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DESCRIPCION
Composicion que contiene norbixina para la proteccion de las células del epitelio pigmentario retiniano
Campo de la invencion
La presente invencion esta dirigida al campo de los tratamientos de las células del epitelio pigmentario retiniano (EPR).

Mas particularmente, la presente invencion esta dirigida a la utilizacion de una composicion para la proteccion de las
células del epitelio pigmentario retiniano (EPR), principalmente para el tratamiento de la degeneracion macular
asociada a la edad (DMAE) o también de la enfermedad de Stargardt y la retinitis pigmentaria en los mamiferos.

La invencion tiene por objeto mejorar la vision de los individuos que padecen estas enfermedades o al menos
estabilizar la evoluciéon de la enfermedad. La presente invencioén. se refiere a una composicién que contiene mas del
90 % en peso de Norbixina obtenida por purificacion a partir de un extracto de granos de Bixa orellana, para su
utilizacion para la fotoproteccién de las células del epitelio pigmentario retiniano (EPR) en el mamifero por la
administracion de dicha composicion a dicho mamifero, por dia, en una cantidad comprendida entre 0,48 mg/kg de
peso corporal y 48 mg/kg de peso corporal.

Estado de la técnica

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) es una causa de ceguera irreversible en las poblaciones de
personas de edad avanzada, en particular, en Europa y en América del Norte. La DMAE afecta a la parte central de la
retina, denominada macula, lo que conlleva una grave deficiencia visual y la pérdida irreversible de la vision central.

La funcion macular es el origen de la vision central y de la agudeza visual cuya alta resolucion esta ligada a su fuerte
concentracion de fotorreceptores de los conos. El estadio precoz de la DMAE estad marcado por depdsitos
denominados drusas, que no afectan la vision mas que de forma marginal. Las fases posteriores comprenden dos
formas de DMAE, la atrofia geografica (forma seca) o exudativa (forma humeda o neovascular), siendo la primera
mucho mas frecuente que la segunda. Las ultimas etapas de estas dos formas dan lugar a la destruccion de la retina
neurosensorial macular, pero la evolucion de la DMAE seca es generalmente lenta, mientas que la DMAE humeda
puede dar lugar a la ceguera completa en algunas semanas.

El envejecimiento es la acumulacién progresiva con el tiempo de cambios que estan asociados a (o son responsables
de) una susceptibilidad creciente de la enfermedad. En la retina, un determinado nimero de enfermedades
degenerativas, incluido el glaucoma, la retinitis pigmentaria y la DMAE, pueden sobrevenir como consecuencia del
envejecimiento. La retinitis pigmentaria reagrupa a un conjunto heterogéneo de degeneraciones retinianas genéticas,
que implican a los fotorreceptores y al EPR, y dan lugar a una pérdida de la visién nocturna, y mas tardiamente de la
visién central. Aunque los mecanismos especificos implicados en el inicio de los diferentes tipos de enfermedades
asociadas al envejecimiento retiniano son diferentes, se piensa que el estrés oxidativo y la inflamacion que se producen
son elementos importantes que contribuyen a la patogénesis.

Las teorias de la etiologia de la DMAE incluyen modificaciones hidrodinamicas en la membrana de Bruch causadas
por una acumulacién progresiva de material extracelular que contiene lipidos, y la senescencia del EPR, cuya actividad
es indispensable para la supervivencia de los fotorreceptores. Las células del EPR tienen varias funciones diferentes
en los ojos: establecen la barrera hemato-retiniana por sus uniones estrechas, y son asi responsables de la situacion
inmuno-privilegiada de la parte interior del bulbo del ojo; mantienen con vida los fotorreceptores aportandoles
nutrientes y participan en el ciclo visual. La comprension actual es que una deficiencia de la funcion de las células del
EPR es el origen del desarrollo de la DMAE. El envejecimiento provoca una disfuncion de las células del EPR y una
insuficiencia de su metabolismo, asi como de su actividad fagocitaria. Una digestion incompleta de los segmentos
externos de los fotorreceptores puede dar lugar a la formacion de drusas reduciendo la difusion a través de la
membrana de Bruch, lo que provoca en un primer momento una deformacion de la retina y de las imagenes percibidas.

Con la edad, el EPR almacena una cantidad creciente de lipofuscinas. Estas estan compuestas por lipidos y proteinas,
que provienen de los fagolisosomas, de los lisosomas y de los fotorreceptores. Las lipofuscinas contienen igualmente
N-retinil-N-retiniliden etanolamina (A2E), que se forma por la condensacion de dos moléculas de retinaldehido con
etanolamina.

El envejecimiento estd acompafado de una acumulacion aguda de A2E en la retina (Bhosale et al., 2009). Bajo la
accion de la luz azul y en presencia de oxigeno, la A2E genera especies reactivas que provocan dafios en las
proteinas, en los lipidos y en el ADN, y, por lo tanto, un estrés oxidativo importante en las células envejecidas del EPR
(Sparrow y Cai, 2001). Estos dafios perturban la actividad lisosomal de las células del EPR y provocan una
acumulacioén de desechos, lo que termina por generar, aqui y alla, la muerte de las células del EPR que esta seguida
de la de los fotorreceptores a los que estaban asociadas.

No existe ningin medicamento en el mercado para el tratamiento de la DMAE seca, mientras que estan
comercializados medicamentos por inyeccion intravitrea de anticuerpos anti-VEGF (factor de crecimiento del endotelio
vascular) que permiten bloquear parcialmente la formacion de neovasos y ofrecen asi una alternativa de tratamiento
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de la DMAE humeda. Se han formulado complementos alimenticios con compuestos antioxidantes genéricos, a saber,
minerales y vitaminas con propiedades antioxidantes, por ejemplo, cinc, vitaminas A, C, E, con una eficacia terapéutica
real, pero limitada. La formula nutracéutica AREDS 1 (en inglés « Age-Related Eye Disease Study », AREDS 2001)
se considera como la norma de cuidado en los Estados Unidos para el tratamiento de la DMAE seca, reduciendo el
riesgo de DMAE avanzada un 25 % y la pérdida de la vision un 19 % en cinco afios.

Numerosos productos proponen una base de formulacion comun: cinc y vitaminas C y E, a la que se afiaden diversos
ingredientes: luteina, resvaratrol, acidos grasos Omega 3, sin disponer, sin embargo, de datos de eficacia convincentes
acerca de estos ingredientes adicionales, ni acerca de las categorias de pacientes susceptibles de responder
favorablemente a estas diferentes moléculas (Elliot y Williams, 2012). En particular, la técnica anterior conoce la
solicitud internacional WO 2005110375 que se refiere a un complemento alimenticio destinado a limitar o prevenir la
pérdida de agudez visual como consecuencia de una enfermedad ocular.

Los carotenoides (moléculas aportadas exclusivamente por la alimentacion), se han estudiado mas particularmente,
porque algunas de ellas (luteina, zeaxantina = xantofilas) estan presentes naturalmente en la macula (Subczynski et
al., 2010), y se sabe que estos compuestos poseen un fuerte poder antioxidante. Por lo tanto, es légico que estos
compuestos se hayan ensayado (solos o en combinacion) en la formula AREDS, pero los resultados obtenidos han
sido limitados, la suplementacion no se ha mostrado eficaz mas que para un subconjunto de pacientes que carecen
de estos compuestos (Pinazo-Duran et al., 2014). Estas moléculas son eficaces in vitro para proteger las células del
EPR (D407 humanas) frente a los efectos toxicos del peroxido de hidrégeno (Pintea et al., 2011).

La solicitud de patente japonesa JP 2010285364 destaca una mezcla compuesta por crocetina y otro carotenoide que
puede ser una xantofila u otro diapocarotenoide, es decir, la bixina o la norbixina. Esta mezcla, debido a sus
propiedades antioxidantes, se propone para mitigar o prevenir las enfermedades en las que esta implicado un
fendmeno oxidativo.

Otras xantofilas han sido igualmente objeto de estudios por suplementacion oral, solas o en combinacion con la luteina
y/o la zeaxantina (ej. astaxantina - Parisi et al., 2008). Recientemente, se han ensayado diapocarotenoides (=
carotenoides truncados en los dos extremos - nomenclatura quimica de la IUPAC) in vitro e in vivo, en particular, la
crocetina (= 8,8'-diapocaroteno-8,8'-dioato) y sus glicésidos (las crocinas). Las crocinas presentan un efecto
fotoprotector in vitro sobre cultivos primarios de fotorreceptores de bovinos o de primates (Laabich et al., 2006), y la
crocetina protege a las células neuroganglionares frente a un estrés oxidativo (Yamauchi et al., 2011). El azafran (una
especia rica en crocinas/crocetina) administrado por via oral se ha mostrado activo in vivo sobre la calidad de la retina
(Maccarone et al., 2008; Falsini et al., 2010; Boisti et al., 2014). Sin embargo, el azafran que contiene otras moléculas
susceptibles de ser activadas en la retina, como otros carotenoides, asi como el safranal formado al mismo tiempo
que la crocetina (Verma y Middha, 2010; Fernandez-Sanchez et al., 2012), es dificil concluir en cuanto al efecto de la
crocetina sola.

Se han realizado igualmente experimentos con otro apocarotenoide, la bixina (= 6,6'-diapocaroteno-6,6'-dioato de
metilhidrogeno) o algunos de sus derivados, in vitro sobre las células neuroganglionares € in vivo por inyecciones
intravitreas para contrarrestar los efectos de un estrés del reticulo endoplasmico (Tsuruma et al., 2012). Los ensayos
asi realizados evaltiian lo mas frecuentemente una actividad antioxidante y, por lo tanto, protectora de los compuestos
frente a diversos tipos celulares de la retina sometidos a la presencia de un agente oxidante (ej. perdxido de
hidrégeno), y, por lo tanto, no estan situados directamente en el contexto de la DMAE.

Un extracto de granos de Urucum (Bixaorellana) desarrollado anteriormente (Bixilia®) ha mostrado un efecto
fotoprotector sobre la piel humana expuesta a UV (FR 2947173, Veillet et al., 2009) y sobre las células de EPR
sometidas a un estrés fotooxidativo (Fontaine et al., 2011). El extracto Bixilia® es un extracto natural de Urucum que
ha sido enriquecido con Bixina. Bixilia® contiene otros compuestos fotoprotectores de naturaleza fendlica, cuya
presencia podria explicar la actividad fotoprotectora superior del extracto bruto respecto a la Bixina sola. En la patente
FR 11 54172 (Fontaine et al., 2011, publicada como FR 2 975 008), se analiza el efecto protector de las células de
EPR de algunos de los compuestos del extracto Bixilia®. Los resultados de los ensayos que utilizan la Bixina o
Norbixina a las concentraciones 0,1 micromolar (uM), 1 uM y 10 yM no tienen actividad fotoprotectora y hacen incluso
pensar que cuanto mayor es la concentracion de Bixina o Norbixina, menos sobreviven las células de EPR vy, por lo
tanto, menor es el efecto fotoprotector. Se remarca que, entre otras, las sustancias tales como la cianidina y el acido
elagico a concentraciones de 10 uM y 20 uM tienen un efecto fotoprotector ventajoso sobre las células de EPR.

Un estudio en profundidad ha dado lugar a la identificacion de moléculas activas presentes en el extracto Bixilia® y a
precisar su mecanismo de accion y a demostrar su eficacia in vivo en ratén y rata. Este estudio ha sido el origen de la
presente invencion. La invencion prevé encontrar asi un tratamiento alternativo a los ya existentes para la proteccion
de las células de EPR.

Objeto de la invencion

Los inventores han descubierto que la Norbixina, en particular su forma 9'-cis, permitia disminuir fuertemente la muerte
celular provocada por una iluminaciéon con radiacién azul de las células del EPR pretratadas con la N-retinil-N-
retiniliden etanolamina (A2E).
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Segun un primer aspecto, la presente invencion esta dirigida a una composicién que contiene mas del 90 % en peso
de Norbixina obtenida por purificacion a partir de un extracto de granos de Bixa orellana, para su utilizacion para la
fotoproteccion de las células del epitelio pigmentario retiniano (EPR) en mamiferos por la administracion de dicha
composicion a dicho mamifero, por dia, en una cantidad comprendida entre 0,48 mg/kg de peso corporal y 48 mg/kg
de peso corporal.

En el marco de la invencion, se entiende por « extracto de granos de Bixa orellana » un extracto preparado a partir de
la parte externa de los granos, es decir, de la sustancia cerosa que recubre los granos de Bixa orellana. Esta sustancia
cerosa se conoce por ser rica en bixina y en otros carotenoides menores, asi como por su utilizacién como colorante
alimenticio.

La Norbixina, biodisponible en los mamiferos después de la administracion oral, se absorbe mejor que la Bixina y se
encuentra en el ojo, en particular, en la retina.

En modos de realizacion de la invencion, la composicion contiene mas del 90 % en peso de Norbixina.
En modos de realizacion particulares de la invencion, la composicion contiene mas del 95 % en peso de Norbixina.

En modos de realizacién particulares de la invencion, la composicion contiene mas del 90 % en peso de Norbixina en
su forma 9'-cis de férmula (1):

(1)

En modos de realizacion particulares, la composicion contiene al menos un elemento elegido entre el cinc, la vitamina
C y la vitamina E.

En modos de realizacion particulares, la composicion puede utilizarse en forma de un complemento alimenticio o de
un medicamento.

Por complemento alimenticio se entiende un producto que contiene dicha composicién que tiene por objeto completar
la alimentacién aportando nutrientes beneficiosos para la salud segun la definicion proporcionada por la directiva
europea 2002/46/EC. Por ejemplo, un complemento alimenticio puede ser una capsula o un comprimido para tragar o
un polvo o pequefia ampolla para mezclar con un alimento y que presenta efectos beneficiosos sobre las células de
EPR.

Por medicamento, se entiende un producto que contiene una dosis precisa de dicho compuesto o de dicho extracto
segun la definicion proporcionada por la directiva europea 65/65/CE, a saber, cualquier sustancia o composicion
presentada como que posee propiedades curativas o preventivas respecto a enfermedades humanas o animales. Por
ejemplo, el medicamento que contiene el compuesto a las dosis terapéuticas puede administrarse por via oral en forma
de capsula o comprimido o inyectarse por via intravitrea o cualquier otra via que permita conferir efectos beneficiosos
sobre la retina.

En modos de realizacién particulares, la composicion comprende un soporte aceptable para ser ingerido, inyectado
en el 0jo, inyectado por via sistémica o inyectado en la sangre.

En modos de realizacién, la composicién se administra a un mamifero, por dia, en una cantidad comprendida entre
0,48 mg/kg de peso corporal y 48 mg/kg de peso corporal, preferentemente comprendida entre 0,6 mg/kg de peso
corporal y 20 mg/kg de peso corporal.

Segun otros modos de realizacion particulares de la invencion, la composicion esta destinada a prevenir los dafios en
la retina susceptibles de estar causados por la exposicién a radiacion azul. Por radiacién azul, se entiende la radiacion
correspondiente a la banda azul del espectro de la luz visible, con una longitud de onda comprendida entre 435 nm y
490 nm.

En modos de realizacion particulares de la invencion, la composicion esta destinada al tratamiento de la degeneracion
macular asociada a la edad (DMAE) en el mamifero.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2752061 T3

En otros modos de realizacion particulares, la composicion esta destinada a tratar la enfermedad de Stargardt y/o la
retinitis pigmentaria en el mamifero. La enfermedad de Stargardt, o sindrome de Stargardt, es una patologia
hereditaria, que asocia una baja agudeza visual bilateral a una atrofia de la macula, que reproduce, a una edad precoz,
los sintomas de la forma seca de la DMAE.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra el porcentaje de células de EPR supervivientes en presencia de N-retinil-N-retiniliden etanolamina
(A2E) y del extracto Bixilia® o de Bixina (20 uM) o de Norbixina (20 uM) después de haber sido sometidas a una
iluminacion.

La Figura 2 ilustra la actividad fotoprotectora de los extractos sucesivos de los granos de Urucum (C = ciclohexano; D
= diclorometano; M = metanol) sobre las células del EPR que se han puesto en presencia de A2E y sometidas a una
iluminacion.

La Figura 3a ilustra las concentraciones plasmaticas después de la ingestion de Bixina (a la izquierda) o de Norbixina
(a la derecha) en el raton C57BI/6.

La Figura 3b ilustra el analisis farmacocinético de la Norbixina en el ratén C57BI/6.

La Figura 4 ilustra el analisis par HPLC-MS/MS de la Norbixina en los ojos de ratones con doble inactivacion
(ABCA4"-, RDH8") después de inyeccion intraperitoneal (10 mg/kg). (3: la Norbixina inyectada, 1 y 2: mono-
glucurénidos de este compuesto).

La Figura 5 ilustra la cinética de la acumulacion de A2E en el ojo de ratones con doble inactivacion (ABCA47,
RDH8) en funcion de la edad, en comparacion con ratones normales.

La Figura 6 ilustra los electrorretinogramas (Ondas A a la izquierda y Ondas B a la derecha) de ratones con doble
inactivacion (ABCA4”, RDH87) que han recibido inyecciones intravitreas unilaterales de Norbixina (con el fin de
obtener una concentracion final en el vitreo de 130 uM), puestas durante 24 h en oscuridad y después expuestas a la
luz azul (4.000 lux, 1 h). Los electrorretinogramas se realizan 7 dias después de la iluminacion.

La Figura 7 ilustra el numero de capas de nucleos de fotorreceptores en funcién de la distancia a partir del nervio
optico en los ojos de ratones tratados como en la figura 6.

La Figura 8A ilustra el protocolo experimental de la creacion del modelo « rat blue light ».

La Figura 8B ilustra los resultados de los electrorretinogramas de ratas a las que se inyecté norbixina (100 mg/kg, 4
inyecciones por rata de una disolucion 50 mM en NaCl al 9 %o, 4 ratas/serie) utilizando PBN (fenil-N-terc-butilnitrona,
50 mg/kg, disolucion de 20 mg/mL en NaCl al 9 %.) como control positivo. Los electrorretinogramas se realizan 7 dias
después del tratamiento.

La Figura 9A ilustra el numero de capas de nucleos de fotorreceptores en funcion de la distancia a partir del nervio
optico en los ojos de ratas después de inyecciones intraperitoneales de alfa-fenil-N-terc-butilnitrona (PBN) o de
Norbixina e iluminacién con una luz azul. Los analisis histolégicos se realizan 7 dias después del tratamiento.

La Figura 9B ilustra el area bajo cada curva de la Figura 9A.

La Figura 10 ilustra la cantidad de A2E acumulada en el ojo de ratones con doble inactivacién (ABCA4”-, RDH8") que
habian ingerido o no alimento complementado con norbixina durante 3 meses.

La Figura 11 ilustra los electrorretinogramas de ratones con doble inactivacion (ABCA4”-, RDH8") que habian sido
alimentados o no con el alimento que contenia 0,3 mg/g de norbixina pura durante 3 meses.

La Figura 12 ilustra la relacion entre la amplitud del electrorretinograma (onda A) y la cantidad de A2E acumulada en
los ojos de ratones con doble inactivacion (ABCA47-, RDH8™).

La Figura 13 ilustra los resultados del analisis por HPLC en fase inversa de la norbixina purificada a partir del extracto
de Bixa orellana (la identificacion de los isdmeros se realizé segun Scotter et al., 1998 y Polar-Cabrera et al., 2010).

Descripcion detallada de ejemplos de realizacion de la invencion

A diferencia de la mayor parte de los estudios publicados anteriormente, los modelos utilizados en la presente
invencion (tanto in vitro como in vivo) ponen de relieve el papel de la N-retinil-N-retiniliden etanolamina (A2E) y de su
fototoxicidad, y en este sentido, estan mas cercanos a la patologia humana. Los ensayos utilizados in vitro se
relacionan en su principio con los utilizados con otras sustancias naturales sobre una linea de células de EPR humana
(células ARPE-19 - Young et al., 2005).
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Protocolos y Resultados
1- Preparacion de la Bixina y de la Norbixina

La Bixina pura al 95 % en peso se prepara a partir de un producto comercial (Annatto B) que proviene de una extraccion
organica de los granos de Urucum y con una concentracion de Bixina superior al 85 % en peso. La purificacion se
realiza por recristalizaciones sucesivas.

La Norbixina pura al 95 % en peso se obtiene después de una hidrdlisis alcalina de la Bixina purificada (KOH al 5 %,
60 °C, 3 horas). La disolucién obtenida se acidifica con acido clorhidrico concentrado y la Norbixina se recupera por
centrifugacion. El sedimento se lava dos veces con agua para eliminar las sales, y el sedimento final se liofiliza.

La pureza de los compuestos se aprecia por espectrofotometria UV-Vis y HPLC en fase inversa: los compuestos
contienen esencialmente los isémeros 9'-cis (concentracion superior al 90 % en peso, figura 13).

2- Ensayos in vitro

Se utilizd un ensayo in vitro destinado a estudiar el efecto fotoprotector de diversas sustancias naturales sobre las
células del EPR en presencia de A2E. El efecto fotoprotector de las moléculas se evalia en un modelo celular de
fototoxicidad inducida por tratamiento con A2E seguido de una iluminacion con luz azul. Por radiacion azul, se entiende
la radiacién correspondiente a la banda azul del espectro de la luz visible, o sea, con una longitud de onda comprendida
entre 435 y 490 nm.

Este modelo utiliza cultivos primarios de EPR de cerdo adulto. La supervivencia celular se cuantifica gracias a un
ensayo de viabilidad celular. Se afiaden a -48h los compuestos a ensayar (en disolucion 5 mM en DMSO) para obtener
concentraciones finales de 1 a 20 uM), después a -19h la A2E (concentracion final 30 uM) y se irradian las células
(tiempo Oh). Se mide 24h después la supervivencia de las células. La adquisicion de las imagenes, asi como su
tratamiento, se realizan mediante un microscopio de fluorescencia guiado por el software Metamorph y por un
programa de cuantificacion especializado. Los experimentos se realizan en microplacas de 96 pocillos en cuadriplicado
y el experimento se reproduce un minimo de cuatro veces. Los resultados se expresan en forma de una relacién que
representa el numero de células vivas en los pocillos tratados con las moléculas a ensayar, dividido por el nimero de
células vivas en los pocillos control (tratados con el medio de dilucién sin A2E).

Este ensayo ha permitido poner de manifiesto anteriormente la muy buena actividad fotoprotectora de un extracto
etandlico de granos de Annatto (Bixilia® - véase, Fontaine et al., 2011). En el trabajo anterior, aunque se demostré la
actividad del extracto de Annatto, no se identificé la naturaleza de la (o las) sustancia(s) fotoprotectora(s), y el
componente principal de este extracto (la bixina) se mostré ineficaz a las concentraciones de 0,1 uM, 1 upM y 10 pM.
Por lo tanto, se ha emprendido un trabajo complementario con el fin de identificar el (o los) compuesto(s) activo(s).

a. La Bixina (no reivindicada) es responsable de una gran parte de la actividad fotoprotectora de Bixilia®

La Figura 1 muestra que la Bixina y la Norbixina (20 uM) protegen eficazmente las células del EPR frente a la
fototoxicidad inducida en presencia de A2E respecto al control con A2E. Un extracto bruto de granos de Urucum diluido
para aportar 20 uM de bixina posee una actividad fotoprotectora elevada. La utilizacion de bixina muy pura y a la
concentracion de 20 uM ha permitido mostrar que este componente poseia de hecho una actividad fotoprotectora
importante (Figura 1) y que esto explicaria una parte importante de la actividad del extracto Bixilia® diluido de forma
que aporte la misma cantidad de bixina. Igualmente, se ha encontrado una actividad comparable para la Norbixina,
que representa el metabolito circulante principal de la Bixina (Lévy et al., 1997). Estos resultados estan de acuerdo
con la actividad fotoprotectora de estos mismos compuestos, demostrada anteriormente para la fotoproteccién de la
piel humana (Veillet et al., 2009).

b. Bixilia® contiene otros compuestos fotoprotectores (no reivindicados)

Bixilia® contiene otros compuestos fotoprotectores de naturaleza fendlica, cuya presencia podria explicar la actividad
superior del extracto bruto respecto a la bixina sola (para una misma concentraciéon de bixina). Se realizd una
extraccion secuencial de la cubierta de los granos de Urucum sucesivamente con ciclohexano, diclorometano y
metanol (1 L de cada uno/ 100 g de granos). Después de la extraccion con ciclohexano, se obtiene una fraccion con
una concentracion de Bixina de 0,65 uM, después de la extraccion con diclorometano se obtiene una fracciéon que
posee una concentracion de Bixina de 1.485 uM, y después de la extraccion con metanol una fraccion que posee una
concentracion de Bixina de 45 pM.

Se reprodujo entonces el ensayo in vitro anterior.

Segun la Figura 2, la fraccion de diclorometano, que contiene el 97 % de la Bixina, es muy activa, pero se observa
igualmente que el extracto metandlico rico en compuestos fendlicos posee una actividad significativa (C = ciclohexano;
D = diclorometano; M = metanol).
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3- Biodisponibilidad de la Bixina y de la Norbixina

Se realizaron estudios de la biodisponibilidad de la Bixina y de la Norbixina en ratones C57BI/6. Los compuestos se
administraron por via oral (50 mg/kg). Se efectuaron tomas sanguineas después de 0,25, 0,5, 1, 3,6, 8y 24 hy se
analizaron por HPLC-DAD (UV 460 nm)-MS/MS. La tabla 1 y la Figura 3a revelan que la Bixina ingerida se transforma
rapidamente en Norbixina y que los dos compuestos circulan a concentraciones comparables, no son detectables
después de 8 horas. Por otra parte, se observa que la Norbixina ingerida esta claramente mas biodisponible que la
Bixina.

Tabla 1:
Ingestion de bixina (50 mg/kg) Ingestion de norbixina (50 mg/kg)
Tmax (h) Cmax (ng/mL) | AUC 0-24 h (ng.h/mL) | Tmax (h) Cmax (ng/mL) | AUC 0-24 h (ng.h/mL)
Bixina 0,5 833 1.666
Norbixina 0,5 12.400 41.609
Norbixina 0,5 649 1.343

La comparacion de los anadlisis plasmaticos (figura 3b) después de la inyeccion intraperitoneal (5 mg/kg) y de la
administracion oral (50 mg/kg) muestra que la biodisponibilidad de la Norbixina es del 55 %.

La presencia de Norbixina en los ojos se ha investigado en ratones con doble inactivacion (ABCA4--, RDH87) 3 horas
después de la inyeccion intraperitoneal de Norbixina (10 mg/kg). Se diseccionaron los ojos de 6 animales y las
muestras se extrajeron con acetonitrilo, se combinaron y se analizaron por HPLC-MS/MS (Figura 4), lo que ha

permitido detectar especificamente la presencia de la Norbixina en el EPR y la retina (Tabla 2).

Tabla 2:
Muestra Norbixina (ng/érgano)
EPR 5,15
Retina 2,40
Cristalino <LOQ
Humor vitreo <LOQ
Total 7,55

Segun la Figura 4, se observa que, en el plasma, pero también en los ojos, la Norbixina esta presente igualmente en
forma conjugada: el compuesto inicial proporciona en efecto dos mono-glucurénidos que son eluidos antes del
compuesto original y presentan una fragmentacion similar, sin duda debido a la descomposicion de los glucurénidos
en la fuente del espectrémetro de masa. La glucuronidacion se habia descrito igualmente en el caso de la crocetina
(Asai et al., 2005).

Igualmente, se puede observar una isomerizacion cis-frans de la Norbixina, cuya importancia varia segun la duracion
de los experimentos. Este es un fendmeno clasico en los compuestos (poli)-insaturados, que corresponde a
isomerizaciones cis-frans de uno o varios dobles enlaces y se ha observado en el ser humano en el caso de la norbixina
por Lévy et al. (1997). El compuesto utilizado aqui se purifica a partir de compuestos comerciales (Annatto B); contiene
muy mayoritariamente la forma 9-cis y muy poca cantidad de la forma todo-trans y de otras formas cis o di-cis (figura
13).

4- Actividad fotoprotectora por inyeccion intravitrea en ratones

Se utilizé un modelo de ratones modificados genéticamente desarrollado por Maeda et al. (2008) para ensayar la
actividad fotoprotectora de la Norbixina. En este modelo de ratones, se inactivan dos genes implicados en el ciclo del
pigmento visual (ABCA4 y RDHS8), lo que ese traduce en una acumulacién precoz de A2E en los ojos (Figura 5). Este
modelo animal esta relacionado por ello con la patologia humana, por supuesto con sus limitaciones, asociadas con
las diferencias de la organizacion de los ojos entre los roedores y los primates.

Se utilizaron, por lo tanto, ratones de 7 semanas de edad para realizar inyecciones intravitreas unilaterales de
Norbixina (con el fin de obtener una concentracion final en el vitreo de 130 uM). Después de 24 h en oscuridad, los
ratones se sometieron a una exposicion a la luz azul (4.000 lux, 1 h). Los electrorretinogramas realizados 7 dias mas
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tarde, mostraron un efecto protector de la Norbixina, cuya presencia permiti6 mantener una actividad eléctrica
significativa como se expone en la Figura 6.

Un estudio histoldgico del espesor de la capa de nucleos externos puso de manifiesto el efecto protector de la Norbixina
sobre los fotorreceptores (figura 7). Debe indicarse que la Norbixina fue eliminada practicamente 24 h después de la
inyeccion intravitrea y, por lo tanto, esta presente en niveles muy bajos en los ojos en el momento de la iluminacion.

5- Actividad fotoprotectora por inyeccion sistémica (intraperitoneal) en la rata

El modelo "rat blue light" consiste en someter a los animales a una luz azul intensa durante 6 horas con el fin de
provocar dafios oculares que se aprecian 7 dias mas tarde por la realizacion de electrorretinogramas y por analisis
histolégicos. Se utiliza un compuesto antioxidante, la PBN (fenil-N-terc-butilnitrona) como control positivo (Ranchon et
al., 2001; Tomita et al., 2005). Los compuestos para los que se busca determinar la actividad fotoprotectora se inyectan
(por via intraperitoneal) antes y durante la fase de iluminaciéon. Esta se realiza con tubos de neén Philips azul
(4,2 mW/cm?) durante 6 horas. El protocolo experimental se presenta en la Figura 8A.

Se realizaron tres series de experimentos con la Norbixina (100 mg/kg, Cuatro inyecciones por rata de una disolucion
50 mM en NaCl al 9 %o, 4 ratas/serie) utilizando PBN (fenil-N-terc-butilnitrona, 50 mg/kg, disolucion de 20 mg/mL en
NaCl al 9 %) como control positivo. El andlisis de los electrorretinogramas (ondas A y B) se presenta en la Figura 8B.

Este ensayo permitié poner de manifiesto una eficacia significativa de la Norbixina, que es cercana a la de la PBN.
Los datos histologicos correspondientes (figura 9A y 9B) confirman la accién fotoprotectora de la Norbixina sobre la
supervivencia de los fotorreceptores.

6- Actividad fotoprotectora por administracién oral crénica en ratones

Se preparé un alimento que contenia 0,3 mg/g de Norbixina pura y se proporcioné a ratones con doble inactivacion
(ABCA4~-, RDH8") durante un periodo de 3 meses.

Los animales que habian recibido el alimento suplementado con la Norbixina mostraron una reduccién de la
acumulacion de A2E en los ojos (figura 10): la diferencia entre los dos grupos es muy significativa (p = 0,0109).

El alimento complementado con Norbixina presenta igualmente un efecto positivo sobre la amplitud del
electrorretinograma (ERG) (figura 11).

Estos analisis han mostrado igualmente que existe una relacion inversa entre la cantidad de A2E acumulada en los
ojos y la amplitud del ERG (figura 12), lo que confirma el papel de la acumulacién de A2E en el desarrollo de la
patologia (Wu et al., 2014), y el interés de moléculas cuya administraciéon reduce la acumulacion de A2E en los ojos.

Sin embargo, no se observa acumulacion significativa de Norbixina en los ojos a lo largo de este tratamiento crénico,
lo que lleva a concluir que, a diferencia de las xantofilas, esta molécula seria degradada. La ausencia de acumulacion
de esta sustancia activa puede considerarse como una ventaja, porque la acumulacion de determinados carotenoides
(ej. cantaxantina) es susceptible de dar lugar a la formacion de depositos en las células del EPR (Goralczyk et al.,
1997). Igualmente, es indicadora de una accién modificadora de la actividad de las células del EPR en lugar de un
papel de filtro o de antioxidante, como se ha postulado para la luteina y la zeaxantina. Este resultado coincide con el
observado durante las inyecciones intravitreas (a saber, la desaparicion de la Norbixina en el momento de la
iluminacion).

La dosis diaria que permite ralentizar significativamente la degeneracion retiniana en ratones después de la
administracion oral es 48 mg/kg de peso corporal. La transposicion al ser humano conduce a proponer una dosis diaria
activa de 4,8 mg/kg. Por otra parte, se sabe que la dosis diaria admisible o DJA (en inglés: Acceptable Daily Intake o
ADI) de la Norbixina es como maximo 0,6 mg/kg/dia de peso corporal (JECFA/67/FC). Este valor se ha establecido
sobre la base de una dosis sin efecto o DES (en inglés: No Observable Adverse Effect Level o NOAEL) en la rata de
69 mg/kg/dia de peso corporal, equivalente a una dosis diaria sin efecto en el ser humano de 11 mg/kg, sabiendo que
no se ha observado ninguna toxicidad hasta 20 mg/kg/dia (Hagiwara et al., 2003). La posologia propuesta esta
comprendida entre 0,48 mg/kg/dia y 48 mg/kg/dia, idealmente entre 0,6 mg/kg/dia y 20 mg/kg/dia.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que contiene mas del 90 % en peso de Norbixina obtenida por purificacion a partir de un extracto de
granos de Bixa orellana, para su utilizacion para la fotoproteccion de las células del epitelio pigmentario retiniano (EPR)
en el mamifero por administracion de dicha composicién a dicho mamifero, por dia, en una cantidad comprendida
entre 0,48 mg/kg de peso corporal y 48 mg/kg de peso corporal.

2. Composicion para su utilizacion segun la reivindicacion 1, administrandose al mamifero, por dia, en una cantidad
comprendida entre 0,6 mg/kg de peso corporal y 20 mg/kg de peso corporal.

3. Composicioén para su utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, que contiene mas del 95 % en
peso de Norbixina.

4. Composicion para su utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que contiene mas del 90 % en
peso de Norbixina en su forma 9'-cis de féormula (1):

5. Composicion para su utilizacion segun una de las reivindicaciones 1 a 4, que contiene al menos un elemento elegido
entre el cinc, la vitamina C y la vitamina E.

6. Composicidon para su utilizacion segun una de las reivindicaciones 1 a 5, que se presenta en la forma de un
complemento alimenticio o de un medicamento.

7. Composicion para su utilizacion segun una de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende un soporte aceptable para
ser ingerido, inyectado en el 0jo, inyectado por via sistémica o inyectado en la sangre.

8. Composicion para su utilizacién segun una de las reivindicaciones 1 a 7, para su aplicacion en la prevencion de los
dafos en la retina causados por la exposicion a radiacion azul correspondiente a la banda azul del espectro de la luz
visible, con una longitud de onda comprendida entre 435 nm y 490 nm.

9. Composicion para su utilizacién segun una de las reivindicaciones 1 a 8, para su aplicacion en el tratamiento de la
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) en los mamiferos.

10. Composicion para su utilizacién segun una de las reivindicaciones 1 a 8, para su aplicacion en el tratamiento de la
enfermedad de Stargardt y/o la retinitis pigmentaria en los mamiferos.

11



ES 2752061 T3

SRR EPPRRS SSRGS SO w——

o o o o
w o wn = m

(o) e1ouanimaadns

AZE + AZE + AZE +
Morbixina

Control

Control -

Bixina

Bixilia®
trataxmie nt{;ﬁ 20 “Mx

+ AZE

AZE

20 uM

Fig. 1

120
0
8
6
4
2

|onuo3a j eluasadns ap 9

Jreelxig

W-cetixig

a-celixig

N 0Z elixig

J7V + [onuod

J7V - [onuod

Fig. 2

12



ES 2752061 T3

sﬂ;{]{mm“:.@_:}lxma ....................... ] m14ﬂm{]u ............................................................... \

. = . LT 12000
; E 800 g = riorbixina lE == rorbixina
S . > 10000
r Ig 8000
| iG
' e L E 6000
| E H
5 8 4000
= 5
; |9

=
[+>]

12 18 24 l 0 6 12 18 24

tiempo (h) tiempo (h) E

35

:

g 30

L 25 -

-5 . =<©==5 mg/kg i.p.
¥ ]

i1 @ 15 -

*E' ——50 mg/kg p.o.
-

i 0

[ 3]

:

%

% - .'ﬁﬂﬂm!mh?ﬂnnnnmmm

| 5 5 15 25

5 tiempo (horas)

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

13



ES 2752061 T3

[

Intensidad (cps
2 8 8 8 8 8

%

Absorbancia (mAU):

o

o

: 3

233

1
¥ 3

YA =

i L
i w5
%WWYW Gt

FESREE

m%@i‘&ﬁ

.-$.} aﬁaxé,ia,‘.sﬁé\ﬁa‘_i DAD”“«‘ IESTEENTINERIRRT ERTRORROTIPITLY. . -

" XIC de+ MRM (1 par) 381.3/145.2 amu

L]

s

AT

P
j“ﬂ .i.ﬂﬂ

A2E (nglojo)

180
160

— A
[ S
o o

(=]
(=]

60
40
20

Fig. 4

¢ ABCA4/RDH8
OCs7Bl/6d
ACS7BI/6N

Edad (meses)

*

10

Fig. 5

14



ES 2752061 T3

ONDAB

ONDAA

oswp opepalul ou ofo

oswp "Auj ofo

eulxiqiou “Auj ou olo

euixiguou “Aui ofo

|oJIuo2

oswp opepaliul ou ofo L

oswp "Auj ofo

euixigqiou “Au ou olo

euixigiou “Auj ofo

|onuoD

{prl) pnyduse

 0jo no iny. Norbixina
ojo no iny. DMSO

cofen 0jo no iny. no Ml

«3= 0jo iny. Norbixina
'y 0Ojo iny. DMSO

salojdasanolo) ap sedes ap oclawiny

o i

P

X

s

68 g0 b g

! nervio optico {uM)

T g g

A P

distanc

Fig. 7

15



ES 2752061 T3

Dia @ & S R & sl el eBh +8n aEERRE
9 i | i i | i

Adaptacion a la oscuridad: 36h ] :
Induccion: exposicion a la luz durante Gh I :

Tratamiento i ] : i
RSO PS | L .
B i Mooy Norbixina

Evaluacion ERG i

Eszpesor ONL (histologia)

Fig. 8A

=
L

o6
o~
k

i
o>
L

&

5
E=3
L]

Amplitud de la onda A
(% del control no inducido)
Lugl
=1

hY

=
L

)

(=)
L

" Amplitud de laonda B
(% del control no inducido)

]

=]
o

Wehiculo PEN MNorbixina  Control Vehiculo PREM Marbixina

Fig. 8B

~ ==0o==Vehiculo i.p. (4x)
== Norbixina i.p. (100 mg/kg, 4x)
=k =PBN i.p. (50 mg/kg, 4x)

%)
o

S A NN WW B S
cmouo oo

Espesor de la ONL (pm)

4 -2 0 2 4

I_Z_J_istan'_:_:ia degde el_nerviq_éptic_p [mt_r_l_]_ i i

16

Control

Fig. 9A




ES 2752061 T3

250

F BN
Marbixina

AUC [Area bajo la curva)

50

Fig. 9B

AZ2E (nglojo)

17



amplitud (V)

ES 2752061 T3

50

Onda A Onda B
200= 500=
150+ -1 o i
i+ Z  400- o
— =
100- 2 —_ 1
"
i P E 2004 @ |
50 i P
C ': L c’ .: | |
5
& h,@“‘ & o
& &
Fig. 11
Onda A
200
— * *
= i -
= 150 - * *-
) L
3 .0 ‘T
= 100 - *. .
E g
= *

AZE (nglojo)

Fig. 12

18



020

o
ey
w

Absorbancia a 460 nm (A.U.)
£33
=

0.085 |

ES 2752061 T3

f— a%cis

todo-trans,

tiempo (min)

Fig. 13

19



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

