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DESCRIPCION
Combinaciones sinérgicas de carotenoides y polifenoles
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende combinaciones sinérgicas de polifenoles y
carotenoides. Mas especificamente, la presente invencidn proporciona una composicion que comprende una
combinacién sinérgica de los compuestos anteriormente mencionados, que se puede usar, entre otros, para inhibir la
produccién de diversos mediadores inflamatorios.

Antecedentes de la invencion

Los procesos inflamatorios, que forman una parte importante del sistema inmune no especifico, se caracterizan por
un conjunto complejo de cambios celulares y quimicos que son esenciales para la defensa del huésped frente a
agentes microbianos y otros factores ambientales potencialmente perjudiciales. Sin embargo, en muchos casos, la
inflamacién se puede desencadenar de forma inapropiada, y/o puede persistir hasta el punto de que llegue a ser
perjudicial para el huésped. En tales casos, puede ser necesario inhibir o prevenir el desarrollo de uno o mas
aspectos del proceso inflamatorio, en particular en los casos de enfermedades inflamatorias no infecciosas.

Se ha demostrado que un gran nimero de diferentes mediadores quimicos estan implicados en el desarrollo y el
control de los procesos inflamatorios. Estudios recientes de una serie de laboratorios diferentes han implicado el
oxido nitrico (NO) como un importante modulador de varios trastornos inflamatorios crénicos y agudos, que incluyen
diversos tipos de artritis, enfermedades gastrointestinales, afecciones inflamatorias del sistema nervioso central y
determinadas formas de asma. Por consiguiente, se ha propuesto que la inhibicion de la produccién de NO podria
proporcionar un mecanismo terapéutico Util para el tratamiento y/o el control de estos trastornos inflamatorios.
Asimismo, la inhibicion de la sintesis del NO se ha demostrado que es util en algunas afecciones o estados que no
son fundamentalmente de naturaleza inflamatoria. Asi, por ejemplo, se ha descubierto que la inhibicién de la sintesis
del NO reduce la captacion de glucosa en los tejidos de las extremidades en individuos con diabetes Tipo 2 durante
el ejercicio.

La produccion in vivo del NO esta mediada por una familia de enzimas 6xido nitrico sintasas (NOS), que incluyen la
oxido nitrico sintasa inducible (I-NOS), que es activada por muchos estimulos inmunolégicos diferentes que incluyen
lipopolisacaridos (LPS), el interferén gamma y la interleucina 1 (IL-1).

La inhibicion de la NOS se puede conseguir in vitro e in vivo mediante el uso del citrato de L-N®-monometil arginina
(LNMMA). Adicionalmente, otros compuestos diversos, que incluyen un numero de productos naturales, se ha
demostrado que inhiben la produccion de NO. Este ultimo grupo incluye compuestos tales como la luteina [Rafi M.M.
et al. Mol Nutr Food Res. 2007 Mar; 51(3):333-40; Choi, J.S. Nutrition. 2006 Jun; 22(6):668-71] y el licopeno [Rafi,
M.M. et al. J Food Sci. 2007 En; 72(1):S069-74]. Sin embargo, la eficacia y la potencia de muchos de los productos
naturales inhibidores del NO se ha demostrado que no son particularmente elevadas. Existe, por tanto, la necesidad
de composiciones mejoradas de origen natural que inhiban la producciéon de NO.

Otro mediador inflamatorio extremadamente importante es el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), que es una
citocina producida por varios tipos de células que incluyen macréfagos, neutréfilos y linfocitos. EI TNF-alfa ocupa
una posicion clave en la fase temprana de los procesos inflamatorios y es responsable de la estimulacion de la
produccién de otros factores tales como el factor nuclear kB, el cual, a su vez, provoca la activacién de una amplia
gama de genes pro-inflamatorios. Asi pues, en vista de su papel pro-inflamatorio clave, el TNF-alfa es claramente
una importante diana terapéutica potencial para agentes antiinflamatorios.

Un tercer mediador inflamatorio es la prostaglandina E2 (PGEz), un miembro de la familia de los eicosanoides de
moléculas reguladoras. Asi, la PGE2 es producida en cantidades significativas en los sitios inflamatorios, donde
actua como vasodilatador, y también (junto con otros mediadores tales como la histamina y la bradiquinina) causa un
aumento de la permeabilidad vascular, contribuyendo de este modo a la mayoria de los signos clasicos de la
inflamacion.

Finalmente, otro mediador pro-inflamatorio que es liberado por células inflamatorias tales como macrogagos y
neutrofilos es el ion superoxido. Aunque los iones superédxido son altamente eficaces en cuanto a destruir invasores
microbianos, en otras afecciones inflamatorias (particularmente no infecciosas), estos iones pueden causar un
extenso dafio en los tejidos del huésped. La produccion de iones superoxido, por tanto, es una diana terapéutica
potencialmente util cuando se consideran nuevos medios para controlar los estados inflamatorios.

Un objetivo de la presente invencidn es proporcionar una composicion que se pueda usar para inhibir la produccién
de uno o mas mediadores inflamatorios claves, tales como los iones superoéxido, el NO, el TNF-alfa y/o la PGEx,
como medio para tratar o controlar patologias y procesos patoldégicos en los que estan implicados dichos
mediadores.
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Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar una composicién que sea capaz de inhibir la produccién de
los mediadores inflamatorios anteriormente mencionados con mayor eficacia y/o potencia que los compuestos y
composiciones presentados en el estado de la técnica.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han descubierto ahora inesperadamente que compuestos polifenolicos pueden actuar de
forma sinérgica con carotenoides en la inhibicién de diversas vias pro-inflamatorias. En particular, se ha descubierto
ahora que el compuesto polifenélico acido carnésico produce una mejora sinérgica del efecto inhibidor de
determinados carotenoides tales como el licopeno, la luteina y el beta-caroteno sobre la produccion de los
mediadores inflamatorios NO, TNF-alfa y PGE. Asimismo, aunque este efecto sinérgico se observa en
combinaciones binarias de acido carnésico junto con licopeno, beta-caroteno o luteina, la sinergia es
significativamente mayor cuando el acido carnoésico se combina con dos de los carotenoides anteriormente
mencionados. El efecto antiinflamatorio sinérgico anteriormente mencionado se observa también cuando los
carotenoides estan presentes en combinacion con otros polifenoles tales como quercetina, resveratrol y acido galico.

La presente invencion, por tanto, se dirige principalmente a una composicién terapéutica para su uso en el
tratamiento de afecciones inflamatorias en las que los iones superéxido, el NO, el TNF-alfa y/o la PGE2 actdan como
moduladores o mediadores de dicha afeccion mediante la inhibicién o la reduccion de la producciéon de iones
superoxido, NO, TNF-alfa y/o PGE2 en un sujeto humano, en el que la afeccién que se va a tratar se selecciona
entre el grupo que consiste en artritis reumatoide, sindrome de insuficiencia respiratoria en el adulto (ARDS), asma,
rinitis, fibrosis pulmonar idiopatica, peritonitis, inflamacién cardiovascular, isquemia miocardica, lesién por
reperfusion, ateroesclerosis, septicemia, traumatismo, diabetes tipo |II, retinopatia, psoriasis, inflamacién
gastrointestinal, cirrosis, peritonitis y enfermedad inflamatoria intestinal, y enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la enfermedad de Alzheimer; comprendiendo dicha composicion terapéutica acido carnésico y dos o mas
carotenoides seleccionados entre el grupo que consiste en luteina, licopeno y beta-caroteno, en la que la zeaxantina
comprende hasta el 15 % del contenido de luteina, y en la que dichos componentes estan presentes en los
siguientes intervalos de peso:

licopeno : luteina : beta-caroteno : 4cido carndsico :
0,1-1,0:0,1-1,0:0,1-1,0: 0,1-1,0y

en la que cada uno de los agentes activos en dicha composicion terapéutica se ha de administrar en una
cantidad diaria en el intervalo de 1 a 5 mg.

Los polifenoles usados en las composiciones divulgadas también en el presente documento se seleccionan entre el
grupo que consiste en quercetina, resveratrol, acido galico, acido cicérico, gingerol y curcumina.

En una realizacién, la composicion terapéutica anteriormente mencionada comprende acido carnésico, licopeno y
luteina.

En otra realizacion preferente, la composicion comprende acido carnésico, luteina y beta-caroteno.
En otra realizacién aun mas preferente, la composicion comprende licopeno, beta-caroteno y acido carnésico.
En otra realizacion, la composicion consiste esencialmente en licopeno, luteina y acido carnésico.

En una realizacion preferente adicional, la composiciéon consiste esencialmente en luteina, beta-caroteno y acido
carnosico.

En una realizacion preferente adicional, la composicion consiste esencialmente en licopeno, beta-caroteno y acido
carnoésico.

Es necesario sefialar que el término "consiste esencialmente en", tal y como se usa a lo largo de esta descripcion y
reivindicaciones adjuntas, se refiere a la situacion en la que la composicion de la presente invenciéon puede
comprender, ademas de los elementos mencionados (es decir, acido carndésico junto con licopeno y/o luteina), otros
compuestos, sustancias y agentes que no influyen materialmente en las caracteristicas basicas y nuevas de la
presente invencion.

En otras realizaciones preferentes, las composiciones de las realizaciones preferentes anteriormente divulgadas
pueden comprender adicionalmente uno o mas carotenoides adicionales. En una realizacién particularmente
preferente, los carotenoides adicionales se seleccionan entre el grupo que consiste en fitoeno vy fitoflueno.

Los componentes activos de las composiciones anteriormente divulgadas (es decir, polifenol o polifenoles y
carotenoides) pueden ser compuestos purificados, compuestos sintéticos o pueden estar presentes en mezclas con
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otros componentes, por ejemplo, en extractos de plantas tales como un extracto de romero (en el caso del acido
carnésico), un extracto de caléndula (en el caso de la luteina) o un extracto de tomate (tal como Lycomato - que esta
comercializado por LycoRed, Re’er Sheva, Israel - en el caso del licopeno y otros carotenoides).

Se ha de sefalar que el término "luteina", tal y como se usa en la presente divulgacion, debe entenderse que incluye
en su alcance todos los ésteres de la luteina. Ademas, el término "luteina" se debe interpretar también como que
incluye en su alcance una mezcla de luteina y zeaxantina, ya que este Ultimo carotenoide mencionado esta presente
frecuentemente junto con la luteina (constituyendo a veces un 0,1-15 %, y mas frecuentemente un 4-6 % del
contenido de la luteina).

También se describe un método para inhibir o reducir la produccién de iones superéxido, NO, TNF-alfa y/o PGEz en
un sujeto mamifero que comprende administrar a dicho sujeto cualquiera de las composiciones terapéuticas
anteriormente divulgadas en el presente documento.

También se describe un método para el tratamiento de afecciones patologicas en las que los iones superoéxido, el
NO, el TNF-alfa y/o la PGE2 actuan como modulador o mediador de dicha afeccion en un sujeto mamifero que
necesita tal tratamiento, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto cualquiera de las composiciones
terapéuticas anteriormente divulgadas en el presente documento. La afeccion que se va a tratar se puede
seleccionar entre el grupo que consiste en afecciones inflamatorias agudas, afecciones inflamatorias cronicas, artritis
reumatoide, sindrome de insuficiencia respiratoria en el adulto (ARDS), asma, rinitis, fibrosis pulmonar idiopatica,
peritonitis, inflamacion cardiovascular, isquemia miocardica, lesién por reperfusién, ateroesclerosis, septicemia,
traumatismo, diabetes tipo Il, retinopatia, psoriasis, inflamacion gastrointestinal, cirrosis, peritonitis y enfermedad
inflamatoria intestinal, y enfermedades neurodegenerativas, tal como, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer
(AD).

En los métodos anteriormente divulgados en el presente documento, el sujeto mamifero es un sujeto humano.

Aunque en los métodos anteriormente divulgados la composiciéon terapéutica se puede administrar mediante
cualquier medio conveniente, en una realizacion preferente dicha composicion se administra en una forma
farmacéutica. En otra realizacién preferente, sin embargo, la composicién terapéutica se incorpora en un alimento o
una bebida.

También se describe el uso de una combinacion, de uno o mas polifenoles y dos 0 mas carotenoides seleccionados
entre el grupo que consiste en licopeno, beta-caroteno y luteina en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de afecciones sensibles a la inhibicion de la produccion de NO, TNF-alfa y/o PGE:.

Los polifenoles divulgados en el presente documento incluyen acido carnésico, quercetina, resveratrol, acido galico,
acido cicorico, gingerol y curcumina.

De acuerdo con la presente invencion, el polifenol es acido carnésico.
La afeccién que se va a tratar es una afeccion inflamatoria.

La afeccion que se va a tratar se selecciona entre el grupo que consiste en afecciones inflamatorias agudas,
afecciones inflamatorias croénicas, artritis reumatoide, sindrome de insuficiencia respiratoria en el adulto (ARDS),
asma, rinitis, fibrosis pulmonar idiopatica, peritonitis, inflamacién cardiovascular, isquemia miocardica, lesion por
reperfusion, ateroesclerosis, septicemia, traumatismo, diabetes tipo |II, retinopatia, psoriasis, inflamacion
gastrointestinal, cirrosis, peritonitis y enfermedad inflamatoria intestinal, y enfermedades neurodegenerativas, tales
como, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer (AD).

En una realizacion particularmente preferente de este aspecto de la invencion, el acido carnésico se usa en
combinacién tanto con licopeno como con luteina.

En otra realizacion particularmente preferente de este aspecto de la invencion, el acido carnésico se usa en
combinacién tanto con licopeno como con beta-caroteno.

En una realizacion particularmente ain mas preferente de este aspecto de la invencion, el acido carnosico se usa en
combinacion tanto con luteina como con beta-caroteno.

Todo lo anterior y otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion se entenderan mas a fondo a partir de los
siguientes ejemplos ilustrativos de las realizaciones preferentes de la misma.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 representa graficamente la interaccion sinérgica de acido carnésico y licopeno en la inhibicion de la
produccién de NO por macrofagos peritoneales. El grafico superior muestra los resultados obtenidos con
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licopeno purificado, mientras que el grafico inferior presenta los resultados obtenidos con un extracto de tomate
rico en licopeno.

La Fig. 2a ilustra graficamente la interaccion sinérgica entre acido carnésico y licopeno purificado (grafico
superior) y entre acido carndsico y un extracto de tomate rico en licopeno (grafico inferior) en la inhibicién de la
produccién de NO por macréfagos peritoneales.

La Fig. 2b ilustra graficamente las interacciones sinérgicas entre licopeno y diversas combinaciones de luteina,
acido carnésico y beta-caroteno en la inhibicion de la produccion de NO por macréfagos peritoneales. El grafico
superior muestra los resultados obtenidos con licopeno purificado, mientras que el grafico inferior presenta los
resultados obtenidos con un extracto de tomate rico en licopeno.

La Fig. 2c¢ ilustra adicionalmente las interacciones sinérgicas entre licopeno y diversas combinaciones de luteina,
acido carnosico y beta-caroteno en la inhibicion de la produccion de NO por macréfagos peritoneales. El grafico
superior muestra los resultados obtenidos con licopeno purificado, mientras que el grafico inferior presenta los
resultados obtenidos con un extracto de tomate rico en licopeno.

La Fig. 3 ilustra graficamente las interacciones sinérgicas entre licopeno y diversas combinaciones de luteina,
acido carnosico y beta-caroteno en la inhibicién de la produccion de TNF-alfa por macrofagos peritoneales. El
grafico superior muestra los resultados obtenidos con licopeno purificado, mientras que el grafico inferior
presenta los resultados obtenidos con un extracto de tomate rico en licopeno.

La Fig. 4 ilustra graficamente las interacciones sinérgicas entre licopeno y diversas combinaciones de luteina,
acido carnésico y beta-caroteno en la inhibicion de la produccion de PGE2 por macréfagos peritoneales, en
comparacioén con el efecto no sinérgico de combinaciones que excluyen al licopeno.

La Fig. 5a ilustra graficamente las interacciones sinérgicas entre licopeno purificado y diversas combinaciones de
distintas mezclas de luteina, acido carnésico y beta-caroteno en la inhibicién de la produccién de PGE:2 por
macréfagos peritoneales.

La Fig. 5b ilustra graficamente las interacciones sinérgicas entre un extracto de tomate rico en licopeno y
diversas combinaciones de distintas mezclas de luteina, acido carnésico y beta-caroteno en la inhibicién de la
produccién de PGE2 por macréfagos peritoneales.

La Fig. 6 ilustra graficamente las interacciones sinérgicas entre luteina, beta-caroteno y acido carnésico en la
inhibicién de la produccion estimulada con LPS de NO por macro6fagos peritoneales.

La Fig. 7 ilustra graficamente las interacciones sinérgicas entre luteina, beta-caroteno y acido carnésico en la
inhibicién de la produccion estimulada con LPS de TNFa por macréfagos peritoneales.

La Fig. 8 ilustra graficamente la interaccion sinérgica entre licopeno, luteina y diversos polifenoles en la inhibicion
de la produccién estimulada con LPS de NO por macréfagos peritoneales. El grafico A presenta los resultados
usando licopeno purificado, mientras que el grafico B presenta los resultados obtenidos usando un extracto de
tomate rico en licopeno (Lyc-O-Mato).

La Fig. 9 ilustra graficamente la interaccion sinérgica entre licopeno, luteina, beta-caroteno y acido carnésico en
la inhibicion de la produccién de iones superoxido por macréfagos. El grafico A presenta los resultados usando
licopeno purificado, mientras que el grafico B presenta los resultados obtenidos usando un extracto de tomate
rico en licopeno (Lyc-O-Mato)

La Fig. 10 demuestra la interaccion sinérgica entre licopeno o Lyc-O-Mato con luteina y acido carnésico en la
inhibicion de la fosforilacion de p65-NFkB en Serina 536 en lisados nucleares de células, tras una preincubacion
de 10 minutos con LPS. La porcion superior de la figura presenta los resultados de la transferencia de Western a
partir de los cuales se obtuvieron los datos graficos.

La Fig. 11 ilustra graficamente la interaccion sinérgica entre licopeno o Lyc-O-Mato con luteina y acido carnésico
en la inhibicién de la expresion de las proteinas nitrico oxido sintasa inducible por LPS (iNOS) y ciclooxigenasa 2
(COX2) en lisados celulares totales.

Descripcion detallada de las realizaciones preferentes

Las composiciones descritas en el presente documento comprenden combinaciones de uno o mas polifenoles con
uno o mas carotenoides. En la presente invencién, las composiciones comprenden acido carnésico como unico
polifenol y uno o mas carotenoides seleccionados entre el grupo que consiste en licopeno (bien purificado o bien
contenido en un extracto de tomate), luteina y beta-caroteno. En otras composiciones descritas en el presente
documento, el unico componente polifendlico se selecciona entre el grupo que consiste en quercetina, resveratrol y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2580173 T3

acido galico.

La cantidad diaria de cada uno de estos agentes activos presentes en las composiciones que se administran a
sujetos que necesitan tal administracién es la siguiente:

Acido camnésico: 1 a 5 mg
Licopeno: 1 a5 mg
Luteina: 1 a5 mg
Beta-caroteno: 1 a 5 mg

La cantidad de cada uno de los diversos componentes activos se selecciona de tal modo que las proporciones en
peso se encuentren dentro de los siguientes intervalos amplios:

Licopeno : Luteina : Beta-caroteno : Acido carnésico
0,1-1,0:0,1-1,0: 0,1-1,0: 0,1-1,0

En una realizacién preferente, los componentes activos se pueden combinar en la siguiente proporcion:

Licopeno : Luteina : Beta-caroteno : Acido carnésico
1,0:1,0:1,0:05

En otra realizacion preferente, los componentes activos se pueden combinar en la siguiente proporcion:

Licopeno : Luteina : Beta-caroteno : Acido carnésico
1,0:03:0,3:0,4

En otra realizacion preferente adicional, los componentes activos se pueden combinar en la siguiente proporcion:

Licopeno : Luteina : Beta-caroteno : Acido carnésico
1,0:1,0:1,0:1,0

Cabe sefalar que las composiciones preparadas de acuerdo con los anteriores ejemplos de proporciones en peso
preferentes no requieren la presencia obligatoria de los cuatro componentes citados; sino que, mas bien, es
suficiente que la composicion comprenda acido carnésico (u otro polifenol) junto con al menos dos de los
carotenoides indicados, en la que la cantidad relativa de cada uno de estos componentes es la indicada por las
cifras proporcionadas inmediatamente antes en el presente documento.

En otras composiciones divulgadas en el presente documento, los componentes activos se pueden combinar en los
siguientes intervalos de proporciones en peso:

Licopeno : Luteina : Beta-caroteno  : Acido carnésico
0,1-1,0 :0,1-5,0 :0,1-1,0 :0,1-1,0

O en los siguientes intervalos de proporciones en peso:

Licopeno . Luteina : Beta-caroteno  : Acido carnésico
0,1-1,0 :1,0-4,0 :0,1-1,0 :0,1-1,0

O en las siguientes proporciones en peso:

Licopeno : Luteina : Acido carnésico
0,1 01,73 10,13
Licopeno : Luteina : Acido carnésico
0,1 01,80 10,26
Beta-caroteno : Luteina : Acido carnosico
0,29 01,29 20,1
Beta-caroteno : Luteina : Acido carnésico
0,39 01,29 10,1
Beta-caroteno : Luteina : Acido carnésico
0,32 13,42 10,1
Beta-caroteno : Luteina : Acido carnosico
0,16 01,71 10,1
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Beta-caroteno : Luteina : Acido carnosico

0,29 01,29 10,1
Beta-caroteno : Luteina : Acido carnosico
0,39 01,29 101

Los diversos componentes activos se pueden formular bien para uso sistémico o bien para uso topico. En el caso de
la administracién sistémica, el polifenol o polifenoles y el carotenoide o carotenoides se pueden incorporar a formas
farmacéuticas orales tales como comprimidos, comprimidos oblongos, capsulas, jarabes, elixires, liquidos, etc.

En otras realizaciones preferentes, la composiciéon de la presente invencién se puede administrar por via tépica, por
ejemplo sobre la piel o0 membranas mucosas (por ejemplo, en forma de cremas, lociones, pomadas, etc.). Detalles
adicionales de los métodos adecuados para incorporar la composicién que contiene polifenoles y carotenoides de la
presente invencion a las diversas formas farmacéuticas diferentes se pueden obtener, por ejemplo, a partir de
cualquier trabajo de referencia convencional conocido por el experto en la materia que incluye, por ejemplo,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack publishing Co, Easton, Pa, EE.UU. (1980).

En otras realizaciones preferentes, la composicién de la presente invencion se prepara en forma de aditivo
alimentario que es adecuado para su incorporacion directa a un alimento o una bebida.

El &cido carnédsico usado para preparar las composiciones de la presente invencion se puede obtener en el mercado
a partir de distintos proveedores que incluyen Alexis Biochemicals, Lausen, Suiza. Los carotenoides se obtuvieron
de varios proveedores diferentes que incluyen LycoRed Ltd., Be’er Sheva, Israel.

Como alternativa, algunos de los componentes de la composicién, tales como el licopeno, se pueden incorporar a
dicha composicion en forma de un extracto de tomate rico en licopeno. Uno de tales extractos de tomate rico en
licopeno es comercializado por LycoRed Ltd., Beer Sheva, Israel con el nombre comercial "Lyc-O-MatoQO" (por
ejemplo en forma de capsulas). Procesos adecuados para preparar este extracto y extractos similares se describen
en el documento US 5.837.311. No obstante, se ha de reconocer que se pueden usar muchos otros tipos de
procedimientos de preparaciéon para obtener la composicion que contiene carotenoides a partir de diversas fuentes
vegetales. Asimismo, la composicion también se puede preparar a partir de uno o mas carotenoides sintéticos.

Los siguientes ejemplos se proporcionan con fines ilustrativos a fin de explicar y describir mas particularmente la

presente invencidén. No obstante, la presente invencion no se limita a las realizaciones particulares divulgadas en
estos ejemplos.

Ejemplo 1

Inhibicién de la produccién de NO, TNF-alfa y PGE2 en macréfagos peritoneales mediante diversas combinaciones
de acido carndsico, luteina, licopeno y beta-caroteno

Métodos y materiales:

Aislamiento de los macréfagos y cultivo celular - Se recogieron macréfagos peritoneales de la cavidad peritoneal de
ratones ICR macho de 6-8 semanas de edad (Harlan, Israel) a los que se les habia administrado una inyeccién
intraperitoneal de 1,5 ml de caldo tioglicolato (4 %) 4 dias antes de la cosecha. Los macréfagos peritoneales se
lavaron tres veces con PBS y, en caso necesario, se efectu6 una lisis hipotdnica de eritrocitos, dando una pureza del
90-95 %. Los macrofagos se identificaron mediante analisis FACS usando un anticuerpo anti-ratén F4/80 conjugado
con FTIC (MCA497F) (Serotec, Oxford, Inglaterra) mediante microfluorimetria de flujo sobre FACS (Becton
Dickinson, Mountain View, CA). Para cada muestra, se analizaron 10.000 células viables seleccionadas e
identificadas mediante dispersion de luz. Se cultivaron macréfagos peritoneales y la linea celular RAW264.7 de
macréfagos murinos en medio RPMI 1640 que contenia un 10 % de FCS, L-glutamina 2 mM; 100 U/ml de penicilina;
100 ug/ml de estreptomicina (Beit-Haemek, Israel) en placas de 96 pocillos (1 x 10° células/pocillo) a 37 °C en
atmosfera de CO2 al 5 %. Las células se estimularon con LPS (0,1-1 ug/ml) en presencia o ausencia de acido
carnésico y/o uno o mas de los siguientes carotenoides: acido carnésico, licopeno purificado, extracto de tomate rico
en licopeno (LycO-Mato®; LycoRed Ltd., Be’er Sheva, Israel), luteina y beta-caroteno.

El acido carnésico y los diversos carotenoides se disolvieron en DMSO (hasta una concentracion final de 5 mM). La
mezcla se agité con formacion de vértice y se incub6 en un bafio de agua a 37 °C (con agitacién) durante 10 min y
después se sometié a ultrasonidos en un bafo de ultrasonidos tres veces durante 15 segundos cada vez. Usando
esta solucién madre se prepararon las concentraciones deseadas mediante la adicion de volumenes apropiados de
la misma al medio de cultivo caliente.

Se determiné la concentraciéon de licopeno en la soluciéon después de una extraccion tal como sigue: se afiadieron
0,5 ml de isopropanol + 1,5 de hexano/diclorometano (1:5 v/v) que contenia un 0,025 % de BHT a 1 ml de solucién
de licopeno recién preparada con una concentracion de 20 pM en medio precalentado. La solucion se agité con
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formacion de vortice y las fases se separaron mediante centrifugacion a 3000 r.p.m. durante 10 min.
Se llevé a cabo un andlisis espectral para medir el contenido de licopeno (pico de absorcion a 471 nm).

Se afadieron volimenes apropiados de DMSO (0,1-0,2 %) a los controles y se calcul6 el porcentaje de inhibicion en
cada tubo de ensayo con relacién a su control.

Ensayo de produccién de NO - Se determinaron los niveles de NO en los sobrenadantes de los cultivos celulares
mediante el ensayo de los niveles de nitrito usando el reactivo de Griess y nitrito sédico como patrén segun se
describe en Green, L. C., Wagner, D. A., Glogowski, J., Skipper, P. L., Wishnok, J. S., y Tannenbaum, S. R. (1982)
Anal Biochem. 126: 131-138.

Medicion de la PGE:2 - Se recogieron los sobrenadantes de células estimuladas y en reposo y se almacenaron
inmediatamente a -70 °C. Los niveles de PGE2 se determinaron usando un protocolo de radioinmunoensayo con
carbon recubierto con dextrano tal y como se ha descrito previamente (Dror N, Tveria L, Meniv |, Ben-Shmuel S,
Filipovich T, Fleisher-Berkovich S., Regul Pept. 2008 150: 21-5).

Brevemente, 100 pyl de muestra o de PGE2 patrén (Sigma Israel, Rehovot, Israel) se incubaron en presencia de
500 ul de antisuero anti-PGE2 (Sigma Israel, Rehovot, Israel) durante 30 min. A continuacion se afadi6 [*H]PGE:2
(Amersham Biosciences, NJ, EE.UU.) durante 24 h a 4 °C. Transcurridas las 24 h, se afiadieron 200 pl de una
suspension fria de carbon recubierto con dextrano a cada tubo de ensayo y se incubaron durante 10 min sobre hielo.
Los tubos se centrifugaron a 3500 r.p.m. durante 15 min a 4 °C. Se efectu6 el recuento de 500 ul de sobrenadantes
que contenian complejos [*H]PGE2-anti-PGE:2 (Packard Spectrometry 1900CA) y se calcul6 la cantidad de PGE-.

Ensayo de producciéon de TNF-alfa - Se cuantificaron las concentraciones de TNF-alfa usando kits de ELISA
(Biolegend Inc., San Diego, CA).

Anadlisis estadistico - Los datos se presentan como la media + ETM. Se determind la significancia estadistica para las
comparaciones entre grupos usando una prueba t de Student bilateral para muestras dependientes.

RESULTADOS
Fig. 1

Inhibicién sinérgica dependiente de la dosis de la produccién de NO mediante combinacion de licopeno o Lycomato
con &cido carndsico.

Los resultados obtenidos usando &cido carnésico o carotenoides individuales por separado son los siguientes: El
licopeno o el Lycomato en el intervalo de 1-5 uM producia un bajo nivel de inhibicién de la producciéon de NO. El
acido carnésico (1y 2 uM) producia un 12 % y un 18 %, respectivamente, de inhibicién de la produccién de NO.

La adicién de acido carnésico a licopeno o Lycomato producia una inhibicién sinérgica de la produccion de NO que
era dependiente de la dosis. La combinacion de acido carndsico con Lycomato es mas eficaz que con licopeno
purificado.

Los resultados presentados en la Fig. 1 son la media + ETM de 10 experimentos independientes cada uno por
duplicado.

Fig. 2a.

Inhibicién de la produccién de NO mediante combinacion de bajas concentraciones optimas de dos componentes:
licopeno o Lycomato con &cido camdsico, luteina y beta-caroteno.

La combinacion de licopeno o Lycomato 1 uM con acido carnésico 2 yM producia una inhibicién sinérgica
significativa de la produccién de NO, que era mas eficaz en presencia de Lycomato en comparacion con el licopeno.

La combinacion de licopeno o Lycomato 1 yM con luteina 1 yM o con beta-caroteno 2 uM producia una inhibicién
aditiva o una inhibicién sinérgica no significativa de la produccién de NO, respectivamente.

La combinacién de licopeno o Lycomato con acido carnésico (es decir, la combinacién de un carotenoide con un
polifenol) es mas eficaz que la combinacién de dos carotenoides.
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Fig. 2b.

Inhibicién de la produccién de NO mediante combinacién de bajas concentraciones dptimas de licopeno o Lycomato
con otros dos componentes:

La combinacion de licopeno o Lycomato con acido carnésico y luteina o con acido carnésico y beta-caroteno (las
mismas concentraciones que las usadas para generar los resultados mostrados en la Fig. 2a) producian una
inhibicion sinérgica significativa y similar de la produccion de NO, mientras que una combinacion que excluia el acido
carnésico solo producia un efecto aditivo (marcado con una elipse de linea discontinua).

La combinacion de los cuatro componentes (es decir, licopeno o Lycomato junto con acido carnésico, luteina y beta-
caroteno) no mejoraba la combinacion de los tres componentes.

Fig. 2c.
Combinacién de acido camndsico y carotenoides que excluia al licopeno o Lycomato.

La combinacién de o bien luteina o bien beta-caroteno con acido carnésico producia una inhibicidn sinérgica
significativa y similar de la produccién de NO (que es similar a la de la combinacion de licopeno y acido carnésico,
aunque inferior a la observada con la combinaciéon de Lycomato y acido carnésico). La combinacion de luteina y
beta-caroteno producia un efecto aditivo (o menor).

Estos resultados confirman adicionalmente que se requieren tanto un carotenoide o carotenoides como un polifenol
o polifenoles a fin de obtener el efecto sinérgico 6ptimo.

Estos resultados son la media + ETM de 3 experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado.
Fig. 3.

Gréfico superior: Inhibicion de la produccion de TNF-alfa mediante diferentes combinaciones de bajas
concentraciones éptimas de licopeno con acido camdsico, luteina y beta-caroteno.

La produccion de TNF-alfa en el mismo grupo de experimentos que los de la Figura 2 era menos sensible que la
produccién de NO ya que ninguno de estos agentes produjo una inhibiciéon detectable de la produccién de TNF-alfa
cuando se usaron por separado (es decir, no en combinacion con otros agentes).

Las combinaciones de licopeno con acido carnésico o con beta-caroteno produjeron un bajo nivel de inhibicion
sinérgica de la produccion de TNF-alfa: un 10 % y un 8 %, respectivamente.

De un modo similar al efecto sobre la produccién de NO, las combinaciones de licopeno con o bien acido carnésico y
luteina o bien acido carnésico y beta-caroteno produjeron una inhibiciéon sinérgica significativa y similar de la
produccién de TNF-alfa, la cual era mayor que la inhibicién sinérgica producida por la combinacién que excluia al
acido carndsico.

La combinacién de acido carnésico con los tres carotenoides no mejoraba el resultado sinérgico obtenido con la
combinacién mencionada anteriormente de acido carnésico con dos carotenoides.

Grafico inferior: Inhibicion de la produccién de TNF-alfa mediante diferentes combinaciones de bajas
concentraciones éptimas de Lycomato con acido carnésico, luteina y beta-caroteno.

La produccién de TNF-alfa fue inhibida (10 %) en presencia de Lycomato (en contraste con la falta de inhibicion
detectable en presencia de licopeno). Las combinaciones de Lycomato con cada uno de los otros carotenoides
produjeron una inhibicion sinérgica que era mayor en presencia de 4cido carnoésico.

De un modo similar al efecto sobre la produccién de NO, las combinaciones de Lycomato con acido carnésico y
luteina o con &cido carnésico y beta-caroteno produjeron una inhibicién sinérgica significativa y similar de la
produccién de TNF-alfa, mientras que una combinacién que excluia al acido carnésico producia un efecto sinérgico
menor.

Como en el caso del licopeno purificado, una combinacion de acido carnoésico con los tres carotenoides no mejoraba
el resultado sinérgico obtenido con la combinacibn mencionada anteriormente de acido carndsico con dos
carotenoides.

Los resultados son la media + ETM de 3 experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado.
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Cabe sefalar que las combinaciones que incluian Lycomato eran mas eficaces en cuanto a inhibir la produccién de
TNF-alfa que aquellas que incorporaban licopeno purificado.

Fig. 4

Inhibicién de la produccion de PGE: mediante diferentes combinaciones de bajas concentraciones optimas de
licopeno con acido carndésico, luteina y beta-caroteno.

La produccion de PGE: en el mismo grupo de experimentos que los comunicados para la Figura 2 era mas sensible
que la produccion de NO con respecto al acido carnésico o al beta-caroteno cuando se usaban por separado
(aproximadamente un 20 % de inhibiciéon cada uno). Las combinaciones de licopeno con luteina, acido carnésico o
beta-caroteno produjeron una inhibicién sinérgica de la produccién de PGE:.

Se pudo detectar un bajo nivel de inhibicién sinérgica con una combinacién de Lycomato con luteina y acido
carnésico solamente, mientras que una combinacién con &cido carnésico y beta-caroteno producia solamente un
efecto aditivo. Una combinacién con luteina y beta-caroteno producia una inhibicion aditiva de la producciéon de
PGE-:.

También se puede observar en la Fig. 4 que, una vez mas, una combinacién de cuatro agentes (acido carnésico
mas los tres carotenoides) no mejoraba la combinacién de acido carnésico con dos carotenoides.

Fig. 5a

Inhibicién de la produccion de PGE: mediante diferentes combinaciones de bajas concentraciones optimas de
licopeno con acido carndsico, luteina y beta-caroteno.

Al igual que se ha mostrado en la Fig. 4, el grafico superior de la Fig. 5a muestra que el acido carnosico o el beta-
caroteno (usados cada uno por separado) producia un alto nivel de inhibicion de la produccién de PGE:2
(aproximadamente un 20 % de inhibicion cada uno). Las combinaciones de licopeno con luteina, acido carnésico o
beta-caroteno produjeron una inhibicion sinérgica de la produccién de PGE-.

Se pudo detectar un bajo nivel de inhibicion sinérgica en el caso de una combinacion de licopeno con luteina y acido
carnoésico solamente, mientras que una combinacién con acido carnésico y beta-caroteno producia solamente un
efecto aditivo. Una combinacién que contenia luteina y beta-caroteno producia una inhibicion aditiva de la
produccion de PGEz. Por tanto, se estudiaron concentraciones menores (tal y como muestra el grafico inferior de la
Fig. 5a, discutido mas adelante).

Una combinacién de los cuatro agentes activos (es decir, acido carnésico mas los tres carotenoides) no mejoraba la
combinacién de &cido carnosico con dos carotenoides.

Inhibicién sinérgica de la producciéon de PGE: mediante diferentes combinaciones de menores concentraciones
optimas de acido camosico, luteina y beta-caroteno (grafico inferior).

Ni la luteina (0,5 pM) ni el beta-caroteno (1 uM) por separado influyeron en la produccién de PGE2, mientras que el
acido carnésico (1 uM) produjo una inhibicién del 10 %. En estas condiciones las combinaciones de licopeno 1 mM
con menores concentraciones de cualquiera de los otros dos componentes produjo una inhibicién sinérgica.

La combinacion de los cuatro agentes activos no mejoraba la combinaciéon de los tres.
Fig. 5b

Inhibicién de la produccion de PGE2 mediante diferentes combinaciones de bajas concentraciones dptimas de
Lycomato con acido camdsico, luteina y beta-caroteno.

El grafico superior muestra que el efecto del Lycomato sobre la inhibicion de la producciéon de PGE:z es similar a la
del licopeno puro y las combinaciones similares dieron como resultado un efecto similar al mostrado para el licopeno
(grafico superior de la Fig. 5a).

Inhibicién sinérgica de la producciéon de PGE: mediante diferentes combinaciones de menores concentraciones
optimas de acido camosico, luteina y beta-caroteno (gréfico inferior).

Al igual que en la Fig. 5a, ni la luteina (0,5 uM) ni el beta-caroteno (1 uM) por separado influyeron en la produccion
de PGEz2, mientras que el acido carnésico (1 uM) produjo una inhibicién del 10 %. La combinacién de beta-caroteno
era aditiva, mientras que la combinacién con luteina o con acido carnésico era sinérgica y mucho mayor que la
obtenida con licopeno purificado (Fig. 5a). La combinacion de Lycomato con acido carnésico y luteina o con acido
carnosico y beta-caroteno producia una inhibicion sinérgica significativa y similar de la produccion de PGE2. Una
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combinacién de luteina y beta-caroteno (que excluia al acido carnésico) produjo un menor nivel de inhibicién
sinérgica. A estas concentraciones, una combinacion de Lycomato con luteina y acido carnésico produjo un efecto
sinérgico que era mucho mayor que el que resulté del uso de combinaciones con licopeno purificado.

Una combinacién de los cuatro agentes activos (es decir, acido carnésico mas los tres carotenoides) no mejoraba la
combinacién de &cido carnosico con dos carotenoides.

Fig. 6
Inhibicién sinérgica de la produccion de NO mediante combinaciones de luteina, beta-caroteno y acido camdsico.

Los dos graficos superiores (A y B) ilustran la interaccion sinérgica entre los tres componentes de la composicion
ensayada sobre la produccion de NO, en la que la concentracién final de beta-caroteno era de 0,5 M.
Analogamente, las composiciones que contenian una concentracion mayor de beta-caroteno (1,0 uM; graficos C y
D) también produjeron una inhibicion de tipo sinérgico de la produccion de NO.

En cada uno de los graficos presentados en la Fig. 6, la linea horizontal en la barra correspondiente a la
composicion de los tres componentes indica el nivel de inhibicion del NO que se esperaria si el efecto de cada
componente fuera aditivo. El aumento notable del nivel de inhibicion observado (el area de la barra por encima de la
linea horizontal marcada con una "S") indicaba que los tres componentes de la composicién actuaban de modo
sinérgico.

Fig. 7
Inhibicién sinérgica de la produccion de TNFa mediante combinaciones de luteina, beta-caroteno y écido carndsico.

Los dos graficos superiores (A y B) ilustran la interaccién sinérgica entre los tres componentes de la composicion
ensayada sobre la produccién de TNFa, en la que la concentracion de beta-caroteno era de 0,5 uM. Andlogamente,
las composiciones que contenian una concentracion mayor de beta-caroteno (1,0 uM; graficos C y D) también
produjeron una inhibicién de tipo sinérgico de la produccion de TNFa.

En cada uno de los graficos presentados en la Fig. 7, la linea horizontal en la barra correspondiente a la
composicion de los tres componentes indica el nivel de inhibicion del TNFa que se esperaria si el efecto de cada
componente fuera aditivo. El aumento notable del nivel de inhibicion observado (el area de la barra por encima de la
linea horizontal marcada con una "S") indicaba que los tres componentes de la composicién actuaban de modo
sinérgico.

Ejemplo 2
Inhibicién de la produccién de NO inducida por LPS en macréfagos peritoneales mediante diversas combinaciones

de luteina, licopeno y un polifenol seleccionado entre el grupo que consiste en acido carnésico, acido galico*,
resveratrol* y quercetina* (* = ejemplos comparativos)

Métodos y materiales:

Aislamiento de los macrdfagos y cultivo celular - Se recogieron macréfagos peritoneales y se cultivaron tal como se
describe en el Ejemplo 1 previo del presente documento.

Preparacion de los agentes del ensayo - Se disolvieron licopeno y luteina en DMSO (el volumen de DMSO en la
solucion de ensayo no superaba el 0,04 %). La mezcla se agitdé con formacién de vortice a 37 °C durante 10 miny se
sometié a ultrasonidos en un bafio de ultrasonidos durante 15s x 3 veces. A partir de esta soluciébn madre se
alcanzaron las concentraciones deseadas mediante la adicion de volumenes apropiados al medio de cultivo caliente.
La concentracién de la solucién se calculé para 1 ml de la concentracion final mas alta 0,5 ml de isopropanol +
1,5 ml de hexano/diclorometano (1:5 v/v) que contenia un 0,025 % de BHT. La solucion se agité con formacion de
vortice y las fases se separaron mediante centrifugacion a 3000 r.p.m. durante 10 min. Se llevé a cabo un analisis
espectral para detectar el nivel de nutrientes. Se disolvieron en etanol acido carnésico, resveratrol, acido galico o
quercetina (el volumen de etanol en la solucién de ensayo no superaba el 0,0025 %).

Se afiadieron volumenes apropiados de DMSO y/o etanol a los controles y se calculd el porcentaje de inhibicion en
cada tubo de ensayo con relacion a su tubo de control.

Ensayo de produccién de NO - Se determinaron los niveles de NO en los sobrenadantes de los cultivos celulares

mediante el ensayo de los niveles de nitrito usando el reactivo de Griess y nitrito sédico tal y como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo 1.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2580173 T3

Anadlisis estadistico - Los datos se presentan como la media + ETM. Se determiné la significancia estadistica para las
comparaciones entre grupos usando una prueba t de Student bilateral para muestras dependientes.

Resultados:
Figura 8

A. Inhibicién sinérgica de la produccion de NO mediante combinaciones de bajas concentraciones de licopeno,
luteina y cada uno de los diferentes polifenoles

Se incubaron macréfagos con licopeno 1 uM, luteina 1 uM y o bien acido carnésico 2 uM, o resveratrol 2 uM, o acido
galico 2 yM o quercetina 2 yM y combinaciones de los mismos durante 1 h antes de la adiciéon de LPS durante 16 h
a 37 °C. La producciéon de NO se midi6 y se calcul6 el % de inhibicién. En cada experimento se analizé el efecto de
tres concentraciones distintas de LPS, puesto que la sensibilidad de las células puede cambiar en diferentes
experimentos.

Las combinaciones de licopeno 1 pM, luteina 1 uM y o bien acido carnésico o resveratrol o acido galico o quercetina
2 uM produjeron una inhibicién sinérgica significativa de la produccion de NO (indicada por la letra "S" en el grafico,
en el que la linea horizontal que cruza cada barra, que representa las combinaciones sinérgicas, indica los
resultados que se esperarian si la interaccion fuera aditiva y no sinérgica). No hubo diferencias significativas entre
cada una de estas combinaciones diversas. Tal y como se muestra en la Figura, el efecto de cada carotenoide o
polifenol ensayado a la concentracién dada era muy bajo. Segun muestra la linea horizontal de cada grafico, el
efecto sinérgico era aproximadamente tres veces mayor que el efecto aditivo.

B. Inhibicién sinérgica de la produccion de NO mediante combinaciones de bajas concentraciones de Lyc-O-Mato,
luteina y cada uno de los diferentes polifenoles.

Se trataron los macré6fagos como en el apartado A, aunque los experimentos se realizaron usando Lyc-O-Mato en
lugar de licopeno.

Si bien el Lyc-O-Mato por si mismo producia una inhibicién similar de la produccién de NO que la producida por el
licopeno, las combinaciones con Lyc-O-Mato eran mas eficaces y daban como resultado un mayor efecto sinérgico
de aproximadamente cuatro veces en comparacién con el efecto aditivo.

Los resultados mostrados en la Fig. 8 se dan como la media + ETM de tres experimentos diferentes, cada uno
realizado por triplicado.

Ejemplo 3

Inhibicién de la produccion de iones superoxido inducida por LPS en macrofagos mediante diversas combinaciones
de licopeno o Lyc-O-Mato, luteina, beta-caroteno y acido carnésico

Métodos y materiales:

Aislamiento de los macrdfagos: Se aislaron macréfagos peritoneales y se trataron tal como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo 1.

Produccion de iones superdxido: La produccion de aniones superoxido (O27) por los macréfagos se midié como la
reduccion del ferricitocromo c¢ inhibible por la superéxido dismutasa mediante la técnica de las placas de
microtitulacion, tal y como es conocido en la técnica anterior. Se tomé una alicuota de macréfagos radiomarcados (5
x 10% células/pocillo) usada para el ensayo de adherencia y se suspendié en 100 uyl de medio de incubacion que
contenia ferricitocromo ¢ (150 mM). La estimulacion se indujo con PMA (50 ng/ml). La reduccion del ferricitocromo ¢
se siguié6 mediante un cambio de absorbancia a 550 nm a intervalos de 2 min durante 30 min en un lector de
microplacas Thermomax (Molecular Devices, Melno Park, Calif., EE.UU.). Se determinaron las velocidades maximas
de produccién de iones superoxido y se expresaron como nanomoles de O27/10° células/ 10 min usando el
coeficiente de extincion Esso = 21 mM' cm™.

Resultados:
Fig. 9

Gréfico superior (A): Inhibicién de la produccién de iones superdxido mediante diferentes combinaciones de bajas
concentraciones déptimas de licopeno purificado con acido camdsico, luteina o beta-caroteno.

La produccion de iones superéxido fue inhibida en presencia de beta-caroteno 2 uM (10 %).
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Las combinaciones de licopeno con acido carnoésico o con beta-caroteno produjeron un bajo nivel de inhibicion de la
produccién de iones superoxido que no fue significativamente diferente del efecto del beta-caroteno.

De un modo similar al efecto sobre la produccién de NO (véase el Ejemplo 1 anterior del presente documento), las
combinaciones de licopeno con o bien acido carnésico y luteina o bien acido carnésico y beta-caroteno produjeron
una inhibicién sinérgica significativa y similar de la produccién de iones superéxido, la cual era mayor que la
inhibicion sinérgica producida por una combinacion que excluia al acido carnésico.

La combinaciéon de acido carnésico con los tres carotenoides no mejoraba el resultado sinérgico obtenido con la
combinacién mencionada anteriormente de acido carnésico con dos carotenoides.

Gréfico inferior (B): Inhibicién de la produccion de iones superdxido mediante diferentes combinaciones de bajas
concentraciones dptimas de Lyc-O-Mato con acido carnésico, luteina o beta-caroteno.

La produccién de iones superéxido fue inhibida (7 %) en presencia de Lyc-O-Mato (en contraste con la falta de
inhibicion detectable en presencia de licopeno). Las combinaciones de Lyc-O-Mato con cada uno de los otros
carotenoides produjeron un bajo nivel de inhibicion de la produccién de iones superdéxido que no era
significativamente diferente del efecto del beta-caroteno o el Lyc-O-Mato.

De un modo similar al efecto sobre la produccién de NO (véase el Ejemplo 1 anterior del presente documento), las
combinaciones de Lycomato con acido carnésico y luteina o con acido carnésico y beta-caroteno produjeron una
inhibicién sinérgica significativa y similar de la produccién de iones superéxido, mientras que una combinacion de
que excluia al acido carnésico producia un efecto sinérgico menor.

Como en el caso del licopeno purificado, una combinacién de acido carnésico con los tres carotenoides no mejoraba
el resultado sinérgico obtenido con la combinaciébn mencionada anteriormente de acido carnésico con dos
carotenoides.

Estos resultados son la media £+ ETM de 3 experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado.

Ejemplo 4

Inhibicién de la fosforilacion de p65-NFkB inducida por LPS en Serina 536 en lisados nucleares de células, y de la

regulacién positiva de iNOS y COX2 mediante diversas combinaciones de licopeno o Lyc-O-Mato con luteina y acido
carnésico

Introduccion

La expresion de proteinas enzimaticas asi como de citocinas inflamatorias se puede regular mediante la activacion
del factor nuclear del factor de transcripcion kappa (NFkB), que esta implicado de una manera critica en diversos
aspectos de la patogenia de las enfermedades inflamatorias cronicas. EI NFkB se activa como consecuencia de la
fosforilacion, ubiquitinacion y posterior degradacion proteolitica de la proteina IkB a través de la activacion de la IkB
cinasa (IKK). El NFkB liberado se transloca al nucleo y se une a motivos en los promotores de los genes pro-
inflamatorios tales como la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la ciclooxigenasa 2 (COX2), TNF-a, y IL-1pB,
llevando a la induccién de la expresion de su ARNm. La mayoria de farmacos antiinflamatorios han demostrado que
suprimen la expresion de estos genes inhibiendo la via de activacion del NFkB. Asi pues, un inhibidor del NFkB
puede ser util como potencial farmaco terapéutico en aplicaciones clinicas para regular las enfermedades humanas
asociadas a la inflamacion.

El p65 NFkB RelA puede ser fosforilado por el PKA en Ser-276 o mediante un mecanismo sensible a cambios redox
en Ser-536. Se ha demostrado que las especies reactivas del oxigeno (ROS) desempefian un importante papel en la
activacion del NFkB y en la expresién de los genes inflamatorios.

El objetivo de este estudio era investigar si concentraciones bajas de las combinaciones licopeno/Lyc-O-Mato +
luteina + acido carnésico pueden producir una inhibicion sinérgica de la activacion del NFkB.

La activacion del NFkB se analizd6 mediante sus dos formas fosforiladas: Ser-276 dependiente de PKA y Ser-536
sensible a cambios redox.

Métodos

Aislamiento de los macrdfagos: Se aislaron macréfagos peritoneales y se trataron tal como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo 1.

Para la deteccion de la activacion del NFkB las células se trataron con LPS durante 10 min.
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Preparacion del extracto de proteinas nucleares - Se suspendieron 2 x 108 células en 600 ul de tampén de lisis NP-
40 enfriado con hielo (NP-40 al 0,1 %, Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, NaCl 10 mM, MgCl2 3 mM, EDTA 1 mM, 10 pg/ml de
leupeptina, 10 pg/ml de aprotonina, y PMSF 1 mM). Las células se agitaron con formacion de vortice durante 15 s,
se mantuvieron en hielo durante 5 min, y se centrifugaron a 300 g durante 10 min a 4 °C. Los sedimentos resultantes
(fracciones que contenian los nucleos) se solubilizaron inmediatamente en tampén de muestra de electroforesis. La
integridad nuclear se verific6 mediante microscopia 6ptica, la cual reveldé también que apenas se observaban células
intactas en la fraccion que contenia los nucleos (< 2 %).

Lisados celulares totales: se prepararon usando Triton X-100 al 1 %, HEPES 50 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, EDTA
1 mM, EGTA 1 mM, glicerol al 10 %, NaF 25 mM, ZnCl2 10 pM, PMSF 1 mM, y leupeptina 100 pM.

Anadlisis de transferencia de Westem: las proteinas del lisado (35-50 ug) se separaron mediante electroforesis sobre
geles de poliacrilamida con SDS al 7,5 %. Las proteinas resueltas se transfirieron mediante electroforesis a
nitrocelulosa, la cual estaba tefiida con rojo Ponceau para detectar la formacion de bandas de proteina, y después
se bloquearon en leche en TBS al 5 % (Tris 10 mM, NaCl 135 mM, pH 7,4). La determinacién de la transferencia de
Western se efectud tal como se describe anteriormente (17) usando anticuerpos primarios p-P65, COX-2 e iNOS
(Cell Signaling Technology, Beverly, MA) para su incubacion durante la noche a 4 °C, y anticuerpos secundarios
anti-conejo o anti-ratén conjugados a peroxidasa producidos en cabra (Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
Reino Unido) durante 1 hora a temperatura ambiente y se desarrollaron usando un sistema de deteccion de
quimioluminiscencia mejorada (ECL) (Amersham Biosciences).

Para la deteccion de la transferencia de Western de p-65 las fracciones de nucleos de 2 x 10° células se
solubilizaron inmediatamente en tampon de muestra de electroforesis y se procesaron para su separacion mediante
electroforesis sobre gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) al 8 %.

Resultados

Tal y como muestra la Fig. 10, en el analisis de transferencia de Western representativo, la adicién de una
combinacién de licopeno 1 yM o Lyc-O-mato 1 uM, y acido carnésico 2 yM a macréfagos peritoneales durante 1 h
antes de la adicién de LPS durante 10 min produjo una inhibicion sinérgica significativa (de aproximadamente un
80 %) de la fosforilacion de p65-NFkB en Serina 536 en lisados nucleares de células, mientras que cada nutriente
por separado no tuvo efecto alguno. La intensidad de cada banda de p-65-NFkB fosforilado se dividio por la
intensidad de cada banda de lamina tras la cuantificacion mediante densitometria, y se expresd en unidades
arbitrarias. Se muestran las medias £ ETM de tres experimentos independientes.

Tal y como se muestra en la transferencia de Western, no hubo fosforilacién del p65 NFkB en Serina 276.

Estos resultados demuestran que la composicion de polifenol-carotenoide ensayada produce una inhibicién sinérgica
significativa de la activacion de NFkB mediada por la fosforilacion en Ser-536, es decir, mediada por el mecanismo
sensible a cambios redox.

En las mismas condiciones, la adicion de las combinaciones de nutrientes (en las concentraciones detalladas
anteriormente) 1 h antes de la adicion de LPS durante 24 h, produjo una inhibicién significativa de la expresion de
las proteinas INOS y COX2 en lisados celulares totales (Fig. 11). Cada nutriente por separado no produjo inhibicién
de la induccién ni de iINOS ni de COX2.

La intensidad de cada banda de proteina (iNOS o COX2) se dividi6 por la intensidad de cada banda de B-actina tras
la cuantificacién mediante densitometria, y se expresé en unidades arbitrarias. Se muestran las medias + ETM de
tres experimentos independientes.

Estos resultados demuestran una inhibicién sinérgica de la induccion de ambas enzimas inflamatorias a niveles de
aproximadamente un 80 y aproximadamente un 60 % para iINOS y COX2, respectivamente, y confirman ambos la
inhibicién de la produccion de NO vy la liberacion de PGE presentada anteriormente en el presente documento, asi
como una explicacién molecular de la misma.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion terapéutica para su uso en el tratamiento de afecciones inflamatorias en el que los iones
superoxido, el NO, el TNF-alfa y/o la PGE2 actian como modulador o mediador de dicha afeccion mediante la
inhibicién o la reduccién de la produccién de iones superéxido, NO, TNF-alfa y/o PGE2 en un sujeto humano, en
donde la afeccion que se va a tratar se selecciona entre el grupo que consiste en artritis reumatoide, sindrome de
insuficiencia respiratoria en el adulto (ARDS), asma, rinitis, fibrosis pulmonar idiopatica, peritonitis, inflamacion
cardiovascular, isquemia miocardica, lesion por reperfusion, ateroesclerosis, septicemia, traumatismo, diabetes tipo
I, retinopatia, psoriasis, inflamacién gastrointestinal, cirrosis, peritonitis y enfermedad inflamatoria intestinal, y
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer;

comprendiendo dicha composicion terapéutica acido carnésico y dos o mas carotenoides seleccionados entre el
grupo que consiste en luteina, licopeno y beta-caroteno, en donde la zeaxantina comprende hasta el 15 % del
contenido de luteina, y en donde dichos componentes estan presentes en los siguientes intervalos de peso:

licopeno : luteina : beta-caroteno : 4cido carndsico :
0,1-1,0:0,1-1,0:0,1-1,0: 0,1-1,0y

en donde cada uno de los agentes activos en dicha composicion terapéutica se ha de administrar en una
cantidad diaria en el intervalo de 1 a 5 mg.

2. La composicién terapéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde dicha composicién
terapéutica comprende licopeno, luteina y acido carnésico.

3. La composicién terapéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde dicha composicidon
terapéutica comprende luteina, beta-caroteno y acido carnésico.

4. La composicion terapéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde dicha composicion
terapéutica comprende licopeno, beta-caroteno y acido carnésico.

5. La composicién terapéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en donde dicha
composicion terapéutica comprende adicionalmente fitoeno, fitoflueno o fitoeno vy fitoflueno.

6. La composicién terapéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde
dicha composicion terapéutica se administra en una forma farmacéutica.

7. La composicién terapéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde
dicha composicion terapéutica se incorpora a un alimento o una bebida.

8. La composicion terapéutica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en la que el

acido carnosico se usa en combinacién con licopeno y luteina, el acido carnoésico se usa en combinacién con
licopeno y beta-caroteno o el acido carnésico se usa en combinacién con luteina y beta-caroteno.
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