiento de nifios y adultos expuestos a
estrés a edad temprana. Fisher PA et al. (2000) J Am Aéad

Child Adolesc Psychiatry 39:1356-1364.

Indicaciones Adicionales

La invencién también encontrara uso en el
tratamiento de cualquier variedad de enfermedades vy
condiciones adicionales en las cuales la actividad
mitocondrial deficiente o disminuida participa en 1la
patofisiologia de la enfermedad o condicidén, o en la cual!la

i

funcién mitocondrial incrementada produciré un = efecto
benéfico deseado. Como un ejemplo, la 1invencidén ademas
incluye métodos y compuestos que se pueden usar para tratar
infertilidad en machos asociada con la motilidad de espérma
disminuida. Nakada et al. (2006) Proc Natl Acad Sci USA.

103:15148-53. Como otro ejemplo, la invencién ademas incluye

métodos y compuestos que pueden ser usados para tratar
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degeneracidén macular vy algunos otros trastornos oculares
relacionados con la edad y heredados. Khandhadia et al.
(2010) Expert Rev Mol Med. 12:e34; Jarrett et al. (2010)
Ophthalmic Res. 44:179-90. Otro ejemplo es un método para
tratar pérdida de la éudicién, incluyendo pero sin limitarse
a pérdida de la audicidén relacionada con la edad. En cada una
de estas y otras indicaciones, el método involucra
administrar a un sujeto con necesidad de tal tratamiento una
cantidad efectiva de una urolitina o precursor de la misma,

como se describe en la presente, para tratar la indicacidn.

Formulaciones y Uso Clinico

Un “sujeto” como se usa en la presente se refiere a
un vertebrado vivo. En una modalidad, un sujeto es un
mamifero. En una modalidad, un sujeto es un humano.

Como se usa en la presente, el término “tratar”
como se usa con respecto a una enfermedad, trastorﬁo, o
condicién de un sujeto, significa reducir por una carntidad
detectable al menos una manifestacién clinica u objetiva de
la enfermedad, trastorno, o condicidén de un sujeto. En una
modalidad, el término “tratar” wusado con respecto é una

- . . s . » ! . [}
enfermedad, trastorno, o condicién de un sujeto, significa
1

curar la enfermedad, trastorno, o condicidén de un sujeto.

La urolitina o precursor de la misma se Puede

. \
administrar, sola o conjuntamente con otro agente, a un
sujeto (por ejemplo, mamifero) en una variedad de formas; Por
ejemplo, la wurolitina o precursor del mismo se puede
administrar oral o parenteralmente. Parenteralmente inciuye,
sin limitacién, intravenosa, intramuscular, intraperitoreal,
subcuténea, intraarticular, intrasinovial, intraocular,

G612
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intratecal, tdépicamente, o por inhalacién. Tal como, la forma
de la dosis de urolitina o precursor de la misma puede estar

en una variedad de formas, incluyendo alimentos naturales,

alimentos procesados jugos naturales, concentrados 3%
extractos, soluciones inyectables, microcapsulas,
nanocapsulas, liposomas, yesos, - formas para 1inhalaciédn,

aerosoles nasales, gotas nasales, gotas oculares, tabletas
sublinguales, y preparaciones de liberacién prolongada.

Los compuestos de esta invencidén @ se puéden
proporcionar en forma aislada. Como se usa en la presente? el

término “aislado” significa sustancialmente removido de otros

_compuestos o componentes con los cuales el compuesto de

interés puede encontrarse de otra forma, por ejemplo, cuando
se encuentra en la naturaleza. En una modalidad, un compuesto
es aislado cuando esencialmente se remueve completament% de
otros compuestos o componentes con los cuales el compuesto de
interés se puede encontrar de otra forma. En una modalidad,
un compuesto se aisla cuando es puro.

Los compuestos de esta invencién se pueden
incorporar en una variedad de formulaciones para la
administracién terapéutica. De manera mas particular,f los
compuestos de la presente invencién se pueden formular en
cpmposiciones farmacéuticas por combinacién con portadores o
diluyentes farmacéuticamente aceptables apropiados, y se
pueden formular en preparaciones en formas s6élida,
semisdlida, o formas gaseosas, tales como tabletas, cépsqlas,
polvos, grénulos, ungiientos, soluciones, supositorios,
inyecciones, inhalantes, geles, microesferas, y aerosoles.

Tal como, la administracién de 1los compuestos se pueden

lograr en varias formas, incluyendo administracién oral,

o
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bucal, rectal, parenteral, intraperitoneal, intradérmica,
transdérmica, e intratraqueal. El agente activo puede ser
sistémico después de la administracidén o se puede localizar
por el wuso de la administracidén regional, admiﬁistracién
intramural, o uso de un implante que actua para retener la
dosis activa en el sitio de implantacién.

Los compuestos de la invencién también se pueden
formular como aditivos alimenticios, ingredientes de
alimentos, alimentos funcionales, suplementos dietéticos,
alimentos médicos, nutracéuticos, o suplementos alimenticios.

En las formas farmacéuticas, 1los compuéstos se
puedén administrar en la forma de sus sales farmacéupicamente
aceptables. Los mismos también se pueden usar en asociacidn
apropiada con otros compuestos farmacéuticamente activos. Los
siguientes métodos y excipientes son solamente ejemplares vy
estdn de manera no limitativa.

Para preparaciones orales, los compuestos sé pueden
usar solos o en combinacién con aditivos apropiados para
hacer tabletas, polvos, granulos o céapsulas, por ejemplo, con
aditivos convencionales, tales como lactosa, manitol, almiddn
de maiz o almidén de papa; con aglutinantes, talés como
celulosa cristalina, derivados de celulosa, acacia, almidén
de maiz o gelatinas; con desintegradores, tales como élmidén
de maiz, almidén de papa © carboximetiléelulosa de sodio; con
lubricantes, tales como talco o estearato de magnesioj si se
desea, con diluyenteé, agentes amortiguadores, égentes
humectantes, conservadores y agentes saborizantes.

!
Los compuestos se pueden formular en preparaciones

para inyecciones por disolucién, suspensidén o emulsionarlos

en un solvente acuoso o no acuoso, tal como aceites vegetales
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u otros aceites similares, glicéridos de 4&cido alifatico
sintético, ésteres de acidos alifaticos superio;es o)
propilenglicol; y si se desea, con aditivos convencionales
tales como solubilizantes, agentes 1isotdbnicos, agentes
formadores de suspensién, agentes emulsionantes,
estabilizadores y conservadores.

Los compuestos se pueden utilizar en formélacién
para aerosol para administrarse via inhalacién. Los
compuestos de la presente invencién se pueden formular en
propulsores aceptables presurizados tales . como
diclorodifluorometano, pro?ano, nitrégeno y similares.

Ademés, los compuestos se pueden hace} en
supositorios mezclando con una variedad de bases tales como
bases emulsionantes o bases solubles en agua. Los compuestos

|
de la presente invencién se pueden administrar rectalmente
via un supositorio. El supositorio puede incluir vehiculos
tales como manteca de cacao, carboceras y polietilengliéoles,

los cuales se derriten a temperatura corporal, pero se
solidifican a temperatura ambiente.

Las formas farmacéuticas unitarias epara
administracién oral o rectal tales como jarabes, elixires, y

suspensiones se pueden proporcionar en donde cada unidad de

dosificacién, por ejemplo, cucharaditas, cucharada sopera,

tableta o supositorio, contiene una cantidad predeterminada

de la composicidén que contiene uno o més compuestos de 1la
|
presente invencién. De manera similar, las formas
farmacéuticas unitarias para administracién por inyeccfén o)
intravenosa pueden comprender el compuesto de la pre%ente

invencién en una composicién como una solucidén en iagua

estéril, salina normal u otro portador farmacéuticamente
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aceptable, en donde cada unidad de dosificacidén, por ejemplo,
ml o 1, contiene una cantidad predeterminada de 1la
composicidén gque contiene uno o méds compuestos de la presente
invencién.

Los 1implantes para formulaciones de liberacidn
prolongada son bien conocidos en la técnica. Los implantes
son formulados como microesferas; placas, etc., con polimeros
biodegradables o no biodegradables. Por ejemplo, 1los
polimeros de 4&cido 1léctico y/o é&cido élicélico forman un
polimero erosionable que es bien tolerado por el huésped. El
implante que contiene los compuestos inhibidores se bueden
colocar en proximidad a un sitio de interés, de modo que la
concentracién local de agente activo se incremental con
relacién al resto del cuerpo. |

El término “forma farmacéutica unitaria”, coﬁo se
usa en la presente, se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para
sujetos humanos o animales, cada unidad que contiene una
cantidad predeterminada de 1los compuestos de la pregente
invencién calculados en una cantidad suficiente para producir
el efecto deseado en asociacidén con un diluyente, portador o
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las especificaciones
para las formas farmacéuticas unitarias nuevas de la presente
invencién dependen del compuesto particular empleado y; el
efecto a, ser logrado, y la farmacodinamica asociada con ¢ada
compuesto en el huésped. _ :

Los excipientes farmacéuticamente aceptables, téles
como vehiculos, adyuvantes, portadores o diluyentes, estéan

facilmente disponibles al publico. Ademéds, las sustancias

auxiliares farmacéuticamente disponibles, tales como agentes
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amortiguadores y ajustadores de pH, agentes ajustadoresl de
tonicidad, estabilizantes, agentes humectantes y similares,
estdn facilmente disponibles para el publico.

Para uso clinico, 1la wurolitina o precursor de
urolitina se administra en una cantidad terapéuticamente
efectiva. Como se usa en la presente, una “cantidad efectiva”
se refiere a una cantidad que es suficiente para realizar un
efecto bioldgico deseado. Como se usa en la presente, una
“cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a una
cantidad suficiente para realizar, en una dosis Unica o dosis
maltiple, un efecto terapéuticamente deseado. Un experto
puede determinar cantidades terapéuticamente efectivas
basadas en estudios preclinicos o clinicos in vitro, o
cualguier combinacién de los mismos.

La dosificacién generalmente sera diaria a semanal.
En una modalidad, la dosificacién es al menos semanal. Por
ejemplo, un sujeto puede recibir wuna dosis una vez por
semana, dos veces por semana, tres veces por semana o diario.
En una modalidad, la dosificacién es al menos diaria. Por
ejemplo, un sujeto puede recibir una o méds dosis diarias.

Para uso <c¢linico, wuna urolitina generalmente :se
administrard en una cantidad que varia desde aproximadameﬁte
0.2 - 150 miligramos (mg) de urolitina por kilogramo (kg) de
peso corporal del sujeto. En una modalidad, la urolitina o
precursor de la misma se administra en una dosis igual; o
equivalente a 2 - 120 mg de urolitina por kg de peso corporal
del sujeto. En una modalidad, la urolitina o precursor de la
misma se administra en una dosis igual o equivalente a 4 - 90
mg de urolitina por kg de peso corporal del sujeto. En una

modalidad, la urolitina o precursor de la misma se administra
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en una dosis igual o equivalente a 8 - 30 mg de urolitina por
kg de peso corporal del sujeto. Donde un precﬁrsor de
urolitina serda administrado en lugar de uroliﬁina, se
administra en una cantidad que es equivalenté a las

|

cantidades de urolitina establecidas anteriormente.

Cualquier dosis proporcionada puede ser aada como
una dosis unica o como dosis dividida.

En una modalidad, la urolitina o precursor de la
misma se administra en una dosis suficiente para iograr un
nivel de suero pico de al menos 0.001 micromolar (puM). En una
modalidad, la urolitina o precursor de la misma se %dministra
en una dosis suficiente para lograr un nivel de suero pico de
al menos 0.01 pM. En una modalidad, la urolitina © precursor
de la misma se administra en una dosis suficiente para lograr

un nivel de suero pico de al menos 0.1 pM. En una modalidad,
la urolitina o precursor de la misma se administia en una
dosis suficiente para lograr un nivel de suero pico de al
menos 1 uM. En una modalidad, la urolitina o precursor de 1la
misma se administra en una dosis suficiente para‘lograr un
nivel de suero pico de al menos 5 pM. En una modalidad, la
urolitina o precursor de la misma se administra en una dosis
suficiente para lograr un nivel de suero pico de al menos 10
M.

En una modalidad, la urolitina o precursor de la
misma se administra en una dosis suficiente paraglograr un
nivel de suero mantenido de al menos 0.001 micromolar (uM).
En una modalidad, la urolitina o precursor de la misma se
administra en una dosis suficiente para lograr un nivel de

suero sostenido de al menos 0.01 pM. En una modalidad, la

urolitina o precursor de la misma se administra en una dosis

pont1e



10

15

20

25

117

suficiente para lograr un nivel de suero sostenido de al
menos 0.1 uM. En una modalidad, 1la urolitina o precursof de
la misma se administra en una dosis suficiente para lograf un
nivel de suero sostenido de al menos 1 pM. En una modalidad,
la urolitina o precursor de la misma se administra en una
dosis suficiente para lograr un nivel de suero sostenido de
al menos 5 uM. En una modalidad, la urolitina o precursor de
la misma se administra en una dosis suficiente para lograﬁ un
nivel de suero sostenido de al menos 10 pM. El nivel de suero
sostenido se puede medir usando cualquier método adecuado,
por ejemplo, cromatografia liquida de alta presidn (HPLCi o)

HPLC-MS.

En una modalidad, la urolitina o precursor de la

‘misma se administra como jugo de granada en la cantidad de, 25

ml a 5 ml, o una dosis equivalente de elagitaninos, acido
|

eldgico, urolitinas, o cualquier combinacién de los mismos-
§

La Tabla 4 muestra el consumo de diferentes compuestos ‘de

granada para diferentes niveles de Jjugo de granada. El

intervalo cubre diferencias en la concentracidén del compuesto

entre diferentes variedades de granada. Para los céalculos de
equivalente de &acido elagico, se asumid que el metabolismo de
cada mol de punicalagina resulta en la liberacidén de 1 mol de
dcido elagico, y que esta conversién sucedid con 100% de
eficacia. Los niveles de urolitina se determinaron asumien@o
que todo el acido elagico presente, incluyendo aquel derivado
de punicalagina, se convierte a urolitina con 100% de
eficiencia. No se tomaron en consideracidén otras fuentes de

dcido elégico ademas de punicalagina y é&cido elagico.
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Tabla 4.

Equivalente|Punicalagina |Acido Elagico Ezzi;:lETEZicge Urolitina
de Jugo (mg/d) (mg/d) (1:1) (mg/d) Total (1:1)
(mL) (mg/d)
25 . 10-65 3-30 20-35 15-25
50 20-130 _ 6~60 40-70 30-50
75 30-195 9-90 60-105 45-75
100 40-260 12-120 80-140 60—190
150 60-390 18-180 120-210 90-150
200 80-510 24-240 160-280 120-200
250 100-650 30-300 200-350 150-250
500 200-1300 60-600 400-700 300—500
750 300-1950 90-900 600-1050 450-750
1000 400-1600 120-1200 800-1400 600-1000
2000 800-3200 240~2400 1600-2800 1200-2000
3000 1200-4800 360-3600 2400-4200 1800-3000
4000 1600-6400 480-4800 3200-5600 2400-4000
5000 2000-13000 600-6000 4000~-7000 3000-5000

En una modalidad, el sujeto no esta tomando una
urolitina o precursor de la misma para cualquier propuesta
distinta para el tratamiento de una condicién de acuerdé con
los métodos de la invencién. En una modalidad, el sujeﬁo no
estd tomando una urolitina o precursor de la misma paﬁa el
tratamiento de aterosclerosis, trombosis, cancer,

angiogénesis no deseada, infeccidén o inflamaciédn.

EJEMPLOS
La invencién ahora serd descrita generalmente, serd
mads facil entender con referencia a lo siguiente, que se
incluye solamente para propdsitos de ilustracidén de ciertos

aspectos y modalidades de la presente invencién, y no se
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pretende limitar la invenciédn.

Ejemplo 1

Preparacidén de Extractos Funcionales de Compuestos de Granada

Los extractos de granada descritos en esta
solicitud que contienen moléculas especificas fueron
preparadas usando un procedimiento de extraccidn basado en
adsorcién de polifenoles en una columna a base de absorciédn
de polimero esténdar como se describe. Para la preparacidn de
los extractos 31008 y 1108 derivados del jugo de granada, las
granadas fueron sometidas a extraccidén de Jjugo usando -un

proceso de manufactura y extraccién de jugo esténdar y es

"absorbido en una resina cromatografica polimérica como jugo

purc. La resina Amberlite XAD-16 (Rohm & Haas) fue empacada
en columnas semipreparativas y cargada con el jugo extraidé.
La columna se lavd con agua para remover los azucares hasﬁa
la terminacién (Niveles Brix estuvieron por debajo de O.l%)f
Los polifenocles fueron eluidos con 100% de etanol. El etanol
remanente se evaporé bajo vacio para producir un extracto

concentrado gque contiene 4.5 g de polifenol total por litro

como se determina usando el ensayo de Folin para el contenido
de polifenol total. El1 extracto 1011 fue preparado de una

manera similar como extracto 31008 y 1108, pero el extracto.

liquido después se seco por pulverizacién utilizando wun

secador por pulverizacidén para producir un extracto de polvo -

final. Utilizando  HPLC-MS para la identificacidén de
compuestos, los extracto 31008, 1108 y 1011 fueron
encontrados para contener las moléculas de punicalagina,

punicalina, telimagrandina, y pedunculagina.
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El extracto 71109 derivado de la cascara de granéda
separando manualmente la cascara de la pulpa de arilos de
granéda, seguido por presidén con una prensa para fruta
manual. Para extraer la cantidad maxima de polifenoles, 1la
torta/pupa de partes de granada prensada fueron lavadas 'en
agua de manera consecutiva por varios periodos de tiempo (5
minutos) para incremeﬁtar la eficiencia de extracciédn. La
solucién de granada extraida se aclard por centrifugacidn
antes de ser adsorbida en la resina Amberlite XAD-16
cromatografica polimérica (Rohm & Haas), empacada en columgas
semipreparativas, y cargadas con el agua extraida de jla
cédscara de granada. La columna se lavd con agua para remover
los azlcares hasta la terminacién (los niveles Brix fue&on
inferiores a 0.1%). Los polifenoles se eluyeron con 100%fde
etanol. El remanente de etanol se evapord bajo vaclo para
producir un extracto concentrado que ‘contiene 17.1 g; de
polifenol total por litro como se determindé usando el ensayo
de Folin para el contenido total de polifenol. Esta técnica
es una modificacién de métodos conocidos en la técnica como
se describe por varios métodos publicados para ; la
purificacién de polifenoles de varias plantas y bayas. Tuck,
K. L. and P. J. Hayball (2002) "Major phenolic compounds in
olive oil: metabolism and health effects." J Nutr Biochem
13(11):636-644; y Schieber, A., P. Hilt, et al. (2003) "A new
process for the combined recovery of pectin and phendlic
compounds from apple pomace." Innovative Food Sci. Emerging
Technol. 4:99-107. |

Para la preparacidén del Extracto 61109, un extracto

acuoso de la granada se fraccioné utilizando cromatografia de

particién centrifuga. Las fracciones aisladas se liofilizaron
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para producir el extracto 61109, altamente enriquecida en

punicalagina (>90%).

Purificacién de Punicalagina
Preparacién de Extracto

El extracto de granada se disolvié en 16 ml de 1la
mezcla orgénica/fase acuosa (1:1) y se filtrd en un filtro de
Tefldn (0.45 uM).

Separacién de Punicalagina del Extracto Usando
Cromatografia de Particidén Centrifuga

La separacién de punicalagina del extracto de
granada se 1logrdé utilizando Cromatografia de Particidn

Centrifuga CPC. E1l aparato de CPC fue un aparato FCPC® 1000

" provisto por Kromaton Technologies (Angers, Francia) que. se

v

filtra con un rotor de 1000 ml de capacidad. Los solventeskse
bombearon por una bomba de gradiente de alta presidén binario
de 4 vias. Las muestras se introdujeron en la columna de CPC
via una véalvula de inyeccidén de alta presidédn (Rheodyne)
equipada con un circuito de muestra de 20 ml. El1 efluente $e
monitoreo con un detector de deteccidn de arreglo de diodds
(DAD) equipado con una celda de flujo preparativa. La§
fracciones se colectaron por un colector de fraccidn. Laé

etapas de separacidén se condujeron a temperatura ambiente.

Para lograr la extraccidén, la fase estacionaria se
introdujo primero en la columna en el modo ascendente sin,

rotacién, y la fase mévil se bombea entonces a través de la.

fase estacionaria hasta que se alcanza wuna etapa de
equilibrio. Luego, la velocidad de rotacidén se incrementd
desde 0 a 1000 rpm y la fase mévil se bombeo en la columna a

una velocidad de flujo de 20 ml/min. Después de la inyecciédn

006G
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de 10 g de extracto de granada, las fracciones de 20 ml se
colectaron cada minuto. El contenido de la fase organica
saliente se monitoredé por medicidén de absorbancia de UV en
linea a A = 260 nm.

Un procedimiento de elucidén-extrusidn se utilizéd
para recuperar todos los compuestos de la columna: después de
una elucidn cléasica de 100 min, la fase mbévil se remplazd por
la fase estacionaria usada como ligquido mévil, hasta que todo
el volumen contenido (1000 ml) se expulsé de la columna. Una
fraccién que contiene punicalaginas (mezcla de isémer@s Ay
B) con pureza cromatografica de 94-97% se obtuvo entre 51 y
63 minutos de elucién, y una segunda fraccidén con una pureza
cromatografica de 85-88% se obtuvo entre 64 y 79 min.

Para determinar el nivel de ©purificaciédn, la
muestra purificada se examindé usando HPLC-DAD a una lonéitud
de onda de deteccién de 260 nm. La muestra se realizd sobre
una columna Prosontil C18, 5 um, 250 x 4 mm. Los solventes
usados fueron H20 mQ +9.1% TFA/Acetonitrilo + 0.1% TFA éxuna

velocidad de flujo de 1 ml/min.

Ejemplo 2
Ensayos de Seleccidn In Vitro para Compuestos gque Promueven
el Mejoramiento de la Expresidn de Genes de Mitocondrialeé en
una Linea Celular del Musculo Esquelético Prototipica .
(Miotubos C2Cl12)

Los musculos esqueléticos tienen un papel
fundamental en la regulacidén de homeostasis metabdlica puesto
que los mismos se involucran en funciones metabdlicas tales
como gastos de energia y mantenimiento de sensibilidad a 1la

insulina. Estas funciones estdn estrechamente vinculadas a la
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actividad mitocondrial, y el deterioro de la funciédn
mitocondrial tiene wuna funcién causal en 1la homeostasis
metabdlica defectuosa y desarrollo de trastornos metabdlicos
tales como diabetes tipo 2, obesidad, vy dislipidemia. El
perfil de expresidén del gen de genes involucrados en la
actividad mitocondrial en células C2C12 diferenciadas
(miotubos) es un modelo apropiado para evaluar el;impacto de
compuestos en la actividad mitocondrial evaluando numerosas
trayectorias que reflejan la actividad mitoconﬁrial, por
ejemplo, biogénesis mitocondrial, glicolisis, P-oxidacién de
dcidos grasos, cadena de transporte de electrénes (ETCY,

[
[

dindmica mitocondrial. i

Para evaluar los efectos de los compuéstos en la
exprésién del gen mitocondrial, los mioblastos CéClZ fueron
diferenciados en miotubos por privacién de suerol por 4 dias
(Canté et al. (2009) Nature, 458:1056-60). Los %dotubos se

4
incubaron por 48 horas con acido eldgico o urolitina A a una

concentracidédn final de 1, 10 o 50 pM (todo se disuelve en
DMSO, concentracién final 0.1%). DMSO se utilizdé como un

control (concentracién final 0.1%). Al final del tratamiento,

|

las células se lavaron con solucidén salina amortiguada con

fosfato (PBS) y mARN se extrajo inmediatamente de acuerdo con

las instrucciones del fabricante (Trizol Reagentg Invitrogen)

adicionando 1 ml de reactivo Trizol. Después de la

. 2 . RPN .
extraccidén, el cADN se produjo por la transcripcidn 1nversa

!
[

de acuerdo con las instrucciones del fabricante.g

La evaluacidén de los niveles de expreéién de genes
(PGC-1la, Tfam, PFKFB3, CPTlb, MCAD, LCAD, Nduf%Z, Cyt ¢, ¥y
Mfn2) gue controla la funcidén mitocondrial se reélizé por PCR

cuantitativo en tiempo real (Watanabe et al. (2004) J Clin
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Invest. 113:1408-18) usando el siguiente conjunto de
cebadores (Fwd: cebador directo; Rev: cebador inversé):
PGC-1la: (Fwd) AAGTGTGGAACTCTCTGGAACTG (SEC ID NO:1)
(Rev) GGGTTATCTTGGTTGGCTTTATG (SEC ID NO:ZX
Tfam: (Fwd) AAGTGTTTTTCCAGCATGGG (SEC ID NO:3) ’
(Rev) GGCTGCAATTTTCCTAACCA (SEC ID NO:4)
PFKFB3: (Fwd) TCATGGAATAGAGCGCC (SEC ID NO:5)
(Rev) GTGTGCTCACCGATTCTACA (SEC ID NO:6)
CPT1lb: (Fwd) CCCATGTGCTCCTACCAGAT (SEC ID NO:7)
(Rev) CCTTGAAGAAGCGACCTTTG (SEC ID NO:8)
LCAD: (Fwd) GTAGCTTATGAATGTGTGCAACTC (SEC ID NO:11)
(Rev) GTCTTGCGATCAGCTCTTTCATTA (SEC ID NO:lé)
NdufaZ2: (Fwd) GCACACATTTCCCCACACTG (SEC ID NO:13) ‘
(Rev) CCCAACCTGCCCATTCTGAT (SEC ID NO:14) ;
Cyt c: (Fwd) TCCATCAGGGTATCCTCTCC (SEC ID NO:15) !
(Rev) GGAGGCAAGCATAAGACTGG (SEC ID NO:16)
Mfn2: (Fwd) ACGTCAAAGGGTACCTGTCCA (SEC ID NO:17)

(Rev) CAATCCCAGATGGCAGAACTT (SEC ID NO:18)

PGC-la (PPARy-corregulador 1la) y Tfam (factor de

!
]

transcripcidén mitocondrial A) son reguladores principales de

. . . L Cly .
la funcidén mitocondrial, principalmente de bicgénesis

mitocondrial y oxidacién fosforilativa mitocondrial
(mOXPHOS). Un incremento en sus niveles de expresiénérevela
un mejoramiento total de 1la actividad mitocondrial. La

valoracién de otros genes objetivo involucrados en funciones
clave de las mitocondrias permite 1la identificaciénlde las
trayectorias mejoradas. PFKEB3 (6—fosfofrﬁcto—2—
cinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3) es una enzima cléve de

glicdlisis, es decir, el wuso de glucosa para producir

energia. En condiciones aerdbicas (es decir, cuando existen
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suministros de oxigeno), piruvato producido de glucosa via
glicolisis se usa por mitocondrias para producii energia
(ATP) a través del ciclo de Krebs. CPTlb (carnitina O-
palmitoiltransferasa 1b), MCAD (acil CoA deshidrogenasa de
cadena media), y LCAD (acil CoA deshidrogenasa de cadena
larga) Jjuegan un papel fundamental en la absorcidén de acido
graso mitocondrial y B-oxidacidén, dos etapas criticaé para la
produccién de energia de A&cidos grasos. NdufaZ2 (subunidad 2
de subcomplejo alfa 1 de NADH deshidrogenasa [ubiquinonal]) y
Cyt ¢ {(citocromo c¢) son subunidades de complejo I y IV de la
cadena de transporte de electrones mitocondriales,
respectivamente. Estas proteinas tienen una funcidén esencial
en la «cadena respiratoria mitocondrial vy producéién de
energia del equivalente reducido producido por el ciclo de
Krebs. Mfn2 (Mitofusina 2) estd involucrada en la dindmica
mitocondrial y proceso de fusidén. Su expresidén se incfementa
en el contexto de remcdelacidén mitocondrial incrementada y/o
biogénesis.mitocondrial (nimero incrementado de mitocéndrias
por célula).

Los datos mostrados en la Figura 3 clarémente
indican que el acido eldgico y urolitina A incremenﬂan la
actividad mitocondrial en una manera dependiente de la ,dosis

|

modulando la expresién de genes numerosos involucrados en

varias trayectorias del metabolismo mitocondrial. <
1

i
1

Ejemplo 3 E
Ensayo de Seleccidn In Vitro para Compuestos que Promueven el
Mejoramiento de -la Actividad Mitocondrial en una Lineé
Celular del Musculo Esquelético Prototipica (Miotubos C2512)

La citrato sintasa es la enzima inicial del ciclo
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de &4cido tricarboxilico (TCA) y la etapa de limitacidén de 1la
velocidad para entrar al ciclo de TCA. El1 ciclo ‘de TCA
producird NADH2 y FADH2, los cuales son usados entonces para
aliméntar la cadena de transporte de electrones que generaran
un gradiente de protones (energia), que seran usados en la
generacién de ATP. Como tal, 1la citrato sintasa es un
marcador exclusivo del numero mitocondrial y de la actividad
mitocondrial. Midiendo los efectos de compuestos o
formulaciones en la actividad de la enzima citrato sintasa,
es posible evaluar 1la capacidad de 1los compuestés para
estimular la actividad mitocondrial (es decir, produccién de
ATP y OXPHOS) .

La enzima citrato sintasa cataliza la reaécién
entre la acetil coenzima A (acetil CoA) y Aacido oxaloacético
para formar el &cido citrico. El1 acetil CoA contribu?e 2
carbonos para los 4 carbonos de oxaloacetato, resultandé en
citrato con 6 carbonos. La hidrélisis del tioéster de acetil
CoA resulta en la formacién de CoA con un grupo tiol (éoA—
SH). La actividad de citrato sintasa se mide via la reacéién
entre el tiol de CoA-SH con el DTNB en la mezcla para fofmar
dcido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB). Este producto amarillo
(TNB) se observa espectrofotométricamente midiendo Zla
absorbancia a 412 nm (Citrate Synthase Assay Kit, Cat Number
CS0720, Sigma Aldrich). |

Los mioblastos C2Cl2 se diferenciaron en ndotubos

"por privacién de suero por 4 dias (Canté et al. (2009)

Nature. 458:1056-60). Los miotubos se incubaron por 48 horas
con punicalagina a una concentracién final de 1 o 10 pM o con
dcido eldgico o urolitino a una concentraciédn final de 1, 10

o 50 pM (todos disueltos en DMSO, concentracién final 0.1%).
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DMSO se utilizd como un control (concentracién final 0.1%).
Al final del tratamiento, las células se lavaron 3 veces con
PBS y se sometieron a ensayo pér actividad de citrato sintasa
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Citrate
Synthase Assay Kit, Cat Number CS0720, Sigma Aldrich).

Como se muestra en la Figura 4, punicalagina, &cido
eladgico, y urolitina incrementan la actividad de citrato
sintasa en una manera dependiente de la dosis, ilustrando un
incremento total en la actividad mitocondrial y/o densidad
mitocondrial (numero de mitocondrias por células). Estps
resultados confirman los resultados obtenidos por el perfil
de expresidén del gen de genes mitocondriales (Ejemplo 1) qﬁe
muestran un mejoramiento de la actividad mitocondrial vy
biogénesis mitocondrial en C2Cl2 diferenciados tratadés.

Estadistica: ANOVA de una via * p < 0.05.

Ejemplo 4
Ensayo de Seleccidén In Vitro para Compuestos que Promueven la
Actividad de la Proteina Cinasa Activada por AMP (AMPK) en
una Linea celular del Miusculo Esquelético Prototipico

(Miotubos C2C12)

La AMPK acttia como un interruptor principal

metabdlico que regula varios sistemas intracelulares que

incluyen la absorcidén celular de glucosa, la Pf-oxidacidén de

acidos grasos, y la biogénesis del transportador de glucosa 4
(GLUT4) y mitocondrias. La capacidad de deteccidén de energia
de AMPK se puede atribuir a su capacidad para detectar y
reaccionar a fluctuaciones en la relacién AMP:ATP que ocurre
durante el descanso y el ejercicio (estimulacidén del

musculo). Como un ejemplo, durante una serie de ejercicios,

00G:
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la actividad de AMPK se incrementa (fosforilacidén de AMPK, P-
AMPK) mientras que la célula del musculo experimenta estrés
metabdlico provocado por una demanda celular extrema por ATP.

En la activacidén (fosforilacién de AMPK, P-AMPK), AMPK

~incrementa los niveles de energia celular inhibiendo

trayectorias de consumo de energia (sintesis de &cido graso,

sintesis de proteina, etc.) vy estimula la produccidén de
energia, trayectorias catabdlicas (oxidacidén de &cidos
grasos, transporte de glucosa, etc.). Por consiguiente, la

activacién de AMPK conduce a wun aumento de la funcibn
mitocondrial, inéluyendo OXPHOS incrementado y biogénesis
mitocondrial.

Los mioblastos Cc2C12 fueron diferenciados a
miotubos por privacidén de suero por 4 dias (Cantd et al;
(2009) Nature. 458:1056-60). Los miotubos se incubaron por i
hora con resveratrol (RSV), los cuales sirvieron como un
control positivo, o &acido elagico (EA) o urolitina A (UL) a
una concentracidén final de 50 pM (todos se disolvieron en:
DMSO, concentraciédn final 0.1%). DMSO se utilizé como un -
control (concentracién final de DMSO: 0.1%). Al final del
tratamiento, las células se lavaron 3 veces con PBS, vy
proteina c¢inasa activada por AMP (AMPK) se evaluaron por
andlisis Western blot. Seguido del tratamiento del compuesto,
las células C2Cl2 se lisaron en el amortiguador que contiene
inhibidores de fosfatasa, y la concentracién de protelna se
determindé usando un ensayo de Bradford estéandar. El
equivalente de 25 pg de proteina se utilizé para la
separacién en un gel de SDS-PAGE al 10% y se transfirio
subsecuentemente por procedimientos de andlisis Western blot

estadndar. Los anticuerpos dirigidos a AMPK (Sefializacién
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Celular) y AMPK fosforilada (P-BMPK, Seflalizacidén Celular)
fueron usados para la deteccién.

Como se muestra en la Figura 5, el andlisis Western
blot para la forma fosforilada, y por consiguiente activada
de AMPK - es decir, P-AMPK, indica que los niveles de
fosforilacién de AMPK (P-AMPK) vy ©por consiguiente la
activacién de la proteina cinasa activada con AMP (AMPK) se
incrementaron efectivamente en células tratadas con écido
eldgico o urolitina con relacién a las células tratadas con
control. Estos datos indican que el &cido elé&gico y urolitina
A son ambos activadores de AMPK. Esto ademas soporta :las
observaciones de que el acido eldgico y urolitinas induceﬂ un

incremento en la funcidn de las mitocondrias.

Ejemplo 5 :

Ensayo de Seleccidn para Compuestos que Promueven la |
Excrecencia de Neuritas en Células PC-12

La excrecencia de neuritas y el numero medio ide

procesos por célula en cultivo neuronal se ha mostrado qﬁe

corresponden a la funcién neuronal. El1 estrés croénico se ha

mostrado que da lugar a reducciones de longitud dendritica:y

numero de ramificacién, un efecto el cual se invirtid en lh

remocién de estrés. Ademéas, se ha mostrado que esté

reversibilidad 1llega a ser inhibida con 1la edad (Bloss;

Janssen et al. 2010). También existe evidencia adicional de

que las experiencias sensoriales nuevas y de aprendizaje

estdn asociadas con incrementos en la formacidén de la espina

dorsal y eliminacién de procesos prolongados. Por-

consiguiente, la plasticidad estructural sinaptica juega una

funcién importante en el aprendizaje y memoria (Yang, Pan et
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al. 2009). En efecto, el nivel de excrecencia de neuritas vy
nimero de procesos inducidos por compuestos tales como factor
de crecimiento del nervio (NGF) se correlaciona fuertemente
con .sus habilidades neuroprotectoras. Con la edad iesta
plasticidad sindptica 1llega a comprometerse y existe una
pérdida incrementada de espinas dorsales vy una densidad
disminuida de sinapsis (Dumitriu, Hao et al. 2010). Las
enfermedades neurodegenerativas también tienen un efecto en
la excrecencia de neuritas. Un péptido A-beta (AB), el cual
juega una funcién importante en la enfermedad de Alzheiner,
inhibe la excrecencia de neuritas en células de neuroblastoma
de ratdén. Por lo tanto, sometiendo a ensayo los efectos eﬁ la
excrecencia de neuritas 1in vitro, se pueden identif#car
compuestos y formulaciones con efectos neuroprotectoresl en

neuronas bajo estrés crénico, neuronas que experimentan

envejecimiento, Y neuronas presentes en enfermedades

neurodegenerativas.

Los efectos in vitro en la excrecencia de neuritas
de los diferentes elagitaninos y sus metabolitos punicalagina
(PA), punicalina (PB), telimagrandina (TL), é&cido elégiéo
(EA), vy urolitina (UA), fueron analizados en células de u#a
linea «celular de feocromocitoma de rata noradrenérgiéa
(células PC-12), que se han mostrado para se diferencian en
respuesta al factor de crecimiento del nervio (NGF) (Greene
and Tischler 1976). La excrecencia neuritica en estaé
células PC-12 diferenciadas ha mostrado gque son

fuertemente promovidas por dibutiril ciclico AMP (dbcAMP)

(Gunning, Landreth et al. 1981), y este compuesto se utilizé

como un control positivo. Como un control positivo, se

utilizé el inhibidor de cinasa N-terminal Janus (JNK)
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especifico S$SP600125, que se ha mostrado que disminuye
diferentes parametros de excrecencia de neuritas (Xiao,
Pradhan et al. 2006). Los elagitaninos y sus metabolitos
analizados en los ensayos se sintetizaron o compraron
de proveedores que incluyen Funakoshi, Sigma, and Chemos. Las
soluciones madre se dividieron en alicuotas y almacenaron a -
20°C. i
Las células PC-12 (ATCC CRL-1721) se cultivaron a
37°C, 5% CO, en matraces de cultivo revestidos con L—lisina
en medio de cultivo completo (RPMI 1640 + 10% de suero de
caballo inactivado con calor + 5% de suero fetal bovino). L
La diferenciacidén celular se realizd en matraces he
cultivo 24 h después de la colocacién en placas, en medﬁo

completo suplementado con 100 ng/mL NGF (2.5 S NGF,

Invitrogen). El medio suplementado con NGF se renovd cada

“tercer dia, y la diferenciacidén se indujo durante un periodo

de 8 dias.

Todos los compuestos a ser analizados se preparardn
justo antes del experimento como una solucién madre 50 mM eh
dimetilsulféxido (DMSO). La concentracién de DMSO final fué
0.1% en el medio de todos los grupos experimentales.

Para las mediciones de excrecencia de neuritas, la$
células diferenciadas se lavaron con solucidn saliné

amortiguada con fosfato (PBS), se colectaron después de lé
separacién y se volvieron a colocar en placas a una densidaé
de 5,000 células/cavidad (placa de 96 cavidades de imégeneé
biocoat) en medio completo suplementado con 100 ng/mL de NGF;
con o sin 10 uM SP600125 (control negativo), 1 mM dbcAMP1

(control positivo), o compuesto de prueba a 5 x 1077 M. En el,

grupo de control no diferenciado, no se agregd NGF después del
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la recolocacidén en placas.

Después de 72 h en cultivo, las células PC-12 se
lavaron con PBS y @ se fijaron en 1% solucién|\ de
paraformaldehido por 20 minutos. Después de 3 lavados ‘con
PBS,. el etiquetado por inmunofluorescencia se realizd con
sonda de Maleimida Texas Red, la cual reacciona con ‘los
grupos tiol de residuos cisteina de proteinas, permitiendo la
visualizacidén de la morfologia celular completa, incluyéndo
neuritas. !

El anadlisis de inmuﬁofluorescencia se realizd' en
microscopia confocal automatizada. Las im&genes | se
adquirieron con un sistema de trayectoria 855 BD, béjo
objetivo X20 con montaje de campo 8X8. La excrecencia ide
neuritas luego se mididé de las imdgenes adquiridas con 'el
médulo de neuritas de software Metamorph®. Se analizaronila
excrecencia total y media, numero total y medio de proce%os
por célula, y total y porcentaje de células con excrecencia
extensa (definida como excrecencia mas larga de 20 um).

Todos los compuestos, excepto PA Y PB,
incrementaron el numero de células PC-12 en las cavidades por
30%, como se muestra en la FIG. 6, indicando un efecto
tréfico para este compuesto a una concentracién de 0.5 uM (p
< 0.001 para UA, EA, y TL versus control diferenciaao

1

(ctrl)).

:
Promocién de Excrecencia de Neuritas

Como se muestra en la FIG. 7 y FIG. 8, todos lés
compuestos analizados (PA, PB, TL, EA y UA) fueron capaces de
inducir la excrecencia de neuritas robusta de células PC-12

diferenciadas. La excrecencia media (FIG. 7) mostrd un
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incremento de >30% sobre el control diferenciado para todos
los compuestos analizados. El1 porcentaje de células que
muestran excrecencia significativa (FIG. 8) fue
significativamente mayor que aquel observado para las células
5 diferenciadas para todos los compuestos analizados (p < 0.05
para UA y PB (26% de incremento), p < 0.0l para PA (>26% de

incremento), p < 0.001 para EA y TL, (>37% de incremento)).

Promocidén de la Formacidén de Proceso y Ramificaciodn
10 Los compuestos PA, PB, UA, EA, 3% TL,i todos
indujeron un incremento del numero de procesos cuando se
aplicaron a células PC-12 diferenciadas. Los compuestos (UA,
p < 0.05 (15.7% de incremento); PA, p < 0.01 (26L3% de
incremento); EA y TL, p < 0.001 (>31% de incremento) :fueron
15 vya sea tan efectivos como o mas efectivos que dbcAMP, el
control positivo, en la promocidén de la formacidn de proceso
(FIG. 9).
La ramificacién de neuritas fue significativamente
mayor que la observada en el control diferenciado, éon la
20 mayoria de los compuestos induciendo un incremento de dos

|

veces en la ramificacién. \

|

1
Ejemplo 6 |
Ensayo de Seleccidn para Compuestos Que Promueven l;
,

25 Excrecencia de Neuritas en Neuronas Primarias Positivas a TH
Dopaminérgica _

Las neuronas primarias debido a su estado no

transformado, sirven ccmo un buen modelo in vitro paré los

efectos de compuestos en marcadores de diferenciacidén vy

30 plasticidad neuronal, tal como excrecencia neuronal, y
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formacién de dendritas y procesos. Los efectos de diferentes
metabolitos de elagitanino punicalagina (PA), urolitina (UA),
dcido eldgico (EA), y telimagrandina (TL) en este proceso se
examinaron. Los compuestos analizados en 1los ensayos se

compraron de proveedores los cuales incluyeron Funakoshi y

'Sigma, o se sintetizaron quimicamente. Las soluciones madre

se dividieron en alicuotas y se almacenaron a -20°C.

Los cultivos mesencefalicos primarios se prepararon
de embriones de rata El4. El mesencéfalo ventral se
disecciondé cuidadosamente y se disocidé. Las células luego se
colocaron en placas en medio DMEM F12 que contiene 10% suero
de caballo inactivado con calor a la densidad de 100,000
células/cavidad (placa de 96 cavidades), con o sin el
inhibidor especifico de JINK SP600125 (10 uM) (el cual sirvid
como un control negativo) o dbcAMP (1 mM) (el cual sirvid
como un control positivo), o los compuestos analizados cada
uno a la dosis de 0.1 uM.

72 h después de la colocacidén en placa, los efectos
en la excrecencia de neuritas de neuronas positivas a
tirosina hidroxilasa (TH) dopaminérgica se midieron a partir
de las im&genes adquiridas por microscopia confocal
automatizada (objetivo X4, montaje 4X4) y cubriendo la
superficie de cavidad completa, y se cuantificaron usando el
médulo de excrecencia de neuritas del software Metamorph®.
Varios parametros representativos de excrecencia de neuritas
por consiguiente se generaron: se analizaron la excrecencia
total y media, numero total y medio de procesos por célula, y
total y porcentaje de células con excrecencia extensa
(definida como excrecencia més larga que 20 pm). Todos los

experimentos se realizaron por cuadruplicado.

g
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Promocién de Excrecencia de Neuritas

Como se muestra en las FIGs. 10-16, los compuestos
seleccionados en el ensayo de seleccidn de PC-12 anﬁerior
también fueron capaces de inducir la excrecencia de neuritas
en neuronas mesencefalicas primarias a una concentracién de
0.1 uM. La mayoria de los compuestos fue tan efectivo:como
dbcAMP en la promocidén de la excrecencia por célula (> 25% de
incremento en la excrecencia) como se mide por la excreceﬁcia
media por célula mostrada en la FIG. 10 (p < 0.001 para;UA,
GA, EA, TL vs control). Todos los compuestos analizados se

desempefiaron tan bien o mejor que dbcAMP (FIG. 11).

Incremento en la Ramificacién y Procesos de Neuritas E

Todos los compuestos analizados mostra%on
incrementos significativos en los procesos medios por célﬁla
(> 10%) (FIG. 12), asi como también en la duracidn de procéso
méxima (> 10%) (FIG. 13).

Las células primarias mostraron un incremento en la
ramificacién en la presencia del control positivo (dbcAMP).
Sin embargo, el inhibidor de JNK SP600125 no inhibe la
ramificacién de célula primaria, como en las células PClé,
sino fue capaz de promover la ramificacidén aunque no al mism§
nivel como dbcAMP (60% vs 86% de incremento visto paré
dbcAMP). Los compuestos UA, EA, y TL fueron capaces dé

promover la ramificacién a los mismos niveles como dbcAMP (>

'

. 111% de incremento en la ramificacidén, FIG. 14).

{

Incrementos en Dendritas por Célula y Longitud de Dendritas

El numero de dendritas se incrementd

000
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significativamente para UA, EA, y TL, a niveles érriba de
aquellos de dbcAMP, con todos 1los compuestos mostrando un
incremento >18% (FIG. 15).

El Acido elégico, wurolitina A, vy telimagrandina

todos produjeron incrementos de longitud dendritica > 26%,

‘mayores que aquellos observados para dbcAMP (FIG. 16) .

Ejemplo 7 {

El Extracto de Granada, Punicalagina, Acido Elégicé, )%
Urolitina A Reducen la Ganancia de Peso y Masa de Grasa en
Ratones Alimentados con una Dieta de Alta Grasa:

Se compraron ratones macho C57BL6/J de Charles
River Laboratory (L’'Arbresle, Francia) a la edad de 7 s%manas
y se aclimataron a la instalacidén de animales por 2 sémanas
antes de la iniciacién de los experimentos. Los ratoﬂes se
alojaron en grupos de 5 en condiciones de alojaﬁiento
estédndares, con un ciclo de 12 hr de luz y oscuridad y %cceso
libre a alimento y agua. Comenzando a las 9 semanas de ?dad,
los ratones se alimentaron con una dieta de alta grasa kHFD)
(60% kcal de grasa; D12492; Research Diets Inc.,i New

Brunswick, NJ, USA) por catorce semanas. El peso corporal se

}
|

monitored semanalmente. !
Los ratones en diferentes grupos de tratamiento se

administraron con (i} wurolitina A mezclada <c¢con alimento

(aditivo alimenticio) para alcanzar una dosificacién de' 55

mg/kg de peso corporal/dia (mkd); (ii) &cido eldgico mezclado
con alimento (aditivo alimenticio) para alcanzar hna
dosificacién de 75 mkd; (iii) punicalagina (sonda) para

alcanzar una dosificacién de 90 mkd; o (iv) extracto 'de

|
i

granada (PE) (sonda) para alcanzar una dosificacién de 140
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.

i

g ey

P



10

15

20

25

30

137

mkd de polifenoles totales. Un extracto de granada: tipico
usado en estos experimentos tuvo la siguiente compdsicién:
polifenoles, 140 mkd; punicalagina, 13.1 mkd; y acido
elagico, 13.2 mkd. Para los animales tratados por sonda, la
sonda se realizd diariamente (7 dias/semana) entre 8:00 vy
10:00 a.m.; los compuestos se mezclaron con soluciénisalina
(0.9% NaCl) y se proporcionaron a un volumen final de 5 mL/kg
de peso corporal. Los ratones en los grupos de control de
alta grasa se alimentaron con la misma dieta com§ los
animales experimentales. Los ratones en diferentes grupos de
control correspondientes se administraron ya sea con diéta de
alta grasa sola o dieta de alta grasa mas sonda diarfa con
vehiculo (solucidén salina). Otro grupo de control de ratones
se alimentaron con dieta chow estandar sola.

La composicidén corporal se monitored por EchoMRI
(Echo Medical Systems, Houston, TX, USA) 5 semanas después de
la iniciacidén del tratamiento para ratones alimentadoé con
dieta de alta grasa y 2 semanas después de la iniciaciéﬁ del

t

tratamiento para ratones alimentados con dieta chow. . Los

animales se colocaron individualmente en un cilindro de
plastico y luego se introdujeron en un sistema EchoMRI : por

aproximadamente 2 min para exploracién de composicién

1
\

corporal (masa magra y de grasa).
Los resultados se muestran en las FIGs. 17 y 18. .
i

Los ratones alimentados con una dieta de alta grasa

(HFD) desarrollaron una severa obesidad en comparacidédn con

los ratones de control alimentados con una dieta chow

estadndar (CD) (FIG. 17A). La ganancia de peso corporal en
ratones alimentados con alta grasa no tratados estuvo

asociada con un incremento en el porcentaje de masa de grasa
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(FIG. 17B) y una disminucidén del porcentaje de masa muscular
(masa magra) (FIG. 17C), ambos medidos por EchoMRI después de
5 semanas de tratamiento. En ratones alimentados 'con una
dieta de alta grasa, el tratamiento con urolitina A
(administrada por aditivo alimenticio) o con punicalagina o
extracto de granada (PE) (ambos administrados porl sonda)
previno el comienzo de la obesidad con una fuerte reduccién
de la ganancia de peso corporal en ratones alimentados con
HFD tratados en comparacidén con los ratones alimentados con
HFD de control (FIG. 17A). A lo largo de esto, la ﬁgsa de
grasa se redujo significativamente en ratones alimentados con
HFD tratados con urolitina A, punicalagina, o éE en

comparacidén con los ratones alimentados con HFD no tratados

(FIG. 17B).

\
{

Los ratones alimentados con una dieta chow estandar

y tratados ya sea con acido eldgico o urolitina A también

“vieron una reduccidén en la masa de grasa con un incremento

concomitante en el misculo (masa magra), ilustrando que estos

tratamientos favorecen el manejo del peso y un fisico magro o

1
1

muscular (FIG. 18B). ‘

Ejemplo 8
El Extracto de Granada, Punicalagina, Acido Eldgico, y
Urolitina A Incrementan la Masa Muscular en Ratones Normaies
y Obesos
Ratones macho C57BL6/J se agruparon y trataron c?mo
se describe en el Ejemplo 7.
Tanto en los ratones alimentados con dieta cﬁow

estandar como los ratones alimentados con HFD, el tratamiento

con PE, punicalagina, &cido eldgico o urolitina A resultd en
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un incremento estadisticamente significativo en el porcentaje
de masa magra. Los ratones alimentados con una dieta de alta
grasa y tratados con urolitina A, punicalagina, o PE vieron
una reduccién en la masa de grasa con un incrémento

concomitante en el misculo (masa magra) (FIGs. 17B y 17C).

Los ratones alimentados con una dieta chow y tratados ya sea

con &cido eldgico o urolitina A también vieron una reduccidn
en la masa de grasa con un incremento concomitante eén el
misculo (masa magra), ilustrando que estos tratamiéntos
favorecen el manejo de peso y un fisico magro o muscular
(FIGs. 18a vy 18B). Puesto que la masa magra es
predominantemente representada por la masa muscular, estos
resultados ilustran c¢émo los tratamientos vya sea con: PE,
punicalagina, &cido eldgico o urolitina A resultan en un
incremento en la proporcidén de la masa muscular tanto en

ratones normales como obesos con respecto a la masa corporal

“total. Esto se observd después tan poco como dos semanas de

tratamiento.

Ejemplo 9
El Extracto de Granada, Punicalagina, Acido Eldgico, y
Urolitina A Incrementan el Gasto de Energia en Ratones

Normales y Obesos

'

Ratones macho C57BL6/J se agruparon y trataron como
se describe en el Ejemplo 7. Ademas, sin embargo, el gasto de
energia basal de los ratones se midié por consumo de oxigeno

por calorimetria indirecta, produccidén de didéxido de carbono,

y relacién de intercambio respiratorio), 8 semanas después de

la iniciacién del tratamiento para los ratones alimentados

con HFD y 2 semanas después de la iniciacién del tratamiento
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para ratones alimentados con dieta chow esténdar, usando el
Sistema de Monitoreo Comprensivo de Animales de Laboratorio
(CLAMS; Columbus Instruments, Columbus, OH, USA).? Los
animales primero se aclimataron por 22 h en jaulas de CLAMS
(temperatura ambiente de 22°C + 1°C) iniciando entre las 11 a
12 am. Luego la medicién se realizdé por al menos 20 h en la
misma condicidén. La medicidén incluyd un ciclo de oscuridad
completo. Los pardmetros medidos durante el CLAMS fueron los
siguientes: (i) Consumo de oxigeno (VO, en mL/kg/h): VO,
directamente estd correlacionado con el gasto de energia;
(ii) produccidén de didéxido de carbono (VCO;) en mL/kg/h); %
(1iii) Relacidén de Intercambio Respiratorio (RER): VCO/VO;:
RER es un indicador del uso de sustrato de energia. En un
estado estable, la RER es equivalente al Cocienfe
Respiratorio (RQ). El uso de carbohidrato puro produce RER=i,
mientras que el quemado de grasa pura produce una RER=O.i.
Una dieta mezclada produce una RER=0.85.

Los resultados se muestran en las FIGs. 19 y 20.

El consumo de oxigeno es un marcador fisioldgico de

la actividad mitocondrial y gasto de energia. Los

tratamientos ya sea con PE, punicalagina, &cido elagico, o

urolitina A redujo significativamente el consumo de oxigeno:

en ratones. El acido eldgico y urolitina A incrementaron el

gasto de energia en ratones alimentados con chow estandar

(FIGs. 19A y 19B). Este efecto se observd después tan poco

como 2 semanas de tratamiento. El1 tratamiento con extracto de
granada (PE), punicalagina, y urolitina A incrementd el gasto

de energia en ratones alimentados con HFD (FIGs. 20A y 20B).
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Ejemplo 10
El Extracto de Granada, Punicalagina, Acido Eldgico, y
Urolitina A Incrementan el Uso de Acidos Grasos Como
Sustratos de Energia en Ratones Normales y Obesos

Ratones macho C57BL6/J se agruparon y trataron como
se describe en el Ejemplo 9.

Como se establecidé anteriormente, ademas del
consumo de oxigeno, la calorimetria indirecta también
monitorea la produccién de didéxido de carbono. La relacidn
entre la produccidon de didxido de carbono (VCO;) y consumo -de
oxigeno (VO;) se llama Relacién de Intercambio Respiratorio
(RER). RER es un excelente indicador del uso de sustratos ae
energia. En un estado estable, RER es equivalente al Cocienﬁe
Respiratorio (RQ). Un uso preferencial de los carbohidratos
como sustrato de energia produce una RER cercana a 1,
mientras que un uso de grasa como sustrato de energia (quemé
de grasa) produce una RER inferior la cual es cercana a O.j

cuando se usan preferentemente &cidos grasocs.
1
1

Como se representa en la FIG. 21 y FIG. 22, el

tratamiento con PE, punicalagina, &cido elagico, y urolitina-

A significativamente disminuyé la RER en ratones tanto.

alimentados con dieta chow como alimentados con HFD. Este

efecto fue dramatico en los ratones alimentados con dieta
chow tratados con &cido eldgico y urolitina A (FIG. 21).
Estos resultados soportan los cambios de la
composicidn corporal observados después del consumo de PE,
puniéalagina, acido eladgico o urolitina A los cuales
favorecen un fisico més muscular (magro) con composicidn de

grasa reducida.

2
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Ejemplo 11
El Extracto de Granada, Punicalagina, y Urolitina A
Disminuyen los Niveles en Plasma de Triglicéridos )4 Acidos
Grasos Libres en Ratones Obesos

Ratones macho C57BL6/J se agruparon y trataron como
se describe en el Ejemplo 7. Ademads, la bioquimica de plasma
se realizdé 14 semanas después de la iniciacidén del
tratamiento usando un analizador de quimica clinica
automatizado estandar (Dimension Xpand, SIEMENSX. Los
animales estuvieron en ayuno por 12 h (desde las 8pm a 8 am)
antes de la recoleccidédn de sangre. Aproximadamente SOIuL de
sangre - se recolectaron de la vena cava en aﬁimales
anestesiados bajo anestesia con isofluorano. La sangre se
recolectdé en tubos  heparinizados e inmediatamenté se
colocaron en hielo humedo. El1 plasma se prepard por
centrifugacién (1500 x g, 15 min, 4°C). Las muestras de
plasma luego se transfirieron en microtubos de 1.5 mL liﬁpios
y se almacenaron a -80°C hasta que se realizaron Elas
mediciones bioquimicas en un analizador de quimica clinica
automatizado estidndar (Dimension Xpand; SIEMENS) usando ﬁits
correspondientes. |

Los niveles circulantes de triglicéridos vy éciaos
grasos libres se midieron por bioquimica estandar en lla
sangre de ratones alimentados con HFD de control y tratados
(FIG. 23). El1 tratamiento con PE, punicalagina y urolitinaaA
condujo a un mejoramiento estadisticamente significativo ae
niveles en plasma de triglicéridos y &cidos grasos libres.
Estos resultados indican que el PE, punicalagina, y urolitina

A son efectivos en el tratamiento de dislipidemia en ratones
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obesos y en consecuencia pueden actuar para mejorar la

funcién cardiovascular y prevenir la enfermedad

cardiovascular.

Ejemplo 12
La Punicalagina, Acido Eldgico, y Urolitina A Mejoran la

Tolerancia a la Glucosa en Ratones Obesos

Ratones macho C57BL6/J se agruparon y tratardn como
se describe en el Ejemplo 7. Ademas, la prueba de tolerancia
a la glucosa (GTT) se realizd para ratones alimentadbs con
HFD los cuales desarrollaron intolerancia a la glucoéa. La
prueba de tolerancia a la glucosa se monitoreé 10 sémanas
después de la iniciacidén del tratamiento por prueba oﬁal de
tolerancia a la glucosa (oGTT). Los animales estuviefon en
ayuno por 12h (desde las 8pm a 8am) antes de la oGTT. ﬁl dia
de la oGTT, una pequeila gota de sangre (< 2 ulL) se recalecté

de la vena de la cola lateral y la glucemia se monitored

usando un glucémetro (AccuCheck Aviva, Roche Diagnosis). Cada

animal luego recibié, en el tiempo 0, una dosis oral de D-

glucosa a una dosificacién de 2 g/kg de peso corporali. La

glucemia luego se monitored en los tiempos 15, 30, 45,! 60,

90, 120, y 150 min después de la carga de glucosa oral.

Como en los humanos, la alimentacidén de dietg de
alta grasa en ratones resultd en el comienzo de la obesidad y
diabetes tipo 2 1la cual se caracteriza por una seﬁera
intolerancia a la glucosa como se valord por el seguimiento
de la glucemia inmediatamente después de una exposiciép a
glucosa (2 g/kg de peso corporal) (Prueba de tolerancia a la

glucosa) (FIG. 24). Como se representa en la FIG. 24,L el

tratamiento con punicalagina, &cido elégico, y urolitina A
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mejord la tolerancia a la glucosa en ratones alimentados con
HFD. En consecuencia, estos tratamientos también pueden ser
procedimientos terapéuticos efectivos para el tratamiento de

diabetes tipo 2.

Ejemplo 13
La Urolitina A Incrementa la Funcion Mitocondrial en C.
elegans Envejecidos

Cepas de C. elegans se cultivaron a 20°C en placas
de agar de medio de crecimiento de nematodos (NGM) sembraaas
con cepa OP50 de E. coli. La cepa usada fue Bristol N2 tipo
silvestres proporcionada por el Caenorhabditis Genet%cs
Center (Universidad de Minnesota). La urolitina A se disoléié
en DMSO. Los animales se expusieron a compuestos de huevosygn
placas sembradas con bacterias OP50 vivas. Las placas ae

control se prepararon con la concentracién correspondiente de

1

DMSO (0.1%). \
La medicién del consumo de oxigeno es un indicador
directo de la actividad mitocondrial. El1 efecto de #a
urolitina A en la actividad mitocondrial en C. elegaﬁs
envejecidos (10 dias de edad) se valordé tratando los d.
elegans con urolitina A por 10 dias de edad adulta, en este
tiempo el consumo de oxigeno se mididé wusando el equipg
Seahorse XF24 (Seahorse Bioscience Inc., North Billerica)
MA). 250 C. elegans de diez dias de edad se utilizaron pof
condicién. Los C. elegans se recuperaron de las placas de NGM
con medio M9, se lavaron tres veces en 2 mL de M9 para
eliminar las bacterias residuales, y se resuspendieron en 5001

mL de medio M9. Los gusanos se transfirieron en placas,

-Seahorse estandares de 24 cavidades (#100777-004) (50 gusanos.
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por cavidad) y el consumo de oxigeno se midié. El consumo de
oxigeno basal de los gusanos primero se midié durante 30
minutos a intervalos de 5 minutos (0 min, 5 min, 15 min, 20
min, 25 min y 30 min) con 5 duplicados por intervélo. Las
velocidades de respiracién se normalizaron al nUmero exacto
de gusanos por cavidad determinado después de la terminacidn
del experimento usando un estereomicroscopio. Después de
determinar el consumo de oxigeno basal, el consumo de oxigeno
no acoplado se midié agregando carbonilcianuro-p-
(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP) en el punto de tiempo
de 30 minutos al medio para valorar la capacidad mékima de
consumo de oxigeno y capacidad maxima mitocondrfal. El
consumo de oxigeno no acoplado se mididé a intervalos de 5
minutos (35 min, 40 min, 45 min, 50 min, 55 min y 60 min)
para permitir la medicidén de la funcidn mitocondrial ‘con el
tiempo. La FCCP es un agente de no acoplamiento quimico que
suprime el enlace obligatorio entre la cadena respiraﬁoria W%
el sistema de fosforilacién el cual se observa con
mitocondrias intactas. El efecto es debido a las propiedades
anfipidticas de la molécula la cual se disuelve en bicabas de
fosfolipidos mitocondriales. Esto incrementa draméticamente
la permeabilidad idénica de la membrana mitocondrial y Qenera
fuga de protones dramatica gue conduce al incrementb del
consumo de oxigeno debido al enfriamiento por oxigeno de los
electrones bombeados en la cadena respiratoria en paéalelo
con‘la fuga de protones. Puesto que este consumo de oﬁigeno
se disocia (no acoplado) a la  produccidn del ATP
(fosforilacidn oxidativa), la FCCP incrementa el consumo de

oxigeno mientras disminuye la generacién de energia (ATP) por

las mitocondrias. Las mitocondrias completamente ™ no
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acopladas, como se logra con FCCP, exhiben 1la capacidad
méaxima de su cadena respiratoria mitocondrial (consumo maximo
de oxigeno) sin la “rotura” que la fosforilacidén oxidativa y
produccién de energia representa).

Los resultados representado en la FIG. 25 ilustran
que la urolitina A incrementa la capacidad | maxima
mitocondrial de (. elegans envejecidos, como se representa
por un efecto prolongado en la respiracién no acoplada
incrementada en gusanos tratados con urolitina A versus
gusanos tratados con control (DMSO). Los gusanos no tﬁatados
de control mostraron un breve incremento en la respiraéién no
acoplada la cual répidamente regresd a los niveles ﬁasales
del consumo de oxigeno. Los gusanos tratados con urolitina A
mostraron una elevacién mas prolongada de consumo de oxigeno.
El grado de actividad mitocondrial mejorada se muestra
comparando el &rea bajo las curvas (AUC) durante el periodo
de desacoplamiento con la respiracién acoplada prpmedio
empleada como el valor basal. Se observd que la urolitina A
incrementd significativamente la respiracidén no acoplqda en
gusanos envejecidos en comparacidén con los gusanés no

t
tratados de control durante el periodo de 30 minutos

evaluado.

Ejemplo 14 g
La Urolitina A Incrementa la Actividad Mitocondrial enaC.
elegans
Cepas de C. elegans se cultivaron a 20°C en piacas
de agar de medio de crecimiento de nematodos sembradas con
bacterias HT115 y que contienen 50 puM urolitina A oi una

concentracién correspondiente de DMSO como un control.. Los

PN
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gusanos se trataron por 24 horas. Las cepas utilizadas fderon
la SJ4103 (zcIsl4[myo-3::GFP{(mit)]), la cual es una iinea
transgénica estable que expresa una proteina fluorescente
verde (GFP) mitocondrialmente localizada con un péptido sefal
de importacién mitocondrial escindible bajo el control del
promotor myo-3 de misculo de pared corporal especifico. La
cuantificacién y expresién de GFP se realizdé de acuerdo con
el protocolo previamente descrito (Durieux et al., 2011).[Los
gusanos se trataron con 50 pM urolitina A de huevos, y laiGFP
se monitored después de un dia de edad adulta. Los enséyos
fluorimétricos se realizaron usando un lector de placa de
etiquetas multiples Victor X4 (Perkin-Elmer Life Science).
Ochenta gusanos se eligieron al azar (20 gusanos por cavidad
de una placa de 96 cavidades de pared negra) y cada cavidad
se leyd cuatro veces y se promedid. |
Los resultados en la FIG. 26 muestran quei el
tratamiento de los gusanos con urolitina A indujo ila
expresién del reportero de GFP mitocondrial impulsada por el
promotor myo-3 especifico de musculo en C. elegans. Este
impresionante incremento de la expresién de GFP proporciona
evidencia <clara que la capacidad mitocondrial incrementd
debido a la urolitina A. Para permitir tal incremento en la

1

sefial de GFP observada, las mitocondrias en el musculo ya sea

I

deben ser alargadas o mas numerosas en estos gusanos.
Ejemplo 15 |
Efectos de los Compuestos Derivados de Granada en el Estado
de Animo y Cognicidén en Respuesta al Estrés Crdénico

Ratones macho tipo silvestre C57BL/6J de 7 semanas

|

30 de edad se expusieron a estrés no predecible crénico por un

-~
2
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periodo de cuatro semanas. Diversos experimentos de
comportamiento se realizaron antes, durante, vy después dei
periodo de estrés crdénico para determinar el impacté en el
estado de animo y «cognicién. Como previamente .se ha
reportado, el estrés crénico impacta negativamente en el
estado de é4dnimo y cognicidén. Los compuestos. naturales
derivados de granada se administraron a estos ratones para
determinar qué impacto tendrian estos compuestos en el alivio
de este impacto negativo en el estado de animo y cognicién.
Los ratones fueron habituados a la instalacidén de
animales por 9 dias antes del comienzo de los experimentos.
Todos los ratones fueron alojados en grupos de tres en ﬁaulas
de pléastico estandares, y se mantuvieron bajo un ciclotde 12
i
h de 1luz/oscuridad (7:00 a.m. - 7:00 p.m.) con acceso ad
libitum a alimento vy agua. Todos 1los procedimientos
realizados se llevaron a cabo de conformidad con las ?autas
Institucionales Nacionales Suizas sobre Experimentacién en

Animales y se aprobaron por el Comité Oficial de Veterinaria

1
1

Cantonal Suizo para Experimentacidén en Animales.

¥
I

Caracterizacién de Animales
i
Después de 1la adaptacién a la instalacidén de
!
animales, todos los ratones se caracterizaron en términos de
peso corporal, comportamiento tipo ansiedad, en el laberinto
en cero elevado (EZM), y locomocién y exploracién en 1los

i

ensayos de nuevo objeto y campo abierto. El objetivo de éstos
experimentos fue igualar los animales de acuerdo con su
ansiedad y velocidades de exploracién para establecer los

grupos experimentales y de control que son equivalentes de

acuerdo con estos rasgos.
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Laberinto En Cero Elevado

La ansiedad se midié en un laberinto en cero
elevado (EZM). Los ratones se observaron por 5 min én el EZM
(un camino anular de 5.5 cm de ancho con un diametro de 46 cm
y elevado 46 cm arriba del suelo) bajo condiciones de luz
tenue y dispersa. Dos sectores de 90° opuestos se préﬁegieron
por paredes interna y externa de 13.5 cm de alto. Por
consiguiente, tres zonas fueron definidas como sigue: una
zona intermedia que comprende cuatro segmentos de 30° en los
extremos de las paredes de proteccidén separados por ias dos
zonas anchas cerradas/protegidas de 50° y las dos zénas de
exploracién anchas abiertas/no protegidas de 70°. Coﬁ estos
limites, las entradas en los sectores abilertos se detéctaron
solamente cuando el animal entré en ellos con todés las
cuatro patas. Las trayectorias de cada ratdn se regisfraron
automaticamente por seguimiento por video (Ethovisioﬁ‘ 3.0,
Noldus, Wageningen, Paises Bajos). El numero totél de
entradas en todos los sectores sirvid como un indicadorade la
actividad locomotora espontanea, mientras que las diferehcias

. , !
en el numero de entradas y el tiempo consumido en 1los

i
1

sectores abiertos se tomaron como indicadores de ansiedad.

1

Entre las sesiones el laberinto se limpidé con 4% etanol/agua.

Campo Abierto y Nuevo Objeto ‘ ,

La locomocién y reactividad a un campo abierto (OF)
se valoraron en una caja cuadratica blanca (50 x 50 x 37 cm)
bajo condiciones de luz tenue y dispersa. El ratdén se coiocé

en el centro del campo y se dejé moverse libremente durante

10 min. La distancia total movida, frecuencia de entradas al
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centfo, tiempo y porcentaje de tiempo en el centro del OF se
analizaron. La evitacién del Aarea interior o “no protegida”
del campo se interpreta como un comportamiento tipo ansiedad.
Las mediciones de la distancia total se usan comc un indice
de actividad. El comportamiento exploratorio se valord usando
la prueba de nuevo objeto (NO). La prueba de NO se realizé
inmediatamente después de la prueba de OF. Un objeto metalico
pequerio (3 x 1.5 x 5 cm) se colocd en el centro del campo
abierto mientras el ratdn estuvo adentro. Luego a los ratones
se les dieron 5 min para explorar libremente el nuevo objeté.
El tiempo consumido en el centro y la periferia dél
compartimiento, numero y latencia de entradas al centro, 'y

]
distancia total movida en el centro y compartimiento completo
se analizaron. El porcentaje de tiempo y distancia que el
raté4n consumidé en el centro, explorando el nuevo objeto, se

consideraron como indicadores de actividad exploratoria

“enfocada”.

Tratamiento con Extracto Derivado de Granada
Tres semanas antes de la inicilacidén del protocolo

de estrés crédénico los ratones se separaron en cuatro grupos'

diferentes. Un grupo recibidé dieta chow de ratdén estéandar:

(Control), mientras que los tres grupos restantes recibieronl

dosis variadas de extracto 1011, un extracto derivado de jugo

de granada. La dosis Dbaja correspondié a una dosis de
extracto de 21 mg/kg/d de equivalentes de 4&cido galico de
polifenoles (GAE PPE), la dosis media correspondié a una
dosis de extracto de 43 mg/kg/d de GAE PPE, la dosis alta
correspondié a una dosis de extracto de 86 mg/kg/d de GAE PPE

(ver Tabla 5).

L
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Tabla 5. Extracto de Granada en Polvo 1011.

Extracto Polifenoles Punicalagi Punicali Acido
1
1011 unicalagina unicalina Elagico
Dosis Baja 21 mg/kg/d 2.1 mg/kg/d 5.2 mg/kg/d 2.0 mg/kg/d
Dosis
43 mg/kg/d 4.2 mg/kg/d 10.5 mg/kg/d 3.9 mg/kg/d
Media
Dosis Alta 86 mg/kg/d 8.5 mg/kg/d 21 mg/kg/d 7.8 mg/kg/d

El tratamiento con la dieta comenzdé tres semanas
antes de la iniciacién del protocolo de estrés crénico y

continudé hasta la terminacidén del experimento.

Tratamiento con Urolitina A, un Metabolito Derivado de la

Granada

Tres semanas antes de la iniciacién del protocolo
de estrés croénico, los ratones se separaron en dos grupos. Un
grupo recibié dieta <chow de ratén estandar (Control),
mientras que el otro grupo recibidé una dieta que contiene

urolitina A, suministrada a una dosis de 25 mg/kg/d.

Estrés Crénico No Predecible
El protocolo de estrés crdédnico no predeciﬁle

involucré la exposicién de animales a una situacién
estresante diaria en un momento no predecible por 4 semanas

t

(entre las 8 am y 4 pm, y se distribuyeron aleatoriamente
durante los 28 dias). Los estimulos de estrés usados fuergn
cualquiera de: 6 min de suspensién de la cola; descarga en la
pata ineludible 3 x 0.4 mA; 4 h de exposicidén a aserrin

1

himedo sucio; 2 h de exposicidén en una plataforma elevada; 1

h de inmovilizacién en un tubo de pléstico; 30 min de

opus

ks
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exposicidn a 16°C; 2 dias de ciclo invertido de
luz/oscuridad; 10 min de exposicién a un coespecifico
agresivo mas viejo; exposicidén a luz intensa (600 lux); 2 h
en jaula superpoblada (6 ratones) y 8 h con una inclinacidn

5 de jaula de 40°. Todos los animales se pesaron y el estado de
su pelo se evaludé en una base regular (cada 3-5 dias).
Durante este éxperimento un grupo de ratones sSe exXpuso ai
estrés crénico y el otro grupo de animales se dejd sin
interrumpir y sirvid como control.

10
Ensayos de Comportamiento
Prueba de suspensidén de cola

La prueba de suspensién de cola (TST) se utilizd
como un modelo para valorar la actividad tipo antidepresiva

15 en ratones. La prueba se basa en el hecho que los animales
sometidos al estrés ineludible de corto plazo (6 min.) de ser
suspendidos por su cola, desarrollaran una postura inmévil;
El ratén se colgd en una barra metdlica por una cinta
adhesiva colocada 20 mm desde la extremidad de su cola. La

20 distancia entre el piso y la barra fue aproximadamente 25 cm.
La inmovilidad se define como la ausencia de movimientos
iniciados e incluye balanceo pasivo. El tiempo de,
investigacién, el cual incluyé inmovilidad, lucha y escalada,
se registrd de la cinta de video.

25 Como se muestra en la FIG. 27, el estrés crodnico
resultd en una inmovilidad incrementada en la TST, un‘
indicador del sentido de impotencia y depresién incrementada.
Sin embargo, los ratones tratados con dosis incrementadas de
extracto de granada demostraron una inversidén en este patrén‘

30 vy una restauracién de movilidad y lucha a niveles observados

000154
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en ratones no estresados. Por consiguiente el extracto de

granada previene la respuesta de depresidn observada en

ratones no tratados crdénicamente estresados.

Reconocimiento Contextual

i

El acondicionamiento a miedo contextual es una
medicién de una capacidad del animal para recordar un
contexto particular. En este ensayo, los ratones se colocaron
en una caja y luego recibieron dos descargas leves un minuto;
i

aparte. En la reaccién a las descargas los ratones se

inmovilizaron. La capacidad de los ratones para reconocer el

contexto en el cual recibieron la descarga se probd.

colocandolos de nuevo en la caja en un punto de tiempo mas

‘tarde. Si reconocen el contexto, los ratones se inmovilizaran

con anticipacién a la recepcidén de una descarga.

En ratones normales, la capacidad de reconocer el
contexto en la ausencia de cualquier descarga es una medicidn
de la memoria contextual. Los ratones con mejor memoria
contextual reconocen mejor el contexto inicial y por
consiguiente tienen un mayor nivel de inmovilizacién.

Este ensayo también se puede usar para medir la
ansiedad en ratones estresados. En ratones estresados, la
ansiedad incrementada se podria observar en el tiempo de
reaccién de inmovilizacién incrementada en respuesta a las
descargas iniciales, asi como también un periodo de extincidn
mas largo para la memoria del contexto.

La extincién de la memoria contextual se midid
colocando el ratén en el mismo contexto una vez al dia por
varios dias en la ausencia del estimulo adverso inicial. Con

el tiempo los ratones desaprendieron 1la asociacién del

0oG!
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contexto con el estimulo adverso, que es evidenciada por una
disminucién gradual en la inmovilizaciédn. En ratones
estresados que estdn ansiosos esta extincién de la memoria
adversa toma mas tiempo.

El acondicionamiento de miedo contextual se utilizéd
para probar el efecto del extracto de granada en la induccidn
de ansiedad (es decir, ansiedad aprendida) en ratones en
respuesta al reconocimiento contextual. El1 entrenamiento y
prueba toman lugar en una camara de acondicionamiento dé
roedores (20 x 20 x 28 cm), colocada en una caja de plexiglés
y se ilumindé por un foco de 20 W. Las paredes laterales de lé
cémara de acondicionamiento se construyeron de metacrilato
blanco, y la puerta y la cubierta superior se construyeron dé
plexiglds. El piso consistidé de 20 barras de acero a travéé
de las cuales una descarga desordenada de un generador de

'

descargas se podria suministrar. Los ventiladores de

ventilacidén proporcionan un ruido de fondo de 68 dB (sistema

'

completo: Panlab, S.L., Barcelona, Espafia) . El

)

acondicionamiento de miedo al contexto se realizdé durante la,

tercera semana del protocolo de estrés crdédnico en el grupo’

1

estresado. En el dia del acondicionamiento de miedo, losi
ratones se transportaron desde el cuarto de la colonia al’
laboratorio de comportamiento adyacente y se colocaron en la
cédmara de acondicionamiento. El1 entrenamiento consistidé de .
expoéicién de los ratones a un contexto de acondicionamientoi
‘
por 3 min seguido por tres descargas eléctricas en las patas
(2 seg, 0.4 mA) suministradas después de cada min. Después de
la ultima descarga en la pata el animal permanecidé por 30 s

en la camara. La camara de acondicionamiento de miedo se

limpidé completamente con 0.5% acido acético antes de que cada
P
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ratdén se colocard en la caja. Para determinar el efecto del
estrés crdnico y las diversas dosis de extracto de granada en
el nivel de ansiedad inducida por esta memoria contextual, se
midié el nivel de comportamiento inducido por ansiedad en
respuesta a este contexto. Las siguientes respuestas de
comportamiento, conocidas por ser sensibles a los niveles de
ansiedad, se examinaron: % de inmovilizaqién, % de erguido, 3%
% de acicalamiento. Estas mediciones de comportamiento se
realizaron 48 h mds tarde después de la re-exposicidén de los
ratones al contexto de acondicionamiento por 8 min. Después
de las sesiones de prueba y entrenamiento, los animales

'

fueron inmediatamente regresados a sus jaulas domésticas. EL
comportamiento de los animales se registrd y mas tarae se
clasificd con software de observacién de comportamiento hecho
en casa por un observador «ciego al tratamiento dei los

i

animales. ‘

i
La inmovilizacién, definida como una falta de
movimiento excepto de la respiracién y latidos del corazédn,
se registré y utilizdé como un indice de ansiedad. El tiempo
de inmovilizacidédn se transformdé a porcentaje de nivele% de
inmovilizacién. El1 extracto de granada mostrd una respdesta
dependiente de la dosis, con una reduccidén significativa en
el % de inmovilizacidén a la dosis més alta (FIG. 58),
indicando una protecciédn contra la ansiedad. La reducéién
similar en el comportamiento de ansiedad se ve en el erguido,
con una proteccidén dependiente de la dosis y significativa
del comportamiento de erguido en la administracidn -del
extracto de granada (FIG. 29). La terminacidén de eétas

observaciones es la fuerte supresidén de inhibicidédn inducida

por ansiedad de acicalamiento por la dosis mas alta de
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extracto de granada (FIG. 30).

!

Estos resultados demuestran que el extracto de
granada vy compuestos reducen la ansiedad inducida pof
experiencia en ratones.

Esta disminucidén de la ansiedad inducida por

experiencia en ratones crdénicamente estresados también se

observd para la urolitina A, un metabolito de punicalagina.

I
1

En este estudio, los niveles de ansiedad se midieron por la

extincién de memoria del contexto adverso proporcionado en el
ensayo de miedo contextual descrito anteriormente. En este
estudio los ratones que han sufrido entrenamiento usando el!
paradigma de miedo contextual se exponen a este contexto,
diariamente por cuatro dias pero en la ausencia de cualquierL

estimulo adverso. La capacidad de reconocer el contexto se

|
|

mide por inmovilizacién durante un periodo de 3 minutos de

_observacién. Se ha mostrado que los niveles incrementados de’

ansiedad conducen a un periodo mé&s largo para extincién para

la memoria de un contexto adverso. Como se muestra en la FIG.

31, los ratones que han sufrido estrés crénico mostraron un .

periodo menor de extincién que los ratones normales. Sin .

embargo, en el tratamiento con urolitina A a una dosis de 25

mg/kg/d, los ratones que han sufrido estrés crénico mostraron
un mejoramiento significativo en la extincién de memoria
adversa, demostrando que la urolitina A, como punicalagina,
es capaz de reducir la ansiedad en ratones gque han sufrido de

estrés crédénico.

Laberinto de Agua de Morris
La memoria espacial y aprendizaje se afectan por el

estrés crénico. E1l aparato de laberinto de agua de Morris
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consistidé de una piscina circular blanca grande (140 ém de
didmetro) llenada con agua de color opaco (25°C +/- 1°C) vy
con una plataforma (10 x 10 cm?) sumergida 1 cm baj@ la
superficie del agua. El1 laberinto de agua se rodea. por
cortinas grises (25 cm desde la periferia de la piscina) que
contienen diversas pistas visuales prominentes. Antes de la
prueba el ratén se entrend para aprender la ubicacidén de la
plataforma. Utilizando las pistas visuales prominentes,i el
ratén aprende a ubicar la plataforma. La fase de aprendi%aje
comienza con una fase de habituacidén en la cual los ratones
se introducen al cuarto, aparato, y el agua dandoles un
ensayo de nado libre de 2 min sin la plataforma presente.‘;os
datos se colectaron usando una camara de video fijadai al
techo, <conectada a un sistema de seguimiento de vi@eo
(Ethovision 3.0, Noldus, Wageningen, Paises Bajos).

Después de una sesidédn de habituacidén (dia 0), los

ratones se sometieron a diferentes protocolos para valorar

consecutivamente sus capacidades de aprendizaje espacial
(dias 1-3). Las sesiones de aprendizaje espacial se
condujeron en tres dias consecutivos (dias 1-3), realizando
cuatro ensayos por dia con un intervalo inter-ensayo (ITI) de
6 min entre cada ensayo.

Cada ensayo 1inicié introduciendo el ratdn en él
laberinto con la ayuda de una taza, enfrentando la pared de
la piscina, y en una de cuatro posiciones posibles que fueron
equilibradas aleatoriamente entre los ensayos y dias. La
distancia entre el ratén y la plataforma se midié en cada
tiempo de muestreo, con 25 tiempos de muestreo colectados por
segundo. Estas distancias luego se sumaron para el periodo de

60 segundos, para producir una medicién de la distancia a la
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plataforma (cm) para cada ensayo. Si un ratdén no encuentra la‘
plataforma dentro de 60 seg, se guio poco a copo hacia ella.
Cada ratdén tuvo que permanecer en la plataforma por 20 seg
antes que regresara a su jaula de espera.

Los resultados de este ejemplo demostraron que el
estrés crénico tuvo un impacto negativo significativo en el
aprendizaje y memoria espacial. Durante la sesidén de
entrenamiento hubo un incremento significativo en la
distancia viajada para alcanzar la plataforma en comparacidn
con el control no estresado, mostrando gue el estrés crénicq
deteriora la memoria normal que forma durante el aprendizajg
(FIG. 32). El1 tratamiento de 1los ratones con extracto de
granada fue capaz de proteger contra estos efectos negativoé
de estrés crdénico en el aprendizaje y memoria asociada. Un
efecto dependiente de la dosis se observd en ratones dque
recibieron el extracto de granada, y los ratones crdénicamente
estresados tratados fueron capaces de realizarlo a los mismos
niveles de controles no estresados (FIG. 33).

Un efecto similar se observd para ratones tratadog
con urolitina A, como se muestra en la FIG. 34. Los ratones
que han sufrido el protocolo de estrés crénico mostraron
aprendizaje erratico, como se evidencia por la alta
variabilidad entre los ensayos secuenciales. El tratamiento
de ratones crénicamente estresados con urolitina A a una
dosis de 25 mg/kg/d mostrd una estabilizacidén de esté
variabilidad. Esto resalta el hecho que la urolitina A, un

metabolito cadena abajo de punicalagina, también es capaz de

‘proteger contra estos efectos negativos de estrés crdnico en

cognicidén, incluyendo aprendizaje y memoria.

!
i

En resumen, estos resultados conjuntamente
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demuestran que el extracto de granada y compuestos derivados
tal como urolitina A son capaces de actuar para reducir los
impactos negativos de estrés crénico en cognicidn, incluyendo
memoria y aprendizaje. Adicionalmente, el extracto de granada
y compuestos derivados tienen actividad anti—depresivalcomo
se ve en la prueba de suspensién de cola, y disminuyen la
ansiedad causada por el estrés crdénico. Los resultados
también demuestran que el extracto de granada previene el
deterioro del funcionamiento de memoria vy aprendizaje vy
reconocimiento espacial normalmente observado después' del

estrés crénico.

Ejemplo 16

Efecto en la Memoria y Cognicidn en el Modelo de Rata,
Envejecida
Durante el envejecimiento hubo diversos efectos en

la cognicién y memoria, que se pueden recapitular en el

‘modelo de rata de envejecimiento. Para una revisién ver

Gallagher and Rapp (1977) Annu Rev Psychol. 48:339—70.< El
modelo de rata envejecida se ha usado extensamente éara
caracterizar los efectos del envejecimiento de 1la memor%a y
cognicién. En los experimentos presentados aqui, se obs@rvé
funcionamiento mejorado en la presencia de extracto: de
granada.

Ratas Sprague-Dawley envejecidas (comenzando en 19
meses de edad) recibieron extracto de granada (1108) en su
agua para beber, a una concentracién de 0.34 mg/mL‘ de
polifenoles (PPE). E1 contenido de polifenoles se midié
usando el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, con

el contenido fendélico expresado como equivalentes de acido
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galico. El tratamiento de <control —consistid de 1.36%
sacarosa, 0.12% D-glucosa, y 0.12% D-fructosa disuelta en
agua. Las ratas en promedio consumieron 30 mL/dia tanto de
control como tratamientos 1108 (ver Tabla 6), con un peso
promedio de 660 g/rata. Esto resultd en una dosis de 15 mg de
PPE/kg/d o 1.1 mg de punicalagina/kg/d para animales que

recibieron el extracto 1108.

Tabla 6. Extracto de granada liquido.

Extracto 1108

Dosis de polifenoles
suministrada 15 mg/kg/d

Dosis de punicalagina
suministrada 1.11 mg/kg/d

|

1
i
1

Después de 2.5 meses de tratamiento, la membria de
trabajo de corto plazo se evaludé wusando una ta#ea de
reconocimiento social, una prueba esféndar gque involucra la
cognicién social. Thor and Halloway (1981) Animal Léarning
Behavior. 9:561-5. En esta tarea, cada rata envejecida se
colocé en su Jaula doméstica conjuntamente con una1 rata
Sprague-Dawley macho juvenil (<5 semanas de edad) ﬁor 5
minutos. Treinta minutos més tarde, el mismo procediﬁiento
exacto se repitid con el mismo Jjuvenil para determina% una
segunda vez el grado de interaccién entre los dos animgles.
Se espera menos contacto en la segunda interaccidn, cﬁando
los dos animales han tenido una interaccidn previa. ?Esta

disminucién de contacto entre los animales es una medicidn

del funcionamiento cognitivo y retencién de memoria. Treinta

‘minutos mas tarde, una nueva rata juvenil se colocd por 5

minutos junto con la rata envejecida, para medir si el animal
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puede discriminar entre los dos individuos juveniles
diferentes. Durante cada periodo de contacto entre los dos
animales, el tiempo total de contacto se mididé para valorar
la intensidad de interaccidn social.

Los resultados se muestran en la FIG. 35. Los
animales envejecidos tratados «con <control no mostraron
preferencia para el objeto familiar y consumieron tiempo
iguai explorando ambos objetos, un efecto que se ha mostrado
previamente en ratas envejecidas y se piensa que refleja una
declinacién de la memoria de orden temporal durante el
envejecimiento. Hauser et al. (2009) Behav  Neurosci.
123:1339-45. Sin embargo, las ratas tratadas con extracto
1108 mostraron una disminucién en el consumo de tiempo con el
mismo juvenil durante el segundo periodo de exposicidn, asi
comoc también un incremento en el tiempo de interaccidén con
una nueva rata Jjuvenil. Esta diferencia observada ilustra el
beneficio vprotector del extracto 1108 en la retencidn vy

desarrollo de memoria.

Ejemplo 17
Efecto en la Memoria Espacial en Modelo de Rata Envejecida

También se ha reportado que la memoria espacial es
afectada por el envejecimiento, con wuna declinacién del
funcionamiento resultante del envejecimiento. Bergado et al.
(e-pub Octubre 29, 2010) Spatial and emotional memory in aged
rats: a behavioral analysis. Neuroscience. Para examinar los
efectos del extracto de granada en la declinacidén de memoria

espacial durante el envejecimiento, ratas Sprague-Dawley

envejecidas (comenzando a 19 meses de edad) se trataron con
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extracto de granada 1108 o control en su agua para beber como
se describe para el Ejemplo 16.

Las ratas envejecidas se trataron con el extracto
1108 o un control isocaldrico por tres meses, después de lo
cual su funcionamiento de memoria y aprendizaje se evaluaron
usando la tarea de laberinto de agua de Morris, descrita en
el Ejemplo 15. ‘

Las capacidades de aprendizaje de cada  animal se
evaluaron mediante su funcionamiento en las divefsas tareas
(tres ensayos). En esta tarea primero se les enéeﬁé a los
animales la ubicacién de la plataforma en cuadrante (OESTE)
mediante tres ensayos de entrenamiento. La ubicadién de la
plataforma luego se cambidé y se colocd en el :cuadrante
opuesto (ESTE). Los animales sufrieron tres nuevaé sesiones
de entrenamiento para aprender la nueva ubicaci?n de 1la
plataforma. El esfuerzo para determinar la nueva ubicacién de
la plataforma, como se midié por la distancia viaj?da antes
de la ubicacidén de la plataforma, se midid. Los resultados se

muestran en la FIG. 36. Los animales tratados con eliextracto

i

fueron significativamente mas eficientes en la localizacidn

de la plataforma en la prueba inversa (ANOVA de una;via, P <
0.02; control N=11; PJ: N=13; extracto: N=14), demostrando un
¥

{
beneficio terapéutico del extracto administrado para este
aspecto de memoria espacial. f

¥

Ejemplo 18

L
i
4

Efectos de los Compuestos Derivados de Granada en la Memoria
Espacial y de Trabajo en Enfermedad de Alzheimei
Se ha mostrado que la enfermedad de Alzheimer (AD)

tiene efectos perjudiciales en la memoria espacial, un efecto

|
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que también se observé en modelos de ratén con AD de la
enfermedad. Para determinar los efectos de 1los compuestos
derivados de granada en el alivio de la memoria espacial y de
trabajo en AD, varios extractos de granada y punicalagina se
probaron en dos ensayos de comportamiento de ‘memoria

espacial, el laberinto en Y y el laberinto de agua de Morris.

Laberinto en Y

En este estudio, el modelo de ratdn 5SXFAD de AD se
utilizé. El1 modelo de ratdén O5XFAD para la enfermédad de
Alzheimer se basa en las modificaciones g?néticas
(introduccién de los genes APP y PS1 humanos mutados) que
conducen a la produccién de péptido B amiloide (AB) en el
tejido cerebral. Se encontrdé que estos ratones tienen una
declinacién significativa en el funcionamiento cognitivo en
el laberinto en Y tan temprano como 7 meses de edad.

Para determinar el efecto de 1los compuestos
derivados de granada, un extracto de granada (PE) dergvado de

granada completa se suministrdé por sonda a una dosis de 60
i

mg/kg/d de polifenoles, la cual incluye aproximadamente 5.6

‘'mg/kg/d de punicalagina. Los ratones fueron alimentédos por

sonda 3 veces a la semana comenzando en 3 meses de edgd hasta
el final del tratamiento. Los ratones se analizaronjdespués
de 7 meses de edad para los efectos de PE en la meﬁoria de
trabajo en el laberinto en Y. Los ratones se colocarpn en el
laberinto en Y por 15 minutos y se les permitid explgrar dos
brazos, el tercer brazo estando cerrado. Cuatro hpras mas
tardes, el animal se colocd de nuevo en el laberinto por

|
cinco minutos, este tiempo con el tercer brazo abierto,

permitiendo que el ratédn tenga la posibilidad de explorar
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libremente todos los tres brazos. La actividad de exploracién
i

en el nuevo brazo valord la capacidad del animal para
reconocer que esta zona particular no se ha explorado aun, de 
acuerdo con las pistas espaciales. Los ratones se registraron
como haciendo una alteracidén correcta durante la exploracién
si exploraron cada uno de los tres brazos, y no solo los
primeros dos presentados.

Como se muestra en la FIG. 37, un mejoramienéo
significativo en el funcionamiento de memoria de trabajo como

se mide por el numero de alteraciones correctas, se observd

en ratones 5XFAD tratados con PE.

Laberinto de Agua de Morris

Los extractos de granada 31008, 61109 y 71109 se
analizaron en un segundo modelo de animal transgénico de
enfermedad de Alzheimer que expresa tanto mutaciones de

1

mutante London amiloides como la mutacioén humana de

I

prenisilina-1. Los animales en este modelo desarrollan placaé
por 4 meses de edad y déficits de memoria por 6 meses. L%
carga de placa densa es visible después de 7 meses.

En un conjunto de experimentos, ratone%
transgénicos APP-PS1 de cuatro meses de edad se alimentaron
con una dosis fija de aproximadamente 97 mg de polifenoleé
totales/kg/dia, la cual incluye aproximadamente 15 mg/kg/d de
punicalagina del extracto 31008, el cual se deriva de granadai
completa, via su agua para beber. En un conjunto de:
experimentos, ratones transgénicos APP-PS1 de cuatro meses de
edad se alimentaron con una dosis fija de aproximadamente 468.

mg de mg total/kg/dia del extracto 61109, el cual se’

enriquecidé altamente para punicalagina (>91%), via el agua.
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para beber. En un conjunto de experimentos, ratones
transgénicos APP-PS1 de cuatro meses de edad se alimentaron
con una dosis fija de aproximadamente 180 mg de polifenoles
totales/kg/dia del extracto 71109, el cual se derivé de
cdscara de granada, via agua para beber. Después de 3 meses
de alimentacién, los ratones (luego de 7 meses de edad) se
analizaron en la prueba espacial de laberinto de agua de
Morris.

El laberinto de agua de Morris se realizé durante
los dias 84-87 del tratamiento. La piscina (un recipiente
circular blanco de 1 m de didmetro) contuvo agua a 20°C con
diéxido de titanio como un aditivo no téxico inoloro para

ocultar la plataforma de escape (1 cm por debajo del nivel

del agua). El nado de cada ratén se grabdé con video y- se
analizdo (Ethovision, Noldus information Technology,
Wageningen, Paises Bajos). Previo al entrenamiento, cada

ratén se colocd en la parte superior de la plataforma por. 15
segundos. Para las pruebas de navegacién de lugar, los
ratones se entrenaron para ubicar la plataforma oculta 1en
cinco bloques de tres ensayos durante tres dias consecutivos.
Cada ensayo consiste de una prueba de nado forzado de méximo
120 segundos, seguido por 60 segundos del resto. El tiempo
que cada ratén necesitd para ubicar la plataforma se midid
durante los cinco bloques consecutivos de entrenamiento pafa
determinar una curva de aprendizaje para cada ratén.
Veinticuatro horas més tarde del final del
entrenamiento, cada animal se sometidé a un ensayo de sonda
con la plataforma removida. Se dejdé que los ratones buscaran
la plataforma ausente por 60 segundos y se midid el tiempo de

bisqueda consumido en cada cuadrante de la piscina, asl como
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también el numero de cruces de la posicidén original de la
plataforma. Como se muestra en la FIG. 38, los ratones
alimentados con el Extracto 31008 mostraron un funcionamiento
incrementado en la prueba de sonda como se demﬁestra por la
frecuencia incrementada de <cruces del &rea donde 1la
plataforma.se ubicé formalmente.

Los ratones alimentados con los extractos 61109 vy
71109 adn tuvieron mejor funcionamiento. |

Las composiciones del extracto 61109 usado en este

experimento se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7.
Extracto 61109
Punicalagina 91.3 % (p/p)
Dosis de punicalagina
suministrada 295 mg/kg/d
Ejemplo 19

Efectos de los Compuestos Derivados de Granada en la
Depresidn, Ansiedad y Cognicidén en Respuesta al Estrés a Edad
Temprana

Los compuestos derivados de granada se valoraron :
por su capacidad de mejorar las funciones <cerebrales,
incluyendo cognicién, depresidén y ansiedad, en un modelo de
estrés a edad temprana asociado con separacién maternal.

El estrés a edad temprana tiene un impacto
significativo en el funcionamiento cognitivo en la vida
adulta mé&s tarde, incluyendo (i) incremento de 1la toma
anormal de decisiones y excesiva toma de riesgos; (ii)
susceptibilidad a las tasas incrementadas de depresidn vy
ansiedad; y (iii) memoria y aprendizaje deteriorado.

Todos los procedimientos realizados fueron llevados
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a cabo de conformidad <con las Pautas Institucionales
Nacionales de Suiza en Experimentacién en Animales  y se
aprobaron por el Comité Oficial de Veterinaria Cantonal Suizo

para Experimentacidén en Animales.

Estrés a edad temprana producido por separacién maternal

En el dia 1 postnatal, los cachorros fueron
sacrificados para tener 6 cachorros por madre. Desde el dia
postnatal 1 a 14, se realizd la separacidn material (MS) no
predecible de un periodo de 3 horas al dia. La separacidn
maternal se realizdé en tiempos aleatorios (desde las 8 am a 2
pm) para evitar la habituacién de la madre al procedimiento.
El protocolo consistidé de remover cachorros de su madre a
otra jaula a temperatura ambiente por un periodo de 3 horas,

después de esto los cachorros se regresaron a su nido

original. Estos grupos se denotaron como estrés a edad

temprana en las figuras. Un grupo de control de
madre/cachorros se dejdé sin interrumpir y se denoto en las

figuras como normal.

Tratamiento con punicalagina aislada de la granada

Una semana después de la separacién material los
ratones se separaron en dos grupos. Un grupo de control
recibié la dieta <chow de ratdén esténdar (Né tratado),
mientras que el otro grupo recibid el elagitanino
punicalagina mezclada en el alimento y se disefié para
administrar una dosis de 90 mg/kg/dia a los ratones. El
tratamiento con la dieta comenzé 1 semana después de 1la

terminacién del tratamiento de separacidén maternal.
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Ensayos de Comportamiento

Los efectos del estrés a edad temprana en la
depresidén, ansiedad y cognicidén se examinaron utilizando los
siguientes ensayos de comportamiento los cuales se realizaron
166 dias después de la terminacidén del protocolo de
separacién material. Los ratones normalmente criados se

compararon contra los ratones maternalmente separados (estrés

a edad temprana) y los ratones maternalmente separados.

tratados con punicalagina.

Prueba de Caja con Oscuridad/ILuz

En este ensayo los ratones se colocaron en una caja
de PVC 1la cual se separd en dos compartimientos: un
compartimiento oscuro (15 x 20 x 25 cm, PVC negro, y cubierto
arriba) y un compartimiento iluminado (30 x 20 x 25 cm, PVC
blanco e iluminado a 200 lux), ambos enlazados por una puerta
de interconexidén (5 x 5 cm) (Ligna, Paris, Francia). EI
experimento se inicié colocando el animal en el
compartimiento oscuro, después de lo cual una camara graba
por un pefiodo de 5 minutos la cantidad de tiempo que el
raté4n consume en el &rea iluminada, el numero de transiciones
del &rea oscura a iluminada, y la latencia para escapar del
drea oscura a iluminada.

Normalmente, los ratones evitarédn el &rea iluminada
en la caja. Los ratones maternalmente separados consumieron
un tiempo anormalmente largo en el compartimiento iluminado
en comparacién con sus camadas no maternalmente separadas
como una consecuencia de su estrés a edad temprana (FIG. 39).

Este incremento en el tiempo consumido explorando

el 4rea iluminada refleja un comportamiento deteriorado de
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toma de decisiones caracterizado por la toma de riesgos
anormal y excesiva.

El tratamiento con punicalagina de ratones
maternalmente separados invirtid % normalizé el
comportamiento de toma de riesgos excesiva observado y

restaurd el proceso de toma de decisiones a normal (FIG. 39).

Laberinto en O Elevado (EOM)

Otro ensayo de comportamiento que mide la toma de
riesgos animal es el laberinto en O elevado (EOM). En este
ensayo un aparato gque consiste de un anillo con un didmetro
de 41.5/46.5 cm (didmetrc interno/externo) se divide: en
cuatro partes iguales. Dos partes del anillo, opuestas entre
si, se encierran por paredes que son de 5 cm de alto. Las dos
partes restantes del anillo no tienen paredes. El laberinto
se eleva 1 m arriba del piso. La tendencia natural de los
ratones es evitar superficies abiertas y consumir mas tiempo
en las regiones cerradas del anillo que tienen las paredes de
5 ¢cm, como lo opuesto a las regiones abiertas del anillo.

Para examinar el efecto del estrés a edad temprana,
los ratones se colocaron en la entrada de una de las areas
del laberinto con las paredes de 5 cm, con la nariz

enfrentando el brazo cerrado, y se dejdé que exploraran el EOM

por 5 min. Durante este periodo el comportamiento animal de

grabdé en video. El tiempo consumido en cada brazo (cerrado
versus abierto) se calculd, con una entrada en el brazo solo
siendo considerado que ha ocurrido cuando el animal colocd
todas las cuatro patas en el brazo.

Normalmente, los ratones colocados en el laberinto

en O elevado evitardn las regiones abiertas del anillo y
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consumirdn tiempo limitado explorando esta area. Los ratones
estresados por separacidén material consumieron un tiempo
anormalmente largo en las secciones abiertas del laberinto en
O en comparacidén con sus camadas no estresadas (FIG. 40).
Como también se ©observé en la prueba de <caja con
oscuridad/luz, esta refleja un comportamiento deteriorado de
toma de decisiones en ratones estresados a edad temprana que
se caracteriza por toma de riesgos anormal y excesiva.

El tratamiento con punicalagina de ratones
maternalmente separados invirtid y normalizé su
comportamiento de toma de riesgos excesivo anormal debido al

estrés a edad temprana (FIG. 40).

Prueba de Nado Forzado

La Prueba de Nado Forzado o de Porsolt comunmente
se usa para probar los tratamientos antidepresivos (Porsolt
et al., 1977a; Porsolt et al., 1977b). Para esta prueba de
comportamiento, un ratén e colocd en un cilindro de 5 L (11
cm de didmetro y 25 cm de altura) llenado dos tercios
completos con agua a 23°C. Se considera gue los animales
participan en la natacién y son mdéviles si hay un claro
desplazamiento del cuerpo. Los animales que flotan con minimo
movimiento durante el periodo de andlisis se consideran
inméviles. El comportamiento animal se registrd durante un
periodo de prueba de 6 minutos usando una cdmara y un espejo
detras del cilindro. Los primeros 2 minutos y los ultimos 4
minutos de la natacién se analizaron separadamente para la
actividad de natacién del ratén. E1l nivel incrementado de
depresién se correlaciona con un incremento en la inmovilidad

del ratdédn, particularmente durante los Ultimos 4 minutos. Los
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animales que han sufrido estrés a edad temprana mostraron un
incremento significativo en la inmovilidad en comparacién con
sus camadas no estresadas, indicando un nivel elevado de
depresién (FIG. 41). E1 tratamiento con punicalagina de
ratones estresados a edad temprana invirtid este
comportamiento anormal (inmovilidad incrementada) y actividad
de natacidén incrementada a niveles vistos en ratones no
estresados. Este efecto de comportamiento de punicalagina

demuestra su actividad como un antidepresivo (FIG. 41).

Acondicionamiento de Miedo Contextual

El acondicionamiento de miedo contextugl se utilizé
para determinar los efectos del elagitanino punicalagina en
la susceptibilidad de animales adultos, sometidos a estrés a
edad temprana, a ansiedad. Los animales se entrenaron enluna
cédmara de acondicionamiento de miedo (Contexto A, W x L x H:
30 cm x 24 cm x 26 cm) (PanlLab) que contuvo un piso de
rejilla con barras de acero inoxidable y se conectd a un
generador de descargas desarrollado por Panlab. Durante el
entrenamiento, los animales se colocaron en la camara uno a
la vez. Después de cuatro minutos de exploracién dentro de la
cdmara, se administré una descarga en la pata (2 segundos y
0.4 mA), seguida por una segunda descarga en la pata (2
segundos y 0.4 mA) un minuto mads tarde. Treinta segundos
después de la segunda descarga en la pata, el ratdn se colocd
de nuevo en su jaula doméstica. El comportamiento animal se
monitoreé cada 2 segundos durante toda la duracién del
experimento. El periodo que los ratones permanecieron
inméviles en la cdmara se considerdé como “inmovilizacidn” vy

se registrdé en todos estos periodos. El1 tiempo que los
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ratones permanecieron inméviles después de la primera
descarga se registrdé por un periodo de 60 segundos y se
expresd como un porcentaje.

El comportamiento de los ratones para reposar
inméviles y “paralizados” en respuesta a una descarga en la
pata es una medida de su nivel de ansiedad. Tanto mas tiempo
perdura la duracién de “inmovilizacidn” durante esta prueba
de comportamiento, cuanto mayor el nivel de ansiedad de los
animales.

Las diferencias en la inmovilizacidén entre los
grupos analizados (no estresados normales, estrés a edéd
temprana, y estrés a edad temprana + punicalagina) se
observaron después de la primera descarga (FIG. 42). E1
estrés a edad temprana condujo a ansiedad incrementada en

ratones como se evidencié por el tiempo incrementado

consumido de inmovilizacién después de la descarga en la

pata, en comparacidén con sus camadas no estresadas (FIG. 42).
El tratamiento con punicalagina disminuydé y normalizd estos
niveles de ansiedad elevados resultantes del estrés a edad
temprana, como se muestra por un tiempo de inmovilizacidn
reducido después de la descarga en la pata (FIG. 42). Estas
observaciones en el modelo de estrés temprano ilustran los
efectos anxioliticos de la punicalagina.

La ansiedad incrementada experimentada por los
animales expuestos a estrés a edad temprana también se
observd en la extincidén (es decir, desaparicidén) de la
memoria contextual (es decir, 1la memoria que asocia el
contexto del ambiente con la descarga) inducida por este
ensayo. Para examinar la fuerza de la ansiedad desarrollada

durante el acondicionamiento de miedo contextual (como se
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describié anteriormente), los animales se colocaron en la
misma camara y contexto por 3 min diariamente (misma horé del
dia, sin embargo sin descarga a esta hora) por los 12 dias
que siguieron a la prueba inicial. El1 comportamiento de
inmovilizacién inducido por el reconocimiento simple por 1los
animales de la camara, donde recibieron la descarga inicial,
se mididé durante cada uno de estos periodos de 3 minutos
diarios.

Los grupos de animales (no estresados normales,
estrés a edad temprana, y estrés a edad temprana @+
punicalagina) mostraron diferencias en la declinacidén de su
recordatorio contextual de la descarga durante los 12 dias
subsecuentes (FIG. 43). En esta grafica, 1la duracidn 'de
inmovilizacién se presenta como el porcentaje de tiemﬁo
consumido inmévil en el dia 1 (por ejemplo, si un ratén
estuvo inmévil por 60 segundos en el dia 1 y 30 segundos en
el dia 8, el porcentaje de inmovilidad es 100% en el dia 1y
es 50% en el dia 8).

Los ratones no estresados normales mostraron una
declinacidén predecible en el recordatorio contextual durante
el periodo de 12 dias (FIG. 43). Los ratones estresados é
edad temprana tuvieron un recordatorio contextual realzado;
el cual se ilustra por un mayor nivel de inmovilizacidén que
sus camadas no estresadas (FIG. 43). Esto muestra un nivel
elevado prolongado de ansiedad en estos ratones maternalmente
separados.

El tratamiento con punicalagina de ratones
estresados a edad temprana tuvo un impacto claro en la
reduccién de  ansiedad como se ve por la extincidén del

recordatorioc contextual. Los ratones estresados a edad
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temprana tratados mostraron una extincidén mas rapida que los
ratones estresados a edad temprana no tratados, caracterizada
por el periodo reducido de tiempo consumido inmovilizado

entre los dias 8 y 12 (FIG. 43).

Barra Giratoria

Para medir los efectos de los compuestos derivados
de granada en los impactos cognitivos negativos de separacidn
maternal, los efectos en el aprendizaje motriz se sometieron
a ensayo usando el ensayo de comportamiento con barra
giratoria. El1 aparato de barra giratoria consiste de una
barra de 2 cm de didmetro. Un ratén se colocd en una barra
giratoria la cual se inicid a una velocidad inicial de 5 rpm.
La velocidad de la barra se aceleré gradualmente a una
velocidad de 8 rpm/min hasta que alcanzé uné velocidad de 45
rpm. La latencia a la caida se mididé con un tiempo de cierre
de 300 seg. Como se muestra en la FIG. 44, los ratones due
han sufrido estrés a edad temprana sufrieron de aprendizajé

motriz deteriorado. Los ratones maternalmente separados

cayeron de la barra giratoria mads réapido que los ratones no

estresados normales. El tratamiento con punicalagina restaurd

las habilidades de aprendizaje motriz en animales estresados

a edad temprana a niveles de funcionamiento observados en

camadas no estresadas normales.

Laberinto de Agua de Morris

El ensayo de comportamiento en laberinto de agua de
Morris se empled para evaluar el impacto cognitivo de la
separacién maternal. En este ensayo, el aprendizaje cognitivo

es medido por la capacidad del ratén para localizar una
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plataforma oculta en una piscina de agua opaca. El aparato
consiste de una piscina (140 cm de didmetro) llenado con agua
a 22°C. Los ratones escapan del agua nadando a una plataforma
circular oculta (15 cm de didmetro) colocada 1 cm debajo de
la superficie del agua. Usando pistas visuales localizadas
fuera del laberinto, los ratones son capaces de localizar la
plataforma y recordar su ubicacién durante los ensayos
subsecuentes. Durante la fase de entrenamiento, los ratones
se colocaron en dos posiciones de partida (alternativamente)
cada hora. La tarea en laberinto de agua de Morris se realizd
con 8 ensayos en Tl, 6 ensayos en T2; y 4 ensayos en T3 (en
el dia 1, 2 y 3). Los ratones tuvieron un maximo de 60 seg
para alcanzar 1la plataforma. La latencia de escape para
alcanzar la plataforma se midid por un sistema de rastreo por
video. Como se puede observar en la Figura 45, la tensidn a
edad temprana tiene un impacto significante en el aprendizaje
cognitivo, con ratones que toman un largo periodo de tiempo
para aprender la ubicacién de la plataforma oculta, como se
muestra por la latencia de escape incrementada contra ratones
normales no estresados. El tratamiento de estos ratones
maternalmente separados con punicalagina 1invirtid este
impacto negativo de estrés a edad temprana, reduciendo el
tiempo para aprender la ubicacién de la plataforma oculta a
niveles observados en ratones normales no estresados. Estos
resultados demostraron la capacidad de punicalagina para
invertir los impactos negativos a largo plazo de estrés a

edad temprana en el aprendizaje y formacién de la memoria.

Compuestos Derivados de Granada

Tomando conjuntamente los datos anteriores se
~ 75T
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demuestra que los compuestos derivados de elagitaninos son
capaces de revertir el impacto negativo a largo plazo de la
separacién a edad temprana en la depresidn, ansiedad, y

cognicién.

Ejemplo 20

Efectos de los Compuestos Derivados de Granada en la Memoria

y Cognicidén en Ratones Normales

Tratamiento con Compuestos Derivados de Granada
Comenzando a los 3 meses de edad, los ratones
fueron alimentados ya sea con (i) una dieta de control
estdndar tal como AIN-83G; (ii) una dieta que contiene
punicalagina a una concentracién de 0.87 mg/kg, con el fin de
suministrar una dosis aproximada de 90 mg/kg/dias (por un
periodo de 3 meses); o (iii) una dieta que contiene urolitina
A a una concentracién de 0.57 mg/kg, para suministrar una
dosis aproximada de 55 mg/kg/dia (por un periodo de 2.5
meses). La dosis actual varia ligeramente dependiendo del
consumo de alimentos de cada ratén individual, asi como
también el peso del ratén. La evaluacidn del comportamiento

de cognicién se midid después de este periodo.

Ensayo de Comportamiento para medir los efectos de Ilos
compuestos derivados de granada en cognicién

Para examinar el efecto de los compuestos derivados
de granada en la memoria vy cognicidén, los ratones se

examinaron para mejoramientos en la memoria contextual

-utilizando el ensayo de acondicionamiento de miedo

contextual. Los ratones se entrenaron en una camara de

acondicionamiento de miedo como se describe en el Ejemplo 19.

g F
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Durante el entrenamiento, los animales se colocaron
en la camara uno a la vez. Después de cuatro minutos de
exploracién dentro de la cémara, se administrdé una descarga
en el pie (2 segundos y 0.4 mA), seguido por una segunda
descarga al pie (2 segundos y 0.4 mA) un minuto mas tarde.
Treinta segundos después de la segunda descarga en el pie, el
ratén se colocéd de nuevo en su jaula.

Un dia después, los animales entrenados se
regresaron a la camara por un periodo de tres minutos.
Durante este periodo los ratones se monitorearon por su
movimiento. La cantidad de tiempo agotado inmévil o
“paralizado” se registrd como un porcentaje del tiempo total
(3 minutos) bajo observacién. El tiempo agotado inmévil es
una medida de la fuerza de la memoria de los ratones para
recordar el contexto en el cual los mismos fueron entrenados.
El tratamiento con tanto la elagitanino punicalagina derivada
de granada y el metabolito de &cido elagico urolitina A
conduce a mejoras significantes en la memoria contextual
sobre ratones de control no tratados como se determina por su
memoria contextual de 24 horas seguida por el periodo dé
entrenamiento (Figura 46).

Para determinar el efecto de estos compuestos
derivados de granada en la retencién de memoria, los ratones

normales alimentados con ya sea (i) una dieta de control;

" (ii) punicalagina (por un periodo de 3 meses) O (iii)

urolitina A (por un periodo de 2.5 meses) se estudiaron por
su recuperacién de la memoria en los dias 1, 2, 3, 4 y 5
después del entrenamiento de miedo contextual inicial.

Los animales se colocaron en la misma camara ¥

contexto por 3 minutos diarios (el mismo tiempo de dia, sin
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embargo no hubo descarga en este tiempo) por los 5 dias
posteriores a la prueba inicial. El comportamiento de
paralizacién inducido por el reconocimiento contextual simple
por los animales de la cdmara, donde los mismos recibieron la
descarga iﬁicial, se midié durante cada uno de estos periodos
de 3 minutos diarios. La capacidad de reconocer este entorno
en la ausencia del estimulo es una medida de la memoria
contextual.

Con cada dia que pasa los ratones de control no
tratados comienzan a tener una extincién de su memoria para
este estimulo contextual, que se evidencia por una
disminucién en la extensién de la paralizacidén (Figura 47).
Los ratones tratados con ya sea punicalagina o urolitina A
demostraron una retencién de memoria mejorada cuando se
comparan con ratones de control no tratados. Esto es
ilustrado por una capacidad de recordar el contexto inicial
por un periodo mé&s largo, evidenciado por un periodo
significativamente mas largo para la extincidén de la memoria
contextual (Figura 47).

Estos resultados demuestran que el tratamiento con

ya sea punicalagina o urolitina A conduce a la cognicién

mejorada, como se evidencia por un incremento significante en
el reconocimiento del contexto y retencién de la memoria

mejorada.

Ejemplo 21
Efectos de los Compuestos Derivados de Granada en el
Funcionamiento Muscular Mejorado en Ratones Normales
Los compuestos derivados de elagitaninos

punicalagina y urolitina A se evaluaron por su capacidad para
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mejorar el funcionamiento muscular. Para examinar los
beneficios de punicalagina y urolitina A en la mejora del
funcionamiento muscular, sus efectos se examinaron usando dos
ensayos de comportamiento: (1) el ensayo de <cilindro
giratorio, el cual mide el funcionamiento muscular vy
habilidades motoras, incluyendo coordinacién, y (ii) la
prueba de resistencia en caminadora, los cuales miden el

funcionamiento muscular y resistencia.

Ensayos de Comportamiento para Medir los Efectos de los
Compuestos Derivados de Granada en el Funcionamiento Muscular
Ensayo de Cilindro Giratorio

Comenzando a 1los 3 meses de edad, los ratones se

"alimentaron con una dieta de control estandar tal como AIN-

93G o una dieta que contiene punicalagina para suministrar
una dosis de 90 mg/kg/dia por un periodo de 3 meses.

Para examinar el efecto de los compuestos derivados
de granada en el funcionamiento muscular vy habilidades
motoras, los ratones fueron probados en el ensayo de
comportamiento en cilindro giratorio. El aparato de cilindro
giratorio consiste de un cilindro con un didmetro de 2 cm con
5 compartimientos, 5 cm de ancho. Un ratén se coloca en un
cilindro giratorio el cual se inicia a una velocidad inicial
de 5 rpm. La velocidad del cilindro es acelerada gradualmente
a una velocidad de 8 rpm/min. La latencia a la cailda se
medird con un tiempo de corte de 300 segundos. Los ratones se
probaron por cuatro ensayos. La latencia a la calda es una
medida del funcionamiento muscular y habilidades motoras en
los ratones, con un mejor funcionamiento reflejado por una

latencia a la caida mas larga. Tanto los ratones de control
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no tratados como los tratados con punicalagina fueron
probados. La elagitanino punicalagina fue capaz de mejorar
significativamente el funcionamiento muscular y habilidades
motoras cuando se compara con los ratones no tratados. Los
ratones tratados con punicalagina fueron capaces de
permanecer en el cilindro giratorio por un tiempo mas grande
y a velocidades mas altas comparadas con ratones no tratados
durante periodos de ensayos secuenciales (Figura 48).

Prueba de Resistencia

Los ratones de 8 semanas de edad normales se
aclimataron por 2 semanas previas al inicio del estudio. Los
ratones se alimentaron con una dieta de roedor estéandar
(dieta chow) o una dieta que contiene urolitina A mezclada
con el alimento para alcanzar wuna dosificacidn de 55
mg/kg/dia proporcionados a los ratones. Después de 6 semanas
de tratamiento, los ratones fueron probados para su
funcionamiento muscular por medio de una prueba ;de
resistencia.

Una prueba de resistencia se realizdé usando una
banda caminadora de velocidad variable puesta en una camara
de plexiglas con un dispositivo de estimulos que consiste de
una rejilla de choque unida a la parte trasera de la banda
(Panlab, Barcelona, Espana). Los ratones corrieron a 10
cm/seg y 0° de inclinacién por 5 min. La velocidad se
incrementd entonces por 2cm/seg cada 5 min, hasta que los
ratones se agotaron. La distancia corrida y el numero de
choques obtenidos por intervalos de 5 min se registraron. Los
ratones se consideraron agotados y se retiraron del
experimento cuando recibieron aproximadamente 20 choques en

un periodo de 1 min. Los ratones de control tratados con
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urolitina A y no tratados fueron probados y comparados por su
rendimiento.

El rendimiento vy resistencia mejorados de los
misculos se refleja por una capacidad para correr a altas
velocidades en la banda caminadora. Los ratones buscaron
evitar el <choque y corrieron a pesar de la velocidad
incrementada. A un cierto punto los ratones son incapaces de
mantener la velocidad de la caminadora y se conmocionan:
Después de alcanzar los niveles de umbral de conmocidn, los
ratones son retirados de la caminadora. Los ratones que
tienen mejor funcionamiento muscular y resistencia mejorada
serdn capaces de mantener la velocidad incrementada de la
caminadora y experimentardn alguna conmocidén a una velocidad
particular. Los ratones tratados con urolitina A corrieron a
altas velocidades que los ratones de control no tratados en
este ensayo conductual, que ilustra que la urolitina A mejora
el funcionamiento muscular y resistencia en este contexto
(Figura 49).

Estos resultados demuestran que la elagitanino
punicalagina y su metabolito urolitina A son capaces de
mejorar el funcionamiento muscular y habilidades motoras en

mamiferos.

EQUIVALENTES
La invencidén se ha descrito ampliamente y de forma
genérica en la presente. Agquellos de experiencia ordinaria en
la técnica preveran facilmente una variedad de otros medios
y/o estructuras para realizar las funciones y/u obtener los
resultados y/o una o mas de las ventajas descritas en la

misma, y cada una de las variaciones y/o modificaciones se
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considera que estidn dentro del alcance de 1la presente
invencién. De manera mds general, aquellos expertos en la
técnica apreciarén facilmente que todos los parametros,
dimensiones, materiales, y configuraciones descritas en la
presente sé entiende que son ejemplares y que los parametros,
dimensiones, materiales, y/o configuraciones reales
dependerédn de la aplicacidén o aplicaciones.especificas para
las cuales las ensefianzas de la presente invencidén son
usadas. Aquellos expertos en la técnica reconocerédn, O seran
capaces de comprobar usando nada mas la experimentacidén de
rutina, muchos equivalentes a las modalidades especificas de
la invencién descritas en la presente. Por lo tanto, se
entiende que las modalidades precedentes estan presentes en
calidad de ejemplo solamente y que, dentro del alcance de las
reivindicaciones anexadas y equivalentes a estas, la
invencién puede ser practicada de otra forma a la descrita y
reivindicada especificamente. La presente invencién esta
dirigida a cada caracteristica individual, sistema, articulo,
material, kit, y/o método descrito en la presente. Ademés,
cualquier combinacién de dos o més caracteristicas, sistemas,
articulos, materiales, kits, y/o métodos, si tales
caracteristicas, sistemas, articulos, materiales, kits, y/o
métodos no son mutuamente inconsistentes, se incluyen dentro
del alcance de la presente invencién. Ademds, cada una de las
especies m&s reducidas y agrupamientos subgenéricos dque caen
dentro de la descripcién genérica también forman parte de la
invencién. Esto incluye 1la descripcién genérica de la
invencién con una afeccién o limitacidn negativa que remueve
cualquier tema del género, independiente de si b no el

material suprimido en la presente se cita especificamente.
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INCORPORACION PARA REFERENCIA
Los contenidos de los articulos, ©patentes, 'y
‘solicitudes de patentes, y otros documentos e informacién
disponible electrénicamente mencionada o citada en la
presente, se 1lncorporan por referencia en su totalidad en la
misma medida que ‘si cada publicacién individual fue indicada
especifica e  individualmente para ser incorporada por
referencia. Los solicitantes se reservan el derecho fisico
para incorporar en esta solicitud cualesquiera vy todos loé
materiales e informacién de cualquiera de tales articulos,
patentes, solicitudes de patente, u otros documentos

electrdénicos y fisicos.
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REIVINDICACIONES

1. Un producto alimenticio o suplemento nutricional
caracterizado porque comprende una cantidad efectiva de
extracto de granada: para el tratamiento o prevencidén de una
afeccién seleccionada del grupo gque consiste de obesidad,
velocidad metabdlica reducida, sindrome metabdlico, diabetes
mellitus, enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia,
enfermedad neurodegenerativa, trastorno cognitivo, trastorno
del estado de animo, estrés, y trastorno de ansiedad; para el
manejo de peso; o para incrementar el funcionamiento muscular
o funcionamiento mental.

2. Un producto alimenticio o suplemento nutricional

caracterizado porque comprende una cantidad efectiva de un

“elagitanino: para el tratamiento o prevencidén de una afeccidn

seleccionada del grupo que consiste de obesidad, velocidad
metabélica reducida, sindrome metabdlico, diabetes mellitus,
enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia, enfermedad
neurodegenerativa, trastorno cognitivo, trastorno del estado
de animo, estrés, y trastorno de ansiedad; para el manejo de
peso; o para incrementar el funcionamiento muscular o
funcionamiento mental.

3. Un producto alimenticio o suplemento nutricional
caracterizado porque comprende una cantidad efectiva de
punicalagina: para el tratamiento o prevencién de una
afeccién seleccionada del grupo que consiste de obesidad,
velocidad metabdlica reducida, sindrome metabdlico, diabetes
mellitus, enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia,
enfermedad neurodegenerativa, trastorno cognitivo, trastorno
del estado de &nimo, estrés, y trastorno de ansiedad; para el

00618

prE Y

4
i



Py

10

15

20

25

30

190

manejo de peso; o para incrementar el funcionamiento muscular
o funcionamiento mental.

4. Un producto alimenticio o suplemento nutricional
caracterizado porgue comprende una cantidad efectiva de acido
elagico: para el tratamiento o prevencién de una afeccidn
seleccionada del grupo que consiste de obesidad, velocidad
metabdlica reducida, sindrome metabdlico, diabetes mellitus,
enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia, enfermedad
neurodegenerativa, trastorno cognitivo, trastorno del estado
de &nimo, estrés, y trastorno de ansiedad; para el manejo de
peso; o para incrementar el funcionamiento muscular o
funcionamiento mental.

5. Un producto alimenticio o suplemento nutricional
caracterizado porque comprende una cantidad efectiva de una
urolitina: para el tratamiento o prevencién de una afeccidn
seleccionada del grupo que consiste de obesidad, velocidad
metabdélica reducida, sindrome metabdlico, diabetes mellitus,

enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia, enfermedad

neurodegenerativa, trastorno cognitivo, trastorno del estado’

de animo, estrés, y trastorno de ansiedad; para el manejo de
peso; o para incrementar el funcionamiento muscular o
funcionamiento mental.

6. El producto alimenticio o suplemento nutricional
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-95,
caracterizado porque la afeccidén es la obesidad.

7. El producto alimenticio o suplemento nutricional
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizado porque la afeccién es la velocidad metabdlica
reducida.

8. El producto alimenticio o suplemento nutricional
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de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizado porque la afeccidén es el sindrome metabdlico.

9. El producto alimenticio o suplemento nutricional
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizado porque la afeccidén es la diabetes mellitus.

10. El producto alimenticio o) suplemento
nutricional de conformidad con cualguiera de las
reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la afeccidén es la
enfermedad cardiovascular.

11. E1l producto alimenticio o suplemento
nutricional de conformidad con cualgquiera de las

reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la afeccidén es

hiperlipidémia.
12. El producto alimenticio o) suplemento
nutricional de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la afeccidén es la
enfermedad neurodegenerativa. |

13. E1l producto alimenticio o suplemento
nutricional de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la afeccidén es el
trastorno cognitivo.

14. El producto alimenticio o) supleﬁento
nutricional de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la afeccidén es el
trastorno del estado de animo.

15. El producto alimenticio o suplemento
nutricional de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la afeccidn es el
estrés.

16. El producto alimenticio o suplemento

000193



10

15

20

25

30

192

nutricional de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la afeccidn es el
trastorno de ansiedad.

17. El producto alimenticio o suplemento

‘nutricional de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1-5, caracterizado porque controla el peso.

18. El producto alimenticio o) suplemento
nutricional de conformidad con cualqguiera de las
reivindicaciones 1-5, caracterizado porque incrementa el

funcionamiento muscular.

19. El producto alimenticio o) suplemento
nutricional de conformidad con cualquiera de. las
reivindicaciones 1-5, caracterizado porque incrementa el
funcionamiento mental.

20. El producto alimenticio o suplemento
nutricional de conformidad con la reivindicacién 5,
caracterizado porque la urolitina es urolitina A.

21. Un método para incrementar o mantener  la
funcién mitocondrial, caracterizado porque comprende:

poner en contacto las células con una cantidad
efectiva de una urolitina o un precursor de la misma, péra
incrementar la funcién de las mitocondrias. |

22. Un método para tratar, prevenir, o controlar
una afeccién o enfermedad relacionada con mitocondrias
asociada con la funcién mitocondrial alterada o una densidad
mitoéondrial reducida, caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad terapéuticamente efectiva de una urolitina o un

precursor de la misma, para tratar la enfermedad o afeccién

asociada con 1la funcién mitocondrial alterada o densidad
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mitocondrial reducida.

23. Un método para incrementar la velocidad
metabdlica, caracterizada porgque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad efectiva de una urolitina o un precursor de la
.misma, para incrementar la velocidad metabdlica.

24. Un método para prevenir o tratar el sindrome
metabdlico, caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad efectiva de una urolitina o un precursor de la
misma, para prevenir o tratar el sindrome metabdlico.

25. Un método para prevenir o tratar la obesidad,
caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad efectiva de una urolitina o un precursor de la
misma, para prevenir o tratar la obesidad.

26. Un método para prevenir o tratar la enfermedad
cardiovascular, caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad efectiva de wuna wurolitina o un precursor de la
misma, para prevenir o tratar la enfermedad cardiovascular.

27. Un método para tratar hiperlipidemia,
caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismé una
cantidad efectiva de una urolitina o un precursor de la
misma, para tratar la hiperlipidemia.

28. E1l método de conformidad con la reivindicacién
27, caracterizado porque la hiperlipidemia es la
hipertrigliceridemia.

29. El método de conformidad con la reivindicacidn
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27, caracterizado porque la hiperlipidemia es &cidos grasos
libres elevados.

30. Un método para tratar un trastorno metabdélico,
caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad terapéuticamente efectiva de wuna urolitina o un
precursor de la misma, para tratar el trastorno metabdlico.

31. El método de conformidad con la reivindicacién

30, caracterizado porque el trastorno metabdlico es diabetes

mellitus.

32. El método de conformidad con la reivindicacidn
30, caracterizado porque el trastorno metabdélico es la
obesidad. |

33. Un método para tratar una enfermedad
neurodegenerativa, caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad terapéuticamente efectiva de una urolitina o un
precursor de la misma, para tratar la enfermedad
neurodegenerativa.

34. El método de conformidad con la reivindicacibn
33, caracterizado porque la enfermedad neurodegenerativa se
selecciona del grupo que consiste de complejo de demencia por
SIDA, enfernedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotréfica, adrenoleucodistrofia, enfermedad de Alexander,
enfermedad de Alper, ataxia telangiectasia, enfermedad de

Batten, encefalopatia espongiforme bovina (BSE), enfermedad

de Canavan, degeneracién corticobasal, enfermedad de

Creutzfeldt-Jakob, demencia con cuerpos de Lewy, insomnio
familiar fatal, degeneracidn lobular frontotemporal,

enfermedad de Huntington, enfermedad de Kennedy, enfermedad
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de Krabbe, enfermedad de Lyme, enfermedad de Machado-Joseph,
esclerosis miltiple, atrofia de sistemas mﬁltipies,
neuroacantocitosis, enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Pick, esclerosis lateral primaria,
pardlisis supranuclear progresiva, enfermedad de Refsum,
enfermedad de Sandhoff, esclerosis mielinocldstica difusa,
ataxia espinocerebelar, degeneracidén combinada subaguda de la
médula espinal, tabes dorsal, enfermedad de Tay-Sachs,
encefalopatia téxica, encefalopatia espongiforme
transmisible, and sindrome del erizo tambaleante.

35. El método de conformidad con la reivindicacién
34, caracterizado porque la enfermedad neurodegenerativa se
selecciona del grupo que consiste de Enfermedad de Alzheimer,
esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Huntington,‘y
enfermedad de Parkinson.

36. El método de conformidad con la reivindicacién

35, caracterizado porque la enfermedad neurodegenerativa es

la enfermedad de Alzheimer.

37. Un método para mejorar la funcién cognitiva,
caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad efectiva de una urolitina o un precursor de la
misma, para mejorar la funcidédn cognitiva.

38. El método de conformidad con la reivindicacidn
37, caracterizado porque la funcién cognitiva se selecciona
del grupo que consiste de percepcién, memoria, atencion,
comprensién del habla, generacién del habla, comprensidn de
lectura, creacién de imégenes, aprendizaje, y razonamiento.

39. El método de conformidad con la reivindicacidén

38, caracterizado porque la funcidén cognitiva se selecciona.
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del grupo que consiste de percepcidén, memoria, aﬁencién, y
razonamiento.

40. El método de conformidad con la reivindicacién
39, caracterizado porque la funcidén cognitiva es la memoria.

41. Un método para tratar un trastorno cognitivo,
caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad terapéuticamente efectiva de una urolitina o un
precursor de la misma, para tratar el trastorno cognitivo.

42. El método de conformidad con la reivindicacion
41, caracterizado porque el trastorno cognitivo se selecciona
del grupo que consiste de delirio, demencia, trastorno del
aprendizaje, trastorno de déficit de atencidén (ADD), vy
trastorno de hiperactividad por déficit de atencidén (ADHD) .

43. E1 método de conformidad con la reivindicacién
42, caracterizado porque el trastorno cognitivo es un
trastorno del aprendizaje.

|

44. E1l método de conformidad con la reivindicacién
42, caracterizado porque el trastorno cognitivo es el
trastorno de déficit de atencidédn (ADD).

45. El1 método de conformidad con la reivindicacién
42, caracterizado porque el trastorno cognitivo es el
trastorno de hiperactividad por déficit de atencidn (ADHD).

46. Un método para tratar un trastorno del estado
de animo, caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una

cantidad terapéuticamente efectiva de una urolitina o un

‘precursor de la misma, para tratar el trastorno del estado de

animo.

47. El método de conformidad con la reivindicacién
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46, caracterizado porque el trastorno del estado de animo se
selecciona - del grupo que consiste de depresidén, depresidn
post-parto, distimia, and trastorno bipolar.

48. E1 método de conformidad con la reivindicacién
47, céracterizado porque el trastorno del estado de animo es
la depresidn.

49. Un método para tratar un trastorno de ansiedad,
caracterizado porqgque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo  una
cantidad terapéuticamente efectiva de una urolitina o un
precursor de la misma, para tratar el trastorno de ansiedad.

50. El método de conformidad con la reivindicacidn
49, caracterizado porque el trastorno de ansiedad se
selecciona del grupo que consiste de trastorno de ansiedad
generalizado, trastorno de panico, trastorno de péanico con
agorafobia, agorafobia, trastorno de ansiedad sociai,
trasﬁorno obsesivo-compulsivo, y trastorno de estrés post-
traumatico.

51. El1 método de conformidad con la reivindicacidn
50, caracterizado porque el trastorno de ansiedad es el

trastorno de ansiedad generalizado.

52. El1 método de conformidad con la reivindicacién:

50, caracterizado porgque el trastorno de ansiedad es el
trastorno de estrés post-traumatico.
53. Un método para tratar un trastorno
musculoesquelético, caracterizado porque comprende:
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad terapéuticamente efectiva de wuna urolitina o un
precursor de la misma, para mejorar la funcidén muscular.

54. Un método para mejorar el funcionamiento
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muscular, caracterizado porque comprende:

administrar a un sujeto en necesidad del mismo una
cantidad terapéuticamente efectiva de una urolitina o un
precursor de la misma, para incrementar el funcionamiento
muscular.

55. El método de conformidad con la reivindicacidn
54, caracterizado ©porque el funcionamiento muscular"se
selecciona del grupo que consiste de fuerza, velocidad, y
resistencia.

56. Un método para promover la excrecencia de
neuritas, caracterizado porque comprende:

poner en contacto una célula nerviosa con una
cantidad efectiva de una urolitina o un precursor de la
misma, para promover la excrecencia de neuritas.

57. El método de conformidad con la reivindicacidn
56, caracterizado porque la puesta en contacto comprende
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad
terapéuticamente efectiva de la urolitina o precursor de la
misma, para promover la excrecencia de neuritas.

58. El método de conformidad con cualquiera de las .
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma es una urolitina aislada.

59. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma es un precursor de urolitina aislada.

60. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina se
selecciona del grupo que consiste de urolitina A, urolitina
B, y una combinacién de urolitina A y urolitina B.

61. El método de conformidad con cualgquiera de las
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reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina es
un metabolito de una urolitina seleccionado del grupo que
consiste de urolitinas glucuronidadas, urolitinas metiladas,
y urolitinas sulfatadas.

62. E1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma se administra como un alimento natural
seleccionado del grupo que consiste de bayas, uvas, granadas,
escaramujos, y nueces.

63. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma se administra como un producto
alimenticio procesado con base en un alimento natural
seleccionado del grupo que consiste de bayas, uvas, granadas,
escaramujos, Yy nueces.

64. E1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma se administra como jugo de granada.

65. E1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma se administra como extracto de granada.

66. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma se administra como un elagitanino.

67. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma se administra como punicalagina.

68. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o

precursor de la misma se administra como acido eléagico.
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69. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma se administra como una urolitina.

70. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma se administra oralmente.

71. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma se administra parenteralmente.

72. EL método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o
precursor de la misma se administra al menos semanalmente.

73. El método de conformidad con la reivindicacidn.
72, caracterizado porque la urolitina o precursor de la misma‘
se administra en una dosis igual o equivalente a 0.1 - 150
miligramos (mg) de wurolitina por kilogramo (kg) de peso
corporal.

74. El método de conformidad con la reivindicacidn
73, caracterizado porque la urolitina o precursor de la misma
se administra en una dosis suficiente para lograr un nivel en
suero pico de al menos 0.1 micromolar (uM).

75. E1l método de conformidad con la reivindicacidn
73, caracterizado porque la urolitina o precursor de la misma
se administra en una dosis suficiente para lograr un nivel en
suero sostenido de al menos 0.1 micromolar (uM).

76. El método de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 21-57, caracterizado porque la urolitina o

precursor de la misma se administra al menos diariamente.

77. E1l método de conformidad con la reivindicacién

76, caracterizado porque la urolitina o precursora de la
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misma se administra en una dosis igual o equivalente a 0.1 -
150 miligramos (mg) de urolitina por kilogramo (kg) de peso
corporal.

78. El método de conformidad con la reivindicacién
77, caracterizado porque la urolitina o precursor de la misma
se administra en una dosis suficiente para lograr un nivel en
sueré pico de al menos 0.1 micromolar (uM).

79. El método de conformidad con la reivindicacién
77, caracterizado porque la urolitina o precursora de la
misma se administra en una dosis suficiente para lograr un
nivel en suero sostenido de al menos 0.1 micromolar (uM).

80. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 21-57, caracterizado porque el sujeto no
estd recibiendo una urolitina o un precursor de la misma,
para tratar otra afeccidén que requiere la administracidn de
una urolitina o un precursor o metabolito de la misma, dicha
condicidn se selecciona del grupo que consiste de
aterosclerosis, trombosis, céancer, angiogénesis no deseada,

infeccién, e inflamacidn.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se proporcionan composiciones que comprenden
compuestos o precursores para compuestos las cuales se pueden
usar para una variedad de aplicaciones terapéuticas
incluyendo, por ejemplo, tratar y/o prevenir una enfermedad o
trastorno relacionado con la actividad mitocondrial reducida
o inadecuada, incluyendo envejecimiento o estrés, diabetes,
obesidad, y enfermedades neurodegenerativas. Los compuestos
se relacionan generalmente una urolitinas y precursores de
las mismas, incluyendo pero no limitado a elagitaninas vy
urolitina. En ciertas modalidades, las composiciones se
presentan en o como productos alimenticios o suplementos
nutricionales. Estos mismos compuestos y composiciones
también se pueden usar ventajosamente generalmente en
individuos saludables ©para incrementar o mantener la
velocidad metabdlica, disminuir el porcentaje de grasa
corporal, incrementar o mantener la masa muscular, controlar
el peso corporal, mejorar o mantener el desempefioc mental
(incluyendo memoria), mejorar o mantener el desempefio

muscular, mejorar o mantener el humor, y manejar el estrés.
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Agents: DEUTSCH, Stephen, B. et al.; Foley Hoag Lip,
155 Seaport Boulevard, Boston, MA 02210-2600 (US).

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN,
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR,
KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME,
MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ,
OM, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, SC, SD,
SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, SZ, TZ,
UG, ZM, ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG,KZ, MD, RU,
TJ, TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE,
DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI, SK,
SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CIL, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

(88)

with international search report (Art. 21(3)) '-
with sequence listing part of description (Rule 5.2(a))

Date of publication of the international search report:
13 September 2012

(48) Date of publication of this corrected version: .

8 November 2012

(15) Information about Correction:

see Notice of 8 November 2012

(54) Titlee COMPOSITIONS AND METHODS FOR IMPROVING MITOCHONDRIAL FUNCTION AND TREATING
NEURODENEGENERATIVE DISEASES AND COGNITIVE DISORDERS

(5T) Abstract: Provided are compositions comprising compounds or precursors to compounds which may be used for a variety of
therapeutic applications including, for example, treating and/or preventing a disease or disorder related to reduced or inadequate mi-
tochondrial activity, including aging or stress, diabetes, obesity, and neurodegenerative diseases. The compounds relate generally to
urolithins and precursors thereof, including but not limited to ellagitannins and urolithin A. In certain embodiments the composi-
tions are presented in or as food products or nutritional supplements. These same compounds and compositions can also be used ad -
vantageously in generally healthy individuals to increase or maintain metabolic rate, decrease percent body fat, increase or maintain
muscle mass, manage body weight, improve or maintain mental performance (including memory), improve or maintain muscle per -
formance, improve or maintain mood, and manage stress.
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: Tra. 11 P -
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——

e

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de Ia persona que presenta la sohc:tud
Descripcién de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

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

L Completa - D ‘ o Incompleta D

DDDDD

PATENTE DE INVENCION PCT [__| MODELO DE UTILIDAD PCT [ Art.33 Decisicn 488100, Crcular Unics

r D Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada Inicialmente (capitulo descriptivo,

D

reivindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes

D A Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de._descuento)

Completa ~ D “Incompleta [:]

DISENO INDUSTRIAL [ | =~ (Art. 119 Decision 486100)
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D Datos de identificacion del sohcxtante o de la persona que presenta la soho!tud
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Representacion gréfica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D C Incompleta D
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