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DESCRIPCION
Composicion nutracéutica y métodos de uso
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a composiciones nutracéuticas y a métodos para administrarlas para el
tratamiento de una inflamacion o trastornos asociados con la inflamacién y especificamente a la lesidn de cartilago.

La presente invencion también se refiere a extractos de composiciones nutracéuticas de una planta que puede tratar
una inflamacién o trastornos asociados con la inflamacion.

Descripcion de la técnica anterior

En esta memoria descriptiva, cuando se hace referencia a o se discute un documento, un acto o un elemento de
conocimiento, esta referencia o discusion no es un reconocimiento de que el documento, el acto o el elemento de
conocimiento o cualquier combinacion de los mismos fue en la fecha de prioridad: parte del conocimiento general
comun o0 que se conocia que era relevante para intentar resolver cualquier problema con el que esté relacionado
esta memoria descriptiva.

La degradacion de cartilago es un problema que asedia a todos los vertebrados.

El cartilago es el tejido conjuntivo liso localizado sobre la superficie articular de los huesos y soporta y protege el
hueso. Cuando el cartilago pasa a dafarse, la articulacion ya no puede funcionar de manera normal y la superficie
del cartilago disminuye y pierde su capacidad de retencién de agua y se deteriora con fisuras que aparecen en el
propio cartilago. A lo largo del tiempo, la elasticidad del cartilago se reduce y pasa a ser mas susceptible de lesion y
dano. La pérdida progresiva puede dar como resultado un contacto hueso con hueso en puntos especificos, lo que
es extremadamente doloroso y prohibe el funcionamiento normal de la articulacion que se esta articulando.

Los AINE se han usado desde hace tiempo en el tratamiento de inflamacién de articulaciones como una forma de
alivio del dolor. Sin embargo, ha existido resistencia al uso continuado de muchos AINE debido a las complicaciones
y a las reacciones adversas que se han notificado.

El cartilago de tiburdn proporciona una mejora significativa en la salud de articulaciones en un modelo experimental
de artritis inmunomediada (Pivnenko et al.,, 2005) y puede mejorar la captacion de sulfato al interior de nuevas
moléculas de proteoglicano.

De manera similar, existe evidencia clinica de la eficacia del mejillén perna como tratamiento para la enfermedad
articular degenerativa en perros (Pollard et al.,, 2006; Bui y Bierer 2003). Se incorporé abulén, que tiene una alta
concentracion de acidos grasos poliinsaturados n-3, de los que se conocen que reducen la formaciéon de
eicosanoides inflamatorios (Mesa Garcia et al., 2006) y de NO (Pearson et al 2007).

Objetivo de la invencion

Un objetivo de la invencién es proporcionar una composicion nutracéutica para su uso en el tratamiento de una
inflamacion o trastornos asociados con la inflamacion.

Un objetivo adicional de la invencion es proporcionar una composicion nutracéutica para la estimulacion de la
formacion de cartilago.

Un objetivo de la presente invencién es superar, o al menos mejorar sustancialmente, las desventajas y los defectos
de la técnica anterior.

Otros objetivos y ventajas de la presente invencion pasaran a ser evidentes a partir de la siguiente descripcion,
tomandola en relacién con los dibujos adjuntos, en los que, a modo de ilustracién y ejemplo, se da a conocer una
realizaciéon de la presente invencion.

Sumario de la invenciéon

En un primer aspecto de la invencion, se proporciona una composicion que incluye una cantidad terapéutica de un
extracto de una planta Biota orientalis para su uso en el tratamiento de la degradacion de cartilago en un organismo.

En una realizacion, la composicion incluye una cantidad terapéutica de un extracto de la planta B. orientalis, puede
incluir ademas un extracto adicional tal como extracto de mejillon perna, extracto o polvo de abulén, polvo de
cartilago de tiburén o combinaciones de los mismos.

En una realizacién adicional, el extracto es un extracto de las semillas de la planta B. orientalis.

En una realizacion adicional, un extracto de la planta B. orientalis puede producirse a partir de un digesto simulado
que imita la funcion/el procesamiento gastrointestinal.
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Una forma adicional de la invencion reside en una composicion que incluye un extracto de una planta Biota orientalis
para su uso para aumentar la actividad de al menos un receptor prostanoide implicado en la proliferacion de
condrocitos, en la que administrar la composicion al paciente estimula la proliferacion de condrocitos y el crecimiento
y/o la reparacioén de cartilago.

Preferiblemente, la composicion para su uso incluye ademas administrar el extracto en combinaciéon con un extracto
tal como cartilago de tiburén, extracto de mejillon perna, extracto de abulén o combinaciones de los mismos.

En aun una forma adicional de la invencion, se proporciona un extracto de la planta Biota orientalis para su uso en el
tratamiento terapéutico y/o profilactico de estados degenerativos de cartilago.

En aun una forma adicional de la invencion, existe una composicion que incluye al menos uno de los compuestos
seleccionados del grupo que consiste en acido (9Z,13S,15Z)-12,13-epoxioctadeca-9,11,15-trienoico, acido
cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico (ALA), acido cis,cis,cis-6,9,12-octadecatrienoico (GLA), acido cis,cis-9,12-
octadecadienoico y acido 9-octadecenoico para su uso en el tratamiento terapéutico y/o profilactico de estados
degenerativos de cartilago.

Preferiblemente, la composicion incluye un extracto adicional tal como extracto de mejillén perna, extracto o polvo de
abulon, polvo de cartilago de tiburén o combinaciones de los mismos.

Preferiblemente, lo anterior es una preparacion farmacéutica
Breve descripcion de los dibujos

A modo de ejemplo, un empleo de la invencién se describe de manera mas completa a continuacion en el presente
documento con referencia a los dibujos adjuntos, en que:

Figura 1: Liberacion de GAG por explantes de cartilago estimulados con IL-1 (fig. 1A) y no estimulados (fig. 1B).

H representa tratamientos significativamente diferentes de los controles estimulados (A) o no estimulados
(B). IL-1 dio como resultado un aumento significativo en la liberacién de GAG en explantes control. No hubo ningun
efecto significativo de ningun tratamiento sobre explantes estimulados con IL-1. Indosim ¥ SEQsim (0,06 mg/ml)
dieron como resultado una [GAG] en los medios significativamente superior en explantes no estimulados en
comparacion con los controles no estimulados. El BO (0,06 mg/ml) redujo la [GAG] en los medios en explantes no
estimulados.

Figura 2: Oxido nitrico (NO) (medido como nitrito) en medios de explantes de cartilago estimulados con IL-1 (A) y

no estimulados (B). H representa tratamientos significativamente diferentes de los controles estimulados
(A) o no estimulados (B). IL-1 dio como resultado un aumento significativo en la liberacion de NO por explantes
control. SEQsim (ambas dosis) dio como resultado una [NO] en los medios significativamente superior en explantes
no estimulados en comparacion con los controles no estimulados, y una [NO] en los medios significativamente
inferior en explantes estimulados en comparaciéon con los controles estimulados. El BOsim no tuvo efecto sobre la
[NO] en los medios.

Figura 3: Razoén de fluorescencia de calceina-AM (C-AM) y de homodimero de etidio-1 (Ethd-1) en explantes de
cartilago estimulados con IL-1 y no estimulados. Se incluyen controles estimulados (estim) y no estimulados (no
estim) en cada grafico para su comparacion. * indica significativamente diferente de los controles estimulados (A) o
no estimulados (B). La estimulaciéon con IL-1 produjo una disminucion pequefia, no significativa, en la viabilidad
celular. No hubo ningin efecto de ningun tratamiento sobre la viabilidad celular en explantes no estimulados.
SEQsim ¥ BOsim (0,18 mg/ml) aumentaron significativamente la viabilidad celular en explantes estimulados con IL-1
en relacion con los controles estimulados.

Figura 4: Expresion relativa de ARN de agrecano en explantes de cartilago estimulados con IL-1 (A) y no
estimulados (B). Se muestran controles estimulados (estim) y no estimulados (no estim) en cada grafico para su
comparacion. Para cada uno de A y B, se comparan los tratamientos con los controles estimulados (A) y no
estimulados (B). Los explantes control no estimulados y estimulados no tuvieron expresion medible de agrecano.
Todos los tratamientos dieron como resultado un aumento significativo en la expresion de agrecano en explantes
no estimulados, el menos eficaz de los cuales fue ABgsim. NZGLMsim (0,06 mg/ml) dio como resultado un aumento
sustancial en la expresion de agrecano en explantes tanto no estimulados como estimulados. SEQsim (0,18 mg/ml)
fue eficaz en el aumento de la expresion de agrecano en explantes tanto estimulados como no estimulados.

Figura 5: La recogida de muestras consistié en artrocentesis de liquido sinovial de articulaciones intercarpianas
izquierdas y derechas y sangre venosa yugular. La complementacion dietética se inicié en el dia 0 y continud
durante la duracién del experimento.

Figura 6: Circunferencia de las articulaciones intercarpianas en las que se inyecté IL-1 (10 ng en iny-1, 100 ng en
iny-2) o solucidén salina en caballos alimentados con CON (A) y con SEQ (B). Los caballos sanos recibieron una
dieta que contenia placebo (CON) o Sasha’s EQ (SEQ) durante 28 dias. Se inyect6 IL-1 intraarticular (10 ng en
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500 wl de solucion salina esteéril) en la articulacion intercarpiana y se inyecté una solucion salina estéril (500 pl) en
la articulacion contralateral 14 dias tras el comienzo de la complementacion (iny-1). Se inyecté una segunda
inyeccion intraarticular de IL-1 (100 ng en 500 pl de solucion salina estéril) o soluciéon salina (500 wl) en las mismas
articulaciones 24 h mas tarde (iny-2). Se aspiraron aproximadamente 1,5 ml de liquido sinovial de las
articulaciones intercarpianas en los dias pre (antes del comienzo de la complementacion), iny-1 e iny-2 (antes de
las inyecciones), iny-2-2 (8 h tras la 22 inyeccién de IL-1) y 1, 3, 7 y 14 dias tras la 22 inyeccion de IL-1. * indica un
cambio significativo con respecto a iny-1 dentro de los tratamientos. Las letras indican diferencias significativas
entre la IL-1 y la solucion salina dentro de los tratamientos. La circunferencia de la articulacion de las articulaciones
en las que se inyectd IL-1 fue significativamente inferior en caballos alimentados con SEQ que en caballos
alimentados con CON (p < 0,001). Las diferencias fueron significativas cuando p < 0,05.

Figura 7: [PGE>] en el liquido sinovial de articulaciones intercarpianas de caballos control en los que se inyecto IL-1
(10 ng en iny-1, 100 ng en iny-2) o con solucion salina en caballos alimentados con CON (A) y con SEQ (B). Los
caballos sanos recibieron una dieta que contenia placebo (CON) o Sasha’s EQ (SEQ) durante 28 dias. Se inyecto
IL-1 intraarticular (10 ng en 500 pl de solucidn salina estéril) en la articulacion intercarpiana y se inyectdé una
solucion salina estéril (500 pl) en la articulacion contralateral 14 dias tras el comienzo de la complementacion (iny-
1). Se inyect6 una segunda inyeccion intraarticular de IL-1 (100 ng en 500 pl de solucioén salina estéril) o solucion
salina (500 pl) en las mismas articulaciones 24 h mas tarde (iny-2). Se aspiraron aproximadamente 1,5 ml de
liquido sinovial de las articulaciones intercarpianas en los dias pre (antes del comienzo de la complementacion),
iny-1 e iny-2 (antes de las inyecciones), iny-2-2 (8 h tras la 22 inyeccion de IL-1) y 1, 3, 7 y 14 dias tras la 22
inyeccion de IL-1. * indica un cambio significativo con respecto a iny-1 dentro de los tratamientos. Las letras
indican diferencias significativas entre la solucion salina y la IL-1 dentro de los tratamientos. Los cambios fueron
significativos cuando p < 0,05.

Figura 8: [GAG] en el liquido sinovial de articulaciones intercarpianas en las que se inyect6 IL-1 (10 ng en iny-1,
100 ng en iny-2) o solucion salina en caballos alimentados con CON (A) y con SEQ (B). Los caballos sanos
recibieron una dieta que contenia placebo (CON) o Sasha’s EQ (SEQ) durante 28 dias. Se inyectd IL-1
intraarticular (10 ng en 500 pl de solucion salina estéril) en la articulacion intercarpiana y se inyecté una solucion
salina estéril (500 pl) en la articulacion contralateral 14 dias tras el comienzo de la complementacioén (iny-1). Se
inyectd una segunda inyeccion intraarticular de IL-1 (100 ng en 500 pl de solucién salina estéril) o solucion salina
(500 pl) en las mismas articulaciones 24 h mas tarde (iny-2). Se aspiraron aproximadamente 1,5 ml de liquido
sinovial de las articulaciones intercarpianas en los dias pre (antes del comienzo de la complementacion), iny-1 e
iny-2 (antes de las inyecciones), iny-2-2 (8 h tras la 22 inyeccion de IL-1) y 1, 3, 7 y 14 dias tras la 22 inyeccion de
IL-1. * indica un cambio significativo con respecto a iny-1 dentro de los tratamientos. Las letras indican una
diferencia significativa entre la IL-1 y la solucion salina dentro de los tratamientos. Los caballos alimentados con
SEQ tuvieron una [GAG] en el liquido sinovial significativamente superior a la de los caballos alimentados con
CON. Las diferencias fueron significativas cuando p < 0,05.

Figura 9: [proteina] en el liquido sinovial de articulaciones intercarpianas de caballos control a los que se les
inyect6 IL-1 (10 ng en iny-1, 100 ng en iny-2) o solucién salina en caballos alimentados con CON (A) y con SEQ
(B). Los caballos sanos recibieron una dieta que contenia placebo (CON) o Sasha’s EQ (SEQ) durante 28 dias. Se
inyecto IL-1 intraarticular (10 ng en 500 pl de solucién salina estéril) en la articulacion intercarpiana y se inyecto
una solucion salina estéril (500 pl) en la articulacion contralateral 14 dias tras el comienzo de la complementacion
(iny-1). Se inyectd una segunda inyeccion intraarticular de IL-1 (100 ng en 500 pl de solucién salina estéril) o
solucion salina (500 pl) en las mismas articulaciones 24 h mas tarde (iny-2). Se aspiraron aproximadamente 1,5 ml
de liquido sinovial de las articulaciones intercarpianas en los dias pre (antes del comienzo de la complementacion),
iny-1 e iny-2 (antes de las inyecciones), iny-2-2 (8 h tras la 22 inyeccion de IL-1) y 1, 3, 7 y 14 dias tras la 22
inyeccion de IL-1. * indica un cambio significativo con respecto a iny-1 dentro de los tratamientos. Las letras
indican diferencias significativas entre la IL-1 y la soluciéon salina dentro de los tratamientos. Las diferencias fueron
significativas cuando p < 0,05.

Figura 10: La tabla 1 que muestra los cebadores para agrecano y p-actina.

Figura 11: La tabla 2 que muestra la composicion del polvo de Sasha’s EQ preparado combinando abulén (AB),
mejillén de labios verdes de Nueva Zelanda (NZGLM), cartilago de tiburdon (SC) y BO (Interpath Pty Ltd, Australia).

Figura 12: La tabla 3 que muestra la composicién de Sasha’s EQ para alimentar a los caballos.
Figura 13: Espectro cromatografico del extracto de aceite de Biota orientalis.

Figura 14: Muestra el ensayo de proliferacion celular de BrdU de las fracciones F1, F2, F3y F4.
Figura 15: Muestra el ensayo de proliferacion celular de BrdU de las fracciones |, ii, V, Vi y Vii.

Figura 16: Muestra el ensayo de proliferacion celular de BrdU de las fracciones F1, F1.1, F1.2, F1.3y F1.4.

Descripcion detallada de la invenciéon
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Para facilitar un entendimiento de la invencién, diversos términos y abreviaciones se usan y se definen a
continuacion:

“SEQ” significa una mezcla de mejillon de labios verdes de Nueva Zelanda o perna, abuldn, polvo de cartilago de
tiburdén y aceite de Biota.

“BO” significa aceite de Biota extraido de las semillas de la planta Biota orientalis.
“NZGLM” significa mejillon de labios verdes de Nueva Zelanda o mejillén perna.
“sim” significa el digesto simulado.

“COX’ o “cox” significa la enzima ciclooxigenasa.

“INOS” significa NO sintasa inducible.

La Biota orientalis (“Biota”) es una hierba originaria de China Occidental y Corea del Norte y se conoce por varios
otros nombres, tales como Thuja orientalis, Platycladus stricta y Platycladus orientalis, la Biota se valora
enormemente en la medicina china tradicional como una de las 50 hierbas fundamentales (Duke y Ayensu 1985). Se
usa tradicionalmente como laxante, analgésico y sedante (Duke y Ayensu 1985).

Se ha notificado anteriormente que digestos simulados de cartilago de tiburén, NZGLM y abuldn tienen efectos
antiinflamatorios en un modelo de explante de cartilago de artritis reduciendo PGE; (prostaglandina E,), GAG y/o
oxido nitrico (Pearson et al., 2007).

Métodos
Cultivos de explantes

Se obtuvieron patas delanteras de cerdos con peso listo para la venta (5-7 meses de edad, 200-250 Ib) de un
matadero local. Se refrigeraron las patas en hielo picado hasta la diseccion. Usando una técnica aséptica, se abrio la
articulacion intercarpiana y se expusieron las superficies de cartilago. Se us6 un sacabocados para biopsia dérmica
de 4 mm para tomar explantes (~ 0,5 mm de grosor; 11-15 mg/explante) de cartilago sano de la regiéon que soporta
el peso de ambas superficies de articulacion de la articulacion intercarpiana. Se lavaron piezas de cartilago 3 veces
en medio Eagle modificado por Dubelco (DMEM) complementado con NaHCOs;. Se colocaron dos discos de
cartilago dentro de cada pocillo de placas de cultivo tisular de 24 pocillos que contenian DMEM complementado con
aminoacidos, selenito de sodio, sulfato de manganeso, NaHCO3 y acido ascérbico (TCM - medio de cultivo tisular).
Se incubaron las placas a 37°C, CO; al 7% en una atmosfera humidificada durante hasta 144 h. Cada 24 h se
aspiraron completamente los medios al interior de tubos de microcentrifuga de 1 ml y se reemplazaron
inmediatamente con medios acondicionados y/o estimulados control (descritos a continuacién) antes de devolverse
al incubador. Se almacenaron los medios recogidos a -80°C hasta el analisis. Se recogio el cartilago al final de cada
experimento con un explante por pocillo tefiido para determinar la citotoxicidad y se congelé inmediatamente el
cartilago restante a -80°C.

Digestion simulada y ultrafiltracion

Se desarrollé un procedimiento de digestion simulada para imitar el procesamiento gastrointestinal de complementos
dietéticos ingeridos. Se ha usado anteriormente este tipo de aproximacion para mejorar la bioevaluacion de
supuestos nutracéuticos (Rininger et al., 2000; Pearson et al., 2007).

Se prepararon digestos simulados usando SEQ (0,85 g), BO [2,5 ml (0,85 g)] e indometacina (0,074 g - un control
antiinflamatorio positivo). Se suspendio individualmente cada sustancia de prueba en 35 ml de fluido gastrico
simulado (NaCl 37 mM, HCI 0,03 N, pepsina 3,2 mg/ml) y se agitaron a 37°C durante 2 h (Rininger et al., 2000). Tras
esto, se neutralizo la acidez de la disolucion afiadiendo un volumen equinormal de NaOH 2,2 N (1,15 ml). A esto se
le afadieron 36,15 ml de fluido intestinal simulado (Rininger et al., 2000 - K;HPO4 30 mM, NaH.PO, 160 mM;
pancreatina 20 mg/ml; pH ajustado a 7,4) y se agité la mezcla resultante en un incubador a 37°C durante 2 h mas.
Se preparé un “blanco” usando una metodologia idéntica pero sin incluir ninguna sustancia de prueba. Se derivaron
volumenes apropiados de fluido gastrico e intestinal a partir de aquéllos aproximados en un estdmago humano
(Marciani et al., 2005).

Tras la finalizacion de la incubacion de 4 horas, se centrifugaron digestos simulados de SEQ (SEQsim), BO (BOsim) €
indometacina (indosim) @ 3.000 x g durante 25 min a 4°C. Se decanté el sobrenadante y se centrifugd una segunda
vez a 3.000 x g durante 15 min a 4°C. Se calento el sobrenadante resultante hasta temperatura ambiente y se filtré
(0,22 um) para eliminar los materiales particulados. Se fraccion6 adicionalmente este filtrado con una unidad de
centrifuga de ultrafiliracion con un limite de peso molecular de 50 kDa, (AmiconUltra, Millipore, Mississauga ON),
centrifugando a 3.000 x g durante 25 min (temperatura ambiente). Se almacené el digesto simulado filtrado a 4°C
hasta su uso durante un maximo de 7 dias.

Efecto de SEQsim y BOsim sobre inflamacion inducida por IL-1
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Se preparé SEQsim tal como se explicd anteriormente. Se prepararon explantes de 12 cerdos tal como describio
anteriormente, y se mantuvieron en medios no acondicionados durante las 24 h iniciales. 24 horas después del
cultivo, se afiadid6 SEQsim, BOsim (0, 0,06 6 0,18 mg/ml) o indosim (0,02 mg/ml) al TCM. Se renovaron los medios
acondicionados cada 24 horas durante la duracion del experimento. 72 horas después del cultivo, y cada 24 horas
después, se estimularon los explantes con IL-1 (0 6 10 ng/ml; Medicorp, Montreal, Quebec; n.° de cat. PHC0813). Se
expusieron los explantes de cada animal a cada tratamiento por duplicado. Se cultivaron los explantes durante un
total de 120 h. Se analizaron los medios para determinar la [PGE;], la [GAG] y la [NO]. Se recogi6 un explante por
tratamiento en solucion salina estéril tamponada con fosfato (PBS) y se tifid inmediatamente para determinar la
viabilidad celular (véase a continuacién). Se congelé el segundo explante a -80°C para la extraccion de ARN (véase
a continuacion).

Analisis de GAG

Se determiné la concentracion de GAG en los medios usando un ensayo espectrofotométrico con 1,9-DMB
(Chandrasekhar et al., 1987). Se afiadieron las muestras a placas de 96 pocillos al 50% de dilucién, y se diluyeron
en serie 1:2 hasta una dilucion final de 1:64. Se afiadio clorhidrato de guanidina a todos los pocillos inmediatamente
antes del colorante DMB. Se incubaron las placas en la oscuridad durante 10 minutos, y se leyé la absorbancia en
un lector de microplacas Victor 3 a 530 nm. Se comparé la absorbancia de la muestra con la de un patrén de sulfato
de condroitina. Se desarrollaron curvas patron para cada placa, y se us6 una ecuacion lineal de ajuste 6ptimo con R?
= 0,99 para calcular las concentraciones de GAG para patrones y muestras.

Aislamiento de ARN total y sintesis de ADNc

Se extrajo el ARN total de explantes de cartilago usando un procedimiento de TRIzol modificado (Chan et al., 2005).
Se agrup¢ cartilago congelado de cada animal segun el acondicionamiento y la estimulacién, y se homogenizé en
TRI Reagent (100 mg de tejido/ml; Sigma, Mississauga ON). Se afiadié cloroformo para extraer ARN seguido por
agitacion vigorosa e incubacion de 2 min a temperatura ambiente. Luego se centrifugd la muestra (12.000 x g, 15
min) y se precipitd el ARN con un volumen igual de etanol al 70% (DEPC). Se aplico el precipitado de ARN a una
minicolumna RNeasy (Qiagen, Valencia CA, USA) y se purificd el ARN segun las instrucciones del fabricante.

Para cada muestra agrupada, se convirti6 1 ung de ARN total en ADNc monocatenario usando la transcriptasa
inversa del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLYV) (Invitrogen, Burlington ON) segun las instrucciones del
fabricante. Se cuantificé el ADNc monocatenario mediante espectrofotometria UV y se diluyé con DEPC-H,O hasta
una concentracion final de 10 ng/pl.

RT-PCR en tiempo real cuantitativa

Se prepararon cebadores para agrecano (el proteoglicano de agregacion grande primario en cartilago hialino)
(Fehrenbacher et al., 2003) y B-actina (gen de mantenimiento; Nishimoto et al., 2005) (tabla 1) (Divisién de Servicios
de Laboratorio, Universidad de Guelph) y se almacenaron a -20°C hasta su uso. Se evaluaron muestras de cartilago
de SEQsim y BOsim para determinar cambios en la expresidon génica, junto con cartilago cultivado en condiciones
idénticas previamente con los otros 3 componentes de la SEQ (véase Pearson et al., 2007 para condiciones de
cultivo detalladas). Se realizaron reacciones PCR de veinticinco microlitros por triplicado usando un sistema de
deteccion de secuencias ABI Prism 7000 (Perkin-Elmer). Se detectd la amplificacion de 50 ng de cada muestra de
ADNc usando un equipo SYBR-Rox (Invitrogen, Burlington ON) y se compard con una curva patrén de ADNc
agrupado que contenia cantidades iguales de ADNc de cada muestra. Se us6 un gel de electroforesis de agarosa al
1,5% para confirmar los productos de PCR. Se normalizé la expresion de cada gen de interés (G) en cada muestra a
B-actina (B), y se comparé con explantes control no estimulados (es decir, el cambio en veces para el calibrador = 1).

El cambio en veces (fc) de la expresion (AG/A B), en relacién con el control no estimulado o estimulado segun se
indique, se presenta en unidades arbitrarias.

Tincioén de citotoxicidad

Se determind la viabilidad celular usando un kit de tincién de viabilidad comercialmente disponible (Invitrogen;
Burlington ON) (Pearson et al., 2007). Brevemente, se lavaron los explantes en 500 pul de PBS y se colocaron en una
placa de microtitulacion de 96 pocillos (un explante por pocillo) y se incubaron en 200 pl de disoluciéon de tincion
madre (C-AM 4 uM; Ethd-1 8 uM) durante una hora a temperatura ambiente. Se ley6 la placa desde la base de cada
pocillo usando 10 etapas horizontales, 3 etapas verticales y un desplazamiento de 0,1 mm. Se obtuvieron
fluorescencias de C-AM y de Ethd-1 en explantes vivos y muertos con filtros de excitacion/emision de 485/530 nm y
530/685 nm, respectivamente.

Analisis de los datos

Los datos de los analisis de medios de cultivo tisular y de viabilidad se presentan como medias + error estandar. Se
analizaron las medias de réplicas de cada tratamiento/animal usando un analisis de varianza de medidas repetidas
de dos vias que compara cada tratamiento con controles no acondicionados y controles acondicionados con
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indometacina. Se analizaron los datos de viabilidad usando la prueba de la t de Student, que compara
individualmente los controles estimulados con todos los demas tratamientos. Cuando se obtuvo una razén F
significativa, se usé la prueba de comparaciones multiples a posteriori de Holm-Sidak para identificar diferencias
significativas con respecto al tratamiento y/o el tiempo. Se acepto la significancia si p < 0,05.

Debido a la baja celularidad de los explantes de cartilago, fue necesario agrupar el ARN de explantes expuestos al
mismo acondicionamiento y estimulacion con el fin de extraer suficiente ARN para una reaccion de transcripcion
inversa. Por tanto, los datos PCR se presentan en el texto como cambio medio en la expresion génica (calibrado con
respecto a controles) en relacion con B-actina. Un cambio en veces de la expresién calibrado = 2 se considera que
es biolédgicamente relevante (Yang et al., 2002; Schena et al., 1995) y tales cambios de expresion se discuten en el
texto como diferencias significativas.

Resultados
EXPRESION GENICA

Cox 1: Todos los constituyentes de la SEQ redujeron la expresion de cox 1 en explantes no estimulados (intervalo: el
76 - 95% de inhibicion). De manera importante, se observo que el BOsim (0,06 mg/ml) fue el inhibidor de cox 1 mas
eficaz, reduciendo la expresion de cox 1 en el 95% en explantes tanto no estimulados como estimulados.

Agrecano (figura 4, A y B): La estimulacion de explantes control con IL-1 dio como resultado una disminucién no
significativa escasa en la expresion de agrecano. El acondicionamiento de explantes no estimulados con indosim dio
como resultado un aumento de 58 veces en agrecano. Este aumento se suprimid completamente mediante
estimulacion de explantes acondicionados con indosim con IL-1.

SEQ y todos sus constituyentes aumentaron significativamente la expresion de agrecano en explantes no
estimulados. SEQsim aumentd la expresion de agrecano en explantes no estimulados de una manera dependiente de
la dosis (aumento de 42,8 y de 215,7 veces para 0,06 y 0,18 mg/ml, respectivamente).

La estimulacién de explantes acondicionados con IL-1 dio como resultado un aumento significativo en la expresion
de agrecano en SEQ y todos sus constituyentes, con la excepcion de SCsim (0,18 mg/ml; aumento de 1,4 veces).

METABOLISMO CELULAR

GAG: La [GAG] en los medios disminuy6 significativamente a las 24 y 48 h en explantes control no estimulados. El
acondicionamiento de explantes no estimulados con indosim dio como resultado una [GAG] en los medios
significativamente superior en todos los puntos de tiempo en comparacion con los controles no estimulados (figura
1). La estimulacién con IL-1 (10 ng/ml) dio como resultado una elevacion significativa de [GAG] en los medios en
explantes de control a las 24 h después de la estimulacion. La [GAG] en los medios de explantes acondicionados
con indosim fue elevada en comparacion con los controles estimulados a lo largo de la duracion del experimento, pero
no significativamente (p = 0,1). No hubo ningun efecto significativo de la IL-1 sobre explantes acondicionados con
indOsjm.

No hubo ningun efecto significativo de SEQsim (0,06 y 0,18 mg/ml) sobre la liberacién de GAG inducida por IL-1
(figura 1, A). La [GAG] en los medios fue significativamente superior en SEQsim acondicionada de explantes no
estimulados (0-06 mg/ml) en comparacién con los controles no estimulados (figura 1, B). El acondicionamiento con
SEQsim (0,18 mg/ml) dio como resultado un aumento no significativo en la [GAG] en los medios (p = 0,06).

No hubo ningin efecto de BOsim sobre la liberacion de GAG en explantes estimulados con IL-1 (figura 1, A). El
acondicionamiento de explantes no estimulados con BOsim (0,06 mg/ml) redujo significativamente la [GAG] en los
medios en comparacion con los controles no estimulados (figura 1, B). Hubo una tendencia a una disminucioén en la
[GAG] en los medios de explantes acondicionados con BOsin (0,18 mg/ml) (p = 0,06).

Viabilidad. No hubo ningun efecto significativo de la estimulacion con IL-1 (10 ng/ml) sobre la viabilidad celular. El
acondicionamiento de explantes con indosim no tuvo ningun efecto significativo sobre la viabilidad celular en
explantes no estimulados o estimulados con IL-1 (figura 3).

La SEQsim (0,18 mg/ml) dio como resultado un aumento significativo en la viabilidad celular en explantes estimulados
con IL-1 en comparacion con los controles estimulados (figura 3, A), mientras que los explantes estimulados
acondicionados con SEQsim (0,06 mg/ml) tendian a aumentar en % de viabilidad (p = 0,06). El acondicionamiento
con SEQsim no tuvo efecto sobre los explantes no estimulados (figura 3, B).

Hubo una tendencia hacia viabilidad celular aumentada en explantes no estimulados acondicionados con BOsin, (0,18
mg/ml) (p = 0,09) (figura 3, B). El aumento en la viabilidad celular fue significativo cuando esta dosis se aplico a
explantes estimulados con IL-1 (figura 3, A).

Discusién
La metodologia descrita evalud el efecto de un digesto simulado de SEQ y BO sobre el metabolismo de cartilago, en
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presencia y ausencia de IL-1, con respecto a PGE;, NO, GAG y viabilidad celular. Se usaron los datos de la
expresion génica para realizar predicciones acerca de un mecanismo de accion de SEQ.

También se ha mostrado que Indosim no influye en la expresion de agrecano mediada por IL-1 en explantes
estimulados con IL-1, un efecto que se ha notificado en explantes de cartilago sometidos a tensién mecanica (limoto
et al., 2005).

Estos datos caracterizan la indometacina como antiinflamatorio eficaz predominantemente a través de la inhibicion
de cox. Sin embargo, su incapacidad para reducir la expresién de agrecano mediada por IL-1 y su efecto de
incremento sobre la expresion de iINOS mediada por IL-1, sugieren que el cartilago expuesto a la indometacina
continuaria degenerandose a través de una disminucion en la formacién de matriz y padeceria un aumento de
muerte celular mediada por éxido nitrico.

En efecto, estos efectos adversos se han notificado en perros artriticos usando indometacina profilactica (Hungin y
Kean 2001), y la indometacina se asocia con empeoramiento de algunos indicadores fisiopatoldgicos de artritis en
seres humanos (Rashad et al., 1989; Huakinsson et al., 1995). Cuando se aplicé la indosim a explantes de cartilago
en el estudio actual, hubo un aumento en la produccién de NO mediada por IL-1, pero esto no iba unido con una
disminucion en la viabilidad celular. La muerte celular posterior a la lesion de cartilago se ha notificado 7 dias tras la
lesiébn mecanica, y esta apoptosis se medid, hasta cierto grado, mediante bloqueantes especificos de la actividad
iNOS (Green et al, 2006), mientras que células parecidas a condrocitos aisladas experimentaron cambios
apoptoticos en un plazo de 48 h de exposicion a IL-1 1 ng/ml (Yasuhara et al., 2005).

Sin embargo, la regulacion por incremento transcripcional de agrecano de mas de 120 veces proporciona una buena
evidencia de que SEQ puede estimular la formacion de cartilago nuevo ante una exposicion inflamatoria mediante
IL-1. El aumento en GAG observado en explantes no estimulados acondicionados con SEQ (0,06 mg/ml) fue
probablemente un reflejo de una provision aumentada de GAG exdgenos. Es probable que este aumento no fuera
significativo en explantes acondicionados con la dosis superior debido a una formacion significativamente
aumentada de proteoglicano nuevo, como se demuestra mediante un aumento en la expresion de agrecano por los
explantes.

Ademas, este aumento en los GAG no se vio en explantes estimulados con IL-1, sugiriendo que SEQ puede de
hecho estar inhibiendo la liberacion de GAG inducida por IL-1 ademas de estimular la sintesis de proteoglicano.

Un criterio de valoracion final que se vio afectado significativamente por SEQ y BO en el experimento actual fue un
aumento en la viabilidad celular posterior a la exposicion a IL-1. Este aumento no fue una apoptosis reducida, como
puede predecirse de las propiedades inhibidoras de iINOS y NO de SEQ, puesto que no reflejoé recuperacion de
células estimuladas con IL-1 de vuelta a un estado no estimulado. Mas bien, la viabilidad celular aumenté por
encima de los niveles de controles no estimulados. El mecanismo primario para el crecimiento de condrocitos en
cartilago se ha atribuido a la union de PGE; a uno de sus cuatro receptores de superficie celular, EP1, EP2, EP3 y
EP4. Esta propiedad se ha asociado especificamente a EP1 (Del Toro et al., 2000; Brochhausen et al., 2006) o a
EP2 (Aoyama et al, 2005).

Lo que se ha visto ahora/se ha observado en los estudios descritos en el presente documento es que SEQsim y/o
BOsim producen un aumento en la proliferacion de condrocitos, dando como resultado un aumento en la tincion de
células vivas. Esto también proporciona una base para la inhibicién concurrente de PGE». Las sustancias que se
comportan como agonistas para los receptores de PGE; actian para “engafar” a las células para tratar al agonista
como si fuera la molécula diana (es decir, PGE>). Asi, la inclusiéon de un agonista de PGE; puede tener un efecto
similar como aumentar la cantidad de PGE: en el entorno pericelular.

Se conoce que la produccién de PGE; de células estimuladas con IL-1 se inhibe aumentado concentraciones
extracelulares de PGE; (Akarasereenont et al., 1999).

Conclusiones

El digesto simulado de SEQ inhibi6 significativamente la formacion in vitro de PGE2 y de NO en explantes de
cartilago estimulados con IL-1, mientras no mostraba ningun efecto sobre la liberacion de GAG y aumentaba la
viabilidad celular. Un digesto simulado de Biota orientalis, un constituyente previamente no investigado de SEQ,
inhibié la liberacion de los GAG por explantes de cartilago no estimulados. Este constituyente también aumento
significativamente la viabilidad celular en explantes de cartilago estimulados con IL-1. Tomados juntos, estos datos
proporcionan evidencia de que SEQ protege al cartilago de los efectos dafiinos de IL-1 y aumenta la viabilidad de
condrocitos.

Los modelos de inflamacion de cartilago en caballos se notifican ampliamente e incluyen exposiciones
intraarticulares tales como lipopolisacarido (Jacobsen et al., 2006), adyuvante completo de Freund (Toutain y Cester
2004) o monoyodoacetato de Na (Welch ef al, 1991); o perturbaciones quirirgicas que incluyen creacion de
fragmentos osteocondrales (Frisbie et al., 2007), lesiones por impacto de contusion focal (Bolam et al., 2006) y
transeccion ligamentosa (Simmons et al.,, 1999). Aunque estos modelos demuestran de manera competente la
activacion de una complejidad de mecanismos inflamatorios dentro del cartilago y hueso subcondral y tejidos
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blandos asociados, representan una respuesta inflamatoria predominantemente traumatica. Son menos
representativos de los cambios bioquimicos, funcionales y fisiopatolégicos mas sutiles en inflamacion articular
incipiente o subaguda que caracteriza la mayor parte de casos de cojera en caballos de carreras (Steel et al., 2006).

Métodos

Dietas: Se preparo6 polvo de Sasha’s EQ en nuestro laboratorio combinando abuldn (AB), mejillon de labios verdes
de Nueva Zelanda (NZGLM), cartilago de tiburén (SC) y BO (Interpath Pty Ltd, Australia) segun la composicion
proporcionada en la tabla 2. Se prepar6 una racion mixta de Sasha’s EQ (SEQ) combinando polvo de Sasha’s EQ
(10 g/kg), melaza (20 g/kg) y saborizante (esencia para caballo de dulce esencial D 2344. Essentials Inc. Abbotsford,
BC.) (1 g/kg) a una racion para caballo de pienso dulce (tabla 3), y combinando en una mezcladora de pienso en
lotes de 5 kg hasta un mezclado completo. Se preparé la racion control (CON) usando la misma dieta de pienso
dulce combinada con melaza (~20 g/kg) y saborizante (1 g/kg).

Caballos: Se asignaron al azar 11 caballos sanos sin signos de inflamacion articular (3 purasangre, 8 Standardbred;
edad de 5 - 12 afios; 10 caballos castrados, 1 yegua) o bien al grupo A (SEQ; 1,5 kg/dia; n = 6) o bien al grupo B
(CON; 1,5 kg/dia; n = 5). El experimento de 28 dias consistio en dos fases - fase 1: pretratamiento (14 dias); fase 2:
tratamiento (14 dias). La complementacion se inicié en el dia 0 y continué durante la duracién del experimento
(figura 5). Se produjo la recogida de muestras en los dias 0 (pre), 14 (iny-1), 15 (2 muestras: iny-2 - tomada
inmediatamente antes de la inyeccion; iny-2-2 - tomada 8 h después de la inyeccion), 16 (dia 1), 18 (dia 3), 21 (dia
7) y 28 (dia 14); en estos dias se tomo6 sangre de la vena yugular y se muestred el liquido sinovial de ambas
articulaciones intercarpianas mediante artrocentesis aséptica (véase a continuacion). Se inyecté una exposicion
inflamatoria - interleucina-1f3 (IL-1) recombinante - en la articulacion intercarpiana izquierda o derecha en el dia 14
(iny-1; 10 ng en 500 pl de solucién salina estéril) y 15 (iny-2; 100 ng en 500 pl de solucioén salina estéril). Se inyecto
un volumen igual de solucidn salina estéril en la articulacion intercarpiana contralateral. Se midio la circunferencia de
la articulacion como indicador de derrame articular con una cinta métrica en cada muestreo de fluido de articulacion.

Se llevaron a todos los caballos a corrales de ejercicio durante el dia y se alojaron en cubiculos durante la noche. Se
les proporcion6 un lecho de virutas de madera y se les ofrecid heno, agua y sales minerales a voluntad. Se
aprobaron todos los procedimientos por el Comité del cuidado de animales de la Universidad de Guelph segun las
directrices del Consejo Canadiense de Proteccion de los Animales.

Artrocentesis: Se afeitaron las rodillas tanto de las patas izquierdas como de las derechas, y se prepar6 de manera
aseéptica el area usando clorhexadina (4%) y se enjuagd con alcohol isopropilico al 70%. Se inserté una aguja de
1,5” de calibre 22 estéril, en la cara lateral de la articulacion intercarpiana izquierda. Luego se unié una jeringuilla
estéril de 3 cc, y se aspiraron aproximadamente 1,5 - 2 ml de liquido sinovial y se inyecté inmediatamente en un tubo
de ensayo Vacutainer de Kz-heparina estéril. Luego se repitid el procedimiento para la articulacion intercarpiana
derecha. En los dias 14 (iny-1) y 15 (iny-2), se inyecté IL-1 (500 pl) o bien en el intercarpiano izquierdo o bien en el
derecho (500 pl de solucién salina inyectada en la articulacion contralateral) tras la aspiracion de liquido sinovial y
antes de la retirada del conector de aguja. Se retiraron aproximadamente 1,5 ml de liquido sinovial del tubo de
ensayo Vacutainer y se colocaron en un tubo de microcentrifuga y se centrifugaron a 11.000 x g durante 10 minutos
para retirar el residuo celular. Se colocé el sobrenadante en otro tubo de microcentrifuga que contenia 10 pg de
indometacina y se congeld a -80°C hasta que se analiz6 para determinar PGE,, GAG y NO. Se afadié indometacina
al liquido sinovial tras recogerse con el fin de impedir la formacion adicional de PGE; durante el almacenamiento de
las muestras. Se enviaron los restantes ~0,5 ml de liquido sinovial al Laboratorio de salud animal (Universidad de
Guelph) para analisis citologico.

Citologia del liguido sinovial

Se retiraron 1,0 - 1,5 ml de fluido del tubo de ensayo Vacutainer para los analisis de PGE,, NO y GAG (véase a
continuacion), y se analizaron aproximadamente 0,5 ml para la cuenta de células nucleadas totales (contador Z2
COULTER COUNTER; Beckman Coulter Canada Inc. Mississauga ON), proteina (refractémetro) y diferencial celular
(en 100 células nucleadas) en el Laboratorio de salud animal.

[PGE>] en el liquido sinovial: Se descongeld el liquido sinovial hasta temperatura ambiente, luego se incubd con 20
pl de hialuronidasa (10 mg/ml) en un agitador basculante de tubos durante 30 minutos a 37°C para digerir el acido
hialurénico. Luego se diluyé la muestra 1:2 con acido férmico (0,1%) y se centrifugé a 12.000 x g durante 10
minutos. Se decantd el sobrenadante y se analizd para determinar PGE; mediante un kit para ELISA
comercialmente disponible (GE Amersham, Baie D’Urfé, Québec). Se extrajo la PGE, de la muestra usando
reactivos de lisis proporcionados para disociar PGE, de los receptores de membrana solubles y las proteinas de
union, y luego se cuantificé segun el protocolo del kit. Se leyeron las placas usando un lector de microplacas Victor 3
(Perkin Elmer, Woodbridge ON) con absorbancia fijada a 450 nm. Se desarrollé una curva patron polinémica de 3%
orden de ajuste 6ptimo para cada placa (R2 = 0,99), y se usaron estas ecuaciones para calcular las concentraciones
de PGE; para las muestras de cada placa.

[GAG] en el liguido sinovial: Se digirieron muestras de acido hialurénico en liquido sinovial con hialuronidasa tal
como se describié anteriormente. Se determind la concentracion de GAG del liquido sinovial usando un ensayo
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espectrofotométrico con 1,9-DMB tal como se describe por Chandrasekhar et al. (1987). Se diluyeron las muestras
1:3 con tampén de dilucién y se colocaron en una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Se afiadié clorhidrato de
guanidina (275 g/l) a cada pocillo seguido inmediatamente por adicion de 150 pl de reactivo de DMB. Se incubaron
las placas en la oscuridad durante 10 minutos, y se ley6 la absorbancia en un lector de microplacas Victor 3 a 530
nm. Se comparé la absorbancia de la muestra con la de un patrén de sulfato de condroitina bovina (Sigma, Oakville
ON). Se desarrollé una curva patrén lineal de ajuste dptimo para cada placa (R* = 0,99), y se usaron estas
ecuaciones para calcular las concentraciones de GAG para las muestras en cada placa.

[NO] en el liquido sinovial: Se analizé el nitrito (NO2'), un producto de oxidacion estable de NO, mediante la reaccion
de Griess (Fenton et al., 2002). Se afiadieron muestras de TCM no diluidas a placas de 96 pocillos. Se afiadieron
sulfanilamida (0,01 g/ml) y clorhidrato de N-(1)-naftiletilendiamina (1 mg/ml) disueltos en acido fosférico (0,085 g/l) a
todos los pocillos, y se leyd la absorbancia en un plazo de 5 minutos en un lector de microplacas Victor 3 a 530 nm.
Se compard la absorbancia de la muestra con un patrén de nitrito de sodio.

Analisis de los datos y presentacion

El analisis de la varianza (ANOVA) de medidas repetidas (RM) de dos vias se us6 para detectar diferencias entre los
tratamientos. Cuando se obtuvo una razén F significativa, la prueba de comparaciones multiples a posteriori de
Holm-Sidak se us6 para identificar diferencias entre los tratamientos. EI ANOVA de RM de una via se uso para
detectar diferencias dentro de los tratamientos con respecto al tiempo. Para los datos de sangre y liquido sinovial, se
realizaron comparaciones de una via de datos frente a los datos pre e iny-1, puesto que cada uno representaba la
referencia para dieta e inyecciones de IL-1, respectivamente. Los datos se presentan como medias + EEM (error
estandar de la media). Los graficos para los datos bioquimicos y de hematologia se trazan a escala para intervalos
de referencia fisiolégicos a menos que se establezca lo contrario. Los intervalos de referencia son aquéllos
publicados por el Laboratorio de salud animal, Universidad de Guelph
(http://www.labservices.uoguelph.ca/units/ahl/files/AHL-userguide.pdf).

Resultados
Liquido sinovial
PGEzi

Caballos alimentados con CON: No hubo cambio significativo en la [PGE] en el liquido sinovial en articulaciones en
las que se inyectd solucion salina en cualquier momento (figura 7, A). En relacion con las concentraciones previas a
la inyeccion, la [PEG2] aumento significativamente en iny-2-2 (321,3 + 161,8 pg/ml; p = 0,04) en articulaciones en las
que se inyectd IL-1, momento en el que la [PEG,] en el liquido sinovial fue significativamente superior en
articulaciones en las que se inyecté IL-1 que en articulaciones en las que se inyectoé solucion salina (p < 0,001).

Caballos alimentados con SEQ: Los datos representan n = 5, ya que un caballo de resultado atipico se elimino del
analisis. La PGE> no cambié en las articulaciones en las que se inyect6 solucion salina de caballos alimentados con
SEQ. Como los caballos alimentados con CON, hubo un pico en el aumento de [PEG;] en la iny-2-2 (175,4 + 89,2
pg/ml) en las articulaciones en las que se inyecto IL-1 de caballos alimentados con SEQ (figura 7, B). Sin embargo,
este aumento no fue significativo en comparacién con las concentraciones previas a la inyeccion (p > 0,05). La
respuesta de PGE; a la inyeccion de solucion salina no fue diferente en los caballos alimentados con SEQ en
comparacion con los caballos alimentados con CON. No hubo diferencia significativa en la respuesta de PGE; a la
inyeccion de IL-1 en comparacion con la solucion salina en caballos alimentados con SEQ.

Aunque la [PEG;] media en la iny-2-2 en caballos alimentados con SEQ fue aproximadamente el 55% de la de los
caballos alimentados con CON, la variabilidad acerca de las medias no dio como resultado ninguna diferencia
significativa entre las dietas.

GAG:

Caballos alimentados con CON: La [GAG] en el liquido sinovial aumento en las articulaciones en las que se inyecto
solucion salina entre la iny-1 (18,3 + 6,8 ug/ml) y el dia 1 (48,1 + 9,6 pug/ml) (figura 8, A). La inyeccion de IL-1 (10 ng)
provoco un aumento rapido y significativo en la [GAG] en el liquido sinovial entre la iny-1 (24,5 + 7,3 ug/ml) y la iny-2
(77,6 + 4,4 ug/ml). La [GAG] en el liquido sinovial permanecio significativamente elevada en las articulaciones en las
que se inyect6 IL-1 en la iny-2-2 (66,0 + 9,6 pg/ml) y el dia 1 (53,3 £ 11,4 pg/ml) en comparacion con las
concentraciones previas a la inyeccion. La magnitud del aumento en la [GAG] en el liquido sinovial fue
significativamente superior en las articulaciones en las que se inyect6 IL-1 que en las articulaciones en las que se
inyecto solucion salina (p = 0,003).

Caballos alimentados con SEQ: La [GAG] en el liquido sinovial tendi6 a aumentar (p = 0,09) tanto en las
articulaciones en las que se inyect6 solucion salina como en las que se inyecto IL-1 entre la pre (solucion salina:
29,3 + 5,9 ug/ml; IL-1: 27,0 £ 10,8 pug/ml) y la iny-1 (solucion salina: 85,5 + 28,0 pug/ml; IL-1: 83,2 + 27,9 pg/ml),
sugiriendo un efecto de la dieta sobre la [GAG] en el liquido sinovial (figura 8, B). No hubo ningun cambio en la
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[GAG] en el liquido sinovial en las articulaciones en las que se inyecto solucion salina o IL-1 durante el transcurso
del experimento. No hubo diferencia significativa en la [GAG] en el liquido sinovial de articulaciones en las que se
inyecto IL-1 y solucion salina.

La [GAG] en el liquido sinovial en articulaciones en las que se inyect6 IL-1 y solucién salina fue significativamente
superior en caballos alimentados con SEQ que en caballos alimentados con CON (p < 0,001). Esta diferencia fue lo
mas probablemente un efecto de la dieta, y no un efecto de IL-1, como se evidencia mediante el hecho de que la
mayoria del aumento se produjo antes de cualquier inyeccién de IL-1.

NO:

Caballos alimentados con CON: La [NO] en el liquido sinovial fue baja y variable durante el transcurso del
experimento tanto en las articulaciones en las que se inyectd solucion salina como en la que se inyectd IL-1. No
hubo ningun efecto significativo de la inyeccién o bien de solucion salina o bien de IL-1 sobre los niveles de NO en
caballos alimentados con CON a lo largo del tiempo. La magnitud de la [NO] en el liquido sinovial no fue diferente
entre las articulaciones en las que se inyectd IL-1 y en las que se inyectd solucion salina.

Caballos alimentados con SEQ: No hubo ningun cambio en la [NO] en el liquido sinovial en articulaciones en las que
se inyectd IL-1 o en las que se inyectd solucion salina en cualquier momento durante el transcurso del experimento.
No hubo diferencia significativa entre la IL-1 o la solucién salina en ningiin momento.

No hubo ningun efecto significativo de la dieta sobre la [NO] en el liquido sinovial en articulaciones en las que se
inyecto IL-1 o en las que se inyecto solucion salina.

Citologia del liguido sinovial:

Caballos alimentados con CON: La cuenta de células totales antes de la inyecciéon (0,61 + 0,1 x 10%1) fue
significativamente elevada por la provisién de IL-1 exdgena (10 ng) en la iny-2 (40,17 + 16,1 x 10%/). La cuenta de
células no aumento adicionalmente tras la 22 inyeccion de IL-1 (100 ng), sino que permanecié ligeramente (pero no
significativamente) elevada a lo largo del dia 1. La cuenta de células de la iny-1 en articulaciones en las que se
inyecto solucion salina (0,6 + 0,2 x 109/I) aumenté levemente, alcanzando un maximo en el dia 1 (6,0 + 2,6 x 109/I),
pero este aumento no fue significativo. Las cuentas de células totales de las articulaciones en las que se inyectd
solucion salina y en las que se inyecto IL-1 fueron significativamente diferentes unas de otras en la iny-2 [es decir,
24 h tras la 12 inyeccion de IL-1 (10 ng)]. El aumento en la cuenta de las células se debid principalmente a un
aumento en el porcentaje relativo de neutréfilos. El porcentaje de neutréfilos aumentoé significativamente tanto en
articulaciones en las que se inyect6 IL-1 como en las que se inyectd solucion salina tras la primera inyeccion. Las
cuentas de neutrofilos disminuyeron significativamente tanto en articulaciones en las que se inyect6 IL-1 como en las
que se inyecto6 solucion salina entre el dia 1 y el 3 sin aumento adicional para el resto del experimento. No hubo
ninguna diferencia en el % de neutrofilos entre las articulaciones en las que se inyectd IL-1 y en las que se inyecto
solucion salina.

Caballos alimentados con SEQ: La cuenta de células totales antes de la inyeccion (0,4 + 0,03 x 10%) fue
significativamente elevada por la provision de IL-1 exdgena (10 ng) mediante la iny-2 (27,5 + 8,7 x 10%1). La cuenta
de células no aumentd adicionalmente mediante la iny-2-2, sino que permanecié significativamente elevada a lo
largo del dia 1. La cuenta de células totales de la iny-1 en articulaciones en las que se inyecto solucion salina (0,4 £
0,1 x 109/I) aumenté levemente, alcanzando un maximo en la iny-2-2 (4,0 £ 2,6 x 109/I), pero este aumento no fue
significativo. Las cuentas de células totales de las articulaciones en las que se inyect6 solucion salina y en las que
se inyecto IL-1 fueron significativamente diferentes unas de otras en la iny-2 (es decir, 24 h tras la 12 inyeccién de IL-
1 de 10 ng), la iny-2-2 (es decir, 8 h tras la 22 inyeccion de IL-1 de 100 ng) y el dia 1 (es decir, 24 h tras la 22
inyeccion de IL-1 de 100 ng). Los neutrdfilos porcentuales aumentaron significativamente tanto en articulaciones en
las que se inyectd IL-1 como en las que se inyectd solucion salina tras la primera inyeccion. El aumento en la
concentracion de neutrdéfilos de articulaciones en las que se inyecto solucion salina puede haberse podido atribuir a
una inflamacién menor provocada por el traumatismo por inyeccion. Las cuentas de neutréfilos (%) disminuyeron
significativamente tanto en articulaciones en las que se inyecté IL-1 como en las que se inyectd solucion salina entre
el dia 1y el 3 con un segundo pico significativo en el dia 7. No hubo ninguna diferencia en el % de neutrofilos entre
las articulaciones en las que se inyecto IL-1 y en las que se inyecté solucion salina.

No hubo diferencia significativa en el efecto de las dietas de SEQ y de CON sobre las cuentas de células totales o el
% de neutrdfilos en articulaciones en las que se inyecto IL-1 o0 en las que se inyecto solucion salina.

Caballos alimentados con CON: La [proteina] en el liquido sinovial aumenté significativamente mediante inyeccion
de 10 ng de IL-1 (de 20 + 0,0 g/l a 39,4 + 4,0 g/l) (figura 9, A). La [proteina] no aumentd adicionalmente mediante
inyeccion de 100 ng de IL-1, y disminuy6 significativamente 24 h tras la inyeccion de 100 ng. La inyeccion de
solucion salina también dio como resultado un aumento significativo en la [proteina] inmediatamente tras la primera
inyeccion, volviendo a las concentraciones de referencia en el dia 1 (25,5 + 1,5 g/l). La magnitud del aumento en la
[proteina] durante el transcurso del experimento fue significativamente superior en articulaciones en las que se
inyecto IL-1 que en las que se inyectod solucion salina (p = 0,01).
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Caballos alimentados con SEQ: La inyeccion de 10 ng de IL-1 dio como resultado un aumento significativo en la
proteina del liquido sinovial en la iny-2 (38,7 + 4,9 g/l), la iny-2-2 (36,2 + 4,4 g/l) y el dia 1 (27,8 + 3,8 g/l) en
comparacion con la iny-1 (20 + 0 g/l) (figura 9, B). No hubo ningun efecto adicional de la 22 inyeccion de IL-1 de 100
ng sobre la [proteina)]. La inyecciéon de solucion salina también dio como resultado un aumento significativo en la
[proteina] en la iny-2-am (27,5 + 3,0 g/l) y la iny-2-pm (25,8 + 2,5 g/I) en comparacién con la iny-1 (20,6 + 0,6 g/l). La
magnitud del aumento en la [proteina] en el liquido sinovial fue significativamente superior en articulaciones en las
que se inyecto IL-1 que en articulaciones en las que se inyecté solucion salina (p = 0,003).

No hubo diferencia significativa en el efecto de las dietas de SEQ y de CON sobre la [proteina] en el liquido sinovial
en articulaciones en las que se inyectd IL-1 o en las que se inyecté solucion salina.

Circunferencia de la articulacion:

Caballos alimentados con CON: No hubo cambio significativo en la circunferencia a lo largo del tiempo en las
articulaciones en las que se inyectd IL-1 o en las que se inyecto solucion salina, y no hubo diferencia significativa en
la circunferencia de la articulacion entre las articulaciones en las que se inyecto IL-1 y en las que se inyectd solucion
salina (figura 6, A).

Caballos alimentados con SEQ: Hubo un aumento significativo en la circunferencia de la articulacion en las
articulaciones en las que se inyect6 IL-1 entre la iny-1 (31,1 + 0,2 cm) y la iny-2 (31,9 + 0,5 cm) en caballos
alimentados con SEQ (figura 6, B). La circunferencia de la articulacion permanecié significativamente elevada en la
iny-2-2 (31,7 + 0,4 cm) antes de disminuir hasta los niveles previos a la inyeccién. El mismo patron se mostré
exactamente en las articulaciones en las que se inyect6 solucion salina de caballos alimentados con SEQ.

La circunferencia de la articulacién de articulaciones en las que se inyectd IL-1 fue significativamente inferior en
caballos alimentados con SEQ que en caballos alimentados con CON (p < 0,001).

Fraccionamiento de aceite de Biota
Cromatografia

Se fraccion¢ el aceite de las semillas de Biota orientalis usando una HPLC preparativa 1200 de Agilent equipada con
un detector de red de diodos y un recogedor de fracciones automatizado. La columna usada fue una columna Agilent
Prep C18, 10 um (30 x 250 mm) con el siguiente gradiente a una velocidad de flujo de 20 ml/minuto con una
inyeccion de 900 pul de constituyente 4. 0-5 minutos agua al 80%, acetonitrilo al 20%. 5-7 minutos el gradiente
cambia, agua al 10%, acetonitrilo al 90%, de 7-25 minutos agua al 10%, isocratica, acetonitrilo al 90%. La deteccion
de la fraccion se logro a 254 nm.

Espectrometria de masas:

La deteccion por espectrometria de masas se realizd en una espectrometria de masas con tiempo de vuelo Agilent
6210 MSD en modo de ion tanto positivo como negativo. Se usaron las siguientes condiciones de ionizacion por
electropulverizacion, gas de secado: nitrogeno (7 ml min-1, 350°C); gas nebulizador: nitrdgeno (15 psi); voltaje
capilar: 4,0 kV; temperatura de vaporizacion: 350°C y voltaje de cono: 60 V

La figura 13 muestra el espectro cromatografico del aceite, y se recogieron diversas fracciones y se enumeraron tal
como se muestra.

Potencial condroprotector/condrogénico de fracciones del aceite de Biota

Se sometieron a prueba in vitro un total de diez fracciones (Fr1, Fr2, Fr3, Fr4, Fri, Frii, FrV, FrViy FrVii). Condrocitos
articulares humanos normales de Clonetics ® (NHAC-rodilla) obtenidos de Lonza Australia Pty Ltd, se hicieron
crecer en un medio de crecimiento de condrocitos (CGM) complementado con factores de crecimiento. Se usaron
los NHAC en el paso n.° 3-4 para todos los experimentos.

La fraccion 1 fue soluble en agua, las fracciones 2-10 se disolvieron a una concentracion final de 64 mg/ml en
dimetilsulfoxido (DMSO) de calidad para cultivo celular. Las células de NHAC se hicieron crecer en presencia o
ausencia de las fracciones mencionadas anteriormente durante 24, 48 horas y los efectos en la morfologia se
observaron durante el tratamiento. Los siguientes ensayos se llevaron a cabo usando los protocolos de acuerdo con
las instrucciones del kit:

Viabilidad/citotoxicidad :
. Ensayo de citotoxicidad (lactato deshidrogenasa) (Roche Applied Science)
Crecimiento y proliferacion celular:

. Marcaje de BrdU y kit Il de deteccion (Roche Applied Science)

12



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2487513 T3

. Kit de ensayo de proliferacién celular CyQUANT (Molecular Probes: Invitrogen)
Apoptosis/necrosis

Kit de extraccion por escalones de ADN apoptético (Biovision)

Kit Annexin-V-Flous (Roche Applied Science)

Las observaciones del efecto sobre la morfologia de los condrocitos tras el tratamiento con las diversas fracciones
revelaron que la fraccion 1, incluso en la concentracion mas alta (128 pg/ml) sometida a prueba, conservo la
morfologia celular normal y ayudé en el mantenimiento del crecimiento celular. Otras fracciones provocaron
morfologia apoptotica y necrotica a concentraciones superiores (128-32 ug/ml) conduciendo a un desplazamiento de
células adherentes y muerte celular.

La fraccion 1 no mostré ninguna citotoxicidad hacia los NHAC ni siquiera a la concentracion mas alta (128 pg/ml)
sometida a prueba. A la concentracion mas alta todas las otras fracciones fueron citotdxicas. Sin embargo Fr V, Fr Vi
y Fr i mostraron baja citotoxicidad hacia los NHAC a < 64 ug/ml. Se observé apoptosis y necrosis celular muy baja
(en el intervalo normal), en los condrocitos tratados con Fr 1, Friy Fr V.

En el ensayo de proliferacion celular de BrdU, la fraccion 1 potencié significativamente la proliferacion de NHAC de
una manera dependiente de la dosis. Otras fracciones estimularon significativamente la proliferacion celular a conc <
8 ng/ml pero fueron citotdxicas a concentraciones superiores (figuras 14y 15).

Se encontré que la fraccion 1 era soluble en agua y se investigoé adicionalmente y se mostré que contenia cinco
componentes separados mediante cromatografia analitica. La dilucidacion estructural luego identificd cada uno de
estos compuestos como sigue:

F1.1 acido (92,13S,157)-12,13-epoxioctadeca-9,11,15-trienoico
F1.2a acido cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico (ALA);

F1.2b acido cis,cis,cis-6,9,12-octadecatrienoico (GLA); y

F1.3 acido cis,cis-9,12-octadecadienoico;

F1.4 acido 9-octadecenoico

Cada una de las fracciones anteriores se sometio luego individualmente a ensayo otra vez para determinar la
viabilidad/citotoxicidad, el crecimiento celular y la proliferacion, la apoptosis/necrosis usando las pruebas tal como se
menciono anteriormente.

Se encontré que cada una de las fracciones 1.1-1.4 era soluble en agua y no mostraron citotoxicidad. Ademas, no
hubo diferencia significativa entre el indice apoptético (A/l) y el indice necrético (indice necrotico (N/I) de células
tratadas en comparacion con células no tratadas, todas fueron menos de 10 unidades.

La figura 16 muestra el nivel de proliferacion de condrocitos para F1.1-1.4 en las condiciones del ensayo de BrDu, y
la F1.4 es la mas activa en relacion con el crecimiento celular. También se muestra el nivel de actividad de las
fracciones combinadas, marcadas como F1.

Se ha mostrado que las fracciones F1.1-1.4, y la fraccion F1 combinada, presentan alta eficacia en el aumento de
proliferacién de condrocitos de la rodilla humana

Discusion

Estos datos presentan evidencia para un modelo reversible de grado minimamente invasivo de una inflamacion
articular de fase temprana que puede usarse para evaluar supuestos nutracéuticos antiinflamatorios. Se eligio la IL-1
como exposicion intraarticular debido a su papel central en la propagacion de la respuesta inflamatoria en artritis
(Jacques et al., 2006), y la PGE; se seleccion6 como variable dependiente primaria debido a su importancia en la
regulacion del metabolismo de la matriz (Pavlovic et al., 2006). Con el fin de establecer un programa de muestreo,
se investigd el transcurso del tiempo de la produccion de PGE; posterior a la inyeccion intraarticular de IL-1. Se
predijo una respuesta de PGE; maxima a aproximadamente 8 h tras la inyeccion basandose en la evidencia de que
la [IL-1] intraarticular se eleva de manera maxima en el liquido sinovial equino a aproximadamente 4 h tras la
provision de IL-1 exégena (Hardy et al., 1998). La PGE; se eleva posteriormente a aproximadamente 6 h (Sedgewick
y Lees 1986). Por tanto, se predijo que una muestra de 8 h proporcionaria una estimacion razonable de un aumento
maximo en la [PGE] en el liquido sinovial.

La inyeccion de 10 ng inicial proporcionada a los caballos fue por mucho en exceso de la concentracion de IL-1
conocida por asociarse con una enfermedad articular en caballos (= 4,5 pg/ml; Bertone et al., 2001) y se esper6 que
produzca una respuesta de PGE; significativa. Sin embargo, aunque eficaz en el reclutamiento primario de inicio de
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células inflamatorias al espacio articular y que eleva la [GAG] en el liquido sinovial, se demostré6 que una sola
inyeccion de IL-1 de 10 ng dio como resultado una escasa respuesta de PGE, de 8 h. Esto puede atribuirse, al
menos en parte, a diferencias especificas de las especies en la estructura de la proteina de IL-1 y su interaccion con
los tejidos diana. La secuencia de proteina de IL-1 humana (LOCUS CAG28607; Ebert et al., 2004) comparte s6lo
el 66% de la identidad con la IL-1 equina (LOCUS Q28386; Kato et al., 1995), proporcionando alguna explicacion del
porqué el tejido equino puede ser menos sensible a la estimulacion con IL-1 humana que con IL-1 equina. Se notifica
que la provision de 175 ng de IL-1 B humana recombinante intraarticular exdgeno da como resultado una respuesta
inflamatoria aguda en preparaciones de extremidades aisladas de caballos (Hardy et al., 1998). En un esfuerzo por
limitar la respuesta inflamatoria hasta una magnitud subclinica, se inyecté una dosis de IL-1 “de cebado” con el fin de
establecer la expresion de los receptores de IL-1 en condrocitos y sinoviocitos, y seguido por una segunda dosis de
IL-1 “de exposicion” inferior a 175 ng para producir una respuesta de PGE; significativa.

El protocolo de la inyeccion de IL-1 doble dio como resultado un aumento estadisticamente significativo en la PGE; a
las 8 h tras la 22 inyeccion. Ninguno de los caballos alimentados con CON eran abiertamente cojos al caminar o al
trote breve en cualquier momento durante el experimento, a pesar de que la [PGE;] en el liquido sinovial de pico
media (498 pg/ml) es acorde con la asociada con la cojera en caballos (488 pg/ml: de Grauw et al., 2006). El
aumento en la PGE; no fue acompafiado de un aumento concomitante en el NO. Esto proporciona una posible
explicacion respecto al porqué estos caballos no eran cojos, puesto que la transmision y percepcion de dolor
nociceptivo se producia predominantemente como resultado del efecto combinado de PGE; y NO elevados. Los
caballos alimentados con CON pueden haber demostrado una cojera de bajo grado si se hubieran sometido a
ejercicio moderado, pero esto no se emprendié debido al efecto de confusion del ejercicio sobre la [PGE;] en el
liquido sinovial (van den Boom et al., 2005). El aumento observado en la [PGE>] en el liquido sinovial en caballos
alimentados con CON proporcion6 buena evidencia de una inflamacion inducida por IL-1 de bajo grado dentro de la
articulacion

La movilizacién de células inflamatorias y la liberacion de glucosaminoglicano en el liquido sinovial fueron mas
sensibles a la estimulacion con IL-1 que la produccion de PGE;, ya que se observd un aumento en la [GAG] y la
[neutrofilos] en el liquido sinovial 24 h tras la inyeccion de IL-1 de 10 ng inicial. La [proteina] en el liquido sinovial
también se elevo inmediatamente tras la 12 inyeccion de IL-1. Estos parametros no aumentaron adicionalmente por
la provision de una exposicion a IL-1 superior. Estas respuestas concuerdan con un estado inflamatorio “preartritico”
(Adarichev et al., 2006). Los genes activados en la fase temprana de artritis son predominantemente aquéllos
asociados con transcripcion de quimiocinas, citocinas (particularmente, IL-1) y metaloproteinasas, particularmente,
MMP-13 y MMP-9. Las quimiocinas son sefiales potentes para la migracion de células inflamatorias al espacio
sinovial. Puesto que los sinoviocitos y las células endoteliales de la membrana sinovial pasa a activarse para
expresar moléculas de adhesién celular y producir quimiocinas, la extravasacion de neutréfilos al espacio articular
aumenta enormemente, tal como se observé en el estudio como un aumento considerable en la [neutrdfilos] en el
liquido sinovial. Las células de la membrana sinovial también pasan a ser mas permeables a las proteinas séricas
(Middleton et al., 2004) dando como resultado el aumento rapido observado en la [proteina] en el liquido sinovial.
MMP-13 (Yammani et al., 2006) y MMP-9 (Soder et al., 2006) son enzimas degradantes clave en el cartilago
articular, y el aumento en la [GAG] en el liquido sinovial inducida por IL-1 observado en el estudio actual respalda los
estudios que demuestran regulacion por incremento sustancial de genes que codifican estas enzimas en artritis
temprana (Adarichev et al., 2006; Kydd et al., 2007). El analisis de microalineamiento de cartilago preartritico en
ratones estimulados con PG revel6 que los genes que codifican para fosfolipasa C,, la enzima que cataliza la
liberacion de acido araquidonico de membranas nucleares, no se elevé (Adarichev et al., 2006). Esto puede explicar,
al menos en parte, por qué la PGE; requiri6 un transcurso de tiempo mayor para la elevacion posterior a la
estimulacion con IL-1 que con migracion celular y liberacion de GAG.

La exposicion intraarticular con IL-1 no dio como resultado un aumento constante en el NO del liquido sinovial. El
NO inducido por IL-1 se ha notificado frecuentemente en modelos de explantes de cartilago (Pearson ef al., 2007;
Petrov et al. 2005), en células tomadas de modelos animales de inflamacion articular aguda (Kumar et al., 2005) y
en casos clinicos de inflamacion articular (Karatay et al,, 2005). Los datos descritos en el presente documento
proporcionan respaldo para la evidencia de que los genes que codifican la NO sintasa inducible no se regulan por
incremento en la artritis de fase temprana (Kydd et al., 2007), lo que retrasa la formacion de NO inducida por IL-1.

Sasha’s EQ proporcion6 proteccion a las articulaciones estimuladas con IL-1 como se evidencia mediante: 1) ninguin
aumento significativo en la [PGE;] en el liquido sinovial; 2) [GAG] aumentada en el liquido sinovial antes de la
exposicion a IL-1, impidiendo luego el aumento inducido por IL-1 en GAG; y 3) derrame limitado al espacio articular
posterior a la exposicion a IL-1. Este producto se seleccioné como nutracéutico de prueba debido a la evidencia
reciente de que sus componentes individuales reducen significativamente la PGE,, la liberacion de GAG vy la
produccion de NO en explantes de cartilago (Pearson et al., 2007). Como parte de la dieta durante 2 semanas antes
de una exposicion a IL-1 intraarticular, SEQ impidid la elevacion significativa en PGE; inducida por IL-1. Similar a los
caballos alimentados con CON, la respuesta de PGE: a IL-1 en caballos alimentados con SEQ produjo un pico a las
8 h tras la segunda inyeccién de IL-1, pero el pico fue inferior, y no dio como resultado cambios estadisticamente
significativos a lo largo del tiempo o diferencias significativas entre la inyecciéon de IL-1 y de solucién salina. Esto
proporciona evidencia para el potencial de la SEQ para reducir la inflamacién y el dolor asociados con la PGE;
elevada en caballos con artritis de fase temprana, e implica que alimentar con SEQ a los caballos antes del dafio
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articular puede impedir la progresion de la enfermedad a una fase mas avanzada.

El aumento observado en la [GAG] en el liquido sinovial de caballos alimentados con SEQ tanto en articulaciones en
las que se inyectd solucion salina como en las que se inyectd IL-1 entre la pre y la iny-1 — es decir antes de la
exposicién inflamatoria - proporciona evidencia para la acumulacién posabsortiva de GAG dietéticos dentro del
espacio sinovial. Seria util cuantificar la [GAG] del plasma tras la provision dietética de SEQ con el fin de determinar
si los GAG de la SEQ se secuestran preferencialmente en el espacio sinovial, o se distribuyen uniformemente por
todo el cuerpo del animal. De importancia es la falta de un aumento significativo en la [GAG] posterior a la
exposicién a IL-1, que proporciona respaldo para un papel condroprotector de SEQ en caballos con artritis de fase
temprana. Puesto que las metaloproteinasas 13 y 9 se regulan por incremento rapida y sustancialmente en la artritis
de fase temprana (Adarichev et al., 2006; Kydd et al., 2007), la accion de la SEQ sobre la actividad enzimatica y/o la
produccion de proteina enzimatica, y también sobre la expresion/actividad de agrecanasas proporcionaria
informacion util sobre un posible mecanismo de accién condroprotectora.

La eficacia de Sasha’s EQ en impedir indicadores bioquimicos de artritis de fase temprana probablemente resulta de
un efecto combinado de sus 4 componentes. Un estudio previo mostré que un digesto simulado de NZGLM y SC es
eficaz en la inhibicién de la produccién de PGE; inducida por IL-1 en explantes de cartilago (Pearson et al., 2007).
Este estudio también mostré que SC aumenté significativamente la [GAG] en los medios a través de la provision de
GAG exogenos, y el NZGLM impidid la liberacion de GAG inducida por IL-1 de la matriz del cartilago. Estos datos
respaldan los de otros autores quienes notifican una mejora significativa en signos artriticos en perros a los que se
les proporciona NZGLM dietético (Pollard at al., 2006), y proteccion significativa mediante glucosamina y condroitina
- los mayores constituyentes bioactivos de SC - de explantes de cartilago frente a la degradacion mediante IL-1
(Dechant et al., 2005).

La eficacia del extracto de aceite de Biota F1.2-1.4 y F1 en el aumento de la proliferacion celular de condrocitos en
el cartilago de la rodilla humana no se ha conocido hasta ahora. El uso de los compuestos de F1.1-1.4 o bien por
separado o bien como mezcla con una o mas de las otras fracciones proporciona para una mejora notable en el
tratamiento de estados, tales como osteoartritis.

Cualquier mejora puede realizarse en parte o de todas las etapas del método y componentes de los sistemas.
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<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador directo para el gen Cox1 porcino (AF207823)
<400> 1

gggagtcctt ctccaatgtg

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso para el gen Cox1 porcino (AF207823)
<400> 2

cataaatgtg gccgaggtct

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador directo para el gen Cox2 porcino (AF207824)
<400> 3

atgatctacc cgcctcacac

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso para el gen Cox2 porcino (AF207824)
<400> 4

aaaagcagct ctgggtcaaa

<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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20

20

20

20
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<223> Cebador directo para el gen iNOS porcino (x98196)
<400> 5

tgcgttatgc caccaacaat g

<210> 6

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso para el gen iNOS porcino (x98196)
<400> 6

actctccagg atgttgtag

<210>7

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador directo para el gen de agrecano porcino (AF201722)
<400> 7

caggagaaga gatgccaac

<210> 8

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso para el gen de agrecano porcino (AF201722)
<400> 8

caggtgatcc gaggctcc

<210>9

<211> 17

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador directo para el gen de beta-actina porcino (SSU07786)
<400> 9

tgcaggtgac catggcc

<210> 10

<211> 21

19

21

19

19

18
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso para el gen de beta-actina porcino (SSU07786)
<400> 10

cggtaatgga acacaacccc t
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REIVINDICACIONES

Composicién que comprende una cantidad terapéutica de un extracto de una planta Biota orientalis para su
uso en el tratamiento de degradaciéon de cartilago en un organismo, estimulando el crecimiento o la
reparacion de cartilago a través de la estimulacion de la proliferacion de condrocitos.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la estimulacion es in vitro o in vivo.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 2, caracterizada ademas porque la composicion incluye un
extracto adicional tal como extracto de mejillén perna, extracto o polvo de abulén o combinaciones de los
mismos.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 3, caracterizada ademas porque la composicion incluye
polvo de cartilago de tiburén.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, caracterizada ademas porque
el extracto de una planta Biota orientalis es un extracto de las semillas de la planta Biota orientalis.

Composicion que incluye un extracto de una planta Biota orientalis para su uso para aumentar la actividad
de al menos un receptor prostanoide implicado en la proliferacion de condrocitos, en la que la
administracion de la composicidn a un paciente estimula la proliferacion de condrocitos y el crecimiento y/o
la reparacion de cartilago.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 6, caracterizada ademas porque incluye administrar el
extracto en combinacién con un extracto tal como cartilago de tiburén, extracto de mejillén perna, extracto
de abulén o combinaciones de los mismos.

Extracto de la planta Biota orientalis para su uso en el tratamiento terapéutico y/o profilactico de estados
degenerativos de cartilago.

Extracto para su uso segun la reivindicacion 8, caracterizado ademas porque incluye un extracto adicional
tal como extracto de mejilldbn perna, extracto o polvo de abulén, polvo de cartilago de tiburén o
combinaciones de los mismos.

Composicién que incluye al menos uno de los compuestos seleccionados del grupo que consiste en acido
(92,13S,152)-12,13-epoxioctadeca-9,11,15-trienocico, acido cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico  (ALA),
acido cis,cis,cis-6,9,12-octadecatrienoico  (GLA), acido cis,cis-9,12-octadecadienoico y acido 9-
octadecenoico para su uso en el tratamiento terapéutico y/o profilactico de estados degenerativos de
cartilago.

Composiciéon para su uso segun la reivindicacion 10, caracterizada ademas porque incluye un extracto
adicional tal como extracto de mejilldon perna, extracto o polvo de abulén o combinaciones de los mismos.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 11, caracterizada ademas porque la composicion incluye
polvo de cartilago de tiburén.

Preparacion farmacéutica para su uso en el tratamiento de estados degenerativos de cartilago en un
mamifero, que incluye una cantidad terapéuticamente eficaz de un extracto de una planta Biota orientalis.

Preparacion farmacéutica para su uso segun la reivindicaciéon 13, caracterizada ademas porque la
preparacion incluye un extracto adicional tal como extracto de mejillon perna, extracto o polvo de abulén,
polvo de cartilago de tiburén o combinaciones de los mismos.

Preparacion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 14, caracterizada ademas porque el acido
graso poliinsaturado se selecciona del grupo que consiste en acido (92,13S,15Z)-12,13-epoxioctadeca-
9,11,15-trienoico, acido cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico, acido cis,cis,cis-6,9,12-octadecatrienoico,
acido 9-octadecenoico, acido undecanoico, acido icosa-5,8,11,14-tetraenoico o mezclas de los mismos.
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Fase Pretratamiento ’ Tratamiento
Dia 0 14 15 16 18 21 28
nicio ] T - T T T
complementacion Muestran® 2 |

Muestra n.® 1 inyeccion de IL-1 (10 ng)

Muestra n.° 3
inyeccion de IL-1 (100 ng)

8 h después de la inyeccion - Muestra n.° 4

Muestran®5

Muestra n.° 6

Muestran®7

Muestran® 8

Fin del experimento

FIGS
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Absorbancia (DO 405 nm - 492 nm)

ES 2487513 T3

~ | 0128 ug/mi
W 64 ug/mi
032 ug/ml
0 16 ug/ml
M8 ug/mi
4 ug/ml

B2 ug/ml

Medios F1 F2 F3 F4

Fracciones

FIG 14

LU e ——— -
W 128 ug/ml
. B84 ug/mi
(332 ugiml
0186 ugim!
‘W8 ugiml
'm4 ugimi

‘W2ugm! |

1,2

Abserbancia (DO 405 nm - 492 nm)

Medios i ii v vi vii

Fracciones

FIG 15

35



DO 405-492 nm

ES 2487513 T3

Proliferacion de condrocitos articulares en la rodilla humana
tal como se determina mediante el ensayo de BrDu [g128 ug/mi

m 64 ug/ml
Q32 ug/ml
016 ug/ml
=8 ug/ml

B 4ugiml
{2 ug/mi

Fracciones sometidas a prueba

FIG 16
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