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DESCRIPCION
Uso de hidroxiestilbenos glucosilados para la prevencion y tratamiento de patologias oculares

La presente invencion se refiere al uso de hidroxiestilbenos glucosilados para la prevencion y el tratamiento de
patologias oculares. Mas especificamente, la invencién se refiere al uso de compuestos de origen natural que son
extraibles de los tejidos de algunas especies de plantas (pero también son obtenibles por sintesis quimica), que
incluyen, en particular, piceido o resveratrol-3-O-B-mono-D-glucésido, para la preparacion de composiciones
farmacéuticas y/o nutricionales que resultaron ser eficaces en administraciéon oral, intravenosa, intramuscular y
ocular topica en preservar y restaurar las caracteristicas estructurales y funcionales de tejidos oculares en diversas
patologias oftalmicas.

Como se sabe, el 0jo es un drgano lleno de liquido hueco dividido en dos segmentos por el cristalino. El segmento
anterior esta delimitado en la parte delantera por la cornea y en la trasera por el complejo iris-cuerpo ciliar-cristalino.
La cavidad resultante esta llena de un liquido transparente, el humor acuoso, producido por procesos ciliares. El
segmento posterior, que representa cuatro quintos del volumen del globo ocular entero, esta delimitado en la parte
delantera por el cristalino y en la trasera por el complejo esclerética-coroides-retina. La cavidad resultante esta llena
de un gel transparente, el humor vitreo.

La retina es el tejido nervioso responsable de convertir los estimulos de la luz en sefiales eléctricas. Tiene una
estructura compleja constituida por fotorreceptores, células bipolares, células de soporte y células ganglionares. Los
axones de las ultimas células revisten la superficie interna de la retina y se retinen juntas en una vaina, el nervio
optico, que es el responsable de transportar la sefial eléctrica a las regiones visuales del cerebro (cuerpos
geniculados y corteza visual). El nervio éptico, que consiste en aproximadamente un millén de axones, empieza en
el globo ocular en la papila 6ptica.

Debido a su estructura, los diversos componentes anatomicos del ojo (en particular, la cornea, cristalino y retina)
estan continuamente expuestos a reacciones fotooxidantes producidas por la luz y asi estan expuestos a la accion
perjudicial de los radicales libres que se generan continuamente dentro de las células. Algunos radicales libres que
son mas dafiinos para los tejidos del cuerpo humano se derivan del oxigeno: como se sabe, el término “especies
reactivas del oxigeno” (ERO) se usa para referirse conjuntamente a los radicales libres y especies quimicas no
radicalicas que actualmente participan en los procesos biol6égicos oxidativos y cuyo excedente con respecto a
condiciones de equilibrio naturales se considera que es la causa de un nimero creciente de fendmenos
degenerativos y patolégicos. Mas especificamente, el término ERO incluye el radical superdxido aniénico, O, el
radical hidroxi, OH-, el oxigeno Unico, 'o,, peroxido de hidrégeno, H,O,, ademas de los radicales alcohol, RO-, y
radicales peroxi ROO-, que se forman por moléculas organicas durante los procesos oxidativos.

Las especies reactivas del oxigeno se producen, por ejemplo, por macréfagos activados y su liberacion representa
un mecanismo de defensa importante por parte del organismo huésped. Sin embargo, debido a su alta reactividad,
las ERO pueden tener importantes efectos toxicos sobre otras moléculas y pueden producir disfunciones de células
y algunas veces incluso muerte celular. Por tanto, su formacion en tejidos puede dar lugar a diversas patologias
tales como algunos tipos de neoplasia, enfermedades cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas. En
particular, los resultados de una amplia serie de estudios indican que los radicales libres (especialmente el radical
superoéxido y los radicales hidroxi) son mediadores de inflamacion aguda y crénica.

En el cuerpo hay un conjunto de mecanismos de defensa moleculares contra radicales libres. En general, las
moléculas y procesos denominados antioxidantes que, en conjunto, forman un sistema de defensa antioxidante,
neutralizan directamente los radicales libres o sirven para liberar las células de ERO. Diversos agentes naturalmente
presentes en tejidos de células pueden llevar a cabo la actividad anteriormente dicha, actuando en la practica de
secuestrantes. Entre estos, los mas conocidos son las vitaminas E (a-tocoferol) y C (acido ascorbico), las enzimas
antioxidantes como superoxido dismutasa (SOD), catalasa, peroxidasa y glutation reductasa, y diversas sustancias
de bajo peso molecular, que incluyen glutatiéon (GSH) y tirosina. En condiciones fisiolégicas hay un equilibrio entre
los niveles de ERO producidos durante el metabolismo de las células normales y los niveles de antioxidante
enddgeno, que protege a los tejidos de la lesion oxidativa. La rotura de este equilibrio, tanto debido a un aumento en
la produccion de ERO como debido a una disminucién en los niveles de antioxidante, produce una condicion
globalmente conocida como estrés oxidativo, que puede conducir a la aparicion de diferentes afecciones
patoldgicas, que también afecta los tejidos del aparato visual.

La cérnea, que es un tejido avascular transparente que permite el paso de la luz incidente a las partes posteriores
del ojo, absorbe aproximadamente el 80% de los rayos de luz ultravioleta B (UV-B) y asi est4 continuamente
expuesta a estrés oxidativo. Una cornea sana posee normalmente diversos mecanismos de defensa que pueden
reducir el riesgo de lesiobn por estrés oxidativo, tales como la presencia de una isoenzima de aldehido
deshidrogenasa (ALDH3) que puede absorber rayos UV y eliminar los aldehidos producidos por la peroxidacion de
lipidos producida por los rayos UV, o la presencia de las enzimas antioxidantes anteriormente dichas, que pueden
eliminar los radicales libres generados tras una absorcion continua de luz UV. Sin embargo, en el caso de algunas
patologias de la cérnea, estas defensas se debilitan y asi el estrés oxidativo puede dar lugar a procesos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2393746 T3

inflamatorios y conducir a muerte celular, mediante mecanismos necréticos y apoptésicos.

Esquematicamente, los efectos perjudiciales del estrés oxidativo pueden ocurrir tanto por la hiperoxidacion de lipidos
(lipoperoxidacion) producida por un aumento en ERO, con la resultante liberacion de sustancias toxicas, como por la
estimulacion de la liberacion de 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) por parte de las células de la cérnea, con la
posterior sintesis de NO. El mondxido de nitrégeno es una molécula extremadamente reactiva que, en condiciones
de produccién en exceso, contribuye a dafiar los tejidos. También tiene la capacidad de regular la expresion de
proteinas inflamatorias, en particular aumentar la expresion de ciclooxigenasa-2 (COX-2), una enzima que regula la
produccioén de prostaglandina pro-inflamatoria, y de TNF-a, una citocina que también es pro-inflamatoria.

Otro efecto del estrés oxidativo en la cérnea, ademas de en otras estructuras oculares, es la inducciéon de apoptosis
(es decir, el proceso de muerte celular programada caracterizado por la condensacién de cromatina celular,
contraccion celular, formacién de cuerpos apoptésicos y rotura del ADN celular en numerosos fragmentos),
alterando la actividad de la caspasa mitocondrial y de Bcl,, una proteina antiapoptdsica situada en las mitocondrias.

El estrés oxidativo puede conducir a patologias agudas de la cérnea tales como fotoqueratitis y patologias de
exposicion crénica tales como pingliéculas y pterigion. Ademas, contribuye al desarrollo y/o agravamiento de
patologias de alta incidencia en la poblacién normal tal como el sindrome del ojo seco.

El ojo seco (también conocido como queratoconjuntivitis seca, de una de sus manifestaciones mas comunes) es un
término que incluye diversas patologias oculares muy comunes que afectan a millones de personas en todo el
mundo, particularmente del sexo femenino. Hay muchas causas del ojo seco que incluyen, por ejemplo, ciertos
trastornos sistémicos (tales como artritis reumatoide y lupus eritematoso), condiciones fisiologicas particulares (tales
como menopausia), enfermedades oculares (tales como blefaritis, patologias de las glandulas meibomianas),
condiciones medioambientales (tales como estrés oxidativo por UV-B) o incluso el uso de lentillas y el amplio uso de
pantallas de ordenadores.

Las diversas manifestaciones patolégicas del sindrome del ojo seco tienen algunos denominadores comunes, tales
como epiteliopatia de la superficie ocular, la hiperosmolaridad del liquido lagrimal, la inestabilidad de la pelicula
lagrimal, sintomas como sensaciones de escozor, enrojecimiento, sensaciones de cuerpos extrafios y sequedad del
ojo. Estos son principalmente debidos a inflamacién cronica que afecta a diferentes estructuras de la superficie del
0jo, tales como la cérnea, conjuntiva, las glandulas lagrimales accesorias y las glandulas meibomianas. Se ha
encontrado que los sujetos que padecen queratoconjuntivitis seca tienen la expresion de marcadores de inflamacion
especificos y de apoptosis en las células epiteliales de la superficie ocular, indicando asi una fuerte correlacion entre
la aparicidn de procesos inflamatorios y apoptésicos y el desarrollo de la patologia. Algunos investigadores también
plantean la hip6tesis de que la apoptosis de las células de la cérnea puede producirse por sefiales pro-apoptésicas
inducidas por el secado de la superficie del ojo, una caracteristica siempre ligada al ojo seco.

Las terapias mas comunes para pacientes con 0jo seco prevén principalmente usar lagrimas artificiales con el fin de
restaurar la cantidad y calidad correcta de liquido lagrimal, pero estos tratamientos no actian sobre el proceso
patoldgico que subyace al trastorno.

Considerando la importancia determinada por ahora de la inflamacion en la aparicion y protraccion del ojo seco, se
estima que los resultados mas esperanzadores y duraderos pueden obtenerse usando tratamientos
antiinflamatorios. Ligados a estos, debe darse importancia considerable a terapias que pueden inhibir los procesos
apoptésicos que afectan las células de la cornea.

Volviendo de nuevo a considerar otros aspectos ligados a las patologias oculares, la preservacion de la
transparencia de la cornea es un requisito esencial de los procesos fisiolégicos reparadores, tanto con respecto al
epitelio como al estroma de la cérnea. Esta necesidad también es importante en operaciones de remodelado de la
cérnea para fines de refraccion, en particular usando técnicas de laser excimérico conocidas como queratectomia
fotorrefractiva, o PRK, y LASIK (queratomileusis intraestromal l&ser), para corregir diversas formas de ametrofia que
incluyen, antes que nada, miopia. Aunque estos tratamientos son una alternativa menos traumatica a la cirugia
oftalmica convencional, el proceso reparador después de la fotoablacién no carece de inconvenientes mas o menos
molestos o debilitantes transitorios para el paciente, tales como problemas de cicatrizacion de la cornea, opacidad
subepitelial conocida como “neblina”, que reduce la eficiencia visual como resultado del fendomeno de “dispersion de
la luz” y, en algunos casos, puede conducir a la regresion de los valores de refraccion obtenidos con la operacion. La
bibliografia del campo aparece unanime en atribuir, al menos en parte, la aparicién de estos efectos a la formacion
de radicales libres y, en general, a ERO, que se ha encontrado que es un efecto secundario de la radiacién UV y del
aumento de temperatura creado en los tejidos en cuestion. También se considera que estos efectos pueden ser
incluso debidos en parte a procesos inflamatorios tras el tratamiento y cirugia con laser.

Un mecanismo que guarda relacion con los procesos de reparacion es, en una etapa temprana del proceso, la
estimulacion de algunos fibroblastos de la cérnea para convertirlos en miofibroblastos (Jester V.J. y col., Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci., 2003, 44, 1850-1858). Lo Ultimo expresa a-actina del tipo musculo liso (a-SMA) y forma una
malla de células que puede ejercer una fuerza mecénica por un mecanismo contractil de tipo misculo liso que actiua
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dando lugar a la contraccion de la lesion y a la organizacion de la matriz.

En algunos casos, los miofibroblastos pueden reproducirse en cantidades mayores que aquellas fisioldgicamente
necesarias, o pueden permanecer mas tiempo del necesario en la regidon que va a repararse. Cuando esto ocurre,
hay una reparacion incorrecta de la lesion, con la presencia sobre la cérnea de lesién fibrotica y areas de
transparencia reducida. Incluso este fenémeno ha guardado relacién con condiciones de estrés oxidativo.

Estudios recientes indican que la apoptosis también desempefia una funcion homeostética importante en los
mecanismos de reparacién del epitelio de la cérnea lesionado por procesos de erosion o por radiacion UV, ya que
contribuye a regular las diversas poblaciones de células. En este caso también, una alteracion del proceso
apoptésico puede producir un patrén de regeneracion incorrecto y asi conducir a una reparacién incorrecta de la
cérnea.

El cristalino consiste en una Unica capa de células epiteliales que incorpora capas concéntricas de células fibrosas
alargadas que constituyen la capa cortical y el nicleo del cristalino. Estas células no son renovadas y asi en los
casos en los que los sistemas de defensa antioxidantes fisiolégicos presentes no sean completamente eficientes, la
lesién oxidativa se forma con los afios, conduciendo a cambios irreversibles en las propiedades épticas del cristalino.
La formacion de esta lesion puede conducir a cataratas, una patologia relacionada con la edad, que consiste en un
nublamiento del cristalino, y es la causa mas frecuente de ceguera en el mundo. Entre los diversos factores que
participan en la etiologia de las cataratas, el que desempenia la funcién mas importante es el estrés oxidativo, ya que
produce la oxidacion y formacion de proteinas en el cristalino, en particular de metionina, que es oxidada a sulfoxido
de metionina. En las cataratas, aproximadamente el 60% de la metionina ligada a la membrana resultd estar
oxidada.

Volviendo de nuevo a la cdrnea, la facoemulsificacién que se lleva a cabo durante las operaciones de cataratas,
usando ultrasonidos de alta energia, produce radicales libres, que pueden producir lesion a las células endoteliales
de la cornea. Este mecanismo, junto con otros (tal como la liberaciéon de sustancias pro-inflamatorias), puede
considerarse que es una causa importante de pérdida de células endoteliales no renovables durante una operacion
de cataratas.

El estrés oxidativo también se considera que es una de las causas mas importantes de aparicion de degeneracion
macular senil (DMS), una patologia que puede conducir a alteraciones graves de la vista. Ocurre como una lesion a
los fotorreceptores de la macula, acompafiada por alteraciones anatémicas y funcionales que afectan el epitelio
pigmentario retiniano (EPR) y la membrana de Bruch.

Las células de la retina externa, y particularmente el segmento externo de fotorreceptores, contienen, en su
membrana, altas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados (AGPI), que son extremadamente susceptibles a
la oxidacion en presencia de oxigeno o ERO. Los primeros signos de senescencia de la capa retiniana externa es la
presencia, en el EPR, de lipofuscina, un nombre genérico que indica un grupo heterogéneo de lipidos/proteinas
agregadas que se acumulan en diversos tipos de células y tejidos. En el ojo, el sustrato mas abundante para la
formacion de lipofuscina que se acumula en el EPR esta representado por un producto no que se deriva de
fagocitosis de los fotorreceptores del segmento externo. Este producto se considera que es el resultado de la
peroxidacion de lipidos que tiene lugar debido a la auto-oxidacién o exposicion a ERO debido a la exposicion
continua a luz visible (400-700 nm) y a alta presion de oxigeno (70 mm de Hg).

Un segundo sitio en la retina en el que los radicales libres pueden dar lugar a fotosensibilizacion que guarda relacion
con DMS es la coriocapilaridad, segin un mecanismo que prevé la fotoactivacion de precursores de la hemoglobina
presente en la sangre de capilares, con la posterior generacion de ERO que a su vez puede lesionar el EPR y la
membrana de Bruch.

Una de las complicaciones més importantes de la DMS es la neovascularizacion de la retina, producida por las
células de la retina que liberan el factor de crecimiento vascular llamado “factor de crecimiento endotelial vascular”,
VEGF. Este hecho también es importante en la etiologia de otra patologia: neovascularizacién coroidea (NVC).

Otras patologias retinianas que se han asociado, al menos en parte, al estrés oxidativo son retinopatia diabética y
vitreorretinopatia proliferativa (VRP), que es una variedad proliferativa de la primera, caracterizada por la
neovascularizacién de la retina y del disco éptico, que puede diseminarse al humor vitreo, la proliferacion de tejido
fibroso y hemorragias puntiformes retinianas.

Pasando, finalmente, a una patologia oftdlmica degenerativa que sé6lo es responsable de al menos el 15% de los
casos de ceguera en las personas ancianas, concretamente el glaucoma, esta patologia se considera que es
producida por un aumento en la presion intraocular en el 90-95% de los casos. En el 5-10% restante de los casos se
cree que la etiologia de la patologia implica factores neurotoxicos que incluyen formacion de especies reactivas de
nitrégeno, particularmente NO. Algunos investigadores sugieren que la presencia de este hecho también tiene cierta
importancia cuando el glaucoma es producido por un aumento en la presion intraocular.
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Hay muchisimas moléculas con actividad antioxidante presentes en la naturaleza que pertenecen a diferentes clases
quimicas. Entre las moléculas mas pequefias con actividad antioxidante encontradas en la naturaleza, algunas, tales
como a-tocoferol, acido ascorbico, carotenoides, coenzima Q, vitamina A, ciertos flavonoides y polifenoles, han sido
ampliamente experimentadas para su actividad farmacolégica y terapéutica.

Los resultados de muchos estudios han destacado que los polifenoles poseen una serie de propiedades
fisiofarmacoldgicas mediante las cuales pueden tener muchos efectos terapéuticos en el hombre. Por ejemplo, se ha
encontrado que el resveratrol, un polifenol de origen natural que pertenece a la familia del estilbeno (o,p-
difeniletileno o dibencilideno, en la forma cis o trans con respecto al doble enlace), y que es mas precisamente un
hidroxiestilbeno (3,4,5'-trihidroxiestilbeno, cuyas formas cis y trans se muestran a continuacion), tiene propiedades
antiinflamatorias, cardioprotectoras y quimioprotectoras.

OH

OH OH
trans-resveratrol cis-resveratrol

Como se sabe, el resveratrol y otros compuestos del estilbeno naturales relacionados se han incluido en las
fitoalexinas, una clase heterogénea de antibidticos de origen vegetal, debido a que parece que su funcion en la
fisiologia vegetal es principalmente inhibir la propagacion de infecciones flngicas. Estos compuestos estan
presentes en un pequefio grupo de especies de plantas, entre ellas, en particular, polygonaceae y vitaceae. De la
primera, y particularmente de las raices secadas de Polygonum cuspidatum, se obtiene un producto usado en la
medicina china tradicional cuya actividad se atribuye en realidad a la presencia de resveratrol y sus compuestos
relacionados. De vitaceae se obtienen uvas y vino que, gracias a la presencia de resveratrol, actualmente se
consideran responsables de efectos beneficiosos sobre enfermedades cardiovasculares y arteriosclerosis cuando se
incluyen en la dieta en las cantidades apropiadas.

La actividad antiinflamatoria del resveratrol es principalmente debida a la capacidad de esta molécula para
interaccionar con las prostaglandinas Hj-sintesas (llamadas COX-1 y COX-2) que participan en la sintesis de
prostaglandina. Esta actividad también guarda relacién con actividad cardioprotectora y, en parte, con actividad
quimioprotectora. Los resultados de muchos estudios atribuyen estas propiedades biolégicas a la poderosa actividad
antioxidante del resveratrol, y esta actividad también se atribuye a su capacidad para modular el metabolismo de los
lipidos protegiendo las lipoproteinas de baja densidad (LDL), y particularmente los AGPI, de la oxidacion. Ademas,
protegiendo los lipidos de la membrana celular, el resveratrol reduce los efectos perjudiciales del estrés oxidativo
sobre las células y tejidos.

La familia de compuestos de origen natural que tiene resveratrol como su principal exponente ha sido objeto de
muchos estudios que tienen como objetivo identificar los diversos compuestos presentes en los extractos de plantas
de las plantas espermatofitas que los contienen y determinar su actividad biolégica y posible uso en el campo
farmacoldgico. Entre los muchos documentos de bibliografia cientifica y de patente, por ejemplo, patente europea
EP 1292319 (Istituto di Medicina Sperimentale of CNR e Istituto Agrario de S. Michele all'Adige), uno de los autores
del cual es el presente inventor, cubre un trimero de resveratrol, H-gnetina, y dos tetrdmeros del mismo, r-viniferina y
r-2-viniferina, que son nuevos compuestos aislados del vino o de los extractos de Polygonum. La patente también
cubre el uso de un grupo méas amplio de estos estilbenos y estilbenoides (dimeros, trimeros y tetrameros de cis- y
trans-resveratrol, ademas del derivado glucosilado relativo, conocido con el nombre de piceido o resveratrol-3-O-f-
mono-D-glucésido) para el tratamiento de carcinoma colorrectal y melanoma. Similarmente, la patente europea EP
1292320, de los mismos propietarios y autores, cubre el uso del mismo grupo mas amplio de compuestos para el
tratamiento de algunas inmunodeficiencias y enfermedades autoinmunitarias.

A pesar de la amplia bibliografia disponible, el uso de resveratrol y sus compuestos relacionados en el campo
oftalmico no ha sido estudiado en tan gran profundidad. Un documento que puede relacionarse con este tépico es la
patente de EE.UU. n°® 6573299 (E. J. Petrus, asignada a Advanced Medical Instruments), que describe
procedimientos y composiciones para el tratamiento de envejecimiento (fisiolégico y patoldgico) del ojo. Este
documento, en realidad, describe un copioso conjunto de agentes biolégicamente activos Utiles como antioxidantes
gue incluyen resveratrol (pero no caracterizando todos sus otros compuestos extractivos naturales relacionados) que
pueden incluirse junto con un promotor de la permeacion transdérmica en una preparacién con funciones que son en
parte cosméticas y en parte terapéuticas, para ser aplicados sobre los parpados. Segun el documento anteriormente
dicho, la preparacién antioxidante propuesta no sélo atenla las arrugas e imperfecciones sobre los parpados, sino
que también penetra en los tejidos de alrededor, tratando también la formacién de cataratas, glaucoma, retinopatia
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diabética y degeneracion macular.

Otro documento de la técnica anterior dedicado a resveratrol en el campo oftalmico es la publicacién por King y col.
en Chemico-Biological Interactions de 2005 (King R.E., Kent K.D., Bomser J.A., Resveratrol reduces oxidation and
proliferation of human retinal pigment epithelial cells via extracellular signal regulated kinase inhibition, Chemico-
Biological Interactions, 151, 2005, 143-149), en el cual se demuestra con ensayos in vitro que el resveratrol puede
tener efectos beneficiosos sobre las patologias retinianas asociadas a estrés oxidativo tales como DMS y VRP. Aqui
también, el estudio solo trata trans-resveratrol.

Asi, basandose en este estado de la materia, la presente invencién tiene como objetivo proporcionar una
preparacion, preferentemente basada en agentes antioxidantes de origen natural, para administracion oftalmica
topica, oral o parenteral, que tanto puede preservar como restaurar las caracteristicas estructurales y funcionales de
tejidos oculares en patologias oftalmicas que implican diferentes estructuras del ojo, y concretamente de la cérnea
(tal como ojo seco, erosiones y lesiones de la cornea, desenlaces de operaciones quirdrgicas como PRK y LASIK, y
facoemulsificacion), cristalino (tal como cataratas), retina (tal como degeneracidn macular senil, retinopatia
diabética) y nervio 6ptico (tal como glaucoma).

Para este fin, la presente invencioén propone el uso, en la formulacion propuesta, de un hidroxiestilbeno glucosilado
como principio activo, y en particular piceido (o resveratrol-3-O--mono-D-glucésido, también conocido como
polidatina). Por tanto, este compuesto, que puede representarse en la forma trans por la estructura de férmula (1)

frans-piceido

se encuentra en abundancia en plantas espermafitas de las familias polygonaceae y vitaceae, ademas de en
cyperaceae, gnetaceae y leguminosae. En particular, en Vitis vinifera en la que, junto con el resveratrol, el piceido es
el principal 3,5-dihidroxiestilbeno-4'-O-3-mono-D-glucdsido  (resveratrolosido), 3',4',5-trihidroxiestilbeno-3-O-p-
monoglucdsido (astringina), 4'-hidroxiestilbeno-3,5-O-B-diglucdésido,

5-hidroxiestilbeno-3,4'-0O-B-diglucdsido,

3-hidroxiestilbeno-4',5-0-B-diglucdsido,

estilbeno-3,4',5-0O-B-triglucoésido,

todos tanto en formas trans como cis.

La presente invencion proporciona especificamente el uso de resveratrol-3-O-p-mono-D-glucésido (piceido) para la
produccién de una preparacién farmacéutica/nutricional para la prevencion y el tratamiento de la formacion de
neblina de la cérnea y cicatrizacién epitelial de la cornea retrasada tras cirugia refractiva y para el tratamiento de
erosiones y lesiones de la cérnea en las cuales dichas afecciones del ojo implican un desequilibrio en la produccion
de TGF-B en el sitio afectado.

Preferentemente, el compuesto usado en las preparaciones farmacéuticas y/o nutricionales segln la presente
invencién estad seleccionado de trans-resveratrol-3-O-pB-mono-D-glucésido (trans-piceido) y cis-resveratrol-3-O-f3-
mono-D-glucésido (cis-piceido), que también pueden representarse, respectivamente, por las dos siguientes
férmulas estructurales, en las cuales el anillo de glucosa se facilita simbdélicamente como Glu-.
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Segun algunas realizaciones preferidas de la presente invencién, dicha preparacion farmacéutica/nutricional
propuesta puede ser una preparacion para administracion oftalmica topica, en particular en forma de colirios o
disolucidn oftalmica, crema o gel, o soportada en macro-, micro- o hano-grupo que consiste en:
resveratrol-3-O-B-mono-D-glucésido (piceido),

3,5-dihidroxiestijpeno-4'-O-B-mono-D-glucdsido (resveratroldsido),

3',4' 5-trihidroxiestilbeno-3-O-f-monoglucésido (astringina),

4'-hidroxiestilbeno-3,5-O-B-diglucdésido,

5-hidroxiestilbeno-3,4'-O-B-diglucésido,

3-hidroxiestilbeno-4',5-O-B-diglucésido,

estilbeno-3,4',5-O-B-triglucésido,

todos tanto en formas trans como cis.

Preferentemente, los compuestos usados en las preparaciones farmacéuticas y/o nutricionales segun la presente
invencion estan seleccionados del grupo que consiste en trans-resveratrol-3-O-p-mono-D-glucésido (trans-piceido) y
cis-resveratrol-3-O-p-mono-D-glucésido (cis-piceido), que también pueden representarse, respectivamente, por las
dos siguientes formulas estructurales, en las cuales el anillo de glucosa se facilita simbolicamente como Glu-.

" cwo e
G0 N 7
OH

CH OH

trans-piceido cis-piceido

Segun algunas realizaciones preferidas de la presente invencion, dicha preparacion farmacéutica/nutricional
propuesta puede ser una preparacion para administracion oftdlmica topica, en particular en forma de colirios o
disolucion oftalmica, crema o gel, o soportada en macro-, micro- 0 nanoparticulas, en liposomas o en macro- y
micro-emulsiones. Alternativamente, la preparacién propuesta puede ser para administracion por via oral, en
particular en forma de comprimidos, capsulas, jarabe, disolucién bebible, granulo o preparaciones para
administracion sublingual, o puede ser un producto para administracion parenteral, en particular por inyeccion
intramuscular o intravenosa.

Los efectos de la administracion o ingesta de piceido y de otros compuestos segun la presente invencion sobre las
estructuras individuales y/o patologias pueden desearse para fines de prevencion o de tratamiento, y pueden ser
debidos a diferentes mecanismos de accion.

Las manifestaciones patologicas de la cérnea son principalmente debidas a procesos inflamatorios. Como ya se ha
observado, una de las causas de la aparicién de los procesos inflamatorios anteriormente dichos es la estimulacion,
producida por un aumento en ERO, de la liberacion de 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) por células de la
cornea, con la posterior sintesis de NO, conduciendo asi a procesos inflamatorios y citotoxicidad.

Como se ilustrard en mayor detalle en la seccion experimental mas adelante, el piceido, a niveles no tdxicos,
bloquea la produccién de iINOS y su actividad guarda relacién con la dosis. Comparando las respuestas de
dosis/efecto de piceido y resveratrol es posible destacar como, con dosis iguales, el primero es sorprendentemente
mas eficaz que el Ultimo en inhibir la produccion de iINOS por fibroblastos de origen de cdérnea normal y por
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fibroblastos de origen de cérnea inmortalizados por telomerasa transcriptasa inversa humana (hTERT), estimulada
con interleucina-1 (IL-1). Esta actividad diferente es probablemente debida a la diferente estructura quimica de las
dos moléculas y a las consecuentes caracteristicas bioldgicas diferentes, entre las que es importante la mayor
biodisponibilidad de piceido al nivel de célula. Otro efecto antiinflamatorio del piceido, ligado a lo que se ha dicho
anteriormente, se basa en su capacidad para inhibir la sintesis de ciclooxigenasa y asi la sintesis y liberacion de
prostaglandinas pro-inflamatorias.

La integridad de la superficie del ojo y la reparacion de las lesiones de la cornea depende de un equilibrio delicado
entre la proliferacion, diferenciacion, migracion y apoptosis de diferentes tipos de células (Klenkler B. & Sheardown
H., Exp. Eye Res., 2004, 79, 677-688). Estas funciones estan reguladas por diferentes factores de crecimiento que
pueden producirse por el epitelio de la cérnea, estroma y endotelio. Incluso la pelicula lagrimal adyacente a la
cornea y el humor acuoso son una fuente de factores de crecimiento. Como se sabe, los factores de crecimiento son
un grupo heterogéneo de péptidos hidrosolubles producidos por diferentes tipos de células, y su accion puede ser
autocrina y/o paracrina, pudiendo desencadenar o inhibir las diversas funciones de células. Actian uniéndose a sus
receptores de célula respectivos, glucoproteinas transmembrana que pertenecen a la familia de los receptores de
tirosina cinasas (TKR) o receptores acoplados a proteina G (GPCR). Los efectos de los diversos factores de
crecimiento sobre un cierto tipo de célula dependen de diversos elementos, tales como el entorno extracelular en el
que estos factores se ponen en contacto con las células, la concentracion de factores de crecimiento, la interaccion
entre los diversos factores presentes segln sus concentraciones.

Un factor crecimiento y regulador importante es el factor de crecimiento transformante B (TGF-B). Este factor es
sintetizado por muchos tipos de células que incluyen los queratinocitos, macréfagos y fibroblastos activados y tiene
muchisimos efectos bioldgicos importantes, y algunas veces contradictorios, sobre procesos celulares. TGF-B, por
ejemplo, inhibe el crecimiento celular epitelial, pero produce mitosis en células mesenquimatosas como fibroblastos.
También se ha mostrado que TGF-B tiene importantes funciones en los procesos de reparacion de lesiones de la
cornea. En realidad, durante la reparacion, hay una regulacion por incremento de receptores especificos de TGF-B
sobre células epiteliales de la cérnea, y se ha demostrado que durante este proceso el factor regula la expresion de
algunos componentes de la matriz extracelular (MEC) y la respuesta antiinflamatoria. Ademés, TGF-B regula la
transformacion de queratocitos en fibroblastos migratorios y en miofibroblastos, una poblaciéon de células que son
esenciales en el proceso de re-cicatrizacion de la cérnea.

El procedimiento de reparacion de la cornea puede resumirse brevemente del siguiente modo:

12-24 horas después de una lesién hay la liberacion de TGF-p producido por las células epiteliales en el estroma,
con la estimulacion resultante de los citoblastos. Asi, los queratocitos quiescentes son activados para diferenciarse
en fibroblastos migrantes y posteriormente en miofibroblastos, que son células caracterizadas por la expresion
dentro de ellas de haces de filamentos de actina de la isoforma llamada a-SMA (actina de musculo liso o) ya que
sélo se encuentra en musculo liso. Como ya se ha observado, estas células desempefian una funcion fundamental
en lesiones de reparacion debido a que forman una malla de células que puede ejercer una fuerza mecanica
mediante un mecanismo de tipo contractil de un tipo de musculo liso que actda dando lugar a la contraccion de la
lesion. Ademas, como ya se ha descrito, la liberacién de TGF-f estimula la organizacién de la matriz.

Todavia dentro de un periodo de tiempo de 12-24 horas después de la lesién, en la cornea hay un flujo de células
inflamatorias, es decir, monocitos, macréfagos o incluso fibroblastos, procedentes de vasos limbares. En este caso
también, el TGF-f desempefia una funcion fundamental debido a que activa las células inflamatorias para alcanzar
el sitio de inflamacién.

Globalmente, semanas (0 algunas veces meses) después de la lesion y su posterior reparacion, la cérnea vuelve a
un estado normal, eliminando los miofibroblastos y células inflamatorias, o gracias al retorno a niveles de pre-lesion
de los factores de crecimiento, recobrando asi sus caracteristicas opticas normales propias. El éxito de este proceso
depende mucho de la correcta combinacion de factores de crecimiento presentes, en particular de TGF-p.

Es importante considerar que, cuando este factor esta presente en el sitio de lesién en concentraciones apropiadas y
en el momento apropiado, es un regulador esencial del funcionamiento de la cérnea normal y del mecanismo de
reparacion. Sin embargo, un desequilibrio de este factor puede conducir a situaciones patolégicas tales como una
recuperacion incompleta de la lesién, seguida de una patologia de la cornea, con la pérdida asociada en la
capacidad visual. En realidad, una produccion excesiva de TGF-B durante afecciones traumaticas o infecciosas
puede conducir a una produccion excesiva de matriz extracelular, a una infiltracion excesiva de células inflamatorias
(y asi a una afeccion inflamatoria patoldgica), 0 a una estimulacion de la produccién de citocinas pro-angiogénicas
(VEG, FGF) y asi a neovascularizacion de la cornea. Estas acciones patoldgicas de TGF-f conducen a edema de la
cérnea, y el nublamiento y pérdida de calidad 6ptica de la cornea. Ademas, la estimulacién excesiva de la formacién
de miofibroblastos o su preservacion durante periodos de tiempo no fisiol6gicos por parte de TGF-f conduce a la
neblina de la cérnea anteriormente dicha. Como ya se ha observado, también se ha demostrado recientemente
(Ilvarsen A. y col., Br. J. Ophthalmol. 2003, 87, 1272-1278) que el margen fibrético que se forma durante periodos de
tiempo mas o menos largos tras una operacion de LASIK en la cérnea y que produce cambios de refractividad en
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ella es debido a la estimulacion de la produccion de TGF- y asi a la formacion de miofibroblastos.

Como se ha informado en detalle en la seccion experimental mas adelante, el piceido ha demostrado
inesperadamente ser capaz de modular, a diferencia del resveratrol, la capacidad de TGF-B para producir
diferenciacion de fibroblasto en miofibroblastos. En realidad, cuando se afiaden a cultivos de fibroblastos de origen
de cérnea normal o a fibroblastos de hTERT estimulados con una concentracion inferior a la 6ptima de TGF-8, que
no puede producir la diferenciacién de fibroblastos en miofibroblastos, se ha encontrado que el piceido aumenta la
actividad del factor de crecimiento, restaurando asi su capacidad biolégica, evaluada determinando la expresion de
a-SMA. Por otra parte, si se afiade piceido a cultivos de fibroblastos normales o fibroblastos de hTERT estimulados
con una concentraciéon superior a la Optima de TGF-B, produce una disminucion en la expresién de a-SMA,
demostrandose asi que tiene la capacidad para modular el efecto del factor de crecimiento. Ademas, a dosis no
citotoxicas o citostaticas, el piceido no tiene actividad significativa en ningun tipo de célula.

Es evidente que esta actividad del piceido tiene un importante efecto terapéutico debido a que estimula la reparacion
de cérnea apropiada y fisiolégica en aquellos casos en los que hay un retraso establecido en los procesos
reparadores, pero previene la formacién de neblina en aquellos casos, no poco frecuentes, por ejemplo, en cirugia
refractiva, en la que hay un crecimiento y/o permanencia anormal de miofibroblastos en el sitio de lesién.

Debe observarse que esta actividad descrita dentro de la presente invencién contrasta con lo que se ha publicado
para miofibroblastos de origen hepatico, en los que el piceido, a diferencia del resveratrol, no mostré ningun efecto
significativo (Godichaud S. y col., Deactivation of cultured human liver myofibroblasts by trans-resveratrol, a
grapevine-derived polyphenol, Hepatology, 2000, 31, 922-931). Segun la referencia citada, el trans-resveratrol
produce una reduccién de la expresion de a-SMA y ha demostrado poder desactivar miofibroblastos de higado
humano, que se consideran que son los mas responsables de la fibrosis hepatica humana y tumores hepaticos. Por
otra parte, ni el trans-piceido ni otro hidroxiestilbeno, trans-piceatannol (trans-3,4',3',5-tetrahidroxiestilbeno), han
mostrado ningun efecto sobre los miofibroblastos del higado. Esta diferencia, encontrada por primera vez dentro del
marco de la presente invencion, es probablemente debida al diferente mecanismo de transporte de células entre las
dos sustancias, y al diferente tipo de células en cuestion.

La actividad de secuestrantes de radicales libres del piceido es la base de su efecto terapéutico en relacion con la
lesion de la cérnea producida por facoemulsificacion, y esta actividad también es la base de su capacidad para
prevenir el desarrollo de cataratas contrastando los efectos de lesion oxidativa repetida producida por rayos de luz
durante la vida del individuo. En realidad, la oxidacion de la proteina del cristalino es un factor patofisiol6gico
importante de las cataratas y asi la poderosa accién antioxidante del piceido es una proteccion particularmente
eficiente a este respecto.

También se ha encontrado un debilitamiento del sistema de defensa antioxidante con ciertos pacientes con
glaucoma, y particularmente sus niveles de GSH y asi el uso de piceido también puede considerarse una terapia
preventiva sustituta.

Como ya se ha informado, incluso en degeneracién macular, la lesién por radical libres debida a exposicién a la luz
desempefia una funcién patogénica importante. Los antioxidantes enddgenos estdn normalmente presentes al nivel
retiniano y se asume que su reduccién contribuye a la aparicion de la patologia. Tratamientos prolongados con
antioxidantes también han demostrado ser (tiles en retrasar o incluso prevenir la aparicién de la patologia. En este
caso también, el uso de piceido, gracias a sus propiedades antioxidantes, puede considerarse un tratamiento
preventivo y curativo, porque evita o retrasa la aparicion de la patologia.

Finalmente, como el TGF-B es un poderoso inductor de la secrecién de VEGF (factor de crecimiento endotelial
vascular) y, como ya se ha observado, este factor es importante en la etiologia de la neovascularizaciéon coroidea
(NVC) y neovascularizacion por DMS, el piceido, gracias a su capacidad para modular la actividad de TGF-p,
también es un agente terapéutico eficaz para estas dos patologias oftalmicas.

El (Los) principio(s) activo(s) en la preparacion segun la presente invencion estan preferentemente presentes en la
formulacion en una cantidad total que oscila del 0,001% al 10% en peso. Como se ha observado, dicho principio
activo es resveratrol-3-O-B-mono-D-glucdsido (piceido), y preferentemente trans-piceido.

En particular, la preparacion segun la presente invencion puede estar en forma de colirios, y puede contener del
0,001% al 10% peso de trans-piceido en una disolucion acuosa. Segun ciertas realizaciones de la formulacion, la
preparacion también puede incluir &cido hialurénico, en particular, en plazos que oscilan entre el 0,01% y el 2% en
peso.

Otros componentes posibles que van a afadirse en una formulaciéon segun la presente invencion, en lugar de acido
hialurénico, son, por ejemplo, diversos derivados de celulosa (tales como hidroxipropilmetilcelulosa y
carboximetilcelulosa), otros polisacéridos, poli(alcohol vinilico), microemulsiones basadas en fosfolipidos y
polivinilpirrolidona (PVP, povidona).
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Obviamente, una formulacién liquida basada en los principios activos anteriormente dichos puede contener, como
excipientes, diversos otros componentes muy conocidos en el campo farmacéutico tales como agentes reguladores
del pH y tampones, agentes conservantes, agentes quelantes y uno o méas agentes de ajuste de la tonicidad que
pueden dar a la disolucién el valor de osmolaridad deseado. Como la disolucion oftdlmica propuesta debe ser
isotonica o ligeramente hipoténica con respecto al liquido lagrimal, estos agentes de ajuste de la tonicidad estaran
presentes en la preparacion en cantidades adecuadas para proporcionar una disolucién con un osmolaridad entre
170 y 350 mOsm/I.

En otras realizaciones de la presente invencion, la preparacion oftalmica basada en piceido, y preferentemente
trans-piceido, puede estar en una forma de gel o crema. En este caso, la preparacion puede contener del 0,001% al
1% en peso de trans-piceido.

Como ya se ha observado, el uso del principio activo propuesto por la presente invencion también es posible en una
forma adecuada para administracion oral, tal como en forma de capsulas que contienen de 0,1 mg a 500 mg de
trans-piceido por capsula. En ciertos casos puede ser ventajoso formular la preparacion con la adicion de acidos
grasos poliinsaturados, preferentemente en cantidades que oscilan de 50 mg a 5000 mg por capsula.

Finalmente, cuando la preparacién de actividad antioxidante y antiinflamatorio, segin la presente invencion, es para
administracion parenteral, en particular por inyeccion intramuscular o intravenosa, una disolucién conveniente es la
de un vial para inyeccion intramuscular que contiene de 0,1 mg a 500 mg de trans-piceido por vial.

Las caracteristicas especificas de la presente invencion, ademas de sus ventajas y modalidades operativas
relativas, seran mas evidentes con referencia a una descripcién detallada presentada simplemente para fines de
ejemplificacion mas adelante, junto con los resultados de los experimentos llevados a cabo en ella y los datos para
comparacién con la técnica anterior. Algunos resultados experimentales también se ilustran en las figuras adjuntas,
en las cuales:

La Figura 1 muestra la tendencia del porcentaje de fibroblastos hTERT de la cdrnea positivos para iNOS en el caso
de su pre-incubacion con trans-resveratrol y con trans-piceido;

la Figura 2 muestra el efecto del piceido sobre la diferenciacién de fibroblastos hTERT de la cornea estimulados con
dosis inferiores a la 6ptima de TGF-B, evaluado examinando si a-SMA esta presente;

la Figura 3 muestra el efecto de piceido sobre la diferenciacion de fibroblastos hTERT de la cérnea estimulados con
dosis 6ptimas de TGF-f, evaluado examinando si a-SMA esta presente; y

la Figura 4 muestra el efecto de piceido sobre la diferenciacion de fibroblastos hTERT de la cérnea estimulados con
dosis superiores a la 6ptima TGF-, todavia evaluado examinando si a-SMA esta presente.

Algunas realizaciones especificas de las preparaciones para la terapia y prevencion de diversas afecciones
oftdlmicas segun la invencién se informan mas adelante simplemente para fines de ejemplificacion.

Ejemplo 1

Preparaciéon de colirio para ojo seco

La composicion de un colirio basado en piceido que va a usarse para administracion tépica en el ojo como un
sustituto de liquido lagrimal se informa a continuacién.

Componente Concentracién (%)
piceido 0,10

acido hialurénico 0,15

PEG 8000 0,50

bisulfato de sodio (NaHSO3) 0,075

cloruro de benzalconio 0,005

EDTA 0,125

tampon fosfato c.s.p. hastapH 6,0 - 7,5
NaCl C.S.p. hasta 270 mOsm/I

La preparacion, que debe usarse como lagrimas artificiales corrientes en una dosificacion de 1-2 gotas por ojo entre
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1y 4 veces al dia, puede aliviar la sensacién de ojo seco gracias a la presencia combinada de piceido y acido
hialurénico, formulada con excipientes adecuados, y también tiene una actividad antioxidante y antiinflamatoria.

Ejemplo 2

Preparacién de colirio para ojo seco

Como una alternativa a la preparacién precedente, aqui sigue otra preparacion de colirio Gtil como liquido lagrimal
artificial basado en piceido, que en este caso va a envasarse en matraces de monodosis debido a la ausencia de
conservante.

Componente Concentracién (%)
piceido 0,10
microemulsién de fosfolipido c.s.p. hasta 100

Como la microemulsién anteriormente dicha ya esta estabilizada no son necesarios otros componentes.
Las dosis y procedimientos de administracion de la preparacion son los mismos que en el ejemplo previo.
Ejemplo 3

Preparacion de gel para ojo seco

En los casos mas graves de ojo seco puede ser mas apropiado emplear una preparacion de gel basada en piceido
para su uso como un sustituto de liquido lagrimal, con la siguiente composicion indicativa.

Componente Concentracion (%)
piceido 0,10

carbopol 0,20

sorbitol 4,00

cetrimida 0,01

NaOH c.S.p. hasta pH 7,2

El gel debe aplicarse a las dosis y frecuencia facilitadas para los colirios del Ejemplo 1.
Ejemplo 4

Preparacién de crema para 0jo seco

Todavia en los casos mas graves de ojo seco puede usarse una forma en la cual el agente antioxidante y
antiinflamatorio esta en una crema. Una formulacion ejemplificativa se facilita a continuacion.

Componente Concentracion (%)
piceido 0,10

parafina liquida 20,0

lanolina 10,0

vaselina c.s.p. hasta 100 ml

En este caso, la preparacion debe aplicarse una vez a dia, por la tarde, para tratamiento por la noche, ya que su
espesor particular puede nublar la visién.

Ejemplo 5

Preparacién de capsulas para maculopatias

Un producto para uso oral que emplea las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias del piceido, en combinacion
con otros componentes de propiedades protectoras y antioxidantes ya experimentadas, y también con una serie de
oligoelementos (tiles en el caso de patologias degenerativas y del envejecimiento, puede ser de la siguiente
composicion.
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Componente Concentracién (por capsula)
piceido 10,0 mg
AGPI (acidos grasos poliinsaturados) 500 mg

Omega-3 (DHA, EPA)
acidos a-linoleico y y-linoleico

Omega-6

acido linolenico
acido lipoico 300 mg
L-glutation 1500 mg
selenio 0,04 mg
cobre 0,60 mg
cinc 15,0 mg
luteina 6,0 mg

Para una accién protectora apropiada, la preparacion debe tomarse en dosis que oscilan entre 1 y 4 capsulas por
dia.

Ejemplo 6

Preparacién de cdpsulas para 0jo seco

Otro producto para administracion por via oral que, a diferencia del producto del Ejemplo 5, se indica como un
antiinflamatorio y antioxidante para ojo seco, puede tener la siguiente composicién.

Componente Concentracién (por capsula)
piceido 10,0 mg
AGPI (acidos grasos poliinsaturados) 500 mg

Omega-3 (DHA, EPA)

acidos a-linoleico y y-linoleico

Omega-6

acido linolenico
N-acetilcisteina (NAC) 600 mg
vitamina C 750 mg

La dosificacion es la misma que la facilitada en el Ejemplo 5.
Ejemplo 7

Preparacién de capsulas para oclusiones y maculopatias vasculares

Un producto segln la presente invencidn para administracion por via oral, particularmente recomendado para la
prevencion de oclusiones vasculares y en el tratamiento de maculopatias secas o humedas relacionadas con la
edad, puede tener la siguiente composicion.

Componente Concentracion (por capsula)
piceido 10,0 mg

betaina 1000 mg

acido félico 0,40 mg

vitamina B1» 0,0024 mg

vitamina Bg 1,70 mg
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La combinacion de los productos anteriormente dichos, ademas de tener un efecto antiinflamatorio y antioxidante,
contrasta con la formaciéon de homocisteina, un catabolito natural cuya formacion en el cuerpo puede conducir a
problemas del corazén y vasculares.

En este caso también, el producto debe tomarse en dosis que oscilan de 1 a 4 cépsulas por dia.

Ejemplo 8

Preparacién inyectable para ojo seco

Cuando las condiciones ligadas a la patologia oftalmica son tales como para justificarla, la preparacién antioxidante
y antiinflamatoria basada en piceido segun la presente invencion también puede prever la administracion por medio
de inyeccion intramuscular, en cuyo caso el producto puede tener la siguiente composicion.

Componente Concentracion (por capsula)
piceido 10,0 mg
agua para inyectables c.s.p. hasta 5 ml

En este caso, los limites de dosificacion recomendados oscilan de 1 a 4 viales por dia.
Efectos del piceido sobre la produccion de iNOS por fibroblastos hTERT estimulados con citocinas
Obijetivo del estudio

El estudio tuvo como objetivo determinar los efectos del tratamiento con piceido y resveratrol sobre la 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS) por fibroblastos de la cérnea inmortalizados con telomerasa transcriptasa inversa humana
(fibroblastos hTERT), estimulados con interferén-y (IFN-y) e interleucina-1 (IL-1).

Procedimiento
Células y tratamiento

Algunos fibroblastos hTERT se mantuvieron en un medio DMEM de cultivo. Se resuspendieron posteriormente a una
concentracién de 1x10° y se dispusieron sobre placas de pocillos de 24 mm. Las células se incubaron a una
temperatura de 37°C con piceido o resveratrol a dosis de 1,25 - 2,5 - 5 pg/ml. Después de 15 minutos, lo siguiente
se afiadio a los pocillos que contenian las células: IL-1 a una concentracion de 3 ng/ml, e IFN-y a una concentracion
de 250 U/ml. Después de otras 48 h de incubacion, los fibroblastos se lavaron y se re-suspendieron en PBS a una
concentracion de 1x10° con el fin de determinar las células positivas para iINOS por medio de citometria de flujo.

Citometria de flujo

Las células tratadas en la forma anteriormente dicha se permeabilizaron mediante tratamiento con 70% de etanol y
luego se marcaron con 5 pg/ml de un anticuerpo anti-iNOS humano marcado con FITC. Después de la coloracion las
células se fijaron en paraformaldehido y se analizaron por medio de un citofluorimetro FACScan.

Resultados y conclusiones

Como se ilustra graficamente en la Figura 1, los resultados muestran que la estimulacién con IL-1+ IFN-y produce la
produccién de iINOS en aprox. el 60% de los fibroblastos hTERT. La pre-incubacién con piceido produjo una
disminucion dependiente de la dosis en el nimero de fibroblastos positivos para iNOS. Esta disminucién es mayor
en comparacion con la obtenida con una pre-incubacién con resveratrol. Las diferencias entre piceido y resveratrol
son estadisticamente significativas en cada punto a lo largo de la curva experimental.

A las dosis examinadas en el presente estudio, ambos compuestos resultaron no toxicos (datos no mostrados).

A partir de los resultados anteriormente dichos es posible llegar a la conclusién de que el piceido produce una
disminucion significativa en el porcentaje de fibroblastos que pueden producir INOS después de la estimulacion de
citocinas. Esta actividad indica que el compuesto tiene propiedades antiinflamatorias para células humanas de
origen de cornea. Los resultados anteriormente dichos también indican que la eficacia del piceido es
estadisticamente mayor que la del resveratrol.

Efectos del piceido sobre la diferenciacion de fibroblastos

Objetivo del estudio

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2393746 T3

El estudio tuvo como objetivo determinar los efectos del tratamiento con piceido sobre la diferenciaciéon de
fibroblastos de la co6rnea inmortalizados con telomerasa transcriptasa inversa humana (fibroblastos hTERT)
estimulados con dosis inferiores a la éptima, 6ptimas o superiores a la 6ptima de TGF-B. La diferenciacion de
fibroblastos en miofibroblastos se determiné examinando si habia alguna a-actina de musculo liso (a-SMA).

Procedimiento
Células y tratamiento

Algunos fibroblastos hTERT mantenidos en un cultivo DMEM se re-suspendieron a una concentraciéon de 1x10° y se
dispusieron sobre placas de pocillos de 24 mm. Las células se incubaron a una temperatura de 37°C con piceido o
resveratrol a dosis de 5 pug/ml. Después de 24 h las células se estimularon con dosis 6ptimas (1 ng/ml), inferiores a
la 6ptima (0,1 ng/ml) y superiores a la 6ptima (10 ng ml) de TGF-B. Después de 3, 5 y 10 dias de incubacion, los
fibroblastos se lavaron y se re-suspendieron en PBS a una concentracion de 1x10° con el fin de determinar las
células positivas para a-SMA por medio de citometria de flujo.

Citometria de flujo

Las células tratadas en la forma anteriormente dicha se permeabilizaron mediante tratamiento con 70% de etanol y
luego se marcaron con 5 pg/ml de un anticuerpo anti-o-SMA humano marcado con FITC. Después de la coloracion
las células se fijaron en paraformaldehido y se analizaron por medio de un citofluorimetro FACScan.

Resultados y conclusiones

Como se ilustra graficamente en la Figura 2, los resultados experimentales muestran que la adicion de 5 ug/ml de
piceido a los cultivos estimulados con la dosis inferior a la éptima (0,1 ng/ml) de TGF- determina, después de 3 dias
de incubacién, un aumento estadisticamente significativo, en comparacion con los no tratados, del porcentaje de
células que pueden expresar o-SMA (es decir, miofibroblastos). Este aumento disminuyd, aunque todavia
permanecia estadisticamente significativo, el 5° dia, mientras que el 10° dia ya no hubo ningdn porcentaje
significativo de células capaces de expresar a-SMA.

Por otra parte, como se muestra en la Figura 3, cuando se afiadieron 5 pg/ml de piceido a los cultivos estimulados
con una dosis Optima (1 ng/ml) de TGF-B, no condujo a ninguna variacién de porcentaje significativa de células
positivas para a-SMA en los tres intervalos de tiempo considerados.

La estimulacion de los cultivos con TGF-B a una dosis superior a la 6ptima de 10 ng/ml condujo a un aumento en el
namero de miofibroblastos (células a-SMA+) como se muestra en la Figura 4. Este aumento siguié siendo
significativo durante los 10 dias examinados. La adicion de 5 pg/ml de piceido condujo a una disminucion en el
porcentaje en fibroblastos que ya fue significativo en el 5° dia, y en el 10° dia llevé el numero de fibroblastos de
nuevo a condiciones fisioldgicas, con valores de porcentaje de células a-SMA+ que no fueron estadisticamente
diferentes de los registrados a intervalos del mismo tiempo con la dosis éptima.

Cuando 5 pg/ml de resveratrol se afiadieron a los cultivos estimulados con la dosis inferior a la 6ptima, 6ptima y
superior a la 6ptima de TGF-B, no condujo a ninguna variaciéon estadisticamente significativa en el porcentaje de
células o-SMA+.

En conclusion, es evidente que el piceido ha demostrado tener la capacidad para modular el efecto de TGF-B en
provocar la diferenciacién de fibroblastos en miofibroblastos. El piceido ha demostrado por si mismo que puede tanto
aumentar la capacidad de TGF-B, a una dosis inferior a la 6ptima, para producir la diferenciacion en miofibroblastos,
como también restaurar a condiciones normales el nimero de miofibroblastos, que habia permanecido alto en el 10°
dia después de la estimulacion con una dosis superior a la 6ptima de TGF-B. Este efecto muestra la capacidad del
piceido para modular y normalizar la produccion de miofibroblastos, asegurandose asi una reparacion apropiada de
la lesion de la cornea y una mejor preservacion de las calidades épticas de la cérnea. A las dosis ensayadas, el
piceido no parece tdxico para esta linea celular.

Los resultados de la experimentacion llevados a cabo también indican que el resveratrol no muestra una eficacia
similar en modular la actividad de TGF-.

De la presentaciéon anterior parece evidente que, gracias a su actividad secuestrante sobre radicales libres, el

piceido puede prevenir la lesion oxidativa no obstante causada a la cdrnea y puede tratar el proceso inflamatorio si
éste se produce.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de resveratrol-3-O-B-mono-D-glucésido (piceido) para la produccion de wuna preparacion
farmacéutica/nutricional para la prevencion y tratamiento de formacién de neblina en la cérnea y cicatrizacién
epitelial de la cérnea retrasada tras cirugia refractiva y para el tratamiento de erosiones y lesiones de la cérnea, en el
cual dichas afecciones del ojo implican un desequilibrio en la produccién de TGF-B en el sitio afectado.

2. Uso segun la reivindicacion 1, en el cual dicho resveratrol-3-O-p-mono-D-glucésido se elige de trans-resveratrol-3-
O-B-mono-D-glucésido y cis-resveratrol-3-O-p-mono-D-glucésido.

3. Uso segun la reivindicacion 2, en el cual dicha preparacion farmacéutica/nutricional contiene trans-resveratrol-3-
O-B-mono-D-glucésido como principio activo.

4. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el cual dicha preparacién es un producto en una forma
adecuada para administracion oftalmica tépica, administracion por via oral o administracion parenteral.

5. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el cual dicho piceido esta presente en dicha preparacién en
una cantidad total que oscila del 0,001% al 10% en peso.

6. Uso segun la reivindicaciéon 5, en el cual dicho piceido es trans-resveratrol-3-O-B-mono-D-glucésido, es decir,
trans-piceido.

7. Uso segun la reivindicacion 6, en el cual dicha preparacion esta en una forma adecuada para administracion por
via oral.

8. Uso segun la reivindicacion 7, en el cual dicha preparacion esta en forma de cdpsulas que contienen de 0,1 mg a
500 mg de trans-piceido por cdpsula.

9. Uso segun la reivindicacién 8, en el cual dicha preparacion también contiene de 50 mg a 5000 mg de acidos
grasos poliinsaturados por capsula.

10. Uso segun la reivindicacién 6, en el cual dicha preparacion estd en una forma adecuada para administracion
parenteral.

11. Uso segun la reivindicacion 6, en el cual dicha preparacion esta en forma de un vial para inyeccion intramuscular
y que contiene de 0,1 mg a 500 mg de trans-piceido por vial.
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