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Tl'tulo: Extracto de maca y procedimiento de obtencion de compuestos con actividad antiviral a

partir de maca

@Resumen:

Extracto de maca y procedimiento de obtencion de
compuestos con actividad antiviral a partir de maca.
La presente invencién se refiere a compuestos
ciclicos asimétricos derivados de Lepidium meyenii
con actividad antiviral, obtenidos a partir de extractos
organicos altamente apolares de Lepidium meyenii,
comunmente conocida como maca, mediante
métodos de extraccién especificos y purificaciones
por cromatografia de columnas que dan lugar a
moléculas tiopirazdlicas que contienen un atomo de
azufre y nitrégenos en su nucleo (Estructura A), con
marcada actividad antiviral. Se describe el proceso de
aislamiento y caracterizacién de dichos compuestos,
asi como su uso.
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DESCRIPCION

Exiracio de maecs ¥ procedimiento de oblencidn de compussios con aotividad
antiviral 3 partic de niscs.

Sector de Ia Teenica

La pressnte invencion se refisre a sxtractos de Lopidive meyend Walp vio
Lopidivm peruvianum Chacdn {comtnments sonocwla como Menad que
gomprenden compuesios ciclicos asimétrivos con marcada aclividad antiviral ¥
su roceso de oblencidn. De forma mds conorala, se refisre @ derivados
Fridaro adazdiices oblenidos por sxtraccian y postenor asislamienio & parly

de polvo de macs, asi como 3 su aatividad antiviral,

Estado de Ia tdonica

La espedie batanica Lepibium mieveni Walp wo Lepidium penndanim Chaosn,
gomaniments conocida como maca, pertenece 8 ia familia de las Bragivcacses
{Cruciforas) v o8 una de las plantas que los Incas domaesticaron ¥ cullivaron
desde hace mas de 2000 anos, crecende sxclusivaments en zonas andinas
soirg 3700, 4000 v 4500 metros de aliiud; se distibuys an los Andes cenirales
de Ferg, Bolivig vy norceste de Argenting. Las parles sublemrsness {raiz vio
Hipoodtic) de osta plants han suwdo usadas redicionalmente en sslos paisss
gome alimento, pars sumentar 13 resistencia 8 as durss condicionas de trabaio
y comg sstimulanie de Ia fsriilidad sn humanes v animales, Los pimeros
stimuonios eswitos dal use de 13 Mmacs se remonian al siglo XYL L macs
cullivada o8 usads en I8 sclualidad a nival mundial como suplemenda
alimentatic ¥y lambisn por sus propiedades medicingies iradicionaimanie
desoritas {(Rea, J of af 1884 Negleoted Crops: 1482 from a8 diffsrent
perspective. Plant Frodustion and Protection Sedes No 38, FAQ, Home, Haly
148-183; Henmann My Bemet, T 2008, The bransilion of maea fom neglsdi fo
market prominence: Lassons for improving use shrategios and markst chaing of
minor orops. Agricultursl Biodiversdy and Livehoods. Ddscussion papers 1,
Romes, Riodiversity Inlermational; Dosist N of & 23 Sisle plantas
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vastulares de imporiancia scondmica en of Pert Fichas hotdnivas. Smaldoa
J03): 358432}

L2 macs se desaribs mordnidgicamenie como una planta de porte anosetads,
gua pressola ung Strona de bojas basales qus surgen por enoima de un aig
camose an af susle. Bl oultive e bianual v presents uns fass vegelativa en s
gque se procduce el crecimiento v expansion del drgans ds reserva v ung fass
repraductiva, caraclenzada por ia producion de flores v frules, Bn condicionss
chmdticas favorsbles (susencia de helgdas y sbundante bumedad) las plantas
puaden completar su oiglo reproductive an unos seik mases (Brako L., Zaruechi

. 1983, Catabgue of the flowerning plants and givmnosperms of Peru
Monogea, SystBot Missowt Bot Gar 45 s, 11388

Actusimente, s proponen matodos de culth ¥ de mejors de fa esponie vegelsl
Lepidiim mereni ¥ sus variedades, como o desorifo en B patends
CRIO3B5088G, con ol fin de obdenar un mayor rendinmisnio en ef progesa,

Aziiemy, s conocen mgindes de ssousnuiacion o dentifioacidn moiscuiar de
fas dishintos soolipos de Lopiduan mevemt (CRIDZRR28THY

Dasde los afos 80 dal sigle XX he inoremaentado el inlerds por £5i8 sspecis
Doldnics por SUS accumes snergizantss ¥ aﬁs‘{}&isiﬁc&sy de modo que sxisten
evidencias  expetimentgles de sy use como  suplements  alimsatico,
energizanie, adaplogénice, estimulants de 8 fartilidad (WORN0BDIZEEE),
asciones an disfuncidn ersclil (W0201 THEGEQ0Y, asteaporosis, ratamisnio de
fa hiperhipidemia (UP0OGTI447E5;, hipwrplasia de prosiata ¥ dermalsidgicss
(FRZR{E05Z, JPZOO5306TR8, Gonzales, GF., 3012 Ethnodiclogy end
Ethnopharmacology of Lepidiom meyvend (Maca), s plant from the Peruvian
Mighlands. Evidence-Hased Complamentary and Allgmative Madicing, sCAM.
2013, 2012180488 Gonzales, GF. of ol 2014 Maca (Lepidium meyeny
Walp ) 2 review of its biological properties. Rev, Pery. Med. Exp. Ssilud Pubdlics,
100110 Del Walle d of af, 2044, Anthvirad activity of macs (Lepidium
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sy

mavenint against human influenza virgs. Asian Pacific doumns! of Tropiosd
Medicihe 7{11 S415-8420),

&l procese de prapancion de B maca o8 imporianie para ohivner adecuadoes
sfactos bioldgicos. Tradicionalmente 13 macs se hiens &0 3Qua © s axirae an
alcehol andes de sy usa. En los exludios experimentales, los exiractos scuosos
de maca s0io son elsclivos ras hervir en agua 13s raloes de maca.

Se han oblenide exbractos hidroaloohlicos 2 parth de raices de Lemidiom
meyend (UBE 287 805 donde so valoran difsreniss componeniss copw
isolicoianatos, asternles,  ackdos grasos ¥ macsmudas  (LUISH 2R 8234y,

procediéndose 8 s elucidacian sstructural de sstos Glimes componentas, los

suales pragenian ung astructurs guimicg de Nebengibamides, v relvindisandn
FASMAS BU USO S0 i provencion del cénoer v disfunnidn sexual (US RE43 05,
Las macamidas pusdsn ser aibladas y ostudiadas madiants cromatogralis
iiguiéa {KRI0080117384 ). Bt embargo, eslas moléouias no han sido sislades

fiizande disolvenins crganicos fusrlements apolares. Obo mdlodn de
sxtrancion comprende o utiizacidn de Huidog superoriticas (ON1Q381857(
come didxido de carbono (CN1040RYA8R) aungue 1o s obliensn mokloulas
ndividusbes, ging exiractos de Lepidivm meveni

En el eslzdo de g Honios s anouentra 13 pelente ndmenn UBT 473 434 donds
sl material vegelal es sometide a ung digestion enzimatice para obtensr
sxiractog peplidicos acunsos somelidos 3 ullrafiibranidn yo purdicacidn, Ss
relvindica Rindamentaimante of axtracto peplidico que comprende diferantes
aminoacidos, v &l que s kv adivdica una achividad estimulanis de ke
fibreblasios, por lo que S8 pIopOnS s LSO como coametice, Dal risme mnde,
comn 32 indica sn 18 patente CNTDARERZES, Ia papaing pusde uliizarse oomo
métods  enzimdtion  obleniendo  sxbaciog  con vilamings,  aminoacidosg,
macamidas v similares. Sin smbargo, en eslos extrsctes no se identfican
maiculas hatersololions asimslicas raclomadas an i presents vangion.
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Con regpecio 2 Ia presancia de metabolitos secundarios de 1 espedis Lapidium
mevent Wallp se han identifivadn hasta la fecha nusve tipos de giucosineialos,
Iz mavoria de Hpo sromdlicos, de los cusles sl mas abundanie vs B
glucotropaeading {Dinl Mighuolo, G &f 8l 1884 Chemwal composition of
Lepidium mevend. Food Chemistry 48 347-348; Dint L, et &, 2003,
Glunosinolates from maca {(Lspidium mevendl. Biochamical Syslemstic and
Feology 30 10871080, L1, G, sf 8l 2001, Glucosinolate corlents it macs
{Lepidium peruvianum Chacon sseds, sprouts, maturs plants and several
deorived commercial products, Economic Bodany 85 2865388 Flores, HE, e

. 2003, Andean root and fuber crops: Underground rainbows. Horliscienes
A8 181167y

En o patente JFI00BI3T11VA se descrben fos usos de los ghicosinolalos
abienidos di Iy macs coms aditivas sn suplemenios nulncionalas sntiiatigs,
asi como su posibls uso an o ratamiante de 13 obesidad (JP2007230387)

La iz de macs contiene enfre un 80 3 75% de hidistos de carhono. Dal
sxiracty acuoss de maca se 2islan polisscaridos cuya ssbrushins s¢ slusida ¥
s& demuasira su actividad anlioxidante ($ha 3. of & 2014, Edirsction and

purification and antioxidant activity of the polisgocharides from msca {Lepidium

mevend). Carbohydrate Folymers 111 884-587).

La fracoion eslerdling es importanie on 188 raices de maca, se han aislade
fitonsternies en s maca, aspecialmenie bela-sitosternl (Sheng. Bl stal, 2008,
Effact of a lipidic extract of Lepidian msveni on sexual behavinur in mice and
rafe. Urnlogy 55(4): 588-602) v Dind (19843, atribuyendo a i fraccion ssterdlica
baneficks 8 e reduccidn dal colesierad plasmdlico v 8o la provengion de os
problemas menopausices, incrementar fa fertilidad, ast como dotar 2 I8 maca
fde propiedades antiinfiamatoras y antioxidantes (Lagards, MJd el @, 2006
Analysis of phyloesterads in foods. Journal of Pharmacsutical and Biomedical
Anglysis 41 14881488}




i

pord
2

A
24

PR,

ES 2 669 921 Al

Se han aislado macasnos y macamidas, qgue son scidos grasos poliinsaturadoes
sovedosas (Muhammad, L el of 2003, Coustituents of Lepidium msyeni
"maca’. Phytochamistry 88 106110, Placenis, 8§ sf &, 2002 Investigation of
the wber constituends of mgeca (Lepidion meyend Walpy Jowrnal of Agrcultural
and Food Chemistry & S821-8825 Zhao, J. o &l 2005, New alkamides from
masa {i&é;:}ﬁ:;fﬁ:m fmepeniy Joumal of Agriculiural angd Food Chemishiy 5 888
883: Chain, FE. of &l 2014, Macamides from wild "Macy”, Lepicium mevemi
Walpers  (Brassicacsas) Phylochemisty Lelless 81 145148 Ademas,
Muhammad  snconird o dervado 1 3-diludro-Nohidroxipiniding  lamado
macanding junts con las slcamudss bengiladas {mecamidas) Hasky af
momerde se han descrito 18 macamidas responsabifizdndose o algung an
conorete de un cfenln ssurpprotector poy un mecanivmo  indisclo
cannabimimetice (Hagdu, £ of ol 2014 ldentfication of andocannabinod
sysiememodulating NoAkylamines from Helfopsis helisnthoides var soabes and
Lapidium mevent. Jownal of Natursl Produets 77, 188318881 Onoe de salas
macantdas han sido sinletizadas e o in de svalusr I8 inhibickin snzimatics
in witro de la hidrolass amida acida GWL ML gt ad, 2043, Macamides and their
synthetic analogs: Evaluation of i wito FAAM inhibilion. Biogrganie and
Madicing! Chemisty &1 BISR-5187L Las aicamidss de B mace son &
esuliade de fos ndtodos de conservaciin realizadoes en of alamieanto post
cosecha (Esparss, £ of af, 3ME Bilonctive macs {Lepidium moyvenil
stkamides are 8 sesult of tadiional Andean postharesst drving praclioss
Fhtochemistey 118 138148}
e la mace s alslan ademag dos alosioidas inidazdlices {clorhidrate g8 1.5~
dibancib-4 S-dimstil rudasol v & clorbidieio de 1.3-dibencii-g 4 S-drimetd
imdazoll, conocidos como kepiding A& vy bpidivg B (Bogling, C st &, 3003,
Imidazole atkalpids from Lepidiom mepend, Joural of Natural Products B8
1101-1103). Un nusve alcaloids imidazdlico fus alslads ¢ idemtificadn somp &
honsib-3-lioxohexahidro-1H pirolol! S-olimidazob bona {Rocabado 8 ef 3l
2011, Alslamiento o deniificacion de un nuevs alicsloide an Lepiafium meyeni
Whinlpses, Biofarbo 18018 8143 Se conocen aloaloides derfvadoes del imidazol
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oblenwios & parte de Lopidiom meyem desorilos an ks palends LSS ATR TR
oy eslructura as folalments simdlics v con 13s que e han realizado estuding

oo aplicacion anticancenigsnsa.

Bt o oslads de ln bonios sxislan estudios en los que, compussios de sintesis,
darvados 134 Hodiazdheos, similares o wgusles 3 los oblanidos & party de

Lapidium mependl pragsentan actividades  antimicrobianas,  bipanockias,
antinfiamatoriag y anliprolferativas (Matysiak & of 3 2008, Synthesis and
antiproliferative golivity of Nesubsiitued J-aming-5-{2 A-dhwdroxyphandi-1 34
ihiadinzoles. Biorganic and  Medicinal  Chemisty,  18{T344R3 4488
Marganskop, S.B sf &, 2015, Heolronie effent of substituents present on
sarhony! compounds: analysis of produst formation in ens-pot synthesimof 1, 3,
4hiazole ring. Anwrican Chamical Scisnee Joumal 811017 De Monte, O st

. A Synthesis and pharmaon t«gi{f&ii seresning of o lame Shrary of 1340
thisdizzohnes as mnovalive heeapeutic ol for the bastment of prosials
gancer and melanoma. B J Msd Cham 105Ea582) demoshands ung
sctividad mhibidors del snsima quinssin BEgB. snsima qus jiegs un papst muy

mporante o i division celular (Nakal B of ¢! 2008, K858 a noval inhibite

ol mitotic kinesin ?3*‘\ and anhlumor sgent, mduces cell death it cancer cells,

Ganner Hes SRR LE De i, Foad o, 2018 The kinesin Egd inhibdar
KBL8 induces ,’g};}&;\;i 38 b alaoe survbanerelated chemorswsioance i braast
cancer oslls. Ipvestigetionsl New Drugs 3843388408 Los dervadas 134
Hndigzdlicos de sintesi se postdan como molioulas anticancenigenas an los
documentes WOZDTEISA08T v WOR0GSH6 1707 . Sin smbargo, on of salada de
In onics 0o s8¢ hs encontrade acthudad antwiral on extracios vegehsies que

puadan contener esla Hipo de moldcuias.

Rospaciy 8 log denvadns imidase Dadmzdhons s han fsvado 8 oabo estudieg
con mpibouias oblenidas por sinlesis con compussios uimiares o guaies af

compussto oblenide de Lepidien meyend prasentandn activiiad antiapopidtica
¥ modulacian de i muerte celudar por inhibicién de s acthvidad Jun quinass a

fraves de s exprosion de proteinas HERTR, v solividad antimicroblana (Salkedi,
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AN ol af 005 ARGMEBZ v an anfigpopitiic compound thal nhibils Jun
Ringse aotivity and cell death through induced axpression of heat shogk prolain
N Chemishy and Bology, 13ERSIAE% Alsgawadh, KR of o, 3011
Synthesig, characlerizstion and antimombisl sctvity svaluacidn of new 2.4~
thiazoidines boanng imidasol2 1B 3 dhiadazols molety. Arabian Joumal of
Chemistry 40410485472, Ebenszer, PJ ot ¢, 2010, Neuron speailic toxigty of
afigomenc amyloid-§ wole for JUiNKinass and oondalive stsss. Joumnsd
Alzheimers Dizegse S2(3N830.48. Gallp, KA 3008, Targeling HEPHG 1o halt
naurndegensration. Chemistryy and Biology 13311158 kslos denvados

mnidase-lodianiicoes de sinfesis o8 pastulan como sompussios pams ol of
dolor nawropdtios sn s patentes OA 2584745 A1 WO 2007087718 v pam
tratar sllsragones nsuronales v snfermadades profiforativas (WG B THIGEH

¥ come compussios neurogrotectores (WO 2003051880

Descripoidn de la nvencitn
£ abielo de In invencadn o8 un sotracis de macs gus comprands uno o vanos

compuestos dervados del 1.3 Adiadiard de Betulg &

Tambign s obisto de g vencion wn procadimenio pars s oblsonion del
sxtracle alicohdlics de ispidivm mspany Walp vid Lepidivm pensvianem
Chaedn 8 party del polvo de misca, a8l como 8 separacidn vy sslamiento de las

diforentes baooionss medianie nmdlodas gomatograticos, Bl progese
noluve novedosas fses en la exiracoidn v sislamienio de compuesion
procedentas de oiscs ya  gue  habituaimente se ulilizan extraclos
hidroaloohdlices o fhados supsroriticos pams esie objetivo. Bl metode de

safracoion ulizado comprends:
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a) Primets salrpocion Wlilicands de disclvents Hpo sicano fusrtemante
apolar come primer disgdvante.
i Concsabracion del exiracto apolar,
¢ Suspensian en aktohol primano no mayar de § carbongs v oblenciin dat
extracia alcohidlico,

Asi mismo, 3 pessente nvencidn se relierg mbign & &k oblencidn de o
compuesios de estructura A medianis aislsmiento an uns slaps posleriora
oblancion del axtrasias
d} Separacion y fraccionamisnto por crometogratis de columns.

Lm
patdy de ospegies vegnialss. EBsfos compussios conlisnsn  helerooiidos

compuestos de exlruciura A no hablan siio obtenides hasta o momenio 8

i{;

aromaticos asimétricos donde se incluven moldculas de nitrogenn v azuds,
i composiion v estructurs guinies ha sido determinada madiants mélodos
&ggmmr{sm:{f}pic‘:s}& La esbucturs A se ulilizg sn I3 presente nvencidn samo

mcdiculs cabers de getie 0 “oore’ de by compussios reivindicadog.

S8 suponen difersniss compussios a pardir de s estructura A manpiongds,
donde By comprends sustluvanias isles como acslamide, sulfonamide; donds
R ¥ R comprenden sustituyenies isles comoe prothn, metil, il propdl, isopropi,
fandl, oxo; ¥ donds Ry comprends sustituvantes tales comoe acetlile, d~ammostil
;?»»ammspr‘sgzi‘é, d-graine bulll, d-aminopenianil, S-aming J-mstibull, 2
aminohanstil, 2-amincetenil, S~amino t-propend, 2-amine 1-bulend, 2-aming
T~pententl, 2-aming Jomatil -butenil, S-aming 2-fenil {-elenil Los grupos
Rz Rs vy Ra prosentan capacidad de oivlasion en lax condicionss de oblantion

de las minmos.

Se han aislado v caracterizado sompuesios hetarooighioos asimétnicss a parly

dla Lapidiuny meyenii coma;
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Compussto U Ne{-sostib-4 S-dhidro-SometibSafeniie 3 d-tiadiazal-2-1
acetamida.

. ;\;m ¥
3
{3}

Campuesto i B-dendinidazeld 1-b-1.3 4-tiadiszol-2-sulfonamids.

Q
o b
TR
) Y

N&ﬁ N

{h
La prosents imeannidn ambdn Hene por obielo ¢f uso del axtracio vy los
compuestos aislados de sstucturs & (vls combinacionss de elles vio sus sales
o sus derivados quirados levdgito, dealrdgin v b mezoia racdémics) come

agentes anlwirales.

Finalmenta, Iz invencion se refisre lambién 8 ung composicidn farmacdutiva
que somprends ef exiracto o kes compuestos de estiucturg A aislados a partie
ol extiasto.

Descripoion de las Sgurss

Figura 1. BEvaluacion de ka aclividad anli-ViH v i citntoxicidad del compunsio |
an & Hnea oolular M-S infociads con e virus VM recambinants NLA 3 HEnlla
Figua 2. BEvaluscion de ks actividad anti-ViH ¥ la cltotoxicidad del compuesta §

o ia ines colular M2 infertads con el virus VM recombinanta NLE 3-Ranilla,

10
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Modo de realizacion de la invencién
L& presanie invencidn se tustrs mediante los siguientes gjemplos, os cuales

fo son nifativos de sy aleance,

Seoullize come matsnad vegelal, fan raioss de Lepidivm mspend Walp yio

Lepidium penindanum Chaotn,

Eiemple 1 Qbtencion del extracts de maca.

A& padir de dicho matenal vegadal, s realiza o soilracsion hasts sgotamiento y
& aislamiento de log compuesios del misme, En &l procesa conwelo de
axiraecion se Wilizan de 10 g 8 7000 g de polve de maca, sxlraidos medanis
soxhied, utiizande como disolsnie n-disoleenis tipo alcano fustismenis
apotar. Posterigrmenie of sxtractn apniar 8¢ concenira a prasidn v lempsrahns
cendrolads desde 20 & BO°C y ox suspendido an slcohol primario no mayor de
8 cartonos 3 baw lsmperatura {entee § v 10°0) durante un tempo enlre 18 8

&4 horas,

Eosxtracty abohdlico se soacentra hasta oblener s! residus ssco vy,
posteriorments, s someda a o separaciin de sus conponentes madiants ung
sromatogralia de colubwia columnsg 1), ulilizando gel de silice, como fase
sstanionans vy conie fase movl eter tilico, lueng v mazclas de ambog en
ndas sus posibles proporciones, ackdficands a8 sahwoacidn con diferanies
aoidos comg, por sjemple, dcido acédtion glanial Las frecciones ablenidas {1+
121 de s columna 1 se retnen de acuendo § ios resuliados de fos andlivis de

las oromatogratias de capa fina

Eiemple & Alslamiento del compussto |,
Sa progeds & ung segunds saparacion de las fracciones 8.8 por sromatogratis
an columna {columna 2), utilivands Sephaday coma fase sslacionania ¥y come

fass mdvi] un aloohs primanio no mayer de § carbonos: disloromaiane, an ung

11
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&

redacion hidroflics, Lax Tacciones obientdas (A0} de s columne 2 se relinen
de asuerdo g ios resulladas de los analisia de las cromatogratias de capa fina,
S pracede 3 una lercers separaciin de las fraccionss BJ por cromatogratia
de columns columng 3 ulilizando silice gal como Tase ssiacionana ¥ como
fase movil slar elilice, olueno v mesclas de ambos sn odas sus posibles
praporcionas, acidificande a saturacikin con diferentss dcides como, por
siomple, scido scstice glacial Lag raccionas oblemndas {-h) de B ool 3
fusron reunidas de acuerde & los resuflados de los ansiinis de las
nsromatografias de capa fina,

& su vez, las fraccioneg 8-b se reinen de souendo a los resullados de ks
andlisis de las cromatogralias de napa fng vy s¢ procede 3 realizsr una

sxtrgocion de sus componentes nitrogenados.

L3 solucn axtraida es posteromments concantreds & presion redusida,
Fralmente se procede w realizar una separacion del exiracto orgénico de los
somponsntes titrogenados por sramategrafis de columns {columna 4, en fese
rovarss, ullizando oomo Tase mdvll una mezola de slood primann ao mayor
de § carbones, clorcforme e hidedxds amanion, sn diferents gradiente de
polgridad. Las faccionss oblendas -y} de I8 oolumng 4 ss retnen de
acuerdo 2 los resuliados de los analisis de las cromatogralias de capa fing. Se
ainls de lo fraccin A un sdohdn de color blesncon, re-wnstalizado en siochad

primario no mayor de B carbonos, qug corresponds & compussio !

Elamplo 4: Aislamiento del compusstn
Las fracoiones &4 se rpunen de aouerdo a kos resuliados de los analisis de las
sromatografias de capa fina v se procede 8 realizer ung exlracodn de sus

sompoananiss piltogenados.
La solucion axiraida posteriormente s¢ concentra & prasion reducida. Se

procede 3 realizar una gepargcitn del extrachy organices de los companenies

nitrogenados por cromatografia de colmna {columna §), ulilizande sephadex

12
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cormo fase setacionatia v como fase movil un alsohs! poimatio no mayor de §
carbonos: dicloramstane en relacidn hidrofilica. Las fracclones obdanidas (A~
'} se rednen de scusede 3 los resuitados de los analisis de las sromalografias
de capa fina.

Fingimante se proosde 2 roglisar una sepamacidn de la fracoidn O por
asromatogralia de columna (columng B, en fase reverss, uliizando como fasa
mdvi una mezcla de aicohol primanc no mayar de 8 carbones, clomfeme 8
hidrdxido amdnine, an difsrents gradiente de polaridad. Les frecgiones
oblenidas (&'~ ) o8 retnen de acuerdo & los resullados de los andlisis do las
cromategrafias de cape fina. Se alsla de s fracclen © un solide de oolor blanco
av-orisializado en glcohal primario oo mayor de 8 carbonos, gue cormesponds

al compussio i

Eismplo §: Metodos espentroscdpicos utilizados.

Alcaloides tiopirazdlicss se aislan del extrache alohalico de Lepidivm msyeni
Walp, vio L pensisnum Chaodn, usande s teorcas cromatograbcas
desurites anteniommente. Bslos compussios son caraclenzados por mdkndnsg
sspschosctpicos de IR, RMN-TM, RMN-SC, DEPT, HMBC, HMQQ, CO8Y ¥
EM

3

;rrﬂ

08 BEpARChos de 1N s reglizan en un sspecoioidmetn Pakin-Eimsr modeks
FT-17258X Pars ke obtencion de s sspeciros de BRMN-H v RMN-C se
utdize un espectromatro Brusker Advance DRXS-700 de 700 MHz, usando comg
discivents alcoho! primanio no mayar de 8 carbones. Fars of analisis quimico
shemental se emplea un microanalizador de combustidn CHNE, modeio Lago
833, Finalmenta. pars andlisis de a Especiromatria de Masas (EM) se emplaa
ult sepeckrdmetrn Hewlalt Packard modelo 5830

Madiants esitos métodos, se han ailado v caraclerizade  compuesios

hateraciclicos simstioes 8 partie de Lepidium meyend como:

13
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Compussio b Neideaoetied S-dibidro~-Smaiil-Sfonil-1 3 d-Hadiarol-2w
i anstamida,
Compussio ) 8-Feniimidare2 1-bl13 A-tadiazob-J-sulfonamida

Eiemplo §: Blucidacion estructural del Compuests | N-{d-aoslil-g §-~
dihidro-S~matit-S-fenil-1 3 A-tiadinzol-S-ilacetamela.

[

En ol espectro IR se miuestes uns bands 8 3302 8 o’ stribuida 8 I presengis
de un proton asccisdo uns amida ssoundaria, una banda & 16830,8 om! debids
& I3 existencs de una amide disustiliics v ofra bands & 1407 2 o que sugiere
un metiens terming! de 3 moldcula. En espactro RMN-H se obssrva un
singuiste a 783 gus integrs protdn de un grups aming secundario, un doblete
a 44 dd J = B4 Hr que comrsgpondan 8 4o pares de protonss aromalicas ¥
un biplele 8 738 8 & 84 M corssponden a dos pares de prodones
aromations. La sefial de un biplsds 8 728 J= .4 He indioa {8 prosencs ds un
proton aromatice. Se avidencian res singulstes a 2380, 2,870 v 2100 qus
ndican b prosencia de res grupos meliios, 8u sspactro REFY 135 mussha 3
sefades 8 128,74 12853 y 125 82 correspondientss & 5 carbonas tergiarios
gromadtioos. B sspactro de mass presanta un on molscular IMY 8 278 més con
fragmenios significatives debido & Ia presancia de dos ploos 5 oz 23608 ¢
238,21 lo cusl nog lleva 2 ideniificar ¢f compussin | come Nedtegontibg B
dilidro~-Semetib-Sfoni-1 3 d-fadmrol-ddl) acstamida.

14
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Tabia 1. Asignacion de as sefiales de !

3G, H del compuasto |

Atomo ¥ BC {ppm)

'H {ppm}

2 145,10

SRR

78,49

1 144,70

128,83

44 d

128 83

fdad

188 78

$38¢g

13878

F38d

13583

T8¢

17182

17118

4812

4500

S8 88

15
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Elemplo 7: Blucidacian estructural del Compueste I 8-Fandimidazold i~

b1 3 d-tiadineni-2-gutfonamida.

i@
En o espectio IR se muestran dos bandas 8 1375.7 oy’ ¢ 12818 o debido
& la prosensia del grupo sulfonamida. Bn sspsolio RMN-TH se obssiva un
singulete a8 8498 gue integrs para un proton de un carbone ferciario clclice, un

doblete a 788 o J = 84 Hr que comesponde 8 dos pares de prtonss

i
o 23

aromaticos, un doblste a 744 dd J= 8.4 Hez comespondiente a dos pares da
protones gromatines y adicionaiments un triplete a8 735 = 84 Hz que Indica s
presencia de un proldn sromatlico. Su sspectro DEPT 1387 musstra 3 saflaing
f 188,76 128 14 v 128 33 corrsspondisntos a § carbonos larclatins aromatikas,
El sspactro de masa presenta un ion molecutar (M1 3 281 mit o gue nos leva
20 a kientificar of compuesio U como S-Fenit imidazol?, 1-bl-1,3 4 diadiazal-2~

sutfonamida.

in

16
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Tabla 2. Asignacion de ias sefiales de 0, 'H del compussto lf

Atomo # ' B8 {(ppm} H {ppm)
R | o .

””””” 8 149 04
2 147,82
5 11188 245 5
i e
3 12883 44 4
& 12883 744 o
e EeaT 55E
2 128,41 a8 g
8 128 .41 884y

Eiemplo §8: Derivados de g estructura A

Asi pues, l eshucturs principal refvindicada en fa presenie  invencion
corresponds 3 la sstrustura A, un llopirazol sustituide donde, en glaros Ga8es,
i prapios sustiuyentes presentan capacidad de clelacion, De ests modo, se
supong by obdencion de los compusstos Ly H a partir de exlracing vageliales,
asi como de otros posibles derivados dabls ) nus se reivindican g
continuacion. Algunos de estos compuasios han sido oblenidos mediante
sintesis quimica, como se ha indicado en by antecedentes, parg nuneg hasls

ahora 3 partr de extractos vegstalss,

17
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La ssbuctura A presenta 4 radicalss o sustituysates R, donde B comprande
susituyentes tales como acetamido, sulfonaride; Re comprande sustituyentes
tales comp protdn, melil | sl propl sopropd, fendl, oxo) R: comprande
susttuveniss ales como protén, metl | o8l propll, isopropl, fenll oo v By
comprends sustituyentes ales como acetilo, S~amino s, S-amino propi, 2-

mino butll, 2-aming pentanil, Z-aming 3~meti! butil, 2-amino fenstl, Z-aming
stanl, -aming t-propentl, 2-aming -butenl, -amino Lopenterd, 2-amino
St -bulend, Z-aming 2-fenil t-elenil

Fara ol compussio ! a esirictura A prosenta R acetamide, Ry fenllo, Ra metilo
¥ Ky acstic foompussto 15 de ia fabla 30

Tabla 3
Fogibles sustituyentes e b sshugtes &

ROGNHEOOH: TROH R H Re L0 Hs

Ry -NEGOGH: Ro by Ry R -G0O0H;

Larl Bdi s

Ro-NMOOOH: | RoOHs R Ro-DOUH

Y
P

LRIMGOOH, ainiaMe N Ra-LQ0Hs

2
Eg.

C-NHOOCH: | Ra-OaHe  Ry-H Re-COCH;

33

ek
&

- NNCOUHY | Re-Bal R Ra-CO0H:

: . CRGOOOM,

Ba Ty Ry TN

R
R
B
NHCOEH:  Re G ReTaH VROCOBH,
. ,
& BONHOOOR, w4 . g RoEosd

7
Pt

SHHESER R ROEOCH

CNHEOCH, 7Y RoCocH:

N'\ &
&f T Rand &3 8

e
s,

% ¥
7 %
SR 2

4.
Tt
% 3

i

“N MOQOMY ‘ (’m\ Ra-H R O0OUMs

12 RO-NHOGOOH: | Re-Uihe Rl U - Re-UQ0H,

13 st “f‘ii“?ﬁ{}{}?‘is &32 -§:.;:\§‘§;' f?g.\-{:-?‘f:s &\*Q{:}C"‘i

WORONACOCH T L B O ROCOEHS

HE RGNS Y

% R -Gy Ro-CQOM,
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| R-NHCOUH,

Ry -0,

| RONHCOUH,

Ry-CO0H;

| R WNHGOOH,

Re-CQOH,

RENFSECH,

ﬁ; {: (}{:?‘h

~NHCOGH;

Py

R

F-BOMNM:

Rl-? ¥ QQ:\ pe

RS0y

Ray Ra =

Ry -BONM;

=8 ‘&GNH

Ry Ry

Ri-QQaNH

NS

o)

Ry-GQaNH,

R -80:NM,

Ray By

Ri-SQuNH,

8 ¥ B

Ro-R0aNMH

Hoy Ra

i

a

Lok
e

&

£0%
0%

Ri-SOcNH:




59%

P
v
ot

o)
LAy
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£ o vasoe del compuesto U los susiBuyvaniss, o grups Ry es sulfonamide R
Ry ¥ Ra ze gncusniran rmands un oiglo.

Elemplo § Actividad farmacoldgica.

X

Se angaya B oactividad antbVIHAY v e cilofodicdad de los sxbsolos y
compuestos aisiados oblenidos. L2 svaluscion de i3 aciividad antivical se
ragliza medisnie B inkeooidn de célidag MT-2 con vitug VIH ssoombinaniss

parladorss de genes indicadorss renilla-uciferass NL4 3-Reniila EPITERZEY

Tabla 4. Acthividad antiViH v oilctoxicidad del adescte

apoiar ¥ conpussios sislados de L e

Concentracion . %
nghmt fession 1% visbilidad
o Swtracio spols 50 paiy I8% 345
Sxtractos &Aimﬁi?migr ; § g»g. i 3&*@ if?
(LU 2B ugml 54% Q8%
LIS udl LOB0 4l 15
Compusstos | Campuesia | 3 e 21dd
aislados | comauesto i 587 »300 =18
18 Indive de aspociicidad, Ol v O Cho Concemracion nhitdona S5,
Loncentracitn sintdxes MW

Y/{Iz

1 axfracto apolar nhibe an slevado porcentaie s rephoacthin wal sin mostrar
towicidad g las concentraciones ensayadas. Las fracciones obienidas son lodas
activas. Lo compussios denominados compuesio | y compussto . son
capacss de intubiv fa replicacion viral con concantmaciongs inhibilorias 50 (Ghey
gda 14 uM y 887 ulM v sin mostrar toxicidad (Cls: > 100 uddh

sompuesio | an ja Ines celular MT-S infeciada con af vitug VIN recombnante
NL4 3-Henilla (Figurs 1) Bl compuasic denominade compussie | progenta ung
capacidad de inhibicsn de ia replicaion virsl a concentradiones inhibitarias &G
{Claad tgual 3 1.4 1M y no musstra toxicidad va gus su concentracion cloloxioa
R0 on mayor 8 100 {0 » 100 ub). Su inwdics de sspecificidad 1D o8 mayor de
T2 {(Figura 11

20
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Se evallia s actividad antiViH v Ia clotonividad del compuesto i gn s linsa

ootular MT-2 infectada con &l virus VIH recombinante NL4 3-Renilla. [FIG 71

£l compueste depominado compuesto i pregenia ung capacidad de inhibicién

de Ia replicacidn viral 8 concentraciones inhibitorias 50 (Clso) lgusl a 857 (M ¥

no muesies toxickdad ya que su conceniiagion citoldxica 50 a8 mawy 3 100

{005 » 100 W) Su indice de espedifividad 18 &g mavor de 1.8, (Figura 33

Asi puss, las ventajas v ol valor innovador de ssia invencidn radican sn

+ L3 wlentificacion de nuevas golividadss fanmscologicas antivirsles con
grandes posibiidades terapdulicas, muy alendas de os usos medioingiss
tradicionsles, a pattr de Lepidium mevenil, plania cullivada v uliizads en
alimentanion por los puehins andinos.

= La scthvidad radica en extracios allamente apolares, que ng hablagn sido
obtenidos haste of momends de g presarte svensidn.

+ Log compussios quimicos awsiades, denvados de un nuslen topiaz
Figural, contienen el atomo de azufre dentrn dal andllo v la disposicion de
fos nitrogenos os lotalmente novedosa respectn 3 obras mnlsculas
previamente aisiadas de L meyenit

= Bl mstode de extipoctin ulilizado, se baza gn solubilizacién de os

principios actives en un disolvente altaments apolar.

La purificacion del extracto apolar implics fases de concentracion, suspension
v sgparaciones por cromatografia en columna.

21
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REVINDICACIONES
1. Extracte de macs que comprands, al menes, un compussio, wo
sombinacionss de ollos wio sus saies Wo sus denvados quvados leedgim,

dexirdgiro v Is meazels racemica, de ssbuchis &

3 v
e Ha : .
Y 8 Fy
bt T
TR
R\ - & 3
& > NN
N Z
n %
- N
1w A

domdde Bi comprende sustituvanias sles como sesiamido, sufonamide,
donds RS ¥ B3 comprenden sustifluyeniss talss como protdn, msHl, sl
propd, sopropi, fandl, oxa! v donde R4 comprande sustituyentss falas como
aoatiin, Jeammosll, 2-aminopropil, 2eaminobull, -amingpentandl, 2-
13 aming J-mat byt Saminofenstl, Seaminontenil, S-aming t-propenil, 2w
aming t~buterdd, Z-amine 1opantentl, 2oamine Somelll obutand, 2-aming

Sfend Leatenil

4. Extracto de maca, segun reivindicagion 1, que comprende & compussio
Rt N-{d-goeti-4 S-dibidro~S-meli-S-dani-1 J4-tadigsoi-2-yl} acsdamida,
de formmulg L

<D

3. Exiracio de maea, segin reivindicadion 1, gue comprande e sampussio 8-

Tk
41

fondimidazol2, 1-b}-1.3 A-tisdiazob-S-sulfonamida,

22
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i,
o
o
ot

Frocedimiento de oblencidn del sxtracto de maca, segin reivindicacion 1,
que camprendsy
A Fomera extraccion uliizando de disoheenie fipo aloano fusrtisments
apciar comg primer disohente,
& Concantragion def exiracio apolar,
o} Suspension en sloohol primarnio o mayor do B carbonns v oblencian

del sdiracts alochdlico.

Procedimiento de oblencuin de soracio de macs, segun reivindicacion 4,
donde a primars extraccian con discheente fusttements apolar tipe alcane

s realiza 2 partir del matenial vegelal basts agotamienta,

Frocedimiento de oblennidn de sxtracio de masa, segun reivindinasn §,

adonde e malerial vegetal extd fomado por raioes de Lepidivm mevend

Waip o Lepidium peruvianum Chacdn,

Procedimiento de oblencion de extracio de macs, segun raivindlionchwwes 4

a 8 donds ld concentranion del sxiracto apolar s realizy 8 prosdn

3

%
w

temperatue sontrolade desde 20 3 50°C,

Frocedimienio de oblancion de exiracio de macs, segun revindisacinss 4
g 7. donds of residuo seoo del primer exfracts se suspends an disohvente
alcohdlico mantsniendo 2 suspensidn 3 bais temperstura, entre 8y 1G,
duranta 12 a 34 horas,

23
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Procadimiento de oblencin de satracio da mads, ssgun reivindicasionas 4
a 8 dende iz fracodn soiubdzada en aicohol prmario no mayor de 8

Sachones e concenira hasia ghiener of regidun ssan.

Frocedimients de oblenoion de compuesios de sshuctura & a parle de
Mace qua comprende oblenar of exiracto do macs segin relvindicaciones

4 a 8y postenormente, separa ¥ raccionar el sxtracio oblenvle,

. Provadimients Jde oblencidn de compuasios de sstruches A 3 party de

masa, segun reivindicacidn 10, donde o fraccionamienio, separacton,
aiglamisnio ¥ punficacitn del oxtracto se malza por oromatogrsfis e

oolurtna de siics gal vy sephadex.

. Uso del exdragte de macs revindicads como agents anliviral

. Uso del sxivacin retvindinade pars & proparacidn de un medwamenta

Liso de compussios vio combmnacionss de ofing vo SUs 33ies vio sus
derfvados quirados levdgire, dexindgire v iz merals randmics, ds ssbuslura

(&Y oo agenies antivirales.
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DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria @ Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
X WO 2010/053573 A2 (KAWAOKA, Y. et al.) 14.05.2010, 15
pagina 5, lineas 1-4; pagina 38, lineas 13-33; reivindicacion 30.
Y 1-3,12-14
X YANG, Q. et al. “Effects of macamides on endurance capacity and anti-fatigue property 4-11
in prolonged swimming mice”. Pharmaceutical Biology 2016, Volumen 54, Nimero 5,
paginas 827-834. [Disponible en linea el 08.10.2015]. ISSN en linea: 1744-5116.
<DOI: 10.3109/13880209.2015.1087036>.
Ver pagina 828, Materiales y métodos. 1-3,12-14
Y
A Al, Z. et al. “Antidepressant-Like Behavioral, Anatomical, and Biochemical Effects of Petroleum 1-14
Ether Extract from Maca (Lepidium meyenii) in Mice Exposed to Chronic Unpredictable Mild
Stress”. Journal of Medicinal Food 2014, Volumen 17, Numero 5, paginas 535-542.
ISSN en linea: 1557-7600. <DOI: 10.1089/jmf.2013.2950>.
Ver pagina 535, resumen; pagina 536, Materiales y Métodos.
A DEL VALLE MENDOZA, J. at al. “Antiviral activity of maca (Lepidium meyenii) against 1-14
human influenza virus”. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine 2014, Volumen 7 (Suppl 1),
paginas S415-S420. [Disponible en linea el 20.09.2014]. ISSN 1995-7645.
<DOI: 10.1016/S1995-7645(14)60268-6>.
Ver pagina S415, resumen; pagina S418, tabla 1; pagina S419, columna 2.
A WANG, Y. et al. “Maca: An Andean crop with multi-pharmacological functions”. 1-14
Food Research International 2007, Volumen 40, paginas 783-792. ISSN: 0963-9969.
<DOI: 10.1016/j.foodres.2007.02.005>.
Ver pagina 783, resumen; paginas 784-787, apartado 2.
A MELNIKOVOVA, I. et al. “Macamides and fatty acids content comparison in maca cultivated 1-14

plant under field conditions and greenhouse”. Boletin Latinoamericano y del Caribe de
Plantas Medicinales y Aromaticas 2012, Volumen 11, Numero 5, paginas 420-427.
[Disponible en linea el 30.09.2012]. ISSN: 0717-7917.

Ver pagina 420, resumen; paginas 423-425, Resultados y Discusion.

Categoria de los documentos citados
X: de particular relevancia O: referido a divulgacion no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
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A: refleja el estado de la técnica

de presentacion de la solicitud

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201601013

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 07.12.2017

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-3,12-14 ]|
Reivindicaciones 4-11,15 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones ]|
Reivindicaciones 1-15 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201601013

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

D01 WO 2010/053573 A2 (KAWAOKA, Y. et al.) 14.05.2010
D02 YANG, Q. et al. Pharmaceutical Biology 2016, Vol. 54, N° 5, 08.10.2015
pp. 827-834

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud se refiere a un extracto de maca que comprende al menos un compuesto de férmula A con estructura de
tiadiazol, un procedimiento de obtencion del extracto de maca, el uso del extracto de maca como agente antiviral y para la
preparacién de un medicamento, una composicion farmacéutica que comprende el extracto y el uso de compuestos de
férmula A como agentes antivirales.

Novedad (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes 11/1986):

El documento D01 divulga compuestos de formula (XIll) que presentan un nucleo biciclico de imidazo[2,1-b]-1,3,4-tiadiazol
que se engloba dentro de la formula general A de la solicitud, y su uso como agentes antivirales (ver pagina 5, lineas 1-4).
En concreto se divulga el compuesto AEG 3482 (6-fenilimidazo[2,1-b]-1,3,4-thiadiazol-2-sulfonamida), que coincide
exactamente con el compuesto Il de la solicitud (ver pagina 38, lineas 13-29). El documento divulga también las
composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos (ver pagina 38, lineas 30-33) y el uso de los mismos para
preparar un medicamento para prevenir, inhibir y tratar una infeccion causada por un filovirus en un mamifero (ver
reivindicacién 30).

Por consiguiente, el objeto de la reivindicacion 15 no es nuevo a la luz de lo divulgado en el documento DO1.

El documento D02 divulga un extracto de maca (Lepidium meyenii Walp.) y un procedimiento para la preparacién del mismo
a partir de la raiz de la planta, que después de reducirse a polvo se extrae a reflujo con éter de petroleo a 50°C durante 30
minutos, y se somete a una extraccién ultrasénica durante 15 minutos, recogiéndose el filtrado por succién a vacio, y
repitiendo la operacion para obtener un filtrado conjunto que se concentra a presion reducida y a una temperatura de 48-
52°C, dando lugar a un extracto de éter de petréleo que posteriormente se disuelve en metanol, se filtra y se estandariza
mediante una columna de HPLC (ver pagina 828, Materiales y métodos). El ensayo de las macamidas presentes en el
extracto de maca obtenido indica que la N-benciloleoamida posee propiedades farmacéuticas contra la fatiga inducida por el
ejercicio fisico (ver pagina 827, resumen).

El procedimiento de obtencion del extracto de maca divulgado en el documento D02 comprende las mismas etapas que el
procedimiento de la solicitud, segun se define en las reivindicaciones, por lo que se considera que el objeto de las
reivindicaciones 4-11 no es nuevo segun lo divulgado en dicho documento DO2.

Actividad inventiva (Articulo 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986):

El documento D02 no menciona explicitamente la presencia de compuestos de formula A en el extracto de maca. Sin
embargo, teniendo en cuenta que el procedimiento de obtencién del extracto de maca de la invencién es idéntico al
procedimiento de obtencién de maca divulgado en el documento D02, se considera que los compuestos de férmula A deben
encontrarse de forma implicita en dicho extracto.

Aunque se pueda reconocer novedad al extracto de la reivindicacién 1 de la solicitud no es posible reconocer actividad
inventiva por los siguientes motivos:

La aportacion de la solicitud al estado de la técnica parece residir en la identificacion de los compuestos contenidos en el
extracto de maca, algunos de los cuales tienen actividad como antivirales.

En el documento D01 se encuentran divulgados compuestos antivirales con la estructura de tiadiazol y, en particular, la 6-
fenilimidazo[2,1-b]-1,3,4-thiadiazol-2-sulfonamida, como se ha mencionado anteriormente.
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La mera identificacion de compuestos en un extracto no puede conferir a éste actividad inventiva, teniendo en cuenta que el
aislamiento y elucidacion estructural de los componentes de una muestra forman parte de la actividad rutinaria del experto en
la materia del campo al que pertenece la invencion, sin que ello requiera el ejercicio de actividad inventiva por su parte.

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-3, relativas a un extracto de maca que comprende al
menos un compuesto de formula A con estructura de tiadiazol, y de las reivindicaciones 12-14, que se refieren al uso del
extracto de maca como agente antiviral y para la preparacién de un medicamento y a una composicién farmacéutica que
comprende el extracto, carecen de actividad inventiva a la luz de la combinacién de las ensefianzas técnicas divulgadas en
los documentos D01 y DO2.

En conclusion, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-15 no redne los requisitos de patentabilidad (novedad y
actividad inventiva) recogidos en el Articulo 4.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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