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DESCRIPCION
Agente antiinflamatorio que contiene acido graso raro
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un agente que contiene un acido graso raro como se define en el presente
documento para uso en la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, mas particularmente en el que
dicho agente utiliza la funcién fisiolégica, por ejemplo, una accién para suprimir una reaccion de inflamacion in vivo,
de &cidos grasos raros tales como el acido graso oxo, el acido graso hidroxilado y similares como se definen en el
presente documento. La presente invencidn también se refiere a dicho agente para su uso, en el que dicho agente es
un alimento, un producto farmacéutico, pienso y similares que contienen el agente.

Antecedentes de la técnica

La inflamacién es una reaccion de defensa de los organismos vivos que se observa cuando los tejidos biologicos
sufren una lesién por una infeccidon bacteriana, la accion de un factor fisico-quimico y similares, en donde la sustancia
causal de la lesion y los tejidos lesionados se eliminan de ese modo. Con respecto a la reaccion inflamatoria en
organismos vivos, se sabe que el éxido nitrico (NO) producido por el macréfago M1 actia como mediador. Si bien el
NO actia como un factor de defensa biolégica, exacerba la inflamacién cuando se produce en grandes cantidades
durante la inflamacién. Por ejemplo, en el tejido adiposo en estado obeso, la inflamacion se promueve mediante la
activacion mutua de adipocitos y macréfagos M1 activados, y se induce un estado de enfermedad. Por lo tanto, se
espera una accioén antiinflamatoria de una sustancia que suprime la produccién de NO por el macréfago M1.

Como un derivado de acido graso que muestra una accion antiinflamatoria, se han descrito los acidos grasos
hidroxilados producidos por lipoxigenasa. Por ejemplo, cuando se usa una lipoxigenasa de origen vegetal, se producen
acido 9-hidroxi-trans-10,cis-12-octadecadienoico, acido 13-hidroxi-cis-9,trans-11-octadecadienoico a partir de acido
linoleico; se producen ademds acido 13-hidroxi-10-oxo-trans-11-octadecenoico, acido 9-hidroxi-13-oxo-trans-10-
octadecenoico, acido 9-hidroxi-10-ox0-cis-12-octadecenoico, acido 13-hidroxi-12-o0xo-cis-9-octadecenoico mediante el
uso combinado con la hidroxi per6xido isomerasa, y se describe que estos acidos grasos hidroxilados y los acidos
grasos oxo tienen una accion antiinflamatoria (documento de patente 1). Ademas, como mediador lipidico
antiinflamatorio endégeno en mamiferos, se han descrito la forma epoxi y la forma hidroxilada de acidos grasos w3
como el acido eicosapentaenoico (EPA), el &cido docosahexaenoico (DHA) y similares, que se producen por la accién
de enzimas oxidantes como la lipoxigenasa, monooxigenasa y similares (documento de patente 2).

En cuanto a los acidos grasos raros como el acido graso hidroxilado, el acido graso oxo y similares, dado que se ha
descrito que una parte de los &cidos grasos oxo como el acido 9-oxo-octadecadienoico, el acido 13-oxo-
octadecadienoico y similares contenidos en el tomate tienen una actividad para mejorar enfermedades relacionadas
con el estilo de vida, como la mejora del metabolismo de los lipidos y similares (documento de patente 3, documentos
no de patente 1, 2), las funciones fisiolégicas de los acidos grasos raros estan llamando la atencién.

Con respecto a la produccion de acidos grasos raros, tales como &cido graso 0xo, acido graso hidroxilado y similares,
se ha descrito un método de produccion de acido graso hidroxilado en posicion C10 y acido graso oxo en posicion
C10, cada uno con 18 atomos de carbono, que utiliza deshidrasa de hidratacién derivada de lactobacillus plantarum,
y que fue descubierto por los inventores (documento de patente 4). Ademas, también se ha descrito un efecto de
mejora del metabolismo (documento de patente 5) y una accién protectora del intestino (documento de patente 6)
relacionados con estos acidos grasos hidroxilados en posicion C10 y acido graso oxo en posicién C10. Sin embargo,
se desconocen las funciones fisiologicas distintas de la mejora del metabolismo y la proteccion intestinal, por ejemplo,
funciones fisiolégicas como la accion antiinflamatoria y similares, de estos &acidos grasos hidroxilados, acidos grasos
0x0, asi como acidos grasos hidroxilados y acidos grasos oxo, en donde cada uno tiene un nimero de atomos de
carbono distinto de 18 o acido graso hidroxilado y acido graso oxo, en donde cada uno tiene un grupo hidroxilo, un
grupo carbonilo en una posicion distinta de la posicién C10.

[Lista de documentos]

[Documentos de patentes]

documento de patente 1: JP-A-2005-008594
documento de patente 2: WO 2012/023254
documento de patente 3: JP-A-2011-184411
documento de patente 4: WO 2013/168310
documento de patente 5: WO 2014/069227
documento de patente 6: WO 2014/129384
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[documentos no de patente]

documento no de patente 1: Kim Y-I, (2011), Mol. Nutr. Food Res., Vol.55, pag. 585-593
documento no de patente 2: Kim Y-I, (2012), PLoS ONE, vol.7, no.2, e31317
Compendio de la invencion

Problemas a resolver por la invencion

Un objeto de la presente invencién es dar a conocer un agente antiinflamatorio que contiene un acido graso raro como
se define en el presente documento, que suprime una reaccion inflamatoria, para uso en la profilaxis o el tratamiento
de una enfermedad inflamatoria.

Medios de resolver los problemas

Los presentes inventores han llevado a cabo estudios intensivos en vista de los problemas mencionados anteriormente
y encontraron que los acidos grasos raros tales como un &cido graso hidroxilado en posicién C10 que tiene 18 atomos
de carbono y un acido graso oxo en posicion C10 que tiene 18 atomos de carbono como se define aqui, obtenido
usando un grupo de enzimas saturantes de acido graso derivado de Lactobacillus plantarum y una reaccion de
oxidacion quimica, y un &cido graso hidroxilado en posicion C13 que tiene 18 atomos de carbono y un acido graso oxo
en posicion C13 que tiene 18 atomos de carbono como se define aqui, obtenido usando una hidratacion enzima
derivada de Lactobacillus acidophilus y una reaccion de oxidacion quimica y similares, que fueron descubiertos por
los inventores, tienen una accién antiinflamatoria convencionalmente desconocida basada en una accién para suprimir
la produccién de NO por el macréfago M1. Ademas, los presentes inventores han descubierto que los acidos grasos
raros mencionados anteriormente tienen un efecto de aumentar la resistencia de las células al estrés por H202 y un
efecto de aumentar la expresion de ARNm de la enzima antioxidante HO-1. Ademas, los presentes inventores han
encontrado que los &cidos grasos raros mencionados anteriormente suprimen la diferenciacion de monocitos y
macrofagos en macrofagos M1 induciendo directa o indirectamente la diferenciacion de monocitos y macréfagos en
macréfagos M2.

La presente invencién se ha completado en base a los hallazgos anteriores.
Por consiguiente, la presente invencion da a conocer lo siguiente:
[1] Un agente que comprende el siguiente acido graso:

(1) un &cido graso saturado o un &cido graso insaturado que tiene un doble enlace trans en la posiciéon 11 o al menos
un doble enlace cis en la posicién 6, la posicion 12, la posicién 15, que tiene 18 &tomos de carbono y un grupo hidroxilo
o grupo carbonilo en la posicién 10 seleccionado del grupo que consiste en acido 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico,
acido 10-hidroxi-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido 10-hidroxi-cis-6,cis-12-acido octadecadienoico, 10-hidroxi-cis-
6, cis-12, acido cis-15-octadecatrienoico, acido 10,12-dihidroxi-octadecanoico, acido 10-hidroxi-octadecanoico, acido
10-hidroxi-cis-15-octadecenoico, acido 10-hidroxi-cis-6-octadecenoico, acido 10-hidroxi-cis-6,cis-15-
octadecadienoico, acido 10-hidroxi-trans-11-octadecenoico, acido 10-hidroxi-trans-11,cis-15-octadecadienoico, acido
10-hidroxi-cis-6,trans-11-octadecadienoico, acido 10-hidroxi-cis-6, trans-11,cis-15-octadecatrienoico, acido 10-oxo-
cis-12-octadecenoico, acido 10-oxo-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido 10-oxo-cis-6,cis-12-octadecadienoico,
acido 10-oxo-cis-6, cis-12,cis-15-octadecatrienoico, acido 10-oxo-octadecanoico, acido 10-oxo-cis-6-octadecenoico,
acido 10-oxo-cis-15-octadecenoico, acido 10-oxo-cis-6,cis-15-octadecadienoico, acido 10-oxo-cis-6,trans-11-
octadecadienoico, &cido 10-oxo-trans-11,cis-15-octadecadienoico o 4&cido 10-oxo-cis-6, trans-11,cis-15-
octadecatrienoico,

(2) un acido graso saturado o un &cido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicién 6, la
posicion 9, la posicién 15, que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicién 13
seleccionado del grupo que consiste en acido 13-hidroxi-cis-9-octadecenoico, acido 13-hidroxi-cis-6,cis-9-
octadecadienoico, acido 13-hidroxi-cis-9,cis-15-octadecadienoico, acido 13-hidroxi-cis-6, cis-9,cis-15-
octadecatrienoico, acido 10,13-dihidroxi-octadecanoico, Aacido 10,13-dihidroxi-cis-6-octadecenoico, acido 10,13-
dihidroxi-cis-15-octadecenoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-6,cis-15-octadecadienoico, acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-6-
octadecenoico, acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-15-octadecenoico, acido 10-oxo -13-hidroxi-cis-6,cis-15-octadecadienoico,
acido 13-hidroxi-cis-5,cis-9-octadecadienoico, &cido 13-hidroxi-trans-5,cis-9-octadecadienoico, acido 13-oxo-cis-9-
octadecenoico, acido 13-0x0-cis-6,cis-9-octadecadienoico, acido 13-oxo-cis-9,cis-15-octadecadienoico, acido 13-oxo-
cis-6,cis-9,cis-15-octadecatrienoico, acido 10,13-dioxo-octadecanoico, acido 10,13-dioxo-cis-6-octadecenoico, acido
10,13-dioxo-cis-15-octadecenoico, acido 10,13-dioxo-cis-6, cis-15 octadecadienoico, &acido 13-oxo-cis-5,cis-9-
octadecadienoico o acido 13-oxo-trans-5, acido cis-9-octadecadienoico,

(3) un acido graso saturado o un acido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicién 5, la
posicién 8, la posicion 9, la posicion 14, la posicion 17, que tiene 18 o 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o
grupo carbonilo en la posicién 12 seleccionado del grupo que consiste en acido 12-hidroxi-cis-14-eicosenoico, acido
12-hidroxi-cis-14, cis-17-eicosadienoico, acido 12-hidroxi-cis-8,cis-14-eicosadienoico, acido 12-hidroxi-cis-5,cis-8-
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eicosadienoico, acido 12-hidroxi-cis-8, cis-14, cis-17-eicosatrienoico, acido 12-hidroxi-cis-5,cis-8, &acido cis-14-
eicosatrienoico, &acido 12-oxo-octadecanoico, &cido 12-oxo-cis-14-eicosenoico, &acido 12-oxo-cis-14,cis-17-
eicosadienoico, acido 12-oxo-cis-8,cis-14-eicosadienoico, acido 12-oxo-cis-5,cis-8-eicosadienoico, acido 12-oxo-cis-
8,cis-14,cis-17-eicosatrienoico o acido 12-oxo-cis-5,cis-8, cis-14-eicosatrienoico,

(4) un acido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicion 5, la posicién 8, la posicién 11, la
posicion 17, que tiene 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 15 seleccionado del
grupo que consiste en acido 15-hidroxi-cis-11-eicosenoico, acido 15-hidroxi-cis-11, acido cis-17-eicosadienoico, acido
15-hidroxi-cis-8,cis-11-eicosadienoico, acido 15-hidroxi-cis-5,cis-8,cis-11-eicosatrienoico, acido 15-hidroxi-cis-8,cis-
11,cis-17-eicosatrienoico, 4acido 15-hidroxi-cis-5,cis-11-eicosadienoico, acido 15-hidroxi-cis-5,cis-11,cis-17-
eicosatrienoico, acido 15-oxo-cis-11-eicosenoico, acido 15-oxo-cis-11,cis-17-eicosadienoico, acido 15-oxo-cis-8,cis-
11-eicosadienoico, acido 15-oxo-cis-5,cis-8,cis-11-eicosatrienoico, acido 15-oxo-cis-8,cis-11,cis-17-eicosatrienoico,
acido 15-oxo-cis-5,cis-11-eicosadienoico o acido 15-oxo-cis-5,cis-11,cis-17-eicosatrienoico, o

(5) un acido graso saturado que tiene 16 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 10
seleccionado del grupo que consiste en acido 10-hidroxi-hexadecanoico o acido 10-oxo-hexadecanoico,

para uso en la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria;
[2] el agente para usar de acuerdo con [1], que comprende el siguiente acido graso:

(1) un &cido graso saturado o un &cido graso insaturado que tiene un doble enlace trans en la posiciéon 11 o al menos
un doble enlace cis en la posicion 6, la posicion 12, que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo
carbonilo en la posicion 10 seleccionado del grupo que consiste en &cido 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico, acido 10-
hidroxi-octadecanoico, acido 10-oxo-cis-12-octadecenoico, acido 10-hidroxi-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido 10-
hidroxi-cis-6,cis-12-octadecadienoico, acido 10-oxo-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido 10-oxo-cis-6,cis-12-
octadecadienoico, acido 10-oxo-trans-11,cis-15-octadecadienoico o acido 10-oxo-cis-6,trans-11-octadecadienoico, o

(2) un &cido graso saturado o un &cido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicion 6, la
posicion 9, la posicién 15, que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicién 13
seleccionado del grupo que consiste en acido 13-hidroxi-cis-9-octadecenoico, acido 13-hidroxi-cis-6,cis-9-
octadecadienoico, acido 13-hidroxi-cis-9,cis-15-octadecadienoico, acido 10,13-dihidroxi-octadecanoico, acido 10,13-
dihidroxi-cis-6-octadecenoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-15-octadecenoico, acido 13-oxo-cis-9-octadecenoico, acido
13-0x0-cis-6,cis-9-octadecadienoico o acido 13-o0xo-cis-9,cis-15-octadecadienoico;

[3] el agente para usar de acuerdo con [1] o [2] para usar en la profilaxis 0 mejora de una enfermedad inflamatoria que
involucra macréfagos;

[4] el agente para usar de acuerdo con [1] 0 [2], en el que dicho agente es un alimento o un aditivo alimentario;
[8] el agente para usar de acuerdo con [1] o [2], en donde dicho agente es un producto farmacéutico;

[9] el agente para usar de acuerdo con [1] 0 [2], en el que dicho agente es un pienso o un aditivo para pienso.
[Efecto de la invencion]

En la presente invencion, se encontr6 que los acidos grasos hidroxilados tales como el acido 10-hidroxi-cis-12-
octadecenoico y el acido 13-hidroxi-cis-9-octadecenoico o acidos grasos oxo tales como acido 10-oxo-cis-12-
octadecenoico y acido 13-oxo-cis-9-octadecenoico (en lo sucesivo, también denominado derivado de acidos grasos
raros) tienen una accion antiinflamatoria que es una funcion fisiolégica convencionalmente desconocida.

La presente invencién da a conocer un agente antiinflamatorio que contiene un derivado de acido graso raro tal como
acido graso hidroxilado y similares como se define en el presente documento para uso en la profilaxis o el tratamiento
de una enfermedad inflamatoria, basada en la funcion.

[Breve descripcion de los dibujos]

La figura 1 muestra los resultados de la medicién de la cantidad de produccién de NO por el método de Griess, en el
que Cont. muestra el control negativo (adicién de etanol), Posi. muestra el control positivo (adiciéon de inhibidor de
fosforilacion de IkBa), y el eje vertical muestra la cantidad de produccion de NO.

La figura 2 muestra los resultados de medicién de la tasa de supervivencia celular en relacién con H202. A: Se usaron
varios compuestos (No. 11-No. 13), cada uno a 30 uM. B: El Compuesto No. 11 se us6 a 10, 20, 30 uM. Nor. muestra
células libres de un tratamiento con H202, Con. muestra el control negativo, tBHQ muestra el control positivo y el eje
vertical muestra la tasa de supervivencia celular.

La figura 3 muestra los resultados de medicion de la expresién de ARNm de la enzima antioxidante HO-1. A: Se usaron
diversos compuestos (No. 11-No. 13), cada uno a 30 pM. B: El Compuesto No. 11 se usé a 10, 30, 60, 90 uM. Con.
muestra el control negativo, tBHQ muestra el control positivo y el eje vertical muestra el nivel de expresion relativo de
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ARNm de HO-1.

La figura 4 muestra imagenes de transferencia Western y un grafico que exhibe los resultados de medicion de la
expresion intranuclear del factor de transcripcién Nrf2. -Con. muestra el control negativo, tBHQ muestra el control
positivo y el eje vertical muestra el nivel de expresion relativo de Nrf2 intranuclear.

La figura 5 muestra los resultados de medicion de la actividad de transcripcién del factor de transcripcion Nrf2. Con.
muestra el control negativo, tBHQ muestra el control positivo y el eje vertical muestra la actividad de luciferasa relativa.

La figura 6 muestra un programa de cultivo para inducir la diferenciacion de células derivadas de médula 6sea de raton
en macrofagos M2.

La Fig. 7 muestra la proporcion de células que tienen antigeno de superficie celular de macrofagos M2.
La figura 8 muestra la proporcién de células que tienen antigeno de superficie celular de macrofagos M2.
La figura 9 muestra la proporcién de células que tienen antigeno de superficie celular de macrofagos M2.
La figura 10 muestra la proporcién de células que tienen antigeno de superficie celular de macréfagos M2.
La Fig. 11 muestra un nivel de expresion de ARNm de Arginasa 1.

La figura 12 muestra un nivel de expresiéon de ARNm de IL-1p.

La figura 13 muestra un programa de cultivo para inducir la diferenciacion de células derivadas de médula 6sea de
raton en macrofagos M2.

La figura 14 muestra la proporcién de células que tienen antigeno de superficie celular de macréfagos M2.
La figura 15 muestra la proporcién de células que tienen antigeno de superficie celular de macréfagos M2.
La Fig. 16 muestra el nivel de expresion del ARNm de Arginasa 1.

La Fig. 17 muestra el nivel de expresion del ARNm de IL-18.

La figura 18 muestra el nivel de expresién de IL-4.

La figura 19 muestra el nivel de expresién de MCP-1.

[Descripcion de las realizaciones]

La presente invencién se explica en detalle a continuacion.

En la presente invencién, "antiinflamatorio” significa la supresion de la inflamacion in vivo. Para ser especificos, un
"agente antiinflamatorio” significa, por ejemplo, profilaxis y/o supresién de inflamacion tal como lesién de tejido
(reumatismo, arteriosclerosis, etc.) debido a enfermedad alérgica, inflamacién cronica y enfermedad de inflamacion
nerviosa.

Como indice de la actividad antiinflamatoria mencionada anteriormente, se puede medir la produccion de 6xido nitrico
(NO) por el macrofago M1. Si bien los macréfagos son un tipo de inmunocito que desempefia un papel central en el
mecanismo de defensa bioldgica contra la exposicién bioldgica a sustancias exégenas como bacterias patégenas y
similares que invaden desde el mundo exterior, cuando se activa el macrofago, se convierte en el macréfago M1 y
produce mediadores inflamatorios que incluyen NO, prostaglandina E2, citocinas como TNF-a y similares. La
produccion promovida de estos mediadores inflamatorios causa trastornos tisulares debido a la inflamacion crénica e
induce arteriosclerosis, reumatismo y similares. Por lo tanto, si se confirma que el derivado de acido graso raro de la
presente invencion mencionado a continuacién suprime la produccion de NO por el macréfago M1 activado por
lipopolisacarido (LPS), y cuando se suprime la produccion de NO, se puede considerar que el derivado de acido graso
raro tiene muy posiblemente un efecto antiinflamatorio o tiene definitivamente un efecto antiinflamatorio. Como un
ejemplo, la cantidad de produccion de NO se puede evaluar mediante el método de Griess, aunque el método no esta
limitado.

Como indice de la actividad antiinflamatoria mencionada anteriormente, ademas, se puede medir la tasa de
supervivencia celular en relacion con H202. H202 como oxigeno activo promueve la produccién de citocinas
inflamatorias y causa enfermedades inflamatorias como el macr6fago M1 mencionado anteriormente. La reduccion del
estrés oxidativo por H202 proporciona una accién antiinflamatoria. Por lo tanto, si se confirma si la tasa de
supervivencia de las células cultivadas en relacion con los incrementos de H202 por el derivado de acido graso raro
mencionado a continuacion de la presente invencion y, si aumenta la tasa de supervivencia, se puede considerar que
el derivado de acido graso raro tiene muy posiblemente un efecto antiinflamatorio o concretamente tiene un efecto
antiinflamatorio.
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Como indice de la actividad antiinflamatoria mencionada anteriormente, ademas, también se puede medir la promocion
de la expresion de hemo-oxigenasa (HO-1). HO-1 es una enzima importante como mecanismo de defensa en el cuerpo
que protege a las células del estrés oxidativo. La falta de HO-1 promueve el dafio celular debido al estrés oxidativo,
promueve la inflamacién; Por otro lado, la expresién promovida de HO-1 suprime el estrés oxidativo y suprime la
inflamacién debida a la lesion celular. Por lo tanto, si se confirma que la expresion de HO-1 en las células cultivadas
es promovida por el derivado de acido graso raro de la presente invencién mencionado a continuacién y, cuando se
promovié la expresion de HO-1, se puede juzgar que el derivado de &cido graso raro muy posiblemente que tenga un
efecto antiinflamatorio o que tenga un efecto antiinflamatorio.

Alternativamente, como indice de la actividad antiinflamatoria mencionada anteriormente, también se puede medir la
promocién de la expresion del factor de transcripcion intranuclear Nrf2. La expresion intranuclear de Nrf2 es promovida
y activada por una sustancia electréfila, oxigeno activo, estrés del reticulo endoplasmico y similares, y Nrf2 controla la
reaccion adaptativa al estrés oxidativo y suprime la inflamacién en animales superiores. Por lo tanto, si se confirma
que la expresion intranuclear de Nrf2 en las células cultivadas es promovida por el derivado de acido graso raro de la
presente invencion mencionado a continuacion y, cuando se promovié la expresion intranuclear de Nrf2, el derivado
de acido graso raro puede considerarse altamente posiblemente tenga un efecto antiinflamatorio, o tenga un efecto
antiinflamatorio. Alternativamente, si se confirma si la actividad de transcripcién de Nrf2 en las células cultivadas es
promovida por el derivado de acido graso raro de la presente invencion que se menciona a continuacion y, cuando se
promovié la actividad de transcripcidon de Nrf2, puede considerarse que el derivado de &cido graso raro muy
posiblemente tenga un efecto antiinflamatorio o tenga un efecto antiinflamatorio.

Alternativamente, como indice de la actividad antiinflamatoria mencionada anteriormente, también se puede medir un
marcador de expresion de macrofagos M2. El macrofago M1 se activa en la infeccién con bacterias, virus u hongos, y
produce un factor de necrosis tumoral (TNF), 6xido nitrico y citocinas como IL-6, IFN, IL-13 y similares, que son
importantes para la eliminacién de tales patégenos Por otro lado, los macréfagos M2 estan involucrados en infecciones
parasitarias, respuesta alérgica, metabolismo de las grasas, terapia de heridas, metastasis de cancer y similares. Se
sabe que los macroéfagos se diferencian en M1 o M2, y la proporcién de M1 se puede disminuir induciendo la
diferenciacion en M2, y en consecuencia de esto se suprime la inflamacion. Por consiguiente, si se confirma que la
expresion del antigeno de superficie celular expresada en macrofagos M2 y la expresién del marcador de ARNm
expresado en macréfagos M2 son promovidas por el derivado de acido graso raro de la presente invencién
mencionado a continuacion y, cuando se promovieron, se puede considerar que el derivado de acido graso raro muy
posiblemente tenga un efecto antiinflamatorio o un efecto antiinflamatorio.

En la presente invencion, el derivado de acido graso raro se refiere a un derivado de acido graso raro que puede
producirse usando un grupo enzimatico saturante de acido graso derivado de Lactobacillus plantarum y una reaccion
de oxidacion quimica (en adelante, en ocasiones, abreviado como "derivado de &cido graso raro LP"), y un derivado
de &cido graso raro que se puede producir usando una enzima de hidratacion derivada de Lactobacillus acidophilus y
una reaccion de oxidaciéon quimica (en lo sucesivo, a veces abreviado como "derivado de &cido graso raro LA").

El derivado de acido graso raro LP de la presente invencién se refiere a un acido graso que tiene 18 &tomos de carbono
y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 10. Como se usa en el presente documento, el acido graso que
tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicién 10 se refiere a un acido graso
hidroxilado que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo en la posicién 10 (en lo sucesivo, , abreviado como
"acido graso 10-hidroxi ") u oxoacido graso que tiene 18 atomos de carbono y un grupo carbonilo en la posicion 10 (en
lo sucesivo a veces abreviado como " acido graso 10-oxo"). El &cido graso que tiene 18 atomos de carbono y un grupo
hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 10 es un acido graso saturado o un &cido graso insaturado que tiene un
doble enlace trans en la posicion 11, o al menos un doble enlace cis en el 6 -posicion, la posicién 12, la posicién 15.
El acido graso insaturado puede tener ademas un doble enlace cis en la posicion 6 o en la posicién 15.

Mas especificamente, el acido graso saturado o el acido graso insaturado que tiene un doble enlace trans en la
posicion 11 o al menos un doble enlace cis en la posicion 6, la posiciéon 12, la posicion 15, que tiene 18 atomos de
carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicién 10 (preferiblemente, un acido graso saturado o un acido
graso insaturado que tiene un doble enlace trans en la posicién 11 o al menos un doble enlace cis en la posicion 6, la
posicion 12, que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 10) se selecciona
del grupo que consiste en &cido 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico, acido 10-hidroxi-cis-12,cis-15-octadecadienoico,
acido 10-hidroxi-cis-6,cis-12-octadecadienoico, acido 10-hidroxi-cis-6,cis-12,cis-15-octadecatrienoico, acido 10,12-
dihidroxi-octadecanoico, &acido 10-hidroxi-octadecanoico, &acido 10-hidroxi-cis-15-octadecenoico,10-hidroxi-cis-6-
octadecenoico, acido 10-hidroxi-cis-6,cis-15-octadecadienoico, acido 10-hidroxi-trans-11-octadecenoico, acido 10-
hidroxi-trans-11,cis-15-octadecadienoico, acido 10-hidroxi-cis-6,trans-11-octadecadienoico, acido 10-hidroxi-cis-6,
trans-11,cis-15-octadecatrienoico, acido 10 -oxo-cis-12-octadecenoico, acido 10-oxo-cis-12,cis-15-octadecadienoico,
acido 10-oxo-cis-6,cis-12-octadecadienoico, &cido 10-oxo-cis-6, cis-12,cis-15-octadecatrienoico, &acido 10-
oxooctadecanoico, acido 10-oxo-cis-6-octadecenoico, acido 10-oxo-cis-15-octadecenoico, acido 10-oxo-cis-6, cis-15-
octadecadienoico, acido 10-oxo-cis-6,trans-11-octadecadienoico, acido 10-oxo-trans-11,cis-15-octadecadienoico y
acido 10-oxo-cis-6, trans-11,cis-15-octadecatrienoico, preferiblemente acido 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico, acido
10-hidroxi-octadecanoico, acido 10-oxo-cis-12-octadecenoico, acido 10-hidroxi-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido
10-hidroxi-cis-6,cis-12-octadecadienoico, éacido 10-oxo-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido 10-oxo-cis-6,cis-12-
octadecadienoico, acido 10-oxo-trans-11,cis-15-octadecadienoico o acido 10-oxo-cis-6,trans-11-octadecadienoico,
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mas preferiblemente, acido 10-oxo-trans-11, cis-15-octadecadienoico o &cido 10-oxo-cis-6, trans-11-
octadecadienoico.

El derivado de acido graso raro LA en la presente invencién se refiere a un acido graso que tiene 18 &tomos de carbono
y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicién 13, un acido graso que tiene 16 atomos de carbono y un grupo
hidroxilo o grupo carbonilo en la 10 posicion, un acido graso que tiene 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o
grupo carbonilo en la posicion 15 o un &cido graso que tiene 18 o 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo
carbonilo en la posicion 12.

En la presente invencion, un acido graso que tiene 18 &tomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la
posicion 13 se refiere a un acido graso hidroxilado que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo en la posicién
13 (en lo sucesivo, a veces abreviado como "acido graso 13-hidroxi "), 0 un &cido graso oxo que tiene 18 atomos de
carbono y un grupo carbonilo en la posicion 13 (en lo sucesivo a veces abreviado como "acido graso 13-0x0"). Como
se usa en el presente documento, un acido graso que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o un grupo
carbonilo en la posicién 10 y la posicion 13 (en lo sucesivo a veces se abreviara como "acido graso 10,13-dihidroxi" o
"acido graso 10,13-dioxo"), y un &cido graso que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo en la posicion 13 'y
un grupo carbonilo en la posicién 10 (en lo sucesivo, a veces abreviado como" acido graso 10-oxo-13-hidroxi" ) también
se incluyen en una realizacion del "acido graso 13-hidroxi" o "acido graso 13-oxo". Ademas, el acido graso que tiene
18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 13 es un &cido graso saturado o un &cido
graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicién 6, posicién 9, la posicion 15. Cuando el acido
graso que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 13 es un acido graso
insaturado, es preferible un acido graso insaturado que tenga un doble enlace cis en la posicién 9.

En la presente invencién, ademas, el acido graso que tiene 16 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o un grupo
carbonilo en la posicién 10 se refiere a un acido graso hidroxilado que tiene 16 atomos de carbono y un grupo hidroxilo
en la posicién 10 (de aqui en adelante a veces se abreviara como "acido graso 10-hidroxi") o un acido graso oxo que
tiene 16 atomos de carbono y un grupo carbonilo en la posicién 10 (en lo sucesivo se abreviara en ocasiones como
"acido graso 10-oxo0"). Ademas, el acido graso que tiene 16 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o un grupo
carbonilo en la posicion 10 es un acido graso saturado o un acido graso insaturado.

En la presente invencién, el &cido graso que tiene 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la
posicion 15 se refiere a un acido graso hidroxilado que tiene 20 4&tomos de carbono y un grupo hidroxilo en la posicién
15 (en lo sucesivo, a veces abreviado como "acido graso 15-hidroxi"), o acido graso oxo que tiene 20 atomos de
carbono y un grupo carbonilo en el 4cido graso en la posicién 15 (en lo sucesivo a veces abreviado como "acido graso
15-0x0"). Ademas, el acido graso que tiene 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion
15 es un &cido graso saturado o un acido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicion 5, la
posicion 8, la posicion 11, la posicion 17.

En la presente invencion, el acido graso que tiene 18 o 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo
en la posicién 12 se refiere a un acido graso hidroxilado que tiene 18 o0 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo en
la posicién 12 (de aqui en adelante a veces se abreviara como "acido graso 12-hidroxi"), o un acido graso oxo que
tiene 18 o0 20 atomos de carbono y un grupo carbonilo en la posicién 12 (en adelante se abreviara a veces como "acido
graso 12-oxo"). Ademas, el acido graso que tiene 18 o 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo
en la posicion 12 es un acido graso saturado o un acido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en
la posicion 5, la posicion 8, la posicidn 9, la posicion 14, la posicion 17. Ademas, también es preferible un acido graso
saturado que tenga 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo en la posicion 12.

Mas especificamente, el &cido graso saturado o el acido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en
la posicion 6, la posicion 9, la posicion 15, que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en
la posicién 13 se selecciona del grupo que consiste en acido 13-hidroxi-cis-9-octadecenoico, acido 13-hidroxi-cis-6,cis-
9-octadecadienoico, acido 13-hidroxi-cis-9,cis-15-octadecadienoico, acido 13-hidroxi-cis-6,cis-9,cis-15-
octadecatrienoico, acido 10,13-dihidroxi-octadecanoico, Aacido 10,13-dihidroxi-cis-6-octadecenoico, acido 10,13-
dihidroxi-cis-15-octadecenoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-6,cis-15-octadecadienoico, acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-6-
octadecenoico, acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-15-octadecenoico , acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-6,cis-15-octadecadienoico,
acido 13-hidroxi-cis-5,cis-9-octadecadienoico, acido 13-hidroxi-trans-5,cis-9-octadecadienoico, acido 13-oxo-cis-9-
octadecenoico, acido 13-oxo-cis-6, acido cis-9-octadecadienoico, acido 13-oxo-cis-9,cis-15-octadecadienoico, acido
13-0x0-cis-6,cis-9,cis-15-octadecatrienoico, acido 10,13-dioxo-octadecanoico, acido 10,13-dioxo-cis-6-octadecenoico,
acido 10,13-dioxo-cis-15-octadecenoico, 10,13-dioxo-cis-6, acido cis-15-octadecadienoico, acido 13-oxo-cis-5, acido
cis-9-octadecadienoico y acido 13-oxo-trans-5,cis-9-octadecadienoico, preferiblemente, acido 13-hidroxi-cis-9-
octadecenoico, acido 13-hidroxi-cis-6,cis-9-octadecadienoico, acido 13-hidroxi-cis-9,cis-15-octadecadienoico, acido
10,13-dihidroxi-octadecanoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-6-octadecenoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-15-octadecenoico,
acido 13-oxo-cis-9-octadecenoico, 4acido 13-oxo-cis-9,cis-15-octadecadienoico o &cido 13-oxo-cis-6,cis-9-
octadecadienoico, mas preferiblemente, acido 13-oxo-cis-9,cis-15-octadecadienoico o &cido 13-hidroxi-cis-9, cis-15-
octadecadienoico.

El acido graso saturado que tiene 16 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 10 se
selecciona del grupo que consiste en acido 10-hidroxi-hexadecanoico y &cido 10-oxo-hexadecanoico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2810323 T3

El &cido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicién 5, la posicién 8, la posicién 11, la
posicion 17, que tiene 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 15, se selecciona
del grupo que consiste en acido 15-hidroxi-cis-11-eicosenoico, acido 15-hidroxi-cis-11, &cido cis-17-eicosadienoico,
acido 15-hidroxi-cis-8,cis-11-eicosadienoico, acido 15- hidroxi-cis-5, cis-8,cis-11-eicosatrienoico, acido 15-hidroxi-cis-
8, cis-11,cis-17-eicosatrienoico, acido 15-hidroxi-cis-5,cis-11-eicosadienoico, acido 15-hidroxi-cis-5, cis-11,cis-17-
eicosatrienoico, acido 15-oxo-cis-11-eicosenoico, acido 15-oxo-cis-11,cis-17-eicosadienoico, acido 15-oxo-cis-8, cis-
11-eicosadienoico, acido 15-oxo-cis-5,cis-8,cis-11-eicosatrienoico, acido 15-oxo-cis-8, cis-11,cis-17-eicosatrienoico,
acido 15-oxo-cis-5,cis-11-eicosadienoico y acido 15-oxo-cis-5, cis-11,cis-17-eicosatrienoico.

Un &cido graso saturado o un &cido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicién 5, la
posicion 8, la posicion 9, la posicion 14, la posicion 17, que tiene 18 o 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o
grupo carbonilo en la posicion 12 (preferiblemente, acido graso saturado que tiene 18 atomos de carbono y un grupo
hidroxilo en la posicion 12) se selecciona del grupo que consiste en acido 12-hidroxi-cis-14-eicosenoico, acido 12-
hidroxi-cis-14,cis-17-eicosadienoico, &cido 12-hidroxi-cis-8,cis-14-eicosadienoico, 4&cido 12-hidroxi-cis-5,cis-8-
eicosadienoico, &cido 12-hidroxi-cis -8,cis-14, cis-17-eicosatrienoico, &cido 12-hidroxi-cis-5, cis-8,cis-14-
eicosatrienoico, &cido 12-oxo-octadecanoico, &cido 12-oxo-cis-14-eicosenoico, &acido 12-oxo-cis-14,cis-17-
eicosadienoico, acido 12-oxo-cis-8,cis-14-eicosadienoico, acido 12-oxo-cis-5,cis-8-eicosadienoico, acido 12-oxo-cis-
8,cis-14,cis-17-eicosatrienoico y acido 12-oxo-cis-5,cis-8,cis-14-eicosatrienoico.

El derivado de &acido graso raro LP que se usard en la presente invencién se puede preparar por el método
de PCT/JP2012/78747 (WO 2013/168310) encontrado por los inventores. Ademas, el acido 10-hidroxi-cis-12-
octadecenoico se puede preparar en referencia a Biochemical and Biophysical Research Communications 416 (2011)
pag.188-193 y similares. Ademas, el derivado de &cido graso raro LA puede prepararse mediante el siguiente método.

Como el derivado de acido graso raro LA que se utilizara en la presente invencién, se produce un acido graso
hidroxilado a partir de un acido graso insaturado que tiene 16, 18, 20 atomos de carbono por una nueva enzima de
hidratacién de acido graso (FA-HY), y un el acido graso oxo puede producirse oxidando adicionalmente el grupo
hidroxilo del &cido graso hidroxilado mediante una reaccidén enzimatica o reaccién quimica.

La nueva enzima de hidratacién de acido graso "FA-HY" mencionada anteriormente es
(a) la proteina enzimatica que consiste en la secuencia de amino&cidos que se muestra en SEQ ID NO: 2,

(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que uno o varios aminoacidos en la secuencia
de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 2 se eliminan y/o sustituyen y/o insertan y/o agregan, y que tiene
una actividad enzimatica que tiene la proteina enzimatica que consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra
enla SEQID NO: 2,0

(c) una proteina codificada por una secuencia de bases que se hibrida a un acido nucleico que consiste en una
secuencia de cadena complementaria a la secuencia de bases que se muestra en la SEQ ID NO: 1 en condiciones
rigurosas, y que tiene una actividad enzimatica que tiene la proteina enzimatica que consiste en la secuencia de
aminodcidos que se muestra en la SEQ ID NO: 2.

Ejemplos mas especificos de (b) mencionada anteriormente incluyen una proteina que contiene (i) una secuencia de
aminoacidos que es la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 2, en la que se eliminan 1-20,
preferiblemente 1-10, mas preferiblemente 1-varios (5, 4, 3 0 2) aminoacidos , (ii) una secuencia de aminoacidos que
es la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 2, en donde se afiaden 1-20, preferiblemente 1-10,
mas preferiblemente 1-varios nimeros (5, 4, 3 0 2) de aminoacidos, (iii) una secuencia de aminodcidos que es la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 2, en la que se insertan 1-20, preferiblemente 1-10, mas
preferiblemente 1-varios (5, 4, 3 0 2) aminoacidos, (iv) una secuencia de aminodcidos que es la secuencia de
aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 2, en donde se sustituyen 1-20, preferiblemente 1-10, mas
preferiblemente 1-varios (5, 4, 3 0 2) aminoacidos con otros aminodacidos, o (v) una secuencia de aminoacidos obtenida
combinandolos. Cuando los aminoacidos con propiedades similares (p. €j., glicina y alanina, valina y leucina e
isoleucina, serina y treonina, acido aspartico y acido glutamico, asparagina y glutamina, lisina y arginina, cisteina y
metionina, fenilalanina y tirosina, etc.) se sustituyen unos con otros y similares, es posible un mayor nimero de
sustituciones y similares.

Cuando los aminoacidos se eliminan, sustituyen o insertan como se menciond anteriormente, las posiciones de
eliminacion, sustitucion e insercidbn no estan particularmente limitadas siempre que se mantenga la actividad
enzimatica mencionada anteriormente.

En (c) mencionado anteriormente, las "condiciones rigurosas” son condiciones bajo las cuales las secuencias de
nucleétidos que tienen una alta identidad, por ejemplo, identidad de 70, 80, 90, 95 0 99% o0 mas, se hibridan entre si,
y las secuencias de nucleétidos que tienen identidad inferior a eso no se hibridan; especificamente, condiciones de
lavado una vez, mas preferiblemente 2-3 veces, a la concentracion de sal y temperatura correspondientes a las
condiciones de lavado de hibridacion Southern general (60 °C, 1xSSC, 0,1% SDS, preferiblemente, 0,1xSSC, 0,1%
SDS , mas preferiblemente, 68 °C, 0,1xSSC, 0,1% SDS) y similares.
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Con respecto a los puntos (b) o (c) mencionados anteriormente, la actividad enzimatica que tiene la proteina enzimatica
que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID N¢: 2 no esta particularmente limitada siempre
que tenga al menos uno, preferiblemente todos, de (1) una actividad enzimatica capaz de convertir un acido graso
insaturado que tiene 18 atomos de carbono y un doble enlace cis en la posiciéon 12 (en adelante abreviado a veces
como "acido graso insaturado cis-12") utilizado como sustrato en un &cido graso hidroxilado que tiene 18 atomos de
carbono y un grupo hidroxilo en la posicién 13 (acido graso 13-hidroxi) (reaccion 1), (2) una actividad enzimatica capaz
de convertir un &cido graso insaturado que tiene 16 atomos de carbono y un doble enlace cis en la posicion 9 (en
adelante abreviado a veces como "acido graso insaturado cis-9")) utilizado como sustrato a un acido graso hidroxilado
que tiene 16 atomos de carbono y un grupo hidroxilo en la posicién 10 (acido graso 10-hidroxi) ) (reaccion 2), (3) una
actividad enzimatica capaz de convertir un acido graso insaturado que tiene 20 atomos de carbono y un doble enlace
cis en la posicién 14 (en adelante abreviado a veces como "acido graso insaturado cis-14")) utilizado como sustrato a
un acido graso hidroxilado que tiene 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo en la posiciéon 15 (acido graso 15-
hidroxi) (reaccién 3), (4) una actividad enzimdtica capaz de convertir un acido graso insaturado que tiene 18 o 20
atomos de carbono y un doble enlace cis en la posiciéon 11 ( en lo sucesivo a veces abreviado como "acido graso
insaturado cis-11")) utilizado como sustrato a un acido graso hidroxilado que tiene 18 o 20 atomos de carbono y un
grupo hidroxilo en la posicién 12 (acido graso 12-hidroxi) (reaccion 4 ), una actividad enzimatica capaz de convertir el
acido cis-4,cis-7,cis-10,cis-13,cis-16,cis-19-docosahexaenoico (DHA) en acido 14-hidroxi-cis-4,cis-7,cis-10,cis-16,cis-
19-docosapentaenoico (reaccion A) y una actividad enzimatica capaz de convertir el acido cis-9-tetradecenoico (acido
miristoleico) en acido 10-hidroxi-tetradecanoico (reaccion ).

El "acido graso insaturado cis-12", el "acido graso insaturado cis-9", el "acido graso insaturado cis-14"y el "acido graso
insaturado cis-11" mencionados anteriormente no estan particularmente limitados siempre que sean un acido graso
insaturado que tenga 18 atomos de carbono y un doble enlace cis en la posicién 12, un &cido graso insaturado que
tenga 16 atomos de carbono y un doble enlace cis en la posicion 9, un acido graso insaturado que tiene 20 atomos de
carbono y un doble enlace cis en la posiciéon 14, un &cido graso insaturado que tiene 18 o0 20 atomos de carbono y un
doble enlace cis en la posicion 11, respectivamente y, por ejemplo, se pueden mencionar acido graso insaturado
monovalente, acido graso insaturado divalente, acido graso insaturado trivalente, acido graso insaturado tetravalente,
acido graso insaturado pentavalente y similares.. En la presente memoria descriptiva, el "acido graso" abarca no solo
acidos libres sino también la forma de éster, sal con compuesto basico y similares. El "DHA" y el "acido miristoleico"
también abarcan no solo &cidos libres sino también la forma de éster, sal con compuesto basico y similares.

El FA-HY mencionado anteriormente puede aislarse de, por ejemplo, el hongo, medio de cultivo de Lactobacillus
acidophilus mediante una técnica de separacion y purificacion de proteinas conocida per se. Alternativamente, FA-HY
puede usarse como el hongo de Lactobacillus acidophilus que contiene FA-HY o sus restos fungicos. El hongo de
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Lactobacillus acidophilus que contiene FA-HY no estad particularmente limitado siempre que contenga el FA-HY
mencionado anteriormente y, por ejemplo, se puede mencionar NITE BP-01788 depositado el 17 de enero de 2014
en el Banco de Microorganismos de Patente NITE (NITE Patent Microorganisms Depositary, NPMD) y similares.
Alternativamente, FA-HY también se puede producir como una proteina recombinante aislando un gen que codifica
FA-HY, subclonandolo en un vector adecuado, introduciéndolo en un hospedante adecuado tal como Escherichia coli
y similares, y cultivandolo. FA-HY puede ser purificado o purificado en bruto. Alternativamente, la hidratasa puede
expresarse en hongos tales como Escherichia coli y similares, y puede usarse el hongo en si mismo o puede usarse
medio de cultivo del mismo. Asimismo, la enzima puede estar en la forma libre o inmovilizada por diversos vehiculos.

Como un vector que contiene un acido nucleico que codifica el FA-HY mencionado anteriormente, uno adecuado para
que se introduzca una célula hospedante con el vector puede seleccionarse apropiadamente de acuerdo con el objeto
(por ejemplo, expresién de proteinas) y puede usarse. En el caso de un vector de expresion, contiene el acido nucleico
de la presente invencién, que esta operativamente unido a un promotor apropiado, y preferiblemente contiene una
sefial de terminacion de la transcripcion, es decir, la region del terminador, en direccién 3’ del acido nucleico de la
presente invencion. Ademas, también puede contener un gen marcador de seleccién para la seleccion de un
transformante (gen de resistencia a farmacos, gen que complementa la mutacién auxotréfica, etc.). Ademas, puede
contener una secuencia que codifica una secuencia de etiqueta Util para la separacion y purificacion de la proteina
expresada y similares. A su vez, el vector puede incorporarse al genoma de una célula hospedante diana. El vector
de la presente invencion puede introducirse en una célula hospedante diana mediante un método de transformacion
conocido per se tal como un método celular competente, un método de protoplastos, un método de coprecipitacion de
fosfato de calcio y similares.

En la presente memoria descriptiva, la "célula hospedante" puede ser cualquier célula siempre que pueda expresar
un vector que contenga un &cido nucleico que codifique el FA-HY mencionado anteriormente, y puede ser una bacteria,
levadura, hongos, célula eucariota superior y similares. Los ejemplos de la bacteria incluyen bacterias grampositivas
como el bacilo, Streptomyces y similares, y bacterias gramnegativas como Escherichia coli y similares. Una célula
recombinante introducida con un vector que contiene un &cido nucleico que codifica FA-HY puede cultivarse mediante
un método conocido per se que es adecuado para la célula huésped.

La "purificacion" del FA-HY mencionado anteriormente puede realizarse mediante un método conocido per se, por
ejemplo, los hongos recogidos por centrifugacion y similares se rompen por ultrasonidos o perlas de vidrio y similares,
los sélidos, tales como restos celulares, se eliminan mediante centrifugacion y similares, y similares para dar una
disolucién enzimatica en bruto, que se somete a un método de extraccién de sales usando sulfato de amonio, sulfato
de sodio y similares, cromatografias tales como cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de filtracién en
gel, cromatografia de afinidad y similares, electroforesis en gel y similares.

El FA-HY mencionado anteriormente tiene, como se menciond anteriormente, una actividad enzimatica capaz de
convertir acido graso insaturado cis-12, acido graso insaturado cis-9, acido graso insaturado cis-14, acido graso
insaturado cis-11, DHA, &cido miristoleico utilizado como sustratos a &cido graso 13-hidroxi, acido graso 10-hidroxi,
acido graso 15-hidroxi, acido graso 12-hidroxi, acido 14-hidroxi-cis-4,cis-7,cis-10,cis-16,cis-19-docosapentaenoico,
acido 10-hidroxitetradecanoico, respectivamente. Por lo tanto, la presente descripcion también proporciona [1] un
método para producir acido graso 13-hidroxi a partir de acido graso insaturado cis-12 mediante una reaccion de
hidratacién usando el FA-HY (método de produccién 1) mencionado anteriormente, [2] un método para producir acido
graso 10-hidroxi a partir de acido graso insaturado cis-9 mediante una reaccién de hidratacion utilizando el FA-HY
mencionado anteriormente (método de produccién 2), [3] un método para producir acido graso 15-hidroxi a partir de
acido graso insaturado cis-14 mediante una reaccion de hidratacion utilizando el FA-HY mencionado anteriormente
(método de produccion 3), [4] un método para producir &cido graso 12-hidroxi a partir de acido graso insaturado cis-
11 mediante una reaccion de hidratacién utilizando el FA-HY mencionado anteriormente ( método de produccién 4),
[A] un método para producir acido 14-hidroxi-cis-4, cis-7,cis-10,cis-16,cis-19-docosapentaenoico a partir de DHA
mediante una reaccién de hidratacion utilizando el FA-HY mencionado (método de produccion A), y [I] un método para
producir acido 10-hidroxi-tetradecanoico a partir de acido miristoleico mediante una reaccién de hidratacién usando el
FA-HY de la presente invencién (método de produccion I).

Los ejemplos del "acido graso insaturado cis-12" en el método de produccién 1 mencionado anteriormente incluyen
acido cis-9,cis-12-octadecadienoico (acido linoleico), acido cis-6,cis-9,cis-12-octadecatrienoico (acido y-linolénico),
acido cis-9,cis-12,cis-15-octadecatrienoico (acido a-linolénico), acido cis-6, cis-9, cis-12,cis-15-octadecatetraenoico
(acido esteariddnico), asi como acido 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico, acido 10-hidroxi-cis-6,cis-12-octadecadienoico,
acido 10-hidroxi-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido 10-hidroxi-cis- 6,cis-12,cis-15-octadecatrienoico, acido 10-oxo-
cis-12-octadecenoico, &acido 10-oxo-cis-6,cis-12-octadecadienoico, &cido 10-oxo-cis-12,cis-15-octadecadienoico,
acido 10-oxo-cis-6,cis-12,cis-15-octadecatrienoico, acido cis-5,cis-9,cis-12-octadecatrienoico (acido pinolenico), acido
trans-5, cis-9,cis-12-octadecatrienoico (acido columbinico), que ahora son producibles por el documento WO
2013/168310, y similares. Estos sustratos pueden obtenerse por un método diferente a aquel del documento WO
2013/168310.

Los ejemplos del "acido graso 13-hidroxi" producido por el método de produccion 1 mencionado anteriormente incluyen
el &cido 13-hidroxi-cis-9-octadecenoico inducido a partir del &cido cis-9, cis-12-octadecadienoico (acido linoleico),
acido 13-hidroxi-cis-6,cis-9-octadecadienoico inducido a partir del acido cis-6,cis-9,cis-12-octadecatrienoico (acido y-
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linolénico), &cido 13-hidroxi-cis-9,cis-15-octadecadienoico inducido a partir de acido cis-9,cis-12,cis-15-
octadecatrienoico (acido a-linolénico), acido 13-hidroxi-cis-6,cis-9,cis-15-octadecatrienoico inducido por cis-6,cis-9,cis-
12, acido cis-15-octadecatetraenoico (acido estearidénico), acido 10,13-dihidroxi-octadecanoico inducido a partir del
acido 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-6-octadecenoico inducido a partir de 10-hidroxi-cis-
6,cis-12-octadecadienoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-15-octadecenoico inducido a partir del acido 10-hidroxi-cis-12,cis-
15-octadecadienoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-6,cis-15-octadecadienoico inducido por acido 10-hidroxi-cis-6,cis-
12,cis-15-octadecatrienoico, acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-6-octadecenoico inducido por el acido 10-oxo-cis-6,cis-12-
octadecadienoico, acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-15-octadecenoico inducido por el &cido 10-oxo-cis-12,cis-15-
octadecadienoico, acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-6,cis-15-octadecadienoico inducido por el acido 10-oxo-cis-6,cis-12,cis-
15-octadecatrienoico, acido 13-hidroxi-cis-5,cis-9- octadecadienoico inducido a partir del &cido cis-5, cis-9,cis-12-
octadecatrienoico (acido pinolenico), acido 13-hidroxi-trans-5,cis-9-octadecadienoico inducido a partir de acido trans-
5,cis-9,cis-12-octadecatrienoico (acido columbinico) y similares.

Los ejemplos del "acido graso insaturado cis-9" en el método de produccién 2 mencionado anteriormente incluyen
acido cis-9-hexadecenoico (acido pulmitoleico) y similares.

Los ejemplos del "acido graso 10-hidroxi" producido por el método de produccion 2 mencionado anteriormente incluyen
acido 10-hidroxi-hexadecanoico inducido a partir del &cido cis-9-hexadecenoico (4cido pulmitoleico) y similares.

Los ejemplos del "acido graso insaturado cis-14" en el método de produccién 3 mencionado anteriormente incluyen
acido cis-11,cis-14-eicosadienoico, acido cis-11,cis-14,cis-17-eicosatrienoico, acido cis-8,cis-11,cis-14-eicosatrienoico
(acido dihomo-y-linolénico), cis-5, cis-8, cis-11, acido cis-14-eicosatetraenoico (acido araquidonico),acido cis-8,cis-
11,cis-14,cis-17-eicosatetraenoico, acido cis-5,cis-11,cis-14-eicosatrienoico (acido sciadonico), acido cis-5, cis-11,cis-
14,cis-17-eicosatetraenoico (acido juniperénico) y similares.

Los ejemplos del "acido graso 15-hidroxi" producido por el método de produccion 3 mencionado anteriormente incluyen
acido 15-hidroxi-cis-11-eicosenoico inducido a partir del acido cis-11,cis-14-eicosadienoico, acido 15-hidroxi-cis-
11,cis-17-eicosadienoico inducido por &cido cis-11, cis-14,cis-17-eicosatrienoico, acido 15-hidroxi-cis-8,cis-11-
eicosadienoico inducido por acido cis-8, cis-11,cis-14-eicosatrienoico (acido dihomo-y-linolénico), &cido 15-hidroxi-cis-
5,cis-8,cis-11-eicosatrienoico inducido por &cido cis-5,cis-8,cis-11,cis-14-eicosatetraenoico (acido araquidénico), acido
15-hidroxi-cis-8, cis-11, acido cis-17-eicosatrienoico inducido por &cido cis-8, cis-11, cis-14,cis-17-eicosatetraenoico,
acido 15-hidroxi-cis-5,cis-11-eicosadienoico inducido por el acido cis-5, cis-11,cis-14-eicosatrienoico (acido
sciadoénico), acido 15-hidroxi-cis-5,cis-11,cis-17-eicosatrienoico inducido por &cido cis-5,cis-11,cis-14,cis-17-
eicosatetraenoico (acido juniperdnico) y similares.

Los ejemplos del "acido graso insaturado cis-11" en el método de produccién 4 mencionado anteriormente incluyen
acido cis-11-octadecenoico (acido cis-vaccénico), cis-11, acido cis-14-eicosadienoico, acido cis-11 cis-14,cis-17-
eicosatrienoico, 4acido cis-8, cis-11,cis-14-eicosatrienoico (acido dihomo-y-linolénico), &cido cis-5,cis-8,cis-11-
eicosatrienoico (acido Mead) , &cido cis-8, cis-11,cis-14,cis-17-eicosatetraenoico, &cido cis-5, cis-8, cis-11,cis-14-
eicosatetraenoico (acido araquidénico) y similares.

Los ejemplos del "acido graso 12-hidroxi" producido por el método de produccion 4 mencionado anteriormente incluyen
el acido 12-hidroxi-octadecanoico inducido a partir del acido cis-11-octadecenoico (acido cis-vaccénico), acido 12-
hidroxi-cis-14-eicosenoico inducido por el acido cis-11,cis-14-eicosadienoico, acido 12-hidroxi-cis-14,cis-17-
eicosadienoico inducido por el acido cis-11,cis-14,cis-17-eicosatrienoico, acido 12-hidroxi-cis-8,cis-14-eicosadienoico
inducido a partir de acido cis-8,cis-11,cis-14-eicosatrienoico (acido dihomo-y-linolénico), acido 12-hidroxi-cis-5,cis-8-
eicosadienoico inducido a partir de &cido cis-5,cis-8,cis-11-eicosatrienoico (acido Mead), acido 12-hidroxi-cis-8, cis-
14,cis-17-eicosatrienoico inducido por el acido cis-8, cis-11,cis-14,cis-17-eicosatetraenoico, acido 12-hidroxi-cis-5,cis-
8,cis-14-eicosatrienoico inducido a partir del acido cis-5,cis-8, cis-11,cis-14-eicosatetraenoico (acido araquiddnico) y
similares.

La reaccion de hidratacion puede realizarse en un tampdn adecuado (por ejemplo, tampdn fosfato, tampdn tris, tampon
borato, etc.) mezclando acido graso insaturado, que es un sustrato, y el FA-HY mencionado anteriormente a
concentraciones adecuadas e incubando la mezcla. La concentracion de sustrato es, por ejemplo, 1-1000 g/l
preferiblemente 10-500 g/I, mas preferiblemente 20-250 g/I. La cantidad del FA-HY mencionado anteriormente que se
va a ahadir es, por ejemplo, 0,001-10 mg/ml, preferiblemente 0,1-5 mg/ml, mas preferiblemente 0,2-2 mg/ml.

Se puede usar un "cofactor" para la reaccién de hidratacion (reaccion 1-4, reaccion A o reaccion ) y, por ejemplo, se
puede usar FAD y similares. La concentracién de adicién puede ser cualquiera siempre que la reaccion de hidratacién
se desarrolle eficientemente. Es preferiblemente de 0,001 a 20 mM, mas preferiblemente de 0,01 a 10 mM.

Ademas, se puede usar un "activador" para la reacciéon de hidratacién y, por ejemplo, se pueden mencionar 1 o 2
compuestos seleccionados del grupo que consiste en NADH y NADPH. La concentracion de adicién de los mismos
puede ser cualquiera siempre que la reaccién de hidratacion se desarrolle eficientemente. Es preferiblemente de 0,1
a 20 mM, mas preferiblemente de 1 a 10 mM.

La reaccion de hidratacion se realiza deseablemente a una temperatura preferible y en un intervalo de pH preferible
para el FA-HY mencionado anteriormente. Por ejemplo, la temperatura de reaccion es 5-50 °C, preferiblemente 20-45
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°C. El pH de la mezcla de reaccidn es, por ejemplo, pH 4-10, preferiblemente pH 5-9. El tiempo de reaccién no esta
particularmente limitado y es, por ejemplo, 10 min-72 h, preferiblemente 30 min-36 h.

En una realizacién preferible de la presente invencion, el FA-HY mencionado anteriormente se proporciona al sistema
de reaccion en forma de células recombinantes (por ejemplo, Escherichia coli, Bacillus subitilis, levadura, célula de
insecto, célula animal, etc.) introducidas con un vector de expresion que contiene un acido nucleico que lo codifica. En
este caso, la reaccion de hidratacién también se puede realizar cultivando las células en un medio liquido adecuado
para el cultivo de las células y agregadas con cofactor y un sustrato y, cuando sea necesario, un activador.
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Ademas, mediante una reaccién de deshidrogenacion u oxidacién quimica utilizando acido de cromo, se produce un
acido graso oxo que tiene 18 atomos de carbono y un grupo carbonilo en la posicién 13 (en adelante abreviado a
veces como "acido graso 13-ox0") a partir de acido graso 13-hidroxi obtenido en los métodos de produccién 1 a 4
mencionados anteriormente, método de produccion A, método de produccion | (reaccidn 5), un acido graso oxo que
tiene 16 atomos de carbono y un grupo carbonilo en la posicién 10 ( en adelante abreviado a veces como "acido graso
10-0x0") se produce a partir de acido graso 10-hidroxi (reaccion 6), un acido graso oxo que tiene 20 &tomos de carbono
y un grupo carbonilo en la posicion 15 (en lo sucesivo a veces abreviado como "&cido graso 15-0x0") se produce a
partir de acido graso 15-hidroxi (reaccién 7), un acido graso oxo que tiene 18 o0 20 atomos de carbono y un grupo
carbonilo en la posicion 12 (en lo sucesivo a veces abreviado como "acido graso 12-0xo0") se produce a partir del acido
graso 12-hidroxi (reaccién 8), acido 14-oxo-cis-4, cis-7,cis-10,cis-16,cis-19-docosapentaenoico se produce a partir del
acido 14-hidroxi-cis-4, cis-7 cis-10,cis-16,cis-19-docosapentaenoico (reaccién B ), y el &cido 10-oxo-tetradecanoico se
produce a partir del acido 10-hidroxi-tetradecanoico (reaccion II).

Por lo tanto, la presente descripcion también proporciona [5] un método para producir acido graso 13-oxo, que
comprende someter &cido graso insaturado cis-12 a una reacciéon de hidratacién usando el FA-HY mencionado
anteriormente para inducir acido graso 13-hidroxi, y someter el acido graso 13-hidroxi a una reaccion de
deshidrogenacion u oxidacion quimica (método de produccién 5), [6] un método para producir &cido graso 10-oxo, que
comprende someter el acido graso insaturado cis-9 a una reaccion de hidratacion utilizando el FA-HY mencionado
anteriormente para inducir acido graso 10-hidroxi y someter el acido graso 10-hidroxi a una reaccion de
deshidrogenacion u oxidacion quimica (método de produccién 6), [7] un método para producir &cido graso 15-oxo, que
comprende someter &cido graso insaturado cis-14 a una reacciéon de hidratacién usando el FA-HY mencionado
anteriormente para inducir acido graso 15-hidroxi, y someter el acido graso 15-hidroxi a una reaccion de
deshidrogenacion u oxidacion quimica (método de produccién 7), [8] un método de produccion acido graso 12-oxo,
que comprende someter el acido graso insaturado cis-11 a una reacciéon de hidratacion utilizando el FA-HY
mencionado anteriormente para inducir el acido graso 12-hidroxi, y someter el &cido graso 12-hidroxi a una reaccion
de deshidrogenacion u oxidacién quimica (método de produccién 8), [B] un método para producir acido 14-oxo-cis-
4,cis-7,cis-10,cis-16,cis-19-docosapentaenoico, que comprende someter DHA a una reaccion de hidratacion usando
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el FA-HY de la presente invencién para inducir acido 14-hidroxi-cis-4, cis-7, cis-10, cis-16, cis-19-docosapentaenoico,
y someter el acido 14-hidroxi-cis-4,cis-7, cis-10, cis-16,cis-19-docosapentaenoico a una reaccion de deshidrogenacion
u oxidaciéon quimica (método de produccion B), y [ll] un método para producir acido 10-oxo-tetradecanoico, que
comprende someter el &cido miristoleico a una reaccién de hidratacion utilizando el FA-HY de la presente invencion
para inducir acido 10-hidroxitetradecanoico, y someter el acido 10-hidroxitetradecanoico a una reaccion de
deshidrogenacion u oxidacién quimica (método de produccién ).

El "acido graso insaturado cis-12", "acido graso insaturado cis-9", "acido graso insaturado cis-14", "acido graso
insaturado cis-11" en los métodos de produccion 5-8 mencionados anteriormente son los mismos que los sustratos en
los métodos de produccion mencionados anteriormente 1-4.

Los ejemplos del "acido graso 13-oxo" producido por el método de produccién 5 mencionado anteriormente incluyen
acido 13-oxo-cis-9-octadecenoico inducido por acido cis-9,cis-12-octadecadienoico (acido linoleico), acido 13-oxo-cis-
6,cis-9-octadecadienoico inducido por el &cido cis-6, cis-9,cis-12-octadecatrienoico (&cido y-linolénico), acido 13-oxo-
cis-9,cis-15-octadecadienoico inducido por acido cis-9, cis-12, cis-15-octadecatrienoico (acido a-linolénico), acido 13-
oxo-cis-6,cis-9,cis-15-octadecatrienoico inducido por &cido cis-6,cis-9,cis-12,cis-15-octadecatetraenoico (acido
esteariddnico), acido 10,13-dioxo-octadecanoico inducido a partir del acido 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico o acido
10-ox0-cis-12-octadecenoico,10,13-dioxo-cis-6-octadecenoico inducido a partir de acido 10-hidroxi-cis-6,cis-12-
octadecadienoico o acido 10-oxo-cis-6,cis-12-octadecadienoico, acido 10,13-dioxo-cis-15-octadecenoico inducido a
partir de acido 10-hidroxi-cis-12,cis-15-octadecadienoico o &cido 10-oxo-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido 10,13-
dioxo-cis-6,cis-15-octadecadienoico inducido a partir del acido 10-hidroxi-cis-6, cis-12,cis-15-octadecatrienoico o &cido
10-ox0-cis-6,cis-12,cis-15-octadecatrienoico, acido 13-oxo-cis-5, cis-9-octadecadienoico inducido a partir de acido cis-
5,cis-9,cis-12-octadecatrienoico (acido pinolenico), acido 13-oxo-trans-5,cis-9-octadecadienoico inducido a partir de
acido trans-5,cis-9, cis-12-octadecatrienoico (acido columbinico) y similares.

Los ejemplos del "acido graso 10-oxo" producido por el método de produccién 6 mencionado anteriormente incluyen
el acido 10-oxo-hexadecanoico inducido a partir del acido cis-9-hexadecenoico (acido pulmitoleico) y similares.

Los ejemplos del "acido graso 15-oxo" producido por el método de produccién 7 mencionado anteriormente incluyen
acido 15-oxo-cis-11-eicosenoico inducido a partir de acido cis-11,cis-14-eicosadienoico, acido 15-oxo-cis-11,cis-17-
eicosadienoico inducido a partir de &cido cis-11,cis-14,cis-17-eicosatrienoico, acido 15-oxo-cis-8,cis-11-
eicosadienoico inducido a partir de &cido cis-8,cis-11,cis-14-eicosatrienoico (acido dihomo-y-linolénico), &cido 15-oxo-
cis-5,cis-8,cis-11-eicosatrienoico inducido a partir del acido cis-5,cis-8,cis-11,cis-14-eicosatetraenoico (acido
araquidénico), acido 15-oxo-cis-8, cis-11,cis-17-eicosatrienoico inducido a partir del acido cis-8, cis-11,cis-14,cis-17-
eicosatetraenoico, acido 15-oxo-cis-5,cis-11-eicosadienoico inducido por el acido cis-5,cis-11,cis-14-eicosatrienoico
(acido sciadonico), acido 15-oxo-cis-5,cis-11,cis-17-eicosatrienoico inducido por acido cis -5,cis-11,cis-14,cis-17-
eicosatetraenoico (&cido juniperdnico) y similares.

Los ejemplos del "acido graso 12-oxo" producido por el método de produccién 8 mencionado anteriormente incluyen
acido 12-oxo-octadecanoico inducido por acido cis-11-octadecenoico (acido cis-vaccénico), acido 12-oxo-cis-14-
eicosenoico inducido por el acido cis-11,cis-14-eicosadienoico, acido 12-oxo-cis-14,cis-17-eicosadienoico inducido por
el acido cis-11,cis-14,cis-17-eicosatrienoico, acido 12-oxo-cis-8,cis-14-eicosadienoico inducido a partir de acido cis-
8,cis-11,cis-14-eicosatrienoico (acido dihomo-y-linolénico), acido 12-oxo-cis-5,cis-8-eicosadienoico inducido a partir
de &cido cis-5,cis-8,cis-11-eicosatrienoico (acido de Mead), acido 12-oxo-cis-8, cis-14,cis-17-eicosatrienoico inducido
por acido cis-8,cis-11,cis-14,cis-17-eicosatetraenoico, acido 12-oxo-cis-5, cis-8,cis-14-eicosatrienoico inducido por el
acido cis-5,cis-8,cis-11,cis-14-eicosatetraenoico (acido araquid6nico) y similares.

La deshidrogenasa que se utilizara en los métodos de produccién 5 a 8 mencionados anteriormente, el método de
produccion B o el método de produccién Il no esta particularmente limitada siempre que sea una enzima capaz de
convertir acido graso 13-hidroxi, acido graso 10-hidroxi, acido graso 15-hidroxi, acido graso 12-hidroxi, acido 14-
hidroxi-cis-4,cis-7,cis-10,cis-16,cis-19-docosapentaenoico, acido 10-hidroxi-tetradecanoico utilizado como sustratos a
acido graso 13-oxo, acido graso 10-oxo, acido graso 15-o0xo, acido graso 12-oxo, acido 14-oxo-cis-4,cis-7,cis-10,cis-
16,cis-19-docosapentaenoico, acido 10-oxo-tetradecanoico, respectivamente y, por ejemplo, es preferible el acido
graso hidroxilado derivado de lactobacilos-deshidrogenasa (CLA-DH). Se prefiere mas CLA-DH derivado de
Lactobacillus plantarum, y particularmente se prefiere CLA-DH derivado de la cepa de L. plantarum FERM BP-10549
. CLA-DH se puede obtener por el método descrito en el documento JP-A-2007-259712, el método descrito en el
documento WO 2013/168310. La deshidrogenasa puede ser una purificada o purificada en bruto. Alternativamente, la
deshidrogenasa puede expresarse en hongos tales como Escherichia coli y similares, y puede usarse el hongo en si
mismo o puede usarse medio de cultivo del mismo. Ademas, la enzima puede estar en la forma libre o inmovilizada
por diversos vehiculos.

La reaccion de deshidrogenacion se realiza en un tampén adecuado (p. ej., tampon fosfato, tampon tris, tampoén borato,
etc.) mezclando acido graso 13-hidroxi, acido graso 10-hidroxi, acido graso 15-hidroxi, acido graso 12-hidroxi, como
sustratos y deshidrogenasa a concentraciones adecuadas e incubando la mezcla. La concentracién de sustrato es,
por ejemplo, 0,01-100 g/l, preferiblemente 0,05-50 g/l, mas preferiblemente 0,1-5 g/l. La cantidad de deshidrogenasa
a anadir es, por ejemplo, 0,001-10 mg/ml, preferiblemente 0,005-1 mg/ml, mas preferiblemente 0,05-0,2 mg/ml.
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Se puede usar un "cofactor” para la reaccién de deshidrogenacion y, por ejemplo, se pueden emplear NAD*, NADP+y
similares. La concentracion de adicion de los mismos puede ser cualquiera siempre que la reaccion de hidratacion se
desarrolle eficientemente. Es preferiblemente de 0,001 a 20 mM, mas preferiblemente de 0,01 a 10 mM.

La reaccion de deshidrogenacion se realiza deseablemente dentro de los intervalos de temperatura preferible y pH
preferible de deshidrogenasa. Por ejemplo, la temperatura de reaccién es 5-50 °C, preferiblemente 20-45 °C. El pH de
la mezcla de reaccién es, por ejemplo, pH 4-10, preferiblemente pH 5-9. El tiempo de reaccion no estéa particularmente
limitado y es, por ejemplo, 10 min-72 h, preferiblemente 30 min-36 h.

En una realizacion, la deshidrogenasa se somete al sistema de reaccion en forma de células recombinantes (por
ejemplo, Escherichia coli, Bacillus subtilis, levadura, célula de insecto, célula animal, etc.) introducidas con un vector
de expresidn que contiene un &cido nucleico que lo codifica. En este caso, la reaccién de oxidacion también se puede
realizar cultivando las células en un medio liquido adecuado para el cultivo de las células y agregadas con un sustrato
y, cuando sea necesario, un cofactor y un activador.

Ademas, al reemplazar la reaccion de deshidrogenacion con una oxidacion quimica usando acido crémico, se puede
obtener quimicamente un acido graso oxo similar al de la reaccién enzimatica.

Como la oxidacion quimica, se pueden mencionar métodos conocidos per se, por ejemplo, oxidacion de acido crémico,
preferiblemente oxidacion de Jones y similares. Como el acido cromico, se pueden emplear sales o complejos del
compuesto como el &cido crémico anhidro CrOs, acido cromico H2CrO4 y 4cido dicrémico H2Cr20y.

Para ser especificos, se anaden acido sulfurico (2,3 ml) y agua (7,7 ml) al &cido crémico anhidro (2,67 g), y se agrega
acetona (90 ml) a la mezcla para dar una disolucién de acido cromico. Se agregan 2 g de acido graso hidroxilado y 40
ml de acetona en un matraz Erlenmeyer, y la disoluciéon de acido crémico mencionada anteriormente se agrega por
una gota mientras se agita en un agitador sobre hielo. Cuando la disolucién cambia de azul a verde té, se detiene la
adicion gota a gota de la disolucién de acido cromico y se suspende la reaccion con alcohol isopropilico. El sedimento
precipitado se filtra a través de papel de filtro, se coloca en un embudo de separacién, se afiaden éter dietilico (150
ml) y agua Milli-Q (300 ml), la mezcla se agita bien y la capa de éter dietilico se lava varias veces con agua Milli-Q. A
la capa de éter dietilico, después del lavado, se le agrega una cantidad apropiada de sulfato de sodio (anhidro), la
mezcla se agita y se elimina el agua residual. El sulfato de sodio anhidro agregado se separa por filtracién con papel
de filtro, la capa de éter dietilico obtenida se concentra mediante un evaporador rotatorio, y se extraen el producto de
reaccion (acido graso oxo) y el sustrato sin reaccionar.

Un extracto obtenido por una reaccién de oxidacién con acido crémico anhidro (mezcla que contiene sustrato y
producto resultante (acido graso oxo)) se somete a cromatografia a presion moderada, una disolucién que sale de la
columna se recupera en fracciones. Cada fraccion recuperada se analiza por LC/MS y cromatografia de gases, las
fracciones que contienen acido graso oxo solo se recogen y se concentran mediante un evaporador rotativo. Una parte
del producto resultante final obtenido es metilesterificada, la pureza del acido graso oxo se evalla por cromatografia
de gases, y se puede obtener el acido graso oxo con una pureza no inferior al 98%.

Un agente antiinflamatorio que contiene el derivado de &cido graso raro de la presente invencién es para uso en la
profilaxis o mejora de enfermedades inflamatorias. La "enfermedad inflamatoria" no esta limitada siempre que
acomparie a una reaccion inflamatoria in vivo, y se prefiere una "enfermedad inflamatoria que involucre macréfagos".
Los ejemplos de la "enfermedad inflamatoria" incluyen gota, arteriosclerosis, Ulcera gastrica, nefritis (glomerulonefritis,
nefropatia por IgA, nefropatia diabética, etc.), enfermedad periodontal (inflamacion de las encias, pericoronitis, etc.),
hepatitis (hepatitis alcohdlica, hepatitis no alcohdlica, etc.) ), cirrosis, asma, bronquitis, infarto cerebral, aneurisma,
alergia tardia, endometriosis, sindrome de dificultad respiratoria aguda, trastorno por trasplante renal, infarto agudo
de miocardio, diabetes, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Crohn, dermatitis atépica, neumonia, artritis
(artritis de tipo reumatoide crénica, etc.), choque endotdxico, septicemia debida a infecciones, colitis ulcerosa croénica,
bronquitis crénica, cistitis, osteomielitis crénica, esofagitis erosiva, colangitis, colecistitis cronica, gastritis, inflamacién
crénica del cuello uterino, la siguiente enfermedad de inflamacién nerviosa, cancer causado por inflamacién y
similares. De estos, la "enfermedad inflamatoria que involucra macréfagos" incluye, por ejemplo, hepatitis, asma, lupus
eritematoso sistémico, enfermedad de Crohn, dermatitis atépica, artritis, neuropatia diabética y demencia.

Ademas, un agente antiinflamatorio que contiene el derivado de acido graso raro como se describe en el presente
documento también se puede aplicar a la profilaxis 0 mejora de enfermedades de inflamacién nerviosa. La
"enfermedad de inflamacién nerviosa " se refiere a una enfermedad causada por la inflamacion del nervio, y el agente
también se puede usar para la profilaxis o la mejora de la neuropatia diabética, la demencia (tipo Alzheimer, etc.), la
esclerosis multiple y similares. Alternativamente, un agente antiinflamatorio que contiene el derivado de acido graso
raro como se describe en el presente documento también se puede aplicar a la profilaxis o0 mejora del cancer causado
por la inflamacién. El "cancer causado por la inflamacion" es un cancer resultante de la inflamacion cronica, y el agente
también puede usarse para la profilaxis o la mejora de, por ejemplo, cancer de intestino grueso, cancer de pulmon,
cancer de vejiga, cancer de la cavidad bucal, cancer de lengua, cancer de piel, cancer de es6fago, melanoma, cancer
del conducto biliar, cancer de intestino grueso, cancer de vesicula biliar, cancer de estdmago, cancer de cuello uterino,
cancer de higado y similares.
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Ademas, el derivado de &cido graso raro como se describe en el presente documento también se puede usar como
un inhibidor del macréfago M1. El macréfago activado se convierte en macréfago M1, produce mediadores
inflamatorios como el éxido nitrico (NO), prostaglandina E2, TNF-a y similares, y causa inflamaciones crénicas. Como
se muestra en los ejemplos mencionados a continuacién, el derivado de acido graso raro de la presente invencion
tiene el efecto de suprimir la cantidad de produccion de NO por el macréfago M1 e inducir la diferenciacion de
macréfagos y monocitos, que es una célula progenitora del mismo, en macréfagos M2. La diferenciacion en
macréfagos M2 también puede ser inducida por una accion directa sobre monocitos 0 macréfagos antes de la
diferenciacion, asi como por una accién indirecta obtenida colocando el intestino en un ambiente dominante de citocina
Th2. Por lo tanto, las enfermedades inflamatorias que involucran a los macrofagos se pueden prevenir 0 mejorar
mediante la supresion de la produccién de NO por los macréfagos M1, y la supresion de la diferenciacién en
macréfagos M1 promoviendo la diferenciacion de macréfagos y monocitos en macréfagos M2.

Asimismo, el derivado de &cido graso raro que se describe en este documento también se puede usar como un
inhibidor de la muerte celular basado en el estrés oxidativo. El estrés oxidativo es un estrés causado por el oxigeno
activo, y los ejemplos del oxigeno activo incluyen H202, superéxido, radical hidroxi, oxigeno y similares. El oxigeno
activo promueve la produccion de citocinas inflamatorias y causa enfermedades inflamatorias. Por lo tanto, las
enfermedades inflamatorias se pueden prevenir o mejorar reduciendo el estrés oxidativo.

Alternativamente, el derivado de acido graso raro que se describe en el presente documento también se puede usar
como un promotor de la expresion de HO-1. HO-1 es una enzima importante como mecanismo de defensa en el cuerpo
que protege a las células del estrés oxidativo. La falta de HO-1 promueve el dafo celular debido al estrés oxidativo y
promueve la inflamacion. Por lo tanto, las enfermedades inflamatorias se pueden prevenir o mejorar promoviendo la
expresion de HO-1.

Ademas, el derivado de acido graso raro que se describe en el presente documento también se puede usar como un
promotor de la expresion intranuclear de Nrf2. Cuando se promueve la expresion intranuclear de Nrf2, Nrf2 controla la
reaccion adoptiva del estrés oxidativo y suprime la inflamacién. Por ende, las enfermedades inflamatorias se pueden
prevenir o mejorar promoviendo la expresién intranuclear de Nrf2.

Un agente antiinflamatorio (o inhibidor de macréfagos M1, inhibidor de la muerte celular basado en estrés oxidativo,
promotor de expresion HO-1 o promotor de expresidn intranuclear Nrf2) que contiene el derivado de &cido graso raro
para uso de acuerdo con la presente invencidén puede ser, por ejemplo, un producto farmacéutico, un alimento, un
pienso, un cosmético y similares, o el agente se puede afadir a estos.

La forma de dosificacion del producto farmacéutico incluye dispersién, granulo, pildora, capsula blanda, capsulas
duras, comprimido, comprimido masticable, comprimido de integracién rapida, jarabe, liquido, suspension, supositorio,
pomada, crema, gel, adhesivo, inhalante, inyeccion y similares. Una preparacion de los mismos se prepara segun un
método convencional. Dado que los derivados de &cidos grasos raros son poco solubles en agua, se disuelven en un
disolvente organico no hidréfilo, como aceite derivado de vegetales, aceite derivado de animales y similares, o se
dispersan o emulsionan en una disolucién acuosa junto con un emulsionante, un agente dispersante, un tensioactivo
y similares por un homogeneizador (homogeneizador de alta presién) y se utilizan.

Los ejemplos de los aditivos que pueden usarse para formular incluyen aceites animales y vegetales tales como aceite
de soja, aceite de cartamo, aceite de oliva, aceite de germen, aceite de girasol, grasa de res, aceite de sardina y
similares, polialcoholes tales como polietilenglicol, propilenglicol, glicerol, sorbitol y similares, tensioactivos tales como
éster de acido graso de sorbitan, éster de acido graso de sacarosa, éster de acido graso de glicerina, éster de acido
graso de poliglicerol y similares, excipientes como agua purificada, lactosa, almidén, celulosa cristalina, D-manitol,
lecitina, goma arabiga, disolucién de sorbitol, disolucién de carbohidratos y similares, edulcorante, colorante, ajustador
de pH, saporifero y similares. Una preparacion liquida puede disolverse o suspenderse en agua u otro medio adecuado
cuando esta en uso. Ademas, los comprimidos y los granulos pueden recubrirse mediante un método ya conocido.

Para la administracion en forma de inyeccion, es preferible la administracion intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, subcutanea, transdérmica, intraarticular, intrasinovial, intratecal, intraperidstica, sublingual, se prefieren
las administraciones orales y similares, y es particularmente preferible la administracion intravenosa o intraperitoneal.
La administracién intravenosa puede ser cualquiera de administracioén por goteo y administracién en bolo.

Cuando el agente antiinflamatorio para su uso segun la presente invencion es un alimento o un aditivo alimentario, la
forma del alimento no estd particularmente limitada siempre que permita la ingesta oral, tal como disolucion,
suspensioén, polvo, articulo formado sélido y similares. Los ejemplos especificos incluyen suplementos (polvo,
granulos, capsulas blandas, capsulas duras, comprimidos, comprimidos masticables, comprimidos de integracién
rapida, jarabe, liquidos, etc.), bebidas (bebidas de acido carbdnico, bebidas de acido lactico, bebidas deportivas,
bebidas de jugos de frutas, bebidas de vegetales, bebidas de leche de soya, bebidas de café, bebidas de té, bebidas
en polvo, bebidas concentradas, bebidas nutritivas, bebidas alcohdlicas, etc.), productos de confiteria (gominolas,
jaleas, chicles, chocolate, galletas, dulces, caramelo, confiteria japonesa, merienda, etc.) , alimentos instantaneos
(fideos instantaneos, alimentos de retorta, latas, alimentos para microondas, sopas instantaneas, sopas de miso,
alimentos liofilizados, etc.), aceites, alimentos con grasas y aceites (mayonesa, aderezo, mantequilla, crema,
margarina, etc.), productos con trigo molido (pan, pasta, fideos, mezcla para pasteles, miga de pan, etc.), condimentos
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(salsa, condimentos de procesamiento de tomate, condimentos de sabor, mezclas para cocinar, sopas, etc.), productos
carnicos procesados (jamdn, salchichas, etc.).

Los alimentos mencionados anteriormente pueden contener, cuando sea necesario, varios nutrientes, varias vitaminas
(vitamina A, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina C, vitamina D, vitamina E, vitamina K, etc.), varios
minerales (magnesio, zinc , hierro, sodio, potasio, selenio, etc.), fibra dietética, agente dispersante, estabilizante como
emulsionante y similares, edulcorante, componentes de sabor (acido citrico, acido malico, etc.), sabor, jalea real,
propdleos, Agaricus y similares.

Cuando el agente antiinflamatorio para su uso segun la presente invencién es un pienso o un aditivo para pienso, el
pienso es, por ejemplo, alimento para mascotas, aditivo para piensos o acuicultura y similares.

Cuando el agente antiinflamatorio para usar segun la presente invencién es un cosmético o un aditivo cosmético, el
cosmeético es, por ejemplo, crema, gel, leche para la piel, suero, ténico, esencia de microemulsién, mascara facial,
base, colorete labial, sombra de ojos, champu, acondicionador, aditivo de bafio y similares, y un sabor y similares
pueden mezclarse con ellos.

Solo se puede mezclar un tipo de derivado de acido graso raro con el producto farmacéutico, alimento, pienso,
cosmeético y similares para usar de acuerdo con la presente invencion o se pueden usar dos 0 mas tipos de los mismos
en combinacion.

La dosis del producto farmacéutico de la presente invencion o la cantidad de ingesta del alimento de la presente
invencion se puede determinar apropiadamente de acuerdo con la edad y el peso corporal de los pacientes o aquellos
que ingieren los mismos, los sintomas, el tiempo de administracién, la forma de administracion, el. método de
administracion, la combinacion de medicamentos y similares. Por ejemplo, cuando el producto farmacéutico de la
presente invencion se administra por via oral, la cantidad total del derivado de acido graso raro como ingrediente activo
es 0,02-100 mg/kg de peso corporal, preferiblemente 0,2-50 mg/kg de peso corporal, por dia para un adulto, o 0,002
mg-50 mg/kg de peso corporal, preferiblemente 0,02-50 mg/kg de peso corporal, por administracion parenteral, que
pueden administrarse una vez al dia o en varias (2-5) porciones por dia. Cuando se ingiere como alimento, se puede
agregar a un alimento de manera tal que la cantidad total de ingesta del derivado de acido graso raro como ingrediente
activo sea 1-6000 mg, preferiblemente 10-3000 mg, por dia para un adulto. La cantidad de ingesta del pienso de la
presente invencién y la cantidad de uso del cosmético de la presente invencion pueden determinarse cada una de
manera apropiada segun la cantidad de ingesta del alimento mencionada anteriormente y la dosis del producto
farmacéutico mencionada anteriormente.

La presente invencion se explica con méas detalle a continuacién haciendo referencia a los Ejemplos. Los ejemplos
son simples ilustraciones de la presente invencion y no limitan el alcance de la presente invencién de ninguna manera.

[Ejemplos]

Los siguientes derivados de acidos grasos raros (No. 4-No. 23) usados en la presente invencion se prepararon en
base a los métodos mencionados anteriormente, y otros acidos grasos (No. 1-No. 3, No. 24, LA, ALA, GLA) se
compraron como reactivos generales. BAY11-7082, que es un inhibidor de la fosforilacién de IkBa, se adquiri6 de
Cayman Chemical, y otros reactivos se adquirieron de Wako Pure Chemical Industries, Ltd. o Nacalai Tesque y otros.

No. 1: &cido trans-10,cis-12-octadecadienoico
No. 2: 4cido cis-9, trans-11-octadecadienoico
No. 3: &cido trans-9, trans-11-octadecadienoico
No. 4: &cido 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico
No. 5: &cido 10-hidroxi-octadecanoico
No. 7: &cido 10-hidroxi-cis-12, cis-15-octadecadienoico

No.

2
3
4
5
No. 6: &cido 10-oxo-cis-12-octadecenoico
7
8: 4cido 10-oxo-cis-12, cis-15-octadecadienoico
9

No. 9: &cido 10-oxo-cis-6, cis-12-octadecadienoico

No. 10: acido 12-hidroxi-octadecanoico (Referencia)

No. 11: acido 10-oxo-trans-11-octadecenoico (Referencia)
No. 12: acido 10-oxo-trans-11,cis-15-octadecadienoico

No. 13: acido 10-oxo-cis-6, trans-11-octadecadienoico
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No. 14: 4cido 13-hidroxi-cis-9-octadecenoico

No 15: acido 13-oxo-cis-9-octadecenoico

No. 16: acido 13-oxo0-cis-9,cis-15-octadecadienoico

No. 17: 4cido 13-oxo-cis-6,cis-9-octadecadienoico

No. 18: acido 10,13-dihidroxi-octadecanoico

No. 19: 4cido 13-hidroxi-cis-6,cis-9-octadecadienoico

No. 20: acido 10,13-dihidroxi-cis-6-octadecenoico

No. 21: acido 10-hidroxi-cis-6,cis-12-octadecadienoico
No. 22: acido 13-hidroxi-cis-9, cis-15-octadecadienoico
No. 23: acido 10,13-dihidroxi-cis-15-octadecenoico

No. 24: 4cido trans-9, trans-11,trans-13-octadecatrienoico
LA: &cido linoleico

GLA: &cido y-linolénico

ALA: &cido a-linolénico

tBHQ: terc-butilhidroquinona

Ejemplo 1 (evaluacion de la cantidad de produccion de NO por el método de Griess)

La linea celular similar a macréfagos derivada de raton RAW264.7 se sembr6é en una placa de 48 pocillos 1 x
105 células por pocillo. Después del cultivo durante 5 h, se afiadio lipopolisacarido derivado de Escherichia coli (LPS)
a 100 ng/ml durante 24 h para activar las células RAW264.7. Simultaneamente con LPS, se agregaron varios
compuestos (No. 1-No. 17, LA, ALA) a 10 uM, y se midi6 la concentracién de acido nitroso (NO2’), que es un 6xido de
oxido nitrico (NO) producido por activacion de macréfagos, en el medio de cultivo. La cantidad de NOz en el medio de
cultivo se cuantificé por el método de Griess y en referencia a Shan Lin et al., Molecular Nutrition and Food Research
57 (2013) pag. 1135-1144, "Auraptene suppresses inflammatory responses in activated RAW264 macrophages by
inhibiting p38 mitogen-activated protein kinase activation ", la seccién de Mediciones de materiales y métodos de
concentraciones de TNF-a, MCP-1 y NO. La cuantificaciéon se realizdé de hecho de la siguiente manera. Se recuper6
el medio de cultivo RAW264.7 tratado con LPS y diversos compuestos durante 24 h. Se mezclaron 0,2% de N-(1-
naftil) etilendiamina y 2% de sulfanilamida/10% de HsPOs a 1: 1 inmediatamente antes de la reaccion para dar un
reactivo de Griess, el medio de cultivo RAW264.7 y el reactivo de Griess se mezclaron a 1: 1y se hicieron reaccionar
a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de completar la reaccién, se midié la absorbancia a 550 nm. Se
utilizd NaNO2 como el producto estandar de NOz', y se calculé la concentracion de NO2z™ en el medio de cultivo. La
concentracién de la muestra se ajusté con etanol. Se us6 etanol como control negativo, y BAY11-7082 (5 uM), que es
un inhibidor de la fosforilacion de IkBa, se us6 como control positivo. Los resultados se muestran en la Fig. 1.

Ejemplo 2 (evaluacion de la actividad antiestrés para H202)

La linea celular HepG2 derivada del cancer de higado humano se cultivé en D-MEM (FBS al 10%, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml), se sembré en una placa de 96 pocillos a 3,0x10* células/pocillo y se cultivd a 37 °C, 5% de
COz2 por 24 h Varios compuestos (tBHQ, No. 11-No. 13) se disolvieron en D-MEM sin suero (100 U/ml de penicilina,
100 pg/ml de estreptomicina, 0,1% de BSA, 0,3% de etanol) para preparar medios de prueba con concentraciones
ajustadas. El sobrenadante se eliminé de la placa de 96 pocillos, el medio de prueba mencionado anteriormente se
anadié a 100 ull/pocillo, y las células se cultivaron a 37°C, 5% de COz2 por 24 h. Posteriormente, el sobrenadante se
retird nuevamente de la placa de 96 pocillos, se afiadié D-MEM 5 mM que contenia H202 (100 U/ml de penicilina, 100
pg/ml de estreptomicina) a 100 pl/pocillo, 37 °C, y las células se cultivaron a 5% de COz2 por 30 min. El sobrenadante
se retir6 de la placa de 96 pocillos, se afadié D-MEM que contenia reactivo WST-1 (7 pg/ml de 1-Methosy PMS, 33
pg/ml WST-1) a 100 pl/pocillo, las células se cultivaron a 37 °C, 5% de COz2 durante 2 horas, y se midio la absorbancia
a 450 nm. Los resultados se muestran en las Fig. 2A, B.

Ejemplo 3 (efecto sobre la expresion de ARNm de la enzima antioxidante HO-1)

Se sembraron células HepG2 en una placa de 24 pocillos a 1,5x10° células/pocillo, y se cultivaron a 37 °C, 5% de
COz2 por 24 h Varios compuestos (tBHQ, No. 11-No. 13) se disolvieron en D-MEM sin suero (100 U/ml de penicilina,
100 pg/ml de estreptomicina, 0,1% de BSA, 0,3% de etanol) para preparar medios de prueba con concentraciones
ajustadas. El sobrenadante se retird6 de la placa de 24 pocillos, el medio de prueba mencionado anteriormente se
anadié a 500 pl/pocillo, y las células se cultivaron a 37°C, 5% de CO2 por 6 h. Posteriormente, el sobrenadante se
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retir6 nuevamente de la placa de 24 pocillos, las células se lavaron dos veces con PBS estéril, y las células se
recuperaron usando 300 pl/pocillo de Sepasol. Se extrajo el ARN de las células recuperadas y se sintetiz6 el ADNc.
Se puso en practica el método de PCR en tiempo real utilizando el ADNc como plantillay SYBR Green, y se evalué la
expresion del ARNm de la enzima antioxidante HO-1. Se us6 GAPDH como estandar interno y se realizaron 43 ciclos
de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 15 minutos, reaccién de ampliacién a 95 °C durante 15 segundos y 60 °C
durante 30 segundos en condiciones de PCR. Los resultados se muestran en las Fig. 3A, B.

Ejemplo 4 (efecto sobre la expresion intranuclear del factor de transcripcion Nrf2 implicado en la reaccién antioxidante)

Se sembraron células HepG2 en una placa de 12 pocillos a 3,0x10* células/pocillo, y se cultivaron a 37 °C, 5% de
COz2 por 24 h Varios compuestos (tBHQ, No. 11-No. 13) se disolvieron en D-MEM sin suero (100 U/ml de penicilina,
100 pg/ml de estreptomicina, 0,1% de BSA, 0,3% de etanol) para preparar medios de prueba con concentraciones
ajustadas. El sobrenadante se retird de la placa de 12 pocillos, el medio de prueba mencionado anteriormente se
anadié a 1 ml/pocillo, y las células se cultivaron a 37°C, 5% de CO2 por 24 h Posteriormente, el sobrenadante se retird
nuevamente de la placa de 12 pocillos, las células se lavaron con PBS estéril y se disolvieron en 100 pl de tamp6n de
disolucién (HEPES-KOH 10 mM, sacarosa 250 mM, cloruro de potasio 10 mM, cloruro de magnesio 1,5 mM, EDTA 1
mM, EGTA 1 mM, céctel inhibidor de proteinasas, pH 7,6). La disolucién se centrifugé a 1.000xg, 4 °C durante 5
minutos, se retird el sobrenadante, se disolvieron los sedimentos celulares en 30 pl de tampdn de extraccidn de nucleo
(HEPES-KOH 20 mM, cloruro de sodio 100 mM, SDS al 1%, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, céctel inhibidor de proteinasa,
pH 6,8), y la mezcla se agité a 4°C durante 1 hora. Posteriormente, la disolucion se centrifugd a 10.000 x g, 4 °C
durante 15 minutos, el sobrenadante se recuper6 para dar una fraccion de nucleoproteina. El sobrenadante
mencionado anteriormente recuperado como la fraccion de nucleoproteina se midié para la concentracion de proteina
usando el kit Bio-Rad DC Protein Assay, diluido a la misma cantidad de proteina y se usé como muestra. A la muestra
mencionada anteriormente se afiadieron un tampén de carga y 2-mercaptoetanol, y la mezcla se llevé a ebullicién a
95°C durante 5 minutos. La muestra sometida a ebullicion mencionada anteriormente se aplicé en porciones de 20 pl
cada una a gel de concentracion al 5% y gel de electroforesis al 10%, y la mezcla se sometié a electroforesis a 20 mA
durante 20 miny 150 V durante 60 min. La proteina se transfiri6 del gel sobre una membrana de PVDF a 15 V durante
35 minutos, la membrana de PVDF después de la transferencia se sumergié en un tampén de blogueo y se mantuvo
durante la noche. Luego, la membrana PVDF se hizo reaccionar con un anticuerpo de conejo Nrf2 antihumano diluido
400 veces durante 2 horas, se lavé y se hizo reaccionar con IgG anti-conejo marcada con HRP diluida 500 veces
durante 1 hora. Usando Chemi-Lumi One Super, se detectd la banda en la membrana PVDF. Los resultados se
muestran en la Fig. 4.

Ejemplo 5 (efecto sobre la actividad de transcripcion del factor de transcripcion Nrf2 involucrado en la reaccién de
antioxidacién)

Las células PC12 de feocromocitoma medular de la glandula suprarrenal de rata que incorporan un vector de expresion
génica de luciferasa que contiene un gen de luciferasa unido a una regién promotora NQO1 de rata que contiene la
region de unién de Nrf2 de rata se cultivaron en D-MEM (alta glucosa, 15% de HS, 5% de FBS, 300 mg/ml de
higromicina B). Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos a 5,0 x 10* células PC12/pocillo, y se cultivaron
a 37 °C, 5% de CO2 por 24 h Varios compuestos (tBHQ, No. 11-No. 13) se disolvieron en D-MEM (alta glucosa, 15%
de HS, 5% de FBS, 300 mg/ml de higromicina B, 0,3% de etanol) para preparar medios de prueba con concentraciones
ajustadas. El sobrenadante se eliminé de la placa de 96 pocillos, el medio de prueba mencionado anteriormente se
anadié a 100 \ pl/pocillo, y las células se cultivaron a 37°C, 5% de COz2 por 9 h Posteriormente, el sobrenadante se
retird nuevamente de la placa de 96 pocillos, se afiadié reactivo de luminiscencia a 50 pl/pocillo y se midié la intensidad
de luminiscencia. Los resultados se muestran en la Fig. 5.

Ejemplo 6 (efecto para diferenciar macréfagos en macréfagos M2)

El ratén C57BL/6N (macho, de 6 a 12 semanas de edad) (material del experimento SHIMIZU) se sacrifico por
dislocacion cervical, y se aisl6 el fémur, incluida la articulacion de la rodilla y la articulacion de la cadera. El fémur se
transfiri6 a una placa de 100 mm (Thermo Fisher Scientific) que contenia medio RPMI 1640 (nacalai tesque), y el
liquido de la médula 6sea se recogié en la placa del fémur. Los agregados celulares en la placa se suspendieron y se
colocaron en un tubo de centrifugacién de 50 ml. Los agregados celulares suspendidos se centrifugaron a 1500 rpm
durante 10 minutos, el sobrenadante se elimind, los sedimentos celulares se suspendieron en 2 ml de tampén de lisis
RBC (tampén Tris-HCI 0,01 M que contenia 8,3 g/l de cloruro de amonio) y la suspensién se dejé reposar por 3 min.
Posteriormente, se afnadié el medio (8 ml) para interrumpir la reaccién por dilucién, la mezcla se centrifugd a 1500 rpm
durante 10 minutos, y se retir6 el sobrenadante. Se prepard una suspensién de células individuales de células
derivadas de médula 6sea a partir de los sedimentos celulares usando un filtro de células de 40 um (BD Bioscience).

Las células viables en las células derivadas de médula 6sea mencionadas anteriormente se contaron usando una
disolucién de tincién con azul de tripano (nacalai tesque), se sembraron en una placa de 100 mm a una densidad de
1,2x108 células/placa, y se cultivaron en una incubadora de CO2 de acuerdo con el programa descrito en la Fig. 6.
Como medio celular, se afadié medio RPMI 1640 con 10% de FBS (Biowest), 1% de penicilina/estreptomicina (nacalai
tesque), 20% (v/v) de medio acondicionado L929 y 55 um de B-mercaptoetanol (Gibco). En el dia 6 de cultivo, se
anadieron al medio IL-4 (20 ng/ml) y diversos compuestos (LA, GLA, ALA, No. ° 1-3, 7, 8, 9, 14-24) (30 pM). .
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(1) antigeno de superficie celular que se expresa en macréfagos M2

Se confirm6 el antigeno de la superficie celular que se expresa en el macréfago M2 a las 48 h de la adicién de IL-4 y
varios compuestos (LA, GLA, ALA, No.1-3, 7, 8, 9, 14-24). Primero, las células se recuperaron en un tubo Falcon de
4 ml (BD Bioscience) y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos para dar sedimentos celulares. Las células se
lavaron con tampén FACS (BSA al 0,1% (libre de acidos grasos) (nacalai tesque), y los sedimentos celulares se
uniformaron mediante golpeteo. Ademas, se afadi6 CD16/CD32 anti-ratén de rata purificado BD pharmingen™ (BD
Bioscience), y a la mezcla se le aplicaron golpecitos, y se mantuvo a 4 °C durante 10 minutos (bloqueo de Fc) .Para
detectar el antigeno de la superficie celular (CD206, F4/80) que se expresa en el macrofago M2, se afadié un
anticuerpo monoclonal marcado con fluorocromo (CD206 Alexa Fluor 647 anti-raton (BioLegend), F4/80 antigeno FITC
(eBioscience), y a la mezcla se le aplicaron golpecitos y se mantuvo a 4 °C durante 30 minutos. Posteriormente, las
células se lavaron con tampén FACS, los sedimentos celulares se uniformaron aplicando golpecitos, y se afnadio
Viability Dye 7-AAD (eBioscience). El antigeno de la superficie celular se midié con el citbmetro de flujo BD Accuri™
C6 (BD Bioscience). Para el analisis, se utiliz6 FlowJo™ (Tomy Digital Biology). Los resultados se muestran en las
figuras 7-10.

(2) Expresion de ARNm del macréfago M2

A las 24 h de la adicion de IL-4 y varios compuestos (ALA, No.7, 8, 16, 22, 23), se confirmé la expresién de ARNm
(Arginasa 1, IL-1B) de las células. Primero, las células se sembraron en un pocillo, se afadieron 700 pl de Sepasol
RNAlsuper (nacalai tesque) y la mezcla se agité durante 30 minutos. Las células se dispersaron y la dispersién se
transfiri6 a un tubo de 1,5 ml. Al tubo de 1,5 ml se afadieron 150 pl de cloroformo (nacalai tesque), se mezcld por
inversién, se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugé a 4 °C, 15.000 rpm durante 65
minutos. La capa acuosa (350 pl) se transfirié a otro tubo de 1,5 ml, se afiadieron adicionalmente 350 pl de isopropanol
(nacalai tesque). El tubo se mezcl6 invirtiendo, se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos y se centrifugo
a 4 °C, 15.000 rpm durante 65 minutos, y se retir6 el sobrenadante. Al precipitado se afadieron 500 ul de etanol al
75% (nacalai tesque) y la mezcla se centrifugd a 4 °C, 15.000 rpm durante 15 min, y la capa superior se eliminé. Esta
operacion se realizé dos veces en total. El precipitado obtenido (ARN total) se sec6 al aire durante aproximadamente
40 minutos, se disolvi6 en 20 ul de agua pura Ultra (Invitrogen), y se midié la concentracion de ARNm mediante Nano
Drop (Scrum). La concentraciéon de ARNm se ajusté con agua pura Ultra a 1000 ng/ul en hielo para dar una disolucion
de ARN. El cebador Oligo dT (Gibco) (1 ul) y la disolucién de ARN (10 pl) (1000 ng/ul) se agregaron a un tubo 8 de
0,2 ml, se incubaron en un termociclador a 70 °C durante 10 minutos para destruir la estructura de orden superior del
ARN. Asimismo, los reactivos que se muestran en la Tabla 1 se afnadieron al tubo 8 ml de 0,2 ml, y la mezcla se incubé
en un termociclador (TAKARA) a 42 °C durante 50 minutos y a 70 °C durante 15 minutos. Después de enfriar en hielo,
la mezcla de reaccién se recogi6 en el fondo del tubo mediante centrifugacién ligera, y se obtuvo ADNc.

Tabla 1

Muestra de ARN/mezcla de cebadores 10 pl
5 x tampon de transcripcion inversa (Promega) 4 pl

Inhibidor de la RNasa (TOYOBO) 0,5 ul
Mezcla de dNTP (TAKARA) 2,5 mM 2 ul

Agua libre de nucleasa 2,5l
Transcriptasa inversa Superscript (ll) (Promega) 1

Total 20 ul

El ADNc obtenido se diluy6 5 veces con agua pura Ultra. Se tom6 una disolucién de plasmido (5 pl) como el estandar
en un tubo de 0,6 ml y se diluyé 10 veces con agua pura Ultra (45 pl). Esta operacion se repitié y se produjo una
disolucion plasmidica diluida 102 a 10%eces. El reactivo que se muestra en la Tabla 2 por muestra se prepard en un
tubo de 1,5 ml y se dispensé a una placa de 96 pocillos por 12 ul cada uno. Agua pura Ultra como control negativo, la
disolucion de dilucién (dilucion 103-108) a cada concentracion producida anteriormente como el estandar, y el ADNc
de una muestra para medicion se afadieron por 3 pl cada uno a la placa. La placa se colocé en Light-Cycler ™ (Roche)
y se realizé la PCR. Con cada uno de los niveles de expresion de ARNm de Arginasa 1 y expresion de IL-13 de las
células agregadas con IL-4 solo como 1, el nivel de expresién de ARNasa 1 de ARGinasa y el nivel de expresion de
ARNm de Arginasa 1y el nivel de expresién de IL-18 cuando se agregaron simultaneamente IL-4 y varios compuestos
se muestran en las Fig. 11, 12.
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Tabla 2
dH20 8,4 ul
SYBR Green (TOYOBO) 8,0 ul
Total 0,8 ul

Ejemplo 7 (efecto de la diferenciacion de monocitos en macréfagos M2)

Se considera que, en el cuerpo, se libera un macréfago inflamatorio en la sangre en un estado de monocito y, después
de la circulacion en todo el cuerpo, se infiltra en los tejidos periféricos y se diferencia en un macréfago especifico del
tejido de acuerdo con el entorno de los tejidos periféricos En este ejemplo, se estudié si la adicion de varios
compuestos de derivados de acidos grasos en la etapa inicial de diferenciacién de monocitos en macréfagos promueve
la induccién de la diferenciacién de monocitos en macréfagos M2.

Usando las células derivadas de médula 6sea preparadas en el Ejemplo 6 y considerando desde el dia inicial de cultivo
hasta el dia 3 de cultivo como la etapa inicial de diferenciacion, se realiz6 el cultivo de acuerdo con el programa descrito
en la Fig. 13. Como medio celular, se afiadi6 medio RPMI 1640 con FBS al 10%, penicilina/estreptomicina al 1%,
medio acondicionado con L929 al 5% (v/v) y B-mercaptoetanol (Gibco) 55 pM, IL-4 (20 ng/ml), y se usaron diversos
compuestos (ALA, No.7, 8, 16, 22, 23) (30 uM) desde el dia inicial de cultivo hasta el dia 3 de cultivo. Después del dia
3 de cultivo, se afadié medio RPMI 1640 con FBS al 10%, penicilina/estreptomicina al 1%, medio acondicionado con
L929 al 20% (v/v) y B-mercaptoetanol 55 uM (Gibco). Las células se recuperaron el dia 7 de cultivo, y la expresion de
ARNmM y el antigeno de la superficie celular se confirmaron de la misma manera que en el Ejemplo 6. Los resultados
se muestran en las Fig. 14-17.

Ejemplo 8 (efecto sobre el sistema inmune de la mucosa intestinal para diferenciar monocitos en macréfagos M2)

Se sabe que varios factores ambientales como la citocina y similares en el tejido periférico son importantes para la
diferenciacion de monocitos en macrofagos M2. Por lo tanto, se estudio si se puede formar un ambiente dominante de
citocina Th2 en el intestino como resultado de una interaccion entre inmunocitos y diversos compuestos de derivados
de acidos grasos.

El ratén BALB/c (3, de 6 a 12 semanas de edad) (material experimental de agua fresca) se sacrifico por dislocacion
cervical, y se aislaron el ganglio linfatico mesentérico y el parche de Peyer. Cada tejido se corté finamente y se tratd
con medio RPMI 1640 (5% de FBS, 1,0 mg/ml de colagenasa) a 37 °C durante 30 min. El tejido se triturd
adicionalmente con la parte del émbolo de una jeringa de 1 ml para dar una suspensién celular. La suspensioén celular
se centrifugd a 1500 rpm durante 10 minutos, se retir6 el sobrenadante y, usando un filtro de células de 40 pm, se
prepard una unica suspension celular de las células derivadas de ganglios mesentéricos y una Unica suspension
celular de las células derivadas del parche de Peyer.

Ademas, el raton BALB/c se sacrificd por dislocacion cervical y se le aislé el bazo. El bazo se tritur6 en una placa de
100 mm para dar una suspension celular. Los agregados celulares en la placa se suspendieron y se colocaron en un
tubo de centrifugacién de 50 ml. Los agregados celulares suspendidos se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos,
el sobrenadante se elimind, los sedimentos celulares se suspendieron en 2 ml de tampdn de lisis RBC, y la suspensién
se dejo reposar durante 3 minutos. Posteriormente, se afiadié el medio (8 ml) para interrumpir la reaccion por dilucién, la
mezcla se centrifugé a 1500 rpm durante 10 minutos, y se retir6 el sobrenadante. Se prepar6 una Unica suspension
celular de células derivadas del bazo a partir de los sedimentos celulares usando un filtro de células de 40 pm.

Las células viables en cada una de las células derivadas de ganglios linfaticos mesentéricos, células derivadas de
parche de Peyer y células derivadas de bazo mencionadas anteriormente se contaron usando disolucién de tincion
con azul de tripano, sembradas a 1,0x10¢ células/pocillo en una placa de 96 pocillos, se agregaron varios compuestos
(ALA, No.7, 8, 16, 22, 23) y las células se cultivaron durante 18-24 horas en presencia de activadores de linfocitos
PMA y lonomicina. Después del cultivo, se recuper6 cada sobrenadante. Como medio para el cultivo, se afiadié RPMI
1640 con FBS al 10%, penicilina/estreptomicina al 1%.

La concentracién de IL-4 y MCP-1 contenida en cada sobrenadante recuperado se midié por ELISA. Basicamente, se
adopt6 el protocolo recomendado de ELISA Ready-SET-Go!(® (eBioscience). El anticuerpo de captura se diluyé con
un tampdn de recubrimiento, se afadié a una placa de 96 pocillos a 50 pl/pocillo, y la placa se sell6 y se mantuvo
durante la noche a 4°C. El pocillo se lavé 3 veces con 250 pl/pocillo de tampén de lavado, se afadi6é diluyente
ELISA/ELISPOT al pocillo a 100 pl/pocillo, y la mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 1 hora. Se
agregaron 50 pl/pocillo de estandar y cada sobrenadante al pocillo, el pocillo se mantuvo a temperatura ambiente
durante 2-3 horas y se lavé 3 veces con tampon de lavado a 250 pl/pocillo. El anticuerpo de deteccién se diluyd con
diluyente ELISA/ELISPOT, se afadié al pocillo a 50 pl/pocillo, el pocillo se mantuvo a temperatura ambiente durante
1 hora y se lavd 3 veces con 250 pl/pocillo de tampén de lavado. La avidina-HRP se diluyé con diluyente
ELISA/ELISPOT, se anadié al pocillo a 50 pl/pocillo, y el pocillo se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos

20



10

15

20

25

30

35

40

ES 2810323 T3

y se lavd 6 veces con 250 pl/pocillo de tampdn de lavado. Se anadié disolucion TMB al pocillo a 50 pl/pocillo, y el
pocillo se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afadio disolucion HsPOs4 1 M al pocillo a 25
pl/pocillo para interrumpir la reaccion enzimatica. La absorbancia a una longitud de onda de 450 nm se midié mediante
un lector de microplacas. Los resultados se exponen en las Fig. 18 y 19.

Si bien la presente invencién se ha descrito con énfasis en las realizaciones preferidas, es obvio para los expertos en
la materia que las realizaciones preferidas pueden modificarse.

[Aplicabilidad industrial]

La presente invencion ha aclarado que los derivados de acidos grasos raros tienen un efecto antiinflamatorio
convencionalmente desconocido como funcion fisiologica de estos. Un agente antiinflamatorio que contiene el derivado
de acido graso raro es aplicable a diversos campos tales como productos farmacéuticos, alimentos, piensos y
similares, y la presente invencion es extremadamente Util desde el punto de vista industrial.

Esta solicitud se basa en las solicitudes de patente Nos. 2014-011866 (fecha de presentacion: 24 de enero de 2014)
y 2014-162982 (fecha de presentacion: 8 de agosto de 2014) presentadas en Japoén.
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REIVINDICACIONES
1. Un agente que comprende el siguiente acido graso:

(1) un acido graso saturado o un acido graso insaturado que tiene un doble enlace trans en la posiciéon 11 o al menos
un doble enlace cis en la posicién 6, la posicién 12, la posiciéon 15, que tiene 18 atomos de carbono y un hidroxilo
grupo o grupo carbonilo en la posicion 10, seleccionado del grupo que consiste en acido 10-hidroxi-cis-12-
octadecenoico, &acido 10-hidroxi-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido 10-hidroxi-cis-6,cis-12- octadecadienoico,
acido 10-hidroxi-cis-6,cis-12,cis-15-octadecatrienoico, &cido 10,12-dihidroxi-octadecanoico, &acido 10-hidroxi-
octadecanoico, acido 10-hidroxi-cis-15-octadecenoico, acido 10-hidroxi-cis-6-octadecenoico, acido 10-hidroxi-cis-
6,cis-15-octadecadienoico,  acido 10-hidroxi-trans-11-octadecenoico,  &cido 10-hidroxi-trans-11,cis-15 -
octadecadienoico, acido 10-hidroxi-cis-6, acido trans-11-octadecadienoico, acido 10-hidroxi-cis-6, trans-11,cis-15-
octadecatrienoico, acido 10-oxo-cis-12-octadecenoico, acido 10-oxo-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido 10-oxo-
cis-6,cis-12-octadecadienoico, acido 10-oxo-cis-6,cis-12,cis-15-octadecatrienoico, acido 10-oxo-octadecanoico, acido
10-oxo-cis-6-octadecenoico, acido 10-oxo-cis-15-octadecenoico, acido 10-oxo-cis-6, cis-15-octadecadienoico, acido
10-ox0-cis-6,trans-11-octadecadienoico, acido 10-oxo-trans-11,cis-15-octadecadienoico y acido 10-oxo-cis-6, trans-
11,cis-15-octadecatrienoico,

(2) un acido graso saturado o un &cido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicion 6, la
posicion 9, la posicion 15, que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 13,
seleccionado del grupo que consiste en acido 13-hidroxi-cis-9-octadecenoico, acido 13-hidroxi-cis-6,cis-9-
octadecadienoico, acido 13-hidroxi-cis-9,cis-15-octadecadienoico, acido 13-hidroxi-cis-6,cis-9,cis-15-
octadecatrienoico, acido 10,13-dihidroxi-octadecanoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-6-octadecenoico, acido 10,13-
dihidroxi-cis-15-octadecenoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-6,cis-15-octadecadienoico, acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-6-
octadecenoico, acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-15-octadecenoico, acido 10-oxo-13-hidroxi-cis-6,cis-15-octadecadienoico,
acido 13-hidroxi-cis-5,cis-9-octadecadienoico, &cido 13-hidroxi-trans-5,cis-9-octadecadienoico, acido 13-oxo-cis-9-
octadecenoico, acido 13-0xo-cis-6,cis-9-octadecadienoico, acido 13-o0xo-cis-9,cis-15-octadecadienoico, acido 13-oxo-
cis-6, cis-9,cis-15-octadecatrienoico, acido 10,13-dioxo-octadecanoico, acido 10,13-dioxo-cis-6-octadecenoico, acido
10,13-dioxo-cis-15-octadecenoico, acido 10,13-dioxo-cis-6, cis-15-octadecadienoico, &cido 13-oxo0-cis-5,cis-9-
octadecadienoico y &cido 13-oxo-trans-5,cis-9-octadecadienoico,

(3) un acido graso saturado o un acido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicién 5, la
posicion 8, la posicion 9, la posicion 14, la posicion 17, que tiene 18 o 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o
grupo carbonilo en la posicién 12, seleccionado del grupo que consiste en acido 12-hidroxi-cis-14-eicosenoico, acido
12-hidroxi-cis-14,cis-17-eicosadienoico, &cido 12-hidroxi-cis-8,cis-14-eicosadienoico, éacido 12-hidroxi-cis-5,cis-8-
eicosadienoico, 4acido  12-hidroxi-cis-8, cis-14,cis-17-eicosatrienoico, &cido  12-hidroxi-cis-5,cis-8,cis-14-
eicosatrienoico, &acido 12-oxo-octadecanoico, &cido 12-oxo-cis-14-eicosenoico, &acido 12-oxo-cis-14,cis-17-
eicosadienoico, acido 12-oxo-cis-8,cis-14-eicosadienoico, acido 12-oxo-cis-5,cis-8-eicosadienoico, acido 12-oxo-cis-
8, cis-14,cis-17-eicosatrienoico y acido 12-oxo-cis-5,cis-8,cis-14-eicosatrienoico,

(4) un acido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicion 5, la posicién 8, la posicién 11, la
posicion 17, que tiene 20 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 15, seleccionado
del grupo que consiste en acido 15-hidroxi-cis-11-eicosenoico, acido 15-hidroxi-cis-11,cis-17-eicosadienoico, acido
15-hidroxi-cis-8,cis-11-eicosadienoico, acido 15-hidroxi-cis-5,cis-8,cis-11-eicosatrienoico, acido 15-hidroxi-cis-8,cis-
11,cis-17-eicosatrienoico, 4acido 15-hidroxi-cis-5,cis-11-eicosadienoico, acido 15-hidroxi-cis-5,cis-11,cis-17-
eicosatrienoico, acido 15-oxo-cis-11-eicosenoico, acido 15-oxo-cis-11,cis-17-eicosadienoico, acido 15-oxo-cis-8,cis-
11-eicosadienoico, acido 15-oxo-cis-5,cis-8,cis-11-eicosatrienoico, acido 15-oxo-cis-8, cis-11,cis-17-eicosatrienoico,
acido 15-oxo-cis-5,cis-11-eicosadienoico y acido 15-oxo-cis-5, cis-11,cis-17-eicosatrienoico, o

(5) un acido graso saturado que tiene 16 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 10,
seleccionado del grupo que consiste en &cido 10-hidroxi-hexadecanoico y &cido 10-oxo-hexadecanoico,

para uso en la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria.
2. El agente para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende el siguiente acido graso:

(1) un acido graso saturado o un acido graso insaturado que tiene un doble enlace trans en la posiciéon 11 o al menos
un doble enlace cis en la posicion 6, la posicion 12, que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo
carbonilo en la posicion 10, seleccionado del grupo que consiste en acido 10-hidroxi-cis-12-octadecenoico, acido 10-
hidroxi-octadecanoico, acido 10-oxo-cis-12-octadecenoico, acido 10-hidroxi-cis-12,cis-15-octadecadienoico, acido 10-
hidroxi-cis-6,cis-12-octadecadienoico, &acido 10-oxo-cis-12,cis-15-octadecadienoico, &acido 10-oxo-cis-6,cis-12-
octadecadienoico, acido 10-oxo-trans-11,cis-15-octadecadienoico y acido 10-oxo-cis-6,trans-11-octadecadienoico, o

(2) un &cido graso saturado o un &cido graso insaturado que tiene al menos un doble enlace cis en la posicion 6, la
posicion 9, la posicion 15, que tiene 18 atomos de carbono y un grupo hidroxilo o grupo carbonilo en la posicion 13,
seleccionado del grupo que consiste en &cido 13-hidroxi-cis-9-octadecenoico, acido 13-hidroxi-cis-6,cis-9-
octadecadienoico, acido 13-hidroxi-cis-9,cis-15-octadecadienoico, acido 10,13-dihidroxi-octadecanoico, acido 10,13-
dihidroxi-cis-6-octadecenoico, acido 10,13-dihidroxi-cis-15-octadecenoico, acido 13-oxo-cis-9-octadecenoico, acido
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13-0x0-cis-6,cis-9-octadecadienoico y acido 13-oxo-cis-9,cis-15-octadecadienoico.

3. El agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 para usar en la profilaxis 0 mejora de una enfermedad
inflamatoria que involucra macréfagos.

4. El agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho agente es un alimento o un aditivo
alimentario.

5. El agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho agente es un producto farmacéutico.

6. El agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho agente es un pienso o un aditivo para
pienso.
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