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@Resumen:

Uso de secoiridoides para el tratamiento o la
prevenciéon de enfermedades inflamatorias
inmunomediadas.

La presente invencién se refiere al uso de
secoiridoides, tales como oleaceina y oleocantal, para
prevenir o tratar enfermedades que provocan
alteraciones gastrointestinales inmunomediadas.
Ademas, la presente invencion se refiere a una
composicion farmacéutica o composicion nutracéutica
gque comprende dichos secoiridoides.
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DESCRIPCION

USO DE SECOIRIDOIDES PARA EL TRATAMIENTO O LA PREVENCION DE
ENFERMEDADES INFLAMATORIAS INMUNOMEDIADAS

La presente invencion se refiere al uso de secoiridoides, tales como oleaceina y
oleocantal, para evitar o tratar enfermedades que provocan alteraciones gastrointestinales
inmunomediadas. La presente invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas
o0 nutracéuticas que contiene dichos secoiridoides. Por lo tanto, la presente invencion

pertenece al campo técnico de la medicina, asi como a la industria de los alimentos.

ESTADO DE LA TECNICA

La enfermedad inflamatoria inmunomedida (IMID es una expresién usada para definir
un grupo de trastornos no relacionados y clinicamente heterogéneos, que se reconocen por
compartir mecanismos patdégenos inflamatorios comunes, siendo las enfermedades
autoinmunitarias un subconjunto de las IMID (Kuek A. et al., Postgrad Med J. 2007;83:251-
60). Las IMID representan un problema sanitario sustancial. La incidencia de estas
enfermedades autoinmunes e inflamatorias ha aumentado en todo el mundo, junto con un
diagnéstico mas temprano y un mayor conocimiento meédico. Estas enfermedades son muy
frecuentes en paises industrializados desarrollados, y existe la hipétesis que los cambios en
factores ambientales, tales como el estilo de vida moderno, los habitos alimenticios, el uso
de antibidticos y la higiene, tienen un papel fundamental. Los factores genéticos también son
determinantes cruciales de la susceptibilidad, de hecho, las IMID pueden coexistir dentro de
la misma familia. Ademas, esta ampliamente reconocido que los pacientes con IMID estan
en un mayor riesgo de desarrollar otras afecciones relacionadas con inflamacién. Por
ejemplo, los pacientes con espondilitis anquilosante frecuentemente desarrollaban iritis
(39 %), soriasis (16 %) y enfermedad inflamatoria intestinal (18 %). Las IMID se definen por
el sistema organico principal que se ve afectado; aunque estan asociadas con morbilidades
que se extienden mas alla del érgano diana principal. Por tanto, muchas afecciones en que
no hay sintomas localizados en el sistema gastrointestinal a menudo implican una disfuncién
gastrointestinal subyacente. Dado que la mucosa intestinal humana representa una de las
areas que se ven mas influenciadas por el entorno circundante, los microbios residentes han
surgido como unico 6rgano que determina constantemente la inmunidad y el metabolismo
del hospedador. Una hipdtesis emergente y atractiva es que en las IMID hay una
comunicacion mal regulada entre las células epiteliales intestinales, el microbiota y el
sistema inmune. Por tanto, una composicibn microbiana alterada, acoplada con una
permeabilidad intestinal aumentada se ha asociado recientemente con enfermedades
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autoinmunes, particularmente artritis reumatoide, diabetes de tipo 1, enfermedad de Crohn,
esclerosis multiple, enfermedad hepatica autoinmunitaria, espondilitis anquilosante, lupus
eritematoso diseminado y psoriasis/artritis psoriasica, entre otras.

La presente invencién se refiere a la busqueda de nuevos tratamientos para
enfermedades que provocan alteraciones intestinales inmunomediadas y describe una
nueva aplicacion farmacolégica de la oleaceina y el oleocantal como agentes que reducirian
notablemente rasgos caracteristicos principales de la disfuncion gastrointestinal, tales como
la permeabilidad intestinal aumentada, la estructura alterada de la mucosa incluyéndo la
inflamacion y el estres oxidativo en el intestino. La presente invencion usa la encefalomielitis
autoinmunitaria experimental (EAE) como modelo de IMID que desarrolla alteraciones
gastrointestinales (Nouri M. et al., PLoS One. 2014;9: e106335). Los ratones con EAE
muestran caracteristicas de dismotilidad gastrointestinal, presentan permeabilidad intestinal
aumentada, sobreexpresion de la proteina de uniones estrechas zonulina, alteraciones en la

morfologia intestinal e inflamacion en el intestino delgado.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion, los autores han descubierto que los secoiridoides, tales
como la oleaceina y el oleocantal, tienen efectos protectores sobre la integridad y la funcién
de la barrera hematoencefélica (BBB)/barrera intestinal, asi como sobre los eventos
oxidativos e inmunitarios-inflamatorios relacionados con alteraciones gastrointestinales

inmunomediadas.

Los secoiridoides son monoterpenoides derivados de iridoides de plantas basados
en la cadena principal 7,8-seco-ciclopenta[c]-piranoide (Rodriguez S. et al., Current Organic
Chemistry; 1998, 2, 627-648). La mayoria de los secoiridoides y los iridoides se han aislado
de plantas y se conocen aproximadamente 600 estructuras diferentes. Casi todos los
secoiridoides son glucosidos. Este grupo de fitoquimicos se produce ampliamente en la
naturaleza, y muestran una amplia gama de actividades biolégicas y farmacolodgicas,
incluyendo actividades antibacterianas, antineoplasicas, anticoagulantes, antifungicas,
antioxidativas, antiprotozoicas y hepatoprotectoras (Dinda B. et al., Chem Pharm Bull
(Tokio). Agosto de 2009;57(8):765-96).

Estos productos son sustancias naturales que pueden aislarse de las olivas, estos
compuestos podrian usarse como complemento de la dieta o en preparaciones
nutracéuticas.
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Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto de
férmula (1):

(1
sus sales, tautdmeros y/o solvatos de los mismos farmacéuticamente aceptablesen la que
Rs es un —OH o H para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades inflamatorias

inmunomedidas (IMID) que provocan alteraciones intestinales inmunomedidas.

Las enfermedades inflamatorias inmunomediadas que provocan alteraciones
intestinales inmunomediadas se seleccionan preferiblemente de la lista que comprende;
enfermedades inflamatorias del intestino, esclerosis multiple, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, enfermedad de Crohn, espondilitis anquilosante, lupus eritematoso
diseminado (SLE) y psoriasis/artritis psoriasica y miocarditis.

La expresion "sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos" se
refiere a sales o solvatos que, cuando se administran al destinatario, pueden proporcionar
un compuesto tal como el que se describe en este documento. La preparacién de sales y
derivados puede realizarse por métodos conocidos en el estado de la técnica.
Preferiblemente, "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y
composiciones que son fisiolégicamente tolerables y tipicamente no producen una reaccién
alérgica o una reaccion desfavorable similar, tal como molestias gastricas, vértigo y efectos
secundarios similares, cuando se administran a un ser humano. Preferiblemente, la
expresion "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora de
un gobierno federal o estatal o recogido en la farmacopea de Estados Unidos u otra
farmacopea generalmente reconocida para su uso en animales y, mas particularmente, en

seres humanos.

Los compuestos usados en la invencion pueden estar en forma cristalina, como
compuestos libres o como solvatos (por ejemplo, hidratos), y se entiende que ambas formas
estan dentro del alcance de la presente invencion. Los métodos de solvatacion en general
son conocidos en el estado de la técnica. Los solvatos adecuados son solvatos

farmacéuticamente aceptables. En una realizacion particular, el solvato es un hidrato.

Se entiende que "tautdmeros" son los dos isdmeros que difieren Unicamente en la
posicion de un grupo funcional porque entre las dos formas hay un equilibrio quimico en que
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se produce una migracién de un grupo o atomo.

Salvo que se indique de otro modo, los compuestos usados en la invencidon estan
destinados a incluir compuestos que difieren Unicamente en la presencia de uno o mas
atomos enriquecidos isotopicamente. Por ejemplo, compuestos que tienen las presentes
estructuras excepto por la sustitucion de un atomo de hidrogeno por un atomo de deuterio o
un atomo de tritio, o la sustitucion de un atomo de carbono por un atomo de carbono
enriquecido en ®C o C o un atomo de nitrégeno enriquecido en '°N estan dentro del
alcance de esta invencion.

En una realizacién particular, el compuesto de férmula (1) es oleaceina:

U\”\E

Oleaceina
En otra realizacién particular, el compuesto de férmula (I) es oleocantal:
O

H.C

OH
Oleocantal
En una realizacién particular, la dosis administrada de compuesto de férmula (1), sus
sales, tautébmeros y/o solvatos del mismo farmacéuticamente aceptables (a partir de ahora
en este documento los compuestos de la presente invencion) varia entre 5 mg/dia y
20 mg/dia, mas particularmente 10 mg por kg por dia.

Los compuestos de la presente invencion pueden administrarse por cualquier via de

administracion adecuada, por ejemplo: oral, parenteral (subcutanea, intraperitoneal,
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intravenosa, intramuscular, etc.), intranasal inhalados, etc.

La invencién también se refiere a una composicién que comprende los compuestos
de la presente invencion para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades
inflamatorias inmunomediadas que provocan alteraciones intestinales inmunomediadas.

La composicién podria ser una composicion farmacéutica o una composicion

nutracéutica.

La expresion composicién nutracéutica como se usa en este documento incluye
alimentos, productos alimenticios, complementos dietéticos, complementos nutritivos o

composicion de complemento para un alimento o un producto alimenticio.

En una realizacion particular, la composicion es una composicion farmacéutica, en la
que los compuestos de la presente invencidén se combinan con excipientes, adyuvantes y/o

vehiculos farmacéuticamente aceptables.

La expresion "excipientes, adyuvantes y/o vehiculos" se refiere a entidades
moleculares o sustancias mediante las que se administra el ingrediente activo. Dichos
excipientes, adyuvantes o vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como
agua y aceites, incluyendo los de origen del petréleo, animal, vegetal o sintético, tales como
aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y aceites similares,
excipientes, agentes disgregantes, humectantes o diluyentes. Los excipientes y vehiculos
farmacéuticos adecuados se describen en "Remington's Pharmaceutical Sciences" por E.W.
Martin.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse por cualquier via de
administracion adecuada, por ejemplo: oral, parenteral (subcutanea, intraperitoneal,

intravenosa, intramuscular, etc.), etc.

En una realizacién particular, dichas composiciones farmacéuticas pueden estar en
una forma farmacéutica de administracion oral, soélida o liquida. Ejemplos ilustrativos de
formas farmacéuticas de administracién oral incluyen comprimidos, capsulas, granulos,
soluciones, suspensiones, etc., y pueden contener excipientes convencionales tales como
aglutinantes, diluyentes, agentes disgregantes, lubricantes, humectantes, etc., y pueden
prepararse por métodos convencionales. Las composiciones farmacéuticas también pueden
adaptarse para administracion parenteral, en forma de, por ejemplo, soluciones,
suspensiones o productos liofilizados estériles en la forma galénica adecuada; en este caso,
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dichas composiciones farmacéuticas incluiran excipientes adecuados, tales como tampones,
tensioactivos, etc. En cualquier caso, los excipientes se eligen de acuerdo con la forma
farmacéutica de administracion seleccionada. Puede encontrarse una revision de las
diferentes formas farmacéuticas de administracion de farmacos y su preparacion en el libro
"Treatise on Galenic Pharmacy" de C. Fauli i Trillo, 10.2 Edicién, 1993, Luzan 5, S.A. de
Ediciones, o cualquier libro de caracteristicas similares en cada pais.

Los compuestos de la presente invenciéon pueden usarse junto con otros farmacos
adicionales para proporcionar un tratamiento combinado. Dichos farmacos adicionales
pueden formar parte de la misma composicion farmacéutica o, como alternativa, pueden
proporcionarse como una composicion separada para administracion simultanea o no con la

composicion farmacéutica que comprende los compuestos de la presente invencion.

Para uso terapéutico, los compuestos de la presente invencion estan en una forma
farmacéuticamente aceptable o estan sustancialmente puros, es decir, que tienen un nivel
farmacéuticamente aceptable de pureza excluyendo los aditivos farmacéuticos normales,
tales como diluyentes y vehiculos, y estan libres de cualquier material considerado toxico a
niveles de dosificacion normales. Los niveles de pureza para la sustancia activa son
particularmente por encima de un 50 %, mas particularmente por encima de un 70 % y aun
mas particularmente por encima de un 90 %. En una realizacién particular, los niveles del
compuesto con férmula (1), o sus sales o solvatos, estan por encima de un 95 %.

Como se ha dicho anteriormente, la invencion se refiere a compuestos de formula (1),
sus sales, tautdmeros y/o solvatos de los mismos farmacéuticamente aceptables o
composiciones para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades inflamatorias
inmunomediadas que provocan alteraciones intestinales inmunomediadas. Como alternativa,
la invencion se refiere a un método para tratar y/o prevenir enfermedades inflamatorias
inmunomediadas que provocan alteraciones intestinales inmunomediadas, que comprende
administrar un compuesto o una composicion de la invencién a un sujeto que lo necesita.
Como alternativa, la invencién se refiere al uso de un compuesto o una composicion de la
invencién para la preparacién de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedades inflamatorias inmunomediadas que provocan alteraciones intestinales
inmunomediadas.

Se entiende ampliamente que "tratamiento" se refiere a reducir el potencial de una
determinada enfermedad, reducir la aparicién de una determinada enfermedad y/o una
reduccion en la gravedad de una determinada enfermedad particularmente, a un grado que
el sujeto ya no padezca malestar y/o funcién alterada debido a ello. "Tratamiento" se refiere
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a proporcionar un beneficio terapéutico o un resultado clinico deseado, que no es
necesariamente una cura para una enfermedad o trastorno particular, sino que en su lugar
abarca un resultado que muy tipicamente incluye el alivio de la enfermedad, eliminacién de
la enfermedad, reduccion o alivio de un sintoma asociado con la enfermedad, prevencion de
una enfermedad secundario resultante de la aparicion de una enfermedad primaria,
disminucién del grado de la enfermedad, estabilizacion (es decir, no empeoramiento) del
estado patoldgico, retardo o ralentizacion de la progresién de la enfermedad, mejora o
paliacion del estado patolégico y remisidn (ya sea parcial o total), ya sea detectable o
indetectable de la enfermedad.

"Prevencion" pretende evitar la aparicion de dicha enfermedad. La prevencion puede
ser completa (por ejemplo, la ausencia total de una enfermedad). La prevencion también
puede ser parcial, de modo que, por ejemplo, la aparicion de una enfermedad en un sujeto
sea menor que la que se habria producido sin la administracién de los compuestos de la
presente invencion. La prevencion también se refiere a susceptibilidad reducida a una

afeccion clinica.

Salvo que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados
en este documento tienen el mismo significado que el comprendido habitualmente por un
experto en la materia a la que pertenece esta invencion. Pueden usarse métodos y
materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento en la practica de la
presente invencion. Durante toda la descripcidn y reivindicaciones, la palabra "comprender”
y sus variaciones no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes
o etapas. Llegara a ser evidentes para los expertos en la materia objetivos, ventajas y
caracteristicas adicionales de la invencion tras el examen de la descripcion o pueden
aprenderlos mediante la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos y dibujos se

proporcionan a modo de ilustraciéon y no pretender ser limitantes de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Fig. 1. El tratamiento con oleaceina (OLE) reduce el estrés oxidativo en tejido
de colon. Para examinar si el tratamiento con OLE evita la produccion del anién superéxido,
se aislo tejido de colon de ratones a los 21-23 dias después de la inmunizacion y se tifieron
con el marcador fluorescente por oxidacion, dihidroetidio, DHE. Imagenes representativas de
la tincion con DHE y grafico de barras que muestra la cuantificacion de fluorescencia roja de
secciones de colon de ratones control. C; de ratones control tratados con OLE, C+OLE; de
ratones inducidos, EAE; y de ratones inducidos tratados con OLE, EAE+OLE. La EAE
indujo acumulacion del anién superdxido en el colon. El tratamiento con oleaceina mejoro
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este parametro.

Fig. 2. El tratamiento con oleaceina (OLE) reduce los parametros de dafo
oxidativo en tejido de colon. Se usaron los niveles de expresion de malondialdehido, MDA
(A) y el poder antioxidante/reductor férrico, FRAP (B) en colon como indicadores de
respuestas protectoras. C, ratones sanos. C+OLE, ratones sanos tratados con OLE. EAE,
ratones inducidos. EAE+OLE, ratones inducidos tratados con OLE. Los graficos de barras
representan la media + DE de 5 animales. tp < 0,001 frente al control; y *p < 0,001 frente a
EAE.

Fig. 3. El tratamiento con oleaceina (OLE) reduce los pardmetros de dafio
intestinal. Se usaron niveles de expresion de CD14 soluble e iIFABP en suero como
marcadores subrogados de traslocacién microbiana e integridad de la barrera intestinal,
respectivamente. C, ratones sanos. C+OLE, ratones sanos tratados con OLE. EAE, ratones
inducidos. EAE+OLE, ratones inducidos tratados con OLE. Los graficos de barras
representan la media + DE de 5 animales. £p < 0,001 frente al control; y *p < 0,001 frente a
EAE.

Fig. 4. El tratamiento con oleaceina (OLE) reduce los parametros de
permeabilidad intestinal. Se prepararon sacos intestinales del colon (A) o ileon (B) de
ratones de los diferentes grupos experimentales. Los sacos se cargaron con dextrano
marcado con FITC (FD-40) y se colocaron en un bafo. Después de 120 min, se cuantifico la
concentracion de FD-40 presente en las soluciones del bafio. C, ratones sanos. C+OLE,
ratones sanos tratados con OLE. EAE, ratones inducidos. EAE+OLE, ratones inducidos
tratados con OLE. Los graficos de barras representan la media £ DE de 5 animales. $1fp <
0,05 frente al control; y ***p < 0,05 frente a EAE.

Fig. 5. El tratamiento con oleaceina (OLE) modula los parametros de lesion
intestinal. (A) Analisis histologico y cuantificacion de mucinas del colon. Para examinar si el
tratamiento con OLE evita una disminucion en el contenido de mucinas, se aislé el colon de
ratones a los 21-23 dias después de la inmunizacion y se tifieron con AB/PAS. C, ratones
sanos. C+OLE, ratones sanos tratados con OLE. EAE, ratones inducidos. EAE+OLE,
ratones inducidos tratados con OLE. (B) Expresion de galectina-3 (Gal-3) en tejido de colon
de todos los grupos experimentales. Los graficos de barras representan la media + DE de 5
animales. 1p < 0,01 frente al control; y ***p < 0,05 frente a EAE.

Fig. 6. El tratamiento con oleaceina (OLE) modula los parametros inflamatorios
en colon. Se uso la expresion de parametros relacionados con inflamacion como medidas



10

15

20

25

30

35

ES 2769901 Al

de respuestas protectoras: niveles del factor de necrosis tumoral a, TNFa (A), interleucina-1
B, IL-1B (B), interleucina-33, IL-33 (C) e interleucina-25, IL-25 (D) en colon, se usaron como
medidas para evaluar respuestas protectoras. C, ratones sanos. C+OLE, ratones sanos
tratados con OLE. EAE, ratones inducidos. EAE+OLE, ratones inducidos tratados con OLE.
Los graficos de barras representan la media + DE de 5-8 animales. $1p<0,01 y $1fp < 0,05
vs frente al control y **p < 0,01 y ***p < 0,05 frente a EAE.

Fig. 7. La oleaceina (OLE) inhibe las respuestas de células epiteliales
intestinales activadas, incluyendo la produccion de especies de reactivas oxigeno, ROS
(A); la induccion de citocinas inflamatorias tales como interleucina-8, IL-8 (B); la alteracion
de la funcién de barrera de monocapas de Caco-2 (C).

Las células epiteliales intestinales Caco-2 se pretrataron durante 30 minutos con las
dosis indicadas de OLE: (A) Después de 24 h de estimulacion con 400 uM de t-BOOH
(hidroperoxido de tert-butilo) o 500 uM de H,0,, se evalué la produccion de ROS intracelular
por analisis de citometria de flujo. El panel muestra la cuantificacion expresada en unidades
arbitrarias (A.U.). (B) Después de 24 h de estimulacion con 25 ng/ml de IL-1B, se midieron
los niveles de IL-8 en sobrenadantes del cultivo celular por ELISA comercial. (C) Después
de 24 h de estimulacion con 100 ng/ml de TNFa, se evalud la integridad de la monocapa por
mediciones de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y de la permeabilidad a FD-40.
Ip < 0,001 frente al control y *p<0,001, **p < 0,01 y ***p < 0,05 frente a estimulos sin OLE;
n= 3.

Fig. 8. El oleocantal (OLC) inhibe las respuestas de células epiteliales
intestinales activadas, incluyendo la produccién de especies reactivas de oxigeno, ROS
(A); la induccion de citocinas inflamatorias tales como interleucina-8, IL-8 (B); la alteracion
de la funcién de barrera de monocapas de Caco-2 (C).

Las células epiteliales intestinales Caco-2 se pretrataron durante 30 min con las
dosis indicadas de oleocantal (OLC): (A) Después de 24 h de estimulacién con 400 uM de t-
BOOH o 500 uM de H;0O,, se evalud la produccion de ROS intracelular por analisis de
citometria de flujo. El panel muestra la cuantificacion expresada en unidades arbitrarias
(A.U.). (B) Después de 24 h de estimulacion con 25 ng/ml de IL-13, se midieron los niveles
de IL-8 en sobrenadantes de cultivo celular por ELISA comercial. (C) Después de 24 h de
estimulacion con 100 ng/ml de TNFa, se evalué la integridad de la monocapa por
mediciones de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y la permeabilidad a FD-40. fp <
0,001 frente al control y *p<0,001, **p < 0,01 y ***p < 0,05 frente a estimulos sin OLE; n= 3.

10



10

15

20

25

30

35

ES 2769901 Al

EJEMPLOS

La invencion se ejemplificara, pero no necesariamente se limitara por los siguientes
experimentos.

Los ratones C57B/L inmunizados con un péptido de la glicoproteina de mielina de
oligodendrocitos (MOG), el modelo de EAE, desarrollan varios rasgos caracteristicos de
disfuncion gastrointestinal: permeabilidad intestinal aumentada, estructura alterada de la
mucosa incluyendo inflamacion en el intestino delgado y disbiosis. Por tanto, la EAE se ha
considerado como un modelo valioso para investigar las alteraciones gastrointestinales
inmunomediadas y para buscar nuevos tratamientos (E. T. Spear et al., "Altered
gastrointestinal motility involving autoantibodies in the experimental autoimmune

encephalomyelitis model of multiple sclerosis" 2018, DOI: 10.1111/nmo.13349).

En los experimentos, los autores de la invencidn usaron quince animales por grupo.
Se inmunizaron ratones C57BL con un péptido MOG para inducir la enfermedad EAE. La
inmunizacion se realizdé con 100 pg de un péptido parcial de la glicoproteina de mielina/ de
oligodendrocitos (MOG33-55) en adyuvante completo de Freund que contenia 4 mg de
Mycobacterium tuberculosis H37Ra en 1 ml. Los ratones se inmunizaron por inyeccién
subcutanea de esta emulsion en el dia 0. Ademas, en el dia 0 y 2, se les administro por via
intraperitoneal 300 ng/200 pl de toxina de Bordetella pertussis. La administracion de
10 mg/kg de oleaceina (OLE) acida se realizd por via intraperitoneal una vez al dia,
empezando en el dia de la inmunizacién. La oleaceina se aislé de un extracto de aceite de
oliva preparado usando el método de extraccién descrito por Karkoula E. (Karkoula E. et al.,
J Agric Food Chem. 2012;60:11696—11703). En resumen, se aisl6 oleaceina pura, asi como
oleocantal, de un extracto de aceite de oliva preparado usando el método de extraccién
similar al descrito a continuacién para la preparacion de muestras. Se mezclé aceite de oliva
(5,0 g) con ciclohexano (20 ml) y acetonitrilo (25 ml). La mezcla se homogeneizé usando
una mezcladora de vértice durante 30 s y se centrifugd a 4000 rpm durante 5 min. Una parte
de fase de acetonitrilo (25 ml) se recogi6, se mezclo con 1,0 ml de una solucion de
siringaldehido (0,5 mg/ml) en acetonitrilo y se evaporé a presion reducida usando un

evaporador giratorio (Buchi, Flawil, Suiza).

Estda ampliamente aceptado que la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) es una usual respuesta celular frente a desafios ambientales y/o fisiologicos, y hay
crecientes evidencias que implican la activacion de ROS en la génesis de la lesion intestinal.
Por ello, la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) se evalué en colon midiendo
la acumulacion de anion superoxido (O,7) in situ. Secciones de tejido se incubaron con DHE

11



10

15

20

25

30

35

ES 2769901 Al

y la fluorescencia roja del etidio se visualizé y cuantificé con un microscopio de fluorescencia
(fig. 1). La intensidad de las sefiales de fluorescencia se cuantific6 usando el programa
informatico Image J (NIH, Bethesda, MD, EE. UU.). La elevada fluorescencia roja en las
secciones de colon de ratones con EAE, en comparacion con la observada en los ratones
control, indicd s un exceso de los niveles de anién superoxido, y el tratamiento con OLE
previno esta acumulacién aumentada de O, .

Dado que el anion superoxido se ha implicado en la peroxidacion de lipidos, los
autores de la invencion evaluaron en colon los niveles de malondialdehido (MDA), como
productos finales de la peroxidacionlipidica (fig. 2A). El tejido de colon de ratones con EAE
mostro niveles significativamente aumentados de MDA en comparacién con el grupo control.
Mientras tanto, el tratamiento con OLE evit6 de forma eficaz estos aumentos. Asimismo, la
capacidad antioxidante, evaluada por un ensayo del poder antioxidante/reductor férrico
(FRAP), como marcador del estado antioxidante no enzimatico, se redujo significativamente
en el colon de ratones con EAE en comparacién con el grupo control (fig. 2B). El tratamiento
con OLE mostré una atenuacion significativa de esta disminucidon en comparaciéon con

ratones con EAE no tratados.

Los dafios intestinales debido a estresantes fisioldgicos, tales como el estrés
oxidativo, pueden contribuir a potenciar la alteracion de la barrera intestinal, por ello los
cambios de los marcadores serolégicos subrogados de permeabilidad intestinal alterada y
translocacion microbiana, elCD14 soluble e iFABP se evaluaron en el suero de ratones con
EAE no tratados y tratados con OLE. La induccion de EAE aumento significativamente los
niveles sericos de sCD14 e iIFABP en comparacion con los ratones control sanos, y el
tratamiento con OLE atenud significativamente esta respuesta (fig. 3).

A continuacion, los autores de la invencion analizaron el efecto protector de la OLE
sobre la funcion de la barrera intestinal por medicion ex vivo de la permeabilidad intestinal a
FD-40, usando un ensayo de saco intestinal no-invertido. La permeabilidad del ileon y del
colon a FD-40 en el grupo de EAE fue significativamente mayor en comparacion con el

grupo control (fig. 4A y B) y el tratamiento con OLE protegi6 contra este aumento.

Niveles altos de estres oxidativo en colon se ha relacionado directamente con una
reducciéon en el contenido de mucinas. El analisis combinado de tincion con azul
alciano/acido peryddico-Schiff (AB/PAS) se usé para evaluar la variacion en el contenido de
mucinas acidas y neutras en colon de ratones de los cuatro grupos experimentales (fig. 5A).
Las imagenes se cuantificaron usando el programa informatico Image J (NIH, Bethesda, MD,
EE. UU.). Las secciones de colon de ratones con EAE mostraron una disminuciéon sustancial
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en la tincion global de AB/PAS en comparacion con el grupo control, y la intervencién con
OLE evito esta disminucion significativa observada en los tejidos de ratones con EAE. El
tratamiento con OLE no afectd a la cantidad de células de Goblet tefidas acidas-positivas y
neutras-positivas en el colon de ratones del grupo control.

Los autores de la invencion también evaluaron los niveles de expresion de la
proteina endoégena de unién a galactosido, galectina-3, que se sabe que interactua con
mucinas del colon y desempefa un papel importante en el mantenimiento de la funcién de
barrera de la mucosa. Los niveles de galectina-3 disminuyeron en colon de ratones con
EAE, comparados con los de ratones control sanos, y el tratamiento con OLE evité esta
reduccion (fig. 5B).

Después de demostrar que la OLE protege de la ruptura de la permeabilidad
intestinal, se evalud si el tratamiento con OLE también evitaba un equilibrio alterado de
Th1/Th2 en colon. Los autores de la invencion descubrieron que la OLE reducia
significativamente los niveles de las citocinas TNFa e IL-1B, conocidas por ser
proinflamatorias, y observadas sobre-expresada en tejido de colon de ratones con EAE (fig.
2A). Ademas, la expresion de las citocinas inmunorreguladoras que desempenan funciones
importantes en la mejoria de los procesos patolégicos autoinmunitarios, tales como IL-25 e
IL-33, se encontré disminuida en el colon de ratones con EAE, y el tratamiento con OLE

protegio contra esta diminucion.

A continuacién, para evaluar si los efectos protectores encontrados in vivo en ratones
con EAE tratados con OLE implican acciones directas sobre las células que son esenciales
para mantener una barrera intestinal funcional, los autores de la invencién examinaron los
efectos de la OLE en monocultivos de células Caco-2, una linea celular epitelial humana
que se ha usado ampliamente como un modelo de la barrera epitelial intestinal (fig. 7).

Los autores de la invencion evaluaron la capacidad de la OLE de proteger las
monocapas de células Caco-2 del estrés oxidativo usando la sonda DCFH-DA y analisis de
citometria de flujo. Se observé una acumulacion notable de ROS en células Caco-2
estimuladas con H,O, y t-BOOH, en comparacion con las no tratadas, y el pretratamiento
con OLE anul6 esa respuesta (fig. 7A). Los autores de la invencién también investigaron la
capacidad de la OLE de regular la expresion de citocinas proinflamatorias y quimiotacticas,
tales como IL-8. La estimulacién de células Caco-2 con IL-13 dio lugar a un fuerte aumento
en la produccion de IL-8, mientras que la presencia de OLE inhibi6 la sobre-expresién de
esta quimioquina, de una manera dependiente de la dosis (fig. 7B).
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Los autores de la invencion también estudian el efecto de la OLE sobre la integridad
de la monocapa de células de Caco-2 mediante medidas de la resistencia eléctrica
transepitelial (TEER) y de la permeabilidad a FD-40. La estimulaciéon con TNFa indujo una
disminucion significativa en TEER y un aumento significativo en la permeabilidad a FD-40 en
las células Caco-2. El pretratamiento celular con OLE atenud esta disfuncién de la barrera
epitelial inducida por TNFa. La presencia de OLE a las dosis usadas no afecté a la funcion
basal de la barrera epitelial de Caco-2 (fig. 7C).

Finalmente, los autores de la invencion también evaluan los efectos protectores de
otro secoiridoide natural: el oleocantal (OLC) en células Caco-2, una linea celular epitelial
humana que se ha usado ampliamente como modelo de la barrera epitelial intestinal, para
imitar las respuestas observadas en trastornos intestinales (fig. 8). El oleocantal se aisl6 de
un extracto de aceite de oliva preparado usando el método de extraccion descrito por
Karkoula E. (Karkoula E. et al., J Agric Food Chem. 2012; 60:11696—11703) como se indica

anteriormente.

Entonces, los autores de la invencion evaluaron la capacidad del OLC de proteger
las monocapas de células Caco-2 del estrés oxidativo usando la sonda DCFH-DA y analisis
de citometria de flujo. Se observd una acumulacion notable de ROS en las células Caco-2
estimuladas con H,O, y t-BOOH, en comparacion con las no tratadas, y el pretratamiento
con OLC anulé esa respuesta (fig. 7A). Los autores de la invencién también investigaron la
capacidad del OLC de regular la expresion de citocinas proinflamatorias y quimiotacticas,
tales como IL-8. La estimulacion de las células Caco-2 con IL-1B dio lugar a un fuerte
aumento en la produccion de IL-8, mientras que la presencia del OLC inhibié la sobre-
expresion de esta quimiocina de una manera dependiente de la dosis (fig. 7B).

Los autores de la invencién también estudian el efecto del OLC sobre la integridad
de la monocapa de células Caco-2 mediante medidas de la resistencia eléctrica
transepitelial (TEER) y de la permeabilidad a FD-40. La estimulacion con TNFa indujo una
disminucion significativa en TEER y un aumento significativo en la permeabilidad a FD-40 en
las células Caco-2. El pretratamiento celular con OLC atenud esta disfuncion de la barrera
epitelial inducida por TNFa. La presencia del OLC a las dosis usadas no afecté a la funcién

basal de la barrera epitelial de Caco-2 (fig. 7C).
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REIVINDICACIONES
1. Compuesto de formula (I):
R1j©/\/o
HO
(1

sus sales, tautomeros y/o solvatos farmacéuticamente aceptables,

enlaque Ryes-OHoH,
para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades inflamatorias inmunomediadas (IMID)

que provocan alteraciones intestinales inmunomediadas.

2. Compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el compuesto

de formula (I) es oleaceina:

T.
HO " l
H.C 0
3. Compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto
de formula (I) es oleocantal:
(o]
I
H.C
=
OH
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4, Compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el
que el compuesto se administra via oral, parenteral o intranasal.

5. Compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el
que el compuesto se administra a una dosis entre 5 mg/dia y 20 mg/dia.

6. Compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el
que la enfermedad inflamatoria inmunomediada que provoca alteraciones intestinales
inmunomediadas se selecciona de la lista que comprende; enfermedades inflamatorias del
intestino, esclerosis multiple, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfermedad de
Crohn, espondilitis anquilosante, lupus eritematoso diseminado (SLE) y psoriasis/artritis

psoriasica y miocarditis.

7. Una composicion que comprende el compuesto definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades
inflamatorias  inmunomediadas  (IMID) que provocan alteraciones intestinales
inmunomediadas.

8. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que la

composicion es una composicion farmacéutica o composicion nutracéutica.

9. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, que comprende

ademas otros farmacos adicionales para proporcionar un tratamiento combinado.

10. La composicion para su uso de acuerdo con cualquier de las reivindicaciones 7 a 9,
en la que la enfermedad inflamatoria inmunomediada que provoca alteraciones intestinales
inmunomediadas se selecciona de la lista que comprende; enfermedades inflamatorias del
intestino, esclerosis multiple, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, enfermedad de
Crohn, espondilitis anquilosante, lupus eritematoso diseminado (SLE) y psoriasis/artritis
psoriasica y miocarditis.
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