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DESCRIPCION
Productos farmacéuticos y nutricéuticos que comprenden vitamina K2
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a productos farmacéuticos y nutricéuticos que comprenden menaquinona-7 (MK-7) en
combinacion con uno o mas de un acido graso poliinsaturado, aceite de pescado y aceite de kril en una formulacién
de comprimido o capsula en los que MK-7 esta en el intervalo de entre 1-10 ug, y a su uso en el tratamiento o la
profilaxis de trastornos relacionados con el hueso, el cartilago y el sistema cardiovascular. En particular, la invencion
se refiere también al uso de tales productos en el tratamiento y/o la prevencion de la osteoporosis, aterosclerosis y
osteoartritis.

Técnica anterior
Vitamina Ky

La vitamina Kz es un grupo de compuestos denominados menaquinonas (“MK”) que son todos 1,4-naftoquinonas 2-
metil-3-todo-trans-polipreniladas que tiene la siguiente formula estructural:

CHs
O H,

CH,

O

La diferencia quimica entre las diferentes MK esta relacionada con el nimero de unidades de isopreno en la cadena
lateral. Las diversas MK se denominan normalmente MK-2, MK-3, MK-4, MK-6 y asi sucesivamente. El numero se
refiere al numero de unidades de isopreno (n=2, n=3, n=4, n=6,...).

El término vitamina K se refiere a la mezcla que se produce de manera natural de las diferentes sustancias de MK.
MK-2 a MK-13 estan presentes de manera natural en el tejido animal y humano. Fuentes de la dieta de vitamina K
son alimentos fermentados normalmente, en particular queso y requeson. También determinados peces planos y la
anguila pueden contener algo de vitamina K. “Natto”, que se produce a partir de frijoles de soja fermentados, es una
fuente popular de vitamina Kz como “producto saludable” en Japoén. La ingesta diaria de vitamina K> puede variar en
un amplio intervalo y puede ser normalmente de desde unos pocos pg hasta varios miligramos; generalmente por
debajo de 50 ug. Se reivindica que la vitamina K. tiene diversos efectos beneficiosos para la salud humana,
principalmente relacionados con el sistema cardiovascular y el metabolismo 6seo.

Osteoporosis

La osteoporosis es una afeccion médica caracterizada por masa 6sea reducida y cambios en la microarquitectura del
hueso. Se estima que mas de 200 millones de mujeres tienen osteoporosis en todo el mundo. La osteoporosis y las
fracturas osteoporoéticas estan aumentando en todo el mundo, principalmente como resultado del rapido crecimiento
de la poblacion de edad avanzada. El tratamiento de la osteoporosis actualmente incluye terapia hormonal habitual,
ingesta de calcio y vitamina D y tratamiento con farmacos usando bisfosfonatos.

Ateroesclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad cardiovascular que puede afectar a las arterias de varios 6rganos vitales,
incluyendo el cerebro, el corazon, los rifiones, asi como los brazos y las piernas. En la mayoria de paises occidentales,
la aterosclerosis es la principal causa de muerte. El nUmero de muertes por aterosclerosis es aproximadamente el
doble del niumero de muertes por todas las enfermedades cancerigenas juntas. La aterosclerosis es una enfermedad
lenta y progresiva que puede comenzar tan pronto como en la infancia. En la aterosclerosis, las arterias pierden su
elasticidad y se endurecen. Hay varias afecciones asociadas con el desarrollo y la progresion de la enfermedad,
incluyendo factores de riesgo como obesidad, diabetes, hipertension y tabaquismo. Mientras que la aterosclerosis,
desde el punto de vista estrictamente médico, se define generalmente como una enfermedad inflamatoria de la tunica
intima arterial, la arteriosclerosis se define mas ampliamente y también comprende otras formas de enfermedad
vascular tales como esclerosis de Monckeberg de la capa media.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2790 590 T3

Artrosis y artritis

La artrosis, la artritis inflamatoria, la artritis reumatoide y la osteoartritis son enfermedades del cartilago y se
caracterizan por degeneracion articular. Patolégicamente, hay una alteracion en la estructura del cartilago. Estas
enfermedades afectan a las articulaciones y la enfermedad a menudo puede diagnosticarse facilmente por rayos X.
Varios tipos de medicamentos se usan actualmente para el tratamiento de estas enfermedades. Estos incluyen
analgésicos simples, AINE, inhibidores de COX 2, corticosteroides y glucosamina.

Efecto de la vitamina K, sobre la osteoporosis, aterosclerosis, artrosis y artritis

Durante los Ultimos afios, varias publicaciones describen un efecto positivo de la ingesta de vitamina K; en
osteoporosis; véanse, por ejemplo, W. Sakamoto et al. en Osteoporosis International 16, 1604-1610 (2005); M. Kaneki
en Clinical Calcium 15, 605-610 (2005); J. lwamoto et al. en Current Pharmaceutical Design 10, 2557-2576 (2004); K.
Nakayama en Horumon to Rinsho 52, 339-349 (2004); S. Shiomi et al. en American Journal of Gastroenterology 97,
978-981 (2002) y T. Hosoi en Bone (Osaka) 14, 95-97 (2000).

Hay varias publicaciones relacionadas con el uso de vitamina K> o Natto para el tratamiento de aterosclerosis o
afecciones similares; véanse, por ejemplo, Y. Ozawa en Gifu Daigaku Igakubu 50, 20-26 (2002); L. J. Schurgers et al
en Zeitschrift fur Kardiologie 90 (Supl. 3), iii57-iii63 (2001); Y. Seyama en Clinical Calcium 9, 873-878 (1999); H.
Kawashima ef al. en Jap. Journal of Pharmacology 75, 135-143 (1997) y J. M. Geleijnse et al. en the Journal of Nutrition
134, 3100-3105 (2004).

En un articulo reciente, T. Neoqi et al. (Arthritis & Rheumatism 54, 1255-1261 (2006)) notificaron que bajos niveles de
vitamina K sérica estan asociados con una mayor prevalencia de osteoartritis.

Aceite de pescado, aceite de kril y PUFA n-3

Los acidos grasos poliinsaturados, o PUFA, son acidos grasos de cadena larga que contienen dos o mas dobles
enlaces. El interés por los mismos surge de su potencial en aplicaciones terapéuticas y en aplicaciones alimentarias
y nutricionales. Se producen en todos los animales, plantas, algas, hongos y bacterias y se encuentran ampliamente
en muchos compuestos lipidicos tales como membranas, aceites de almacenamiento, glucolipidos, fosfolipidos,
esfingolipidos y lipoproteinas. Se producen comercialmente a partir de plantas de semillas seleccionadas y de algunas
fuentes marinas.

Los PUFA se agrupan en dos series basandose en la posicion del enlace doble terminal que es 3C o 6C desde el
atomo de carbono terminal de la cadena de acidos grasos. Algunos ejemplos son: El PUFA de serie 3, también
conocido como PUFA (n-3) u omega-3, incluye aceites de la dieta ricos en acidos grasos omega-3, tales como aceite
de pescado, aceite de kril, acido eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA), acido linolénico (LA) y
acido alfa-linolénico (ALA). EI PUFA de serie 6 incluye acido gammalinolénico (GLA) y acido araquiddnico (AA).

El kril es un grupo de animales marinos similares a los camarones que viven en las regiones articas y antarticas. El
tamario del kril esta normalmente entre 5 y 50 mm. Hay varias especies de kril. Las especies articas incluyen T. inermis,
T. rushii, T. longicauda y M. norvegia, mientras que las especies antarticas incluyen E. superba y E. crystallorphias.
Se han sugerido kril y productos relacionados con kril como componentes en pienso para peces; véanse, por ejemplo,
los documentos KR 2005031319, KR 2004087618, JP 2003070426, US 6153251, EP 729708, SU 1784152, JP
05030923, JP 0465454 y JP 61274653.

Ademas, se usan kril y productos a base de kril como cebos de pesca (véase, por ejemplo, el documento NC 1820626),
en combinacion con acido linoleico conjugado para el tratamiento y la profilaxis de enfermedades (documento US
2006078625), como aditivos para inhibir la oxidacion de lipidos (documento WO 2005075613), como fertilizante
(documento CN 1502589), en productos alimenticios (documentos JP 2004065152 y WO 2003/003857), para el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares, artritis, cancer de piel, diabetes y sindrome premenstrual (documento
WO 2002/102394), como fuente de enzimas para el tratamiento de acné y otras enfermedades (documentos US
5958406, US 5945102, US 6030612, WO 96/24371 y WO 93/24142) y como fuente de enzimas multifuncionales
(documento US 6030612). Se han sugerido ademas enzimas de kril para el tratamiento de la trombosis (documento
WO 95/33471) y en su uso para la fabricacion de composiciones para uso dental (documento WO 95/33470).

También se sugieren kril o productos a base de kril como fungicidas (documento JP 07033619), como agentes
antidiabéticos (documento JP 04042369), y se han sugerido proteinas de kril para la fabricacion de alimentos
saludables (documento JP 01137952). Otros documentos de patente relacionados con kril y componentes de kril son:
dentifricos que comprenden acidos grasos de kril (documento JP 2568833), cosméticos que contienen proteasas
extraidas de kril para la limpieza de la piel (documento JP 63218610), proteinasa antiinflamatoria de kril (documento
JP 61068419), disolvente de trombos (documento EP 170115), composicion enzimatica como promotor de la digestion
(documento WO 85/04809), preparacion de quitina (documento PL 114387), preparaciones de carotenoides
(documento PL 113328, alimentos similares a carne de cangrejo (documentos JP 57125677, JP 57079863 y JP
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67050848), antihipertensivos (documento JP 54119011) y alimentos a base de kril (documentos JP 60046947, JP
61023987 y JP 55040218).

El contenido total de lipidos del kril varia de una especie a otra. También hay variaciones del contenido total de lipidos
durante el afo. La composicion lipidica del kril también varia para cada especie durante el afio. Los lipidos totales en
kril estan normalmente entre el 5 y el 60%. El porcentaje de trigliceroles totales y ésteres de cera de lipidos totales en
kril puede variar a lo largo de un amplio intervalo; cada uno desde casi cero hasta el 70%. Ademas de trigliceroles y
ésteres de cera, lipidos de kril, a continuacion en el presente documento aceite de kril, comprende fosfolipidos,
esteroles, acidos grasos libres y alcoholes grasos. Los fosfolipidos tipicos incluyen compuestos como fosfatidilcolinas
y fosfatidiletanolaminas. El aceite de kril puede estar en forma de aceite sin procesar obtenido a partir de kril o en
forma de aceite purificado o modificado. Los compuestos insaturados y compuestos poliinsaturados forman una gran
parte de los compuestos grasos en el aceite de kril. Los principales constituyentes de acidos grasos en aceite de kril
son los siguientes acidos grasos: 14:0,16:0,16: 1 (n-7),18:0,18:1,18:1 (n-9), 18: 1 (n-7),18:2 15 (n-6), 18 :
3 (n-3),18:4 (n-3),20: 1 (n-9), 20 : 5 (n-3), 22 : 1 (n-11), 22 : 6 (n-3).

Para referencias sobre la composicion de aceite de kril, véanse, por ejemplo: S. Falk-Perdersen et al. en Can. J. Fish
Aquat. Sci. 57 (Supl. 3) 178-191 (2000), F. Alonzo et al. en Marine Ecology: Progress Series 296, 65-79 (2005), N.
Kusumoto et al. en J. Oleo Science 53, 45-51(2004) y referencias en el presente documento.

Técnica anterior adicional

El documento JP 03254658A se refiere a un producto alimenticio a base de Natto mezclado con una sustancia, por
ejemplo, material (semi)seco tal como judias, granos, almidén, carne de pescado, carne de animales, algas marinas
o condimentos.

El documento JP 2003169632A se refiere a productos que aumentan la utilidad de los alimentos saludables por el
sinergismo de la sustancia componente contenida en arroz, aceite de embrién/germen y la sustancia componente en
aceite de yema de huevo y fosfatidilserina.

El documento JP 2003313142 se refiere a una composicion liquida o en polvo altamente nutricional para su uso en la
nutricion de pacientes que no pueden tomar comidas normales, especialmente personas de edad avanzada y
receptores de cuidados. La composicion nutricional comprende, como ingredientes nutricionales, lactoproteinas,
proteinas de soja, lipidos, fibras dietéticas, digosacaridos, catequinas o polifenoles, vitaminas, minerales y
microelementos.

El documento WO 02/01969 A1 se refiere a formulacion nutricional y farmacéutica que comprende en combinacion de
vitamina K y una fuente de al menos un acido graso esencial (EFA) como ingredientes esenciales, y se proporcionan
productos alimenticios que contienen EFA y una cantidad artificialmente elevada de vitamina K para el tratamiento o
la prevencion de una variedad de enfermedades o afecciones.

El documento WO 02/074308 A1 se refiere a una composicion Util en la prevencion de osteoporosis, en la que dicha
composicion comprende (a) al menos una isoflavona y/o glucésido de isoflavona, preferiblemente genisteina y/o
genistina; (b) al menos un acido graso poliinsaturado; (c) opcionalmente vitamina D y/o uno o mas derivados de la
misma y/o vitamina K y/o uno o mas derivados de la misma; y (d) opcionalmente adyuvantes y excipientes en
cantidades segun se requiera, preferiblemente dentro del intervalo del 0,1 al 20% en peso, basandose en el peso total
de la composicion.

El documento JP 2005237300 se refiere a un material alimenticio y a un método de fabricacion del mismo. El producto
alimenticio se obtiene mediante la propagacion de Bacillus natto en un extracto de planta como material relacionado
con la soja para producir vitamina K.

El documento WO 2004/019923 A1 se refiere a una composicion farmacéutica o formulaciéon nutricional que
comprende vitamina K que puede usarse para combatir la rigidez de las arterias relacionada con la edad, y las
consecuencias de la misma, concretamente congestion pulmonar, hipertension, hipertrofia ventricular izquierda,
insuficiencia cardiaca congestiva (del lado derecho), insuficiencia ventricular izquierda o del lado izquierdo,
insuficiencia cardiaca cronica, angina de pecho, infarto de miocardio, esclerosis de Monckeberg y accidente
cerebrovascular.

Suzuki et al., 1997, Bone, 21(5): 461-467 se refieren a un estudio de control de caso de fractura de cadera entre
ancianos japoneses, que se llevd a cabo con el fin de evaluar los factores de riesgo de las fracturas. Los autores
concluyen que algunas caracteristicas del estilo de vida tradicional japonés pueden prevenir las fracturas de cadera
entre los ancianos japoneses.

El documento EP 1 153 548 A1 se refiere a un producto alimenticio que comprende menaquinona a un nivel de 50 a
5000 ng/100 g de producto.
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El documento WO 2005/030190 A1 se refiere a composiciones farmacéuticas y suplementos nutricionales que
comprenden una dosis diaria efectiva de menaquinona-7.

Plaza et al., 2005, Alternative Medicine Review 10(1): 24-35 se refiere a datos in vitro, in vivo y en seres humanos
sobre el efecto positivo de la vitamina K; sobre la osteoporosis.

Aunque existen varios productos farmacéuticos en el mercado para el tratamiento de osteoporosis y enfermedad
cardiovascular, todavia existe una necesidad urgente de enfoques alternativos.

Sumario de la invencion
El alcance de la invencion se determina por las reivindicaciones adjuntas.

Ahora se ha encontrado sorprendentemente que la vitamina K; y los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) pueden
formularse juntos en una formulacién estable con larga vida util de almacenamiento.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un producto farmacéutico o nutricéutico para
administracion oral que comprende MK-7 en combinacién con al menos uno de un PUFA, o bien purificado o bien en
forma de aceite de pescado o aceite de kril en el que dicho producto es una formulacién de comprimido o un
formulacion de la capsula y en el que MK-7 esta en el intervalo de entre 1-10 pug.

También se encontré que la vitamina K», y en particular MK-7, no contrarresta el efecto anticoagulante de aceites
marinos o PUFA n-3.

Se encontré ademas que las menaquinonas superiores, en particular MK-7 y superiores, contrarrestan los posibles
efectos inductores de calcificacion arterial de aceites marinos.

Se encontré ademas que las menaquinonas superiores, en particular MK-7 y superiores, contrarrestan aspectos
potencialmente negativos de aceites marinos sobre la salud 6sea.

Se encontr6 ademas que menaquinonas superiores, en particular MK-7 y superiores, contrarrestan aspectos
potencialmente negativos de aceites marinos sobre la salud del cartilago.

Se encontré ademas, en estudios de cultivo celular, que MK-7 se capta mejor que otras vitaminas K. MK-8 y MK-9 se
captan algo menos, pero a un nivel comparable, mientras que MK-4 y vitamina K; se captan en una medida mucho
menor.

Se encontré ademas, en estudios de cultivo celular, que las menaquinonas de cadena larga, en particular MK-8 y MK-
9, tienen menos probabilidades de interferir con el tratamiento anticoagulante oral que otras formas de vitamina K.

Por tanto, en un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un producto farmacéutico o nutricéutico que
comprende MK-7 en combinaciéon con al menos uno de un PUFA, o bien purificado o bien en forma de aceite de
pescado o aceite de kril, para su uso en un método de prevencion o tratamiento de al menos uno de enfermedades o
trastornos cardiovasculares, 6seos y cartilaginosos en seres humanos y animales, en el que la dosificacion de MK-7
esta en el intervalo de entre 1-10 g al dia.

Se describe ademas el uso de al menos una de MK-7, MK-8, MK-9 y MK-10, preferiblemente en combinacién con al
menos uno de un PUFA, o bien purificado o bien en forma de aceite de pescado o aceite de kril, para promover al
menos una de salud cardiovascular, salud 6sea y salud del cartilago en seres humanos y animales. Un ejemplo tipico
de dicho uso es para la preparaciéon de un medicamento para prevenir o tratar al menos uno de enfermedades o
trastornos cardiovasculares, 6seos y cartilaginosos. El medicamento puede proporcionarse como un solo
medicamento o como un kit.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona un producto farmacéutico o nutricéutico tal como se definiod
anteriormente en el presente documento para su uso en un método de profilaxis o tratamiento de al menos una de
aterosclerosis, arteriosclerosis, osteoporosis, osteoartritis 0 una enfermedad inflamatoria o degenerativa del cartilago.

También se describe contrarrestar determinados aspectos negativos del alimentos y suplementos alimenticios que
contienen aceite de pescado, aceite de kril y PUFA, reforzando por tanto los aspectos beneficiosos de dichos aceites
marinos y PUFA para la salud publica.

En un cuarto aspecto, la presente invencién proporciona un kit que comprende los productos farmacéuticos o
nutricéutico que comprenden MK-7 y al menos uno de un PUFA, o bien purificado o bien en forma de aceite de pescado
o aceite de kril tal como se describié anteriormente.

En una realizacion preferida de la invencion, un PUFA, tal como se usa en el presente documento, es un PUFA omega-
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3, por ejemplo acido eicosapentanoico (EPA) o acido docosahexaenoico (DHA).

Estos y otros aspectos de la presente invencion se comentaran con mas detalle en la siguiente descripcion detallada
y ejemplos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra el potencial de trombina enddgena (ETP), que refleja la actividad de trombina total durante la
coagulacion. Se monitorizaron especies de proteina Gla de la matriz (MGP) carboxiladas y no carboxiladas usando
ELISA de tipo sandwich basados en anticuerpos especificos de conformaciéon con plasma agrupado normal como
referencia. El cambio en la carboxilacion de MGP fue significativo después de un mes, pero la significacion se perdio
durante los meses 3 y 4. VVéase el experimento 2 a continuacion.

La figura 2 muestra, en el mismo experimento que en la figura 1, especies de osteocalcina carboxiladas y no
carboxiladas en suero usando kits de osteocalcina especificos de conformacién. El cambio en la carboxilacion de
osteocalcina fue significativo después de un mes, pero la significacion se perdioé durante los meses 3 y 4. Véase el
experimento 3 a continuacion.

La figura 3 muestra la excepcional estabilidad de MK-7 disuelta en aceite de pescado y aceite de kril. Se prepararon
muestras en botellas de vidrio selladas y se mantuvieron en un lugar oscuro a temperatura ambiente, 40°C y 100°C,
respectivamente. A tiempos regulares, se tomaron muestras y se analizaron por determinar su contenido de MK-7. No
se observo pérdida de MK-7, incluso después de 2 semanas a 100°C. Véase el experimento 4 a continuacion.

La figura 4 muestra la estabilidad de vitaminas K;, MK-4, MK-7, MK-8 y MK-9 en tres medios de cultivo celular (usados
para el crecimiento de los tres tipos de células diferentes descritos a continuacion, respectivamente) sin células
presentes. Véase el experimento 5 a continuacion.

Las figuras 5A-C muestran curvas de dosis-respuesta para la captacion de vitamina K celular en tres tipos de células
diferentes; se hicieron crecer las células hasta un 80% de confluencia después de lo cual se afiadié vitamina K (es
decir, K1, MK-4, MK-7, MK-8 y MK-9) en diferentes concentraciones. La figura 5D muestra un grafico de la captacion
de MK-7 en los tres tipos de células diferentes en la misma escala. Véase el experimento 6 a continuacion.

Las figuras 6A-C muestran la captacion celular de vitaminas K1, MK-4, MK-7, MK-8 y MK-9 en los tres tipos de células
diferentes en funcion del tiempo; se hicieron crecer las células en los medios de cultivo descritos en el experimento 5.
En todos los casos, se afiadié una mezcla de estas vitaminas K a las células después de haberse hecho crecer hasta
un 80% de confluencia. Véase el experimento 7 a continuacion.

Las figuras 7A-C muestran la medida en la que el efecto de la warfarina se evita por las diversas formas de vitamina
K (tal como se mide por la formacién de epdxido de K). Cuanto mas KO se forme, mayor es la medida en la que se
evita a través de la enzima DT diaforasa. Véase el experimento 8.

Las figuras 8A-C muestran la medida en la que las diversas formas de vitamina K se utilizan en ausencia de warfarina,
pero en condiciones de inanicién celular. Cuanto mas KO se forme, menos se recicla una especie de vitamina K.
Véase el experimento 9 a continuacion.

Definiciones

El término “acido graso poliinsaturado” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier acido graso
poliinsaturado, ya sea en forma de un triglicérido, un éster fisioldgicamente aceptable, un acido graso libre o una sal
fisioldgicamente aceptable de un acido graso poliinsaturado. Mas especificamente, el término se usa para indicar
acidos grasos omega-3 y aceites de la dieta ricos en acidos grasos omega-3, tales como aceite de pescado y aceite
de kril. En la bibliografia, los acidos grasos omega-3 también se conocen como acidos grasos poliinsaturados (n-3) o
PUFA n-3.

El término “aceite de kril” tal como se usa en el presente documento pretende indicar todos los componentes lipdfilos
en el kril y puede ser aceite de kril sin procesar, aceite de kril purificado, compuestos de aceite de kril y derivados de
componentes de aceite de kril.

Tal como se usa en el presente documento, el aceite de pescado y el aceite de kril se denominan colectivamente
“aceites marinos”.

El término “vitamina K", tal como se usa en el presente documento, se refiere a las menaquinonas (MK) que se
producen de manera natural o mezclas de las mismas.

El término “compuesto dentro de la clase de compuestos de vitamina K3, tal como se usa en el presente documento,
se refiere a menaquinona-7 (MK-7).
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El término “principalmente MK-7” tal como se usa en el presente documento se refiere a composiciones en las que al
menos el 90% de todos los compuestos de vitamina Kz en la composicion, segun analisis de HPLC, es MK-7.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se basa principalmente en determinados hallazgos sorprendentes en estudios profundos sobre
las propiedades farmacologicas de la vitamina Kj, y en particular las menaquinonas superiores (MK-7, MK-8, MK-9 y
MK-10), y combinaciones de estos compuestos con PUFA, en forma pura o en forma de aceite de pescado o aceite
de kril. Estos hallazgos proporcionan nuevas posibilidades y desafios para productos mejorados en el campo
farmaceéutico y nutricéutico relacionados con la profilaxis o el tratamiento de determinados trastornos cardiovasculares,
6seos y cartilaginosos y, mas en general, dan como resultado efectos beneficiosos para la salud de seres humanos y
animales.

Estos hallazgos se comentaran con mas detalle a continuacion.

Efectos sobre la salud del aceite de pescado, aceite de kril y PUFA n-3

Se han notificado varios aspectos sobre la salud de PUFA n-3, incluyendo un marcado efecto beneficioso sobre
enfermedades cardiovasculares. Tal como han revisado Van Schoonbeek et al. (Journal of Nutrition 133, 657-660
(2003)), los efectos beneficiosos de PUFA n-3 y aceites marinos se basan en multiples mecanismos incluyendo la
reduccion de la actividad plaquetaria sanguinea, un perfil lipidico sanguineo mas favorable y una reduccion de
coagulabilidad sanguinea.

El efecto hipocoagulante del aceite marino y PUFA n-3 se atribuye principalmente a una disminucion del estado de
vitamina K hepatica y una disminucidon concomitante de los factores de coagulacion dependientes de vitamina K I, VII,
IX'y X, conduciendo a una disminucién del potencial de formacion de trombina. C.M.A. Nieuwenhuys et al. concluyeron
que “la administracion prolongada de PUFA n-3 pero no de n-6 puede conducir a un estado hipocoagulable del plasma
a través de una capacidad reducida de generacion de trombina dependiente de vitamina K con inactivacion de trombina
sin cambios por antitrombina III”. También se notificéd una inhibicion especifica de la sintesis de factores de coagulacion
dependientes de vitamina K por C. Leray et al. (Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 22, 459-463
(2001)). Esto concuerda con la observacion de L.J. Schurgers et al. (Journal of Lipid Research 43, 878-884 (2002), de
que algunos aceites de la dieta pueden interferir con la absorcién de vitamina K y el metabolismo en voluntarios
humanos. La evidencia directa de la interferencia con el metabolismo de la vitamina K la proporcionaron C.M.A.
Nieuwenhuys et al. (Trombosis Research 104, 137-147 (2001)) que muestran que el aceite de pescado y los PUFA n-
3 disminuyeron los niveles de vitamina K en el higado (es decir, el lugar donde se sintetizan los factores de
coagulacion). Ademas, M. Andriamampandry et al. (Medical Sciences 321, 415-421 (1998)) demostraron que el efecto
anticoagulante leve del aceite de pescado se revertia completamente mediante un ligero aumento de la ingesta de
vitamina K.

Sorprendentemente ahora se ha encontrado que la vitamina K, especialmente MK-7, no revierte el efecto beneficioso
del aceite de pescado. En dosificaciones normalmente entre 1 y 10 pg/dia, MK-7 no afecto al potencial de trombina
extrinseca (ETP), que es la medida mas sensible para el riesgo de trombosis. Por tanto, mezclas de vitamina Kz con
PUFA n-3 o aceite marino combinan los efectos beneficiosos de ambas clases de compuestos e incluso funcionaron
sinérgicamente en modelos animales y voluntarios humanos. En dosis de 100 ug de MK-7 al dia y superiores, el efecto
reductor de ETP de los aceites marinos se revertiéo completamente. Debe indicarse que estas dosis de MK-7 se refieren
a una ingesta de aceite marino de 5 gramos al dia. A mayor consumo de aceite de kril o pescado también es mayor la
dosis requerida para la interferencia con el ETP.

Salud cardiovascular

Aunque un estado pobre de vitamina K puede tener un efecto anticoagulante leve (es decir, antitrombético), la vitamina
K se requiere en otro aspecto de la salud vascular. La proteina Gla de la matriz (MGP) es una proteina dependiente
de vitamina K sintetizada en la pared de los vasos arteriales. Se activa por carboxilacién dependiente de vitamina K'y
en su forma carboxilada actia como un poderoso inhibidor de la calcificacién vascular. Usando anticuerpos especificos
de la conformacion, se demostrd por Schurgers et al. (Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology 25, 1629-
1633 (2005)) que la aterosclerosis y la calcificacion vascular estan estrechamente asociadas con el estado pobre de
vitamina K de la pared de los vasos, y en un ensayo clinico prospectivo L.A.J.L.M. Braam et al. (Thrombosis &
Haemostasis 91, 373-380 (2004)) encontraron que la suplementacion de vitamina K a dosis alta (1 mg/dia) tenia
ventajas importantes para la elasticidad vascular. Se encontré6 que aceite marino y PUFA n-3 no sélo disminuyen
favorablemente la produccién de proteinas dependientes de vitamina K en el higado (los factores de coagulacion),
sino que también disminuyen el estado de vitamina K de tejidos extrahepaticos y por tanto disminuyen la activacion
(por carboxilacion de glutamato) de proteinas dependientes de vitamina K extrahepaticas, incluyendo osteocalcina y
proteina Gla de la matriz (MGP). Este es un efecto secundario no deseado de aceites marinos y PUFA n-3 con posibles
resultados perjudiciales para la salud cardiovascular, para la salud 6sea y para el desarrollo de enfermedades del
cartilago. La carboxilacion disminuida del inhibidor de la calcificacion vascular MGP, por ejemplo, es un factor de riesgo
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importante para la calcificacion vascular, la hipertension, el infarto de miocardio y la muerte cardiovascular.

Sorprendentemente se ha encontrado que menaquinonas superiores, en particular MK-7, en dosificaciones de entre
1y 10 pg/dia no contrarrestan el efecto anticoagulante leve de aceites marinos (tal como se miden mediante el ETP),
sino que al mismo tiempo estimulan eficazmente la carboxilacion de MGP hasta niveles similares a o incluso por
encima del nivel en sujetos que no usan aceite marino. Esto se describe en el experimento 2 a continuacion. Por tanto,
MK-7 es un ingrediente esencial para beneficiarse al maximo de alimentos y suplementos alimenticios que contienen
aceite marino y PUFA n-3 directamente aplicados para la salud cardiovascular.

Salud ésea

También se ha encontrado que los aceites marinos y PUFA n-3 tienen efectos beneficiosos sobre la salud 6sea. En
modelos animales experimentales tales aceites disminuyen notablemente la pérdida de hueso en ratones sometidos
a ovariectomia y ratas con restriccion alimentaria (D. Sun et al. Journal of Bone and Mineral Research 18, 1206-1216
(2003); Sun et al. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry 68, 2613-2615 (2004)). Muchos autores han notificado
que la baja ingesta de vitamina K, el mal estado de vitamina K y la alteracion de la carboxilacion de osteocalcina son
factores de riesgo para el desarrollo y la progresion de la osteoporosis. Véanse, por ejemplo: S.L. Booth ef al. American
Journal of Clinical Nutrition 77, 512-516 (2003), P. Szulc et al. Journal of Clinical Investigation 91, 1769-1774 (1993),
C. Vermeer et al. European Journal of Nutrition 43, 325-325 (2004). También se ha demostrado que el aumento de la
ingesta de vitamina K da como resultado una tasa reducida de pérdida 6sea en mujeres posmenopausicas (L.A.J.L.M.
Braam et al. Calcified Tissue International 73, 21-26 (2003), M. Shiraki et al. Journal of Bone and Mineral Research
15, 515-521 (2000)). Las dosificaciones usadas en estos estudios oscilan entre 1 mg/dia para K y 45 mg/dia para K.
En este sentido, la disminucion inducida por aceite marino de la carboxilacién de osteocalcina debe considerarse un
efecto secundario perjudicial que puede, en parte, ocultar los beneficios del aceite marino para la salud ésea. El
tratamiento con dosis altas de vitamina K del que se informa puede contrarrestar este efecto secundario, pero también
aniquilara el efecto anticoagulante leve que se informa que es beneficioso para la prevencion de enfermedades
cardiovasculares.

Sorprendentemente se ha encontrado que las menaquinonas superiores, en particular MK-7, en el intervalo de dosis
entre 1y 10 pg/dia, no contrarrestaban el efecto anticoagulante leve de aceites marinos (tal como se mide mediante
el ETP), sino que al mismo tiempo estimulaban eficazmente la carboxilacion de la osteocalcina hasta niveles similares
o incluso por encima del nivel en sujetos que no usan aceite marino. Esto se describe en el experimento 3 a
continuacioén. Por tanto, MK-7 es un ingrediente esencial para beneficiarse al maximo de alimentos y suplementos
alimenticios que contienen aceite marino y PUFA n-3 aplicados directamente para la salud 6sea.

Salud del cartilago

También se ha encontrado que los aceites marinos y PUFA n-3 contrarrestan enfermedades de articulaciones
degenerativas e inflamatorias, tal como se observa en la osteoartritis, la artritis reumatoide y la espondilitis
anquilosante. En estudios de cultivo celular se demostré que la suplementacion con PUFA n-3, pero no con PUFA n-
6, provoca una disminucioén en aspectos tanto degenerativos como inflamatorios del metabolismo de los condrocitos,
mientras que no tiene efecto sobre la homeostasis de tejido normal (C.L. Curtis et al., Proc. Nutr. Soc. 61, 381-389
(2002)). También estudios basados en la poblacion sugieren un papel positivo del aceite de pescado y PUFA n-3 para
el tratamiento de la osteoartritis, la artritis reumatoide y otras enfermedades del cartilago (véanse, por ejemplo: L.G.
Cleland et al., Drugs 63, 845-853 (2003) y M.J. James et al., Prostaglandins, Leukotriens and Essential Fatty Acids 68,
399-405 (2003). Tal como se describié anteriormente, aceites marinos y PUFA n-3 no sélo disminuyen la produccion
de proteinas dependientes de vitamina K en el higado (los factores de coagulacion), sino que también disminuyen el
estado de vitamina K de tejidos extrahepaticos y por tanto disminuyen la activacion (por carboxilaciéon de glutamato)
de proteinas dependientes de vitamina K extrahepaticas incluyendo la osteocalcina y la proteina Gla de la matriz
(MGP). La MGP es una de las proteinas mas abundantes sintetizadas por el cartilago, y la vitamina K es necesaria
para su activacion por carboxilacion de glutamato. La baja carboxilacion de MGP se ha asociado con osteoartritis,
artritis reumatoide y espondilitis anquilosante. Claramente, se necesita un método para contrarrestar la disminucion
inducida por aceite marino del estado de vitamina K en el cartilago.

Ahora se ha encontrado sorprendentemente que, a dosis nutricionalmente relevantes, MK-7 contrarresta aspectos
potencialmente negativos de aceites marinos sobre la salud del cartilago. El hecho de que menaquinonas superiores,
en particular MK-7, en el intervalo de dosis de entre 1y 10 ug/dia, no contrarrestan el efecto anticoagulante leve del
aceite marino (tal como se mide mediante el ETP), sino que al mismo tiempo estimulan eficazmente tanto la
carboxilacion de osteocalcina como la carboxilacion de MGP a niveles similares o incluso superiores al nivel en sujetos
que no usan aceite marino demuestra que MK-7 es capaz de proporcionar un estado de vitamina K éptimo en el hueso,
incluyendo el cartilago en las articulaciones durante la suplementacion con aceite marino. Por tanto, MK-7 es un
ingrediente esencial para beneficiarse al maximo de alimentos y suplementos alimenticios que contienen aceites
marinos y PUFA n-3 aplicados directamente para la salud del cartilago.

Estudios de cultivo celular
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En una serie de experimentos de cultivo celular, se investigaron la captaciéon y el metabolismo de vitamina K en
diversas condiciones. Se compararon las siguientes formas de vitamina K: K;, MK-4, MK-7, MK-8 y MK-9. Se
sometieron a prueba en tres tipos de células diferentes: las células de musculo liso vascular, la linea celular MG-63
similar a osteoblastos y la linea celular HepG2 similar a hepatocitos. En todos los experimentos, las vitaminas se
usaron como una mezcla que contenia 1 umol/l de cada vitamina.

Se encontré que en todas las células MK-7 se capta mejor que otras vitaminas K. MK-8 y MK-9 se captan algo menos,
K1y MK-4 mucho menos.

También se encontré que, en presencia del anticoagulante warfarina, la enzima unida a membrana VKOR esta
bloqueada y por tanto la vitamina K no puede reciclarse. Después de la utilizacién, permanece en forma oxidada
(epoxido K); las cantidades de epodxidos representan el grado de utilizacion. Se encontrd que las menaquinonas de
cadena larga y, en particular, MK-9 no pueden reducirse, y por tanto no puede usarse como coenzima para la
carboxilasa en estas condiciones. Las vitaminas K y MK-4 mas solubles en agua, sin embargo, pueden usar la enzima
citoplasmatica DT-diaforasa para la reduccion e interfieren con el tratamiento anticoagulante oral. Por tanto, las
menaquinonas de cadena larga tienen menos probabilidades de interferir con el tratamiento anticoagulante oral que
otras formas de vitamina K. Este es un aspecto de seguridad importante y es coherente con los experimentos en
animales que se han publicado anteriormente (Craciun, A.M., Groenen-van Dooren, M.M.C.L., Thijssen, H.H.W.,
Vermeer, C. (1998). Induction of prothrombin synthesis by K-vitamins compared in vitamin K-deficient and in
brodifacoum-treated rats. Biochim. Biophys. Acta 1380, 75-81.

En ausencia de warfarina y en medio rico, no se forman epoéxidos en absoluto. Si se disminuye la concentracion de
suero de ternero fetal en el medio de cultivo, el estado nutricional de las células se vuelve subdptimo. También en
estas condiciones se encontraron principalmente epdxidos de MK-4 y Kj. La conclusion ahora es diferente a la del
experimento con warfarina, sin embargo: las menaquinonas de cadena larga se utilizan preferentemente y compiten
con éxito con K1 y MK-4 en el nivel de reduccion por VKOR. Por tanto, puede concluirse que las menaquinonas de
cadena larga se usan preferentemente para la gamma-carboxilacion de diversas proteinas. Esto es consecuente con
estudios cinéticos enzimaticos libres de células publicados anteriormente que muestran que la constante de Michaelis
(Km) para la vitamina K disminuye con el aumento de la longitud de su cadena lateral (Buitenhuis, H.C., Soute, B.A.M.,
Vermeer, C. (1990). Comparison of the vitamins K1, K2 and K3 as cofactors for the hepatic vitamin K-dependent
carboxylase. Biochim. Biophys. Acta 1034, 170-175).

Formulacion de productos y dosificaciones

Ahora se ha encontrado que la vitamina K> y los acidos grasos poliinsaturados pueden formularse juntos en una
formulacién estable con larga vida util de almacenamiento. Por ejemplo, se mezclé MK-7 con aceite de pescado o
aceite de kril en un amplio intervalo de concentraciones y estas composiciones permanecieron estables en estas
condiciones durante al menos 2 semanas a 100°C, durante 6 meses a 40°C y durante 3 afios a temperatura ambiente.
Se muestran detalles de estos estudios en el experimento 4 a continuacion.

Tal como se definié anteriormente, el término “acido graso poliinsaturado” (PUFA) se refiere a cualquier PUFA en
forma de un triglicérido, un éster fisioldgicamente aceptable, un acido graso libre o una sal fisiolégicamente aceptable
del mismo. Composiciones preferidas de PUFA y menaquinonas segun la presente invencion son PUFA combinados
principalmente con MK-7. Una composicion mas preferidas de sustancias de PUFA y MK segun la presente invencion
son composiciones en las que al menos el 95% de todos los compuestos de vitamina K; en la composicién, segun
analisis de HPLC, es MK-7 con MK-6 como la principal impureza de vitamina K. Una razén habitual entre MK-7 y MK-
6 en composiciones segun la presente invencion esta en el intervalo de entre 90 a 10 y 95 a 5.

Composiciones preferidas de un compuesto dentro de la clase de compuestos de vitamina K, y PUFA segun la
presente invencidon son composiciones que comprenden un PUFA seleccionado de PUFA n-3. PUFA n-3 mas
preferidos segun la presente invencion son acido eicosapentaenoico (EPA) que es un acido 20:5 y acido
docosahexaenoico (DHA) que es un acido 22:6.

Un componente incluso mas preferido de PUFA n-3 en los productos segun la presente invencion es una combinacion
de EPA y DHA. La razén mas preferida de EPA : DHA esta dentro del intervalo de 2:1 a 1:2.

En la composicion mas preferida segun la presente invencion, EPA y DHA estan en forma de triglicéridos o ésteres
etilicos.

Las formulaciones de los productos y kits de la invencidon se administran preferiblemente de manera sistematica (por
ejemplo, por via oral o parenteral). La forma de dosificacion segun la presente invencién es una forma de dosificacion
oral, es decir, capsulas y comprimidos. La dosificacion y la via de administracion dependeran de factores tales como
la edad y el sexo del individuo, la gravedad y naturaleza del trastorno o enfermedad, y similares, y pueden determinarse
facilmente por un experto en la técnica, normalmente un médico, o debe seguirse el prospecto de instrucciones del
fabricante, que normalmente acompafia al producto.
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Pueden prepararse comprimidos y capsulas de cualquier manera convencional conocida en la técnica. Las capsulas
pueden, por ejemplo, ser capsulas de gelatina blanda o dura que, ademas de compuestos de vitamina Kz o vitamina
K> y acido graso poliinsaturado, comprenden componentes farmacéuticamente aceptables inactivos, por ejemplo,
almidon. Los comprimidos segun la presente invencion pueden, por ejemplo, prepararse por compresion directa o por
compresion de granulos usando maquinas de comprimidos convencionales. Los comprimidos segun la presente
invencion, ademas de compuestos de vitamina Kz o vitamina Ky y acidos grasos insaturados, pueden comprender
componentes inactivos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales agentes pueden ser, por
ejemplo, derivados de celulosa y estearato de magnesio. Los comprimidos segun la presente invencién pueden
recubrirse con un recubrimiento resistente gastrico, por ejemplo, acetato-ftalato de celulosa.

Las formas de dosificacion oral, capsulas y comprimidos, segun la presente invencion, tienen cada una un peso de
entre 100 mg y 2 gramos. La cantidad de compuestos de vitamina K, en cada comprimido o capsula puede variar en
un amplio intervalo, dependiendo, entre otras cosas, de factores tales como la gravedad y naturaleza de la enfermedad
o trastorno, y la condicion, sexo y edad del paciente. La cantidad de un compuesto de vitamina Kz dentro de la clase
de compuestos de vitamina Kz en un comprimido o capsula estan entre 1 y 10 ug, las dosificaciones de MK-7 estan
entre 1-10 ug al dia.

La cantidad de acido graso insaturado en cada comprimido o capsula también puede variar dependiendo de la
naturaleza del acido graso insaturado, la gravedad y naturaleza de la enfermedad, la edad del paciente y la frecuencia
de administracion del comprimido o capsula. La cantidad de acido graso insaturado en cada comprimido o capsula
esta normalmente entre 300 y 1200 mg, preferiblemente entre 400 y 1000 mg, lo mas preferiblemente entre 500 y
900 mg.

Los datos presentados muestran que, a dosificaciones de hasta 10 ug al dia, pueden combinarse aceite marino (a una
dosis de aproximadamente 5 g) y MK-7 sin interferir con el efecto anticoagulante leve del aceite marino. Por tanto,
dosificaciones de MK-7 de entre aproximadamente 1 y al menos 10 pg (evidentemente, cuanto mayor mejor dentro de
dicho intervalo) han demostrado ser beneficiosas cuando se administra a un ser humano o animal. Dosificaciones de
hasta 100 ug al dia no son aplicables para el proposito descrito en el presente documento, ya que se encontré que
estas dosificaciones contrarrestan el efecto de la warfarina, que es un inhibidor incluso mas fuerte de la carboxilacion
del factor de coagulacion de la sangre que los PUFA n-3. Véase, Schurgers, L.J., Teunissen, K.J.F., Hamulyak, K.,
Knapen, M.H.J., Vik, H., Vermeer, C. Vitamin K-containing dietary supplements: comparison of synthetic vitamin K
and natto-derived menaquinone-7. Blood 109 (2007) 3279-3283.

Se entendera que las dosificaciones de vitamina K y aceites marinos también pueden variar dependiendo de la
variedad y calidad del aceite marino. Por tanto, se recomienda usar mezclas de aceites marinos para mantener una
razén constante en las composiciones

También se entendera que la vitamina K, o un compuesto dentro de la clase de compuestos de vitamina K, también
puede formularse por separado e independientemente de uno o mas acidos grasos poliinsaturados (incluyendo aceite
de pescado y aceite de kril), por ejemplo en una composicion farmacéutica o una composicion nutricéutica (suplemento
alimenticio). Composiciones farmacéuticas adecuadas y dosificaciones tipicas son similares a las descritas
anteriormente o las conoce un experto en la técnica. Se describen composiciones nutricéuticas adecuadas y
dosificaciones tipicas, por ejemplo en el documento EP1153548.

Las composiciones segun la presente invencion pueden comprender opcionalmente otros componentes farmacéutica
o nutricéuticamente activos; por ejemplo, vitaminas como la vitamina D o derivados de la vitamina D; compuestos
farmacologicos activos tales como bisfosfonatos, alendronato normalmente; o farmacos cardiovasculares, tales como
inhibidores de ACE, por ejemplo enalaprilo, antagonistas del receptor de angiotensina I, por ejemplo losartan,
betabloqueantes, por ejemplo, propranolol, componentes reductores de lipidos plasmaticos, tales como estatinas,
simvastatina normalmente, y otros farmacos.

El uso de MK-7 es generalmente el mas preferido, tal como se entendera a partir de la divulgacion en el presente
documento. También se describe MK-9, tanto por sus propiedades beneficiosas y prometedoras como por su
disponibilidad dado que se fabrica facilmente de manera sintética.

La presente invencion se describira ahora ademas con referencia a los siguientes ejemplos y trabajo experimental.

Ejemplo 1. Capsula que comprende éster etilico de EPA, éster etilico de DHA y MK-7 (no dentro del alcance de la

invencién)

Un aceite que comprende el 97% de MK-7 y el 3% de MK-6 se mezcla con éster etilico de EPA y éster etilico de DHA.
Se afiade alfa-tocoferol, y con el aceite resultante se llenan 5 capsulas de gelatina dura.

Cada capsula contiene:
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MK-7 97 ug
MK-6 3 ug
Ester etilico de EPA 463 mg;
Ester etilico de DHA 375mg
Alfa-tocoferol 4 mg

Ejemplo 2. Aceite de higado de bacalao que comprende vitamina Kz

La vitamina K se disuelve en aceite de higado de bacalao (de EPAX, Noruega) y se llenan botellas de vidrio verdes
(250 ml) con un sellado metalico. Las botellas se etiquetan como “Vitamin K, tran” para su venta en el mercado
noruego.

Una dosis diaria (5 ml) de este producto contiene:

Vitamina A: 250 pg
Vitamina D: 10 ng
Vitamina Kz (MK-7): 10 ng
Aceite de pescado: 1,2 g, de los cuales DHA fueron 0,4 g y EPA fueron 0,6 g
Alfa-tocoferol: 4 mg

Ejemplo 3: Capsula que comprende aceite de kril y MK-7. (No dentro del alcance de la invencién)

Aceite de kril que comprende acidos grasos poliinsaturados en forma de triglicerol, fosfolipidos y otros componentes
naturales (obtenidos de Enzymotec, Israel) se mezcla con MK 7 y alfa-tocoferol. Con la composicion de aceite
resultante se llenan capsulas de gel blando o gelatina dura o se prepara como granulado o disolvente que contiene
aceite.

Cada capsula contiene:

MK-7 97 ng
MK-6 3ug
Aceite de kril 700 mg
Alfa-tocoferol 4 mg

Ejemplo 4: Aceite de kril que comprende vitamina K> (no dentro del alcance de la invencion)

La vitamina K se disuelve en aceite de kril y se llenan botellas de vidrio (250 ml) con sellado metalico. Las botellas se
etiqguetan como “Kriloljetran med Vitamin K” para su venta en el mercado noruego o “Kril oil including vitamin K” para
el mercado de EE.UU. y Reino Unido. Una dosis diaria (5 ml de aceite de kril) contiene en el intervalo de entre 5 y
500 pg de vitamina Ko.

Ejemplo 5: Pienso para peces que comprende aceite de kril y vitamina K, (no dentro del alcance de la invencién)

La vitamina Kz (100 mg) se disuelve en aceite de kril (1 kg). Se tritura el pienso para peces (de Skretting AS, Stavanger,
Noruega). Se mezcla pienso para peces triturado (20 kg) con aceite de kril que comprende vitamina Kz (1 kg) usando
una mezcladora. Se afiade agua y se tamiza el material semihumedo (3 mm) y se prueba durante 24 horas a 40°C
para obtener un granulado de pienso para peces.

El granulado de pienso contiene aproximadamente el 5% aceite de kril y 2-100 ppm de vitamina Ks.

Ejemplo 6: Capsulas de MK-8 (no dentro del alcance de la invencién)

Con un aceite que comprende MK-8 (el analisis de HPCL muestra MK-8 superior al 70% de la vitamina K total) se
llenan capsulas de gelatina blanda. Cada capsula contiene 5 ug de MK 8.

Ejemplo 7: Capsulas que comprenden éster etilico de EPA, éster etilico de DHA y mezcla de MK-8, MK-9 y MK-10.
(No dentro del alcance de la invencién)

Un aceite que comprende una mezcla de MK-8, MK-9, MK-10 se mezcla con éster etilico de EPA y éster etilico de
DHA. Se afiade alfa-tocoferol y con el aceite resultante se llenan capsulas de gelatina dura.

Cada capsula contiene:

MK-8, MK-9, MK-10 50 ng
Ester etilico de EPA 463 mg
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Ester etilico de DHA
Alfa-tocoferol

375 mg
4 mg

Ejemplo 8: Aceite de higado de bacalao gue comprende MK8 (no dentro del alcance de la invencién)

Se disuelve MK8 (mas del 65% segun el andlisis de HPLC) en aceite de higado de bacalao y se llenan botellas de
vidrio verdes (250 ml) con sellado metalico. Las botellas se etiquetan como “Vitamin Ky tran” para su venta en el
mercado noruego.

Una dosis diaria (5 ml) de este producto contiene:

Vitamina A 250 pg
Vitamina D 10 pg
MK-8 10 pg
Acidos grasos omega-3 1,2 g, de los cuales DHA fueron 0,6 g y EPA fueron 0,4 g
Acetato de DL-alfa-tocoferilo 6 mg

Experimento 1: El grado de carboxilacién de osteocalcina en osteoartritis, osteopatia y artritis reumatoide.

Se reclutaron tres grupos de pacientes y se compararon con sujetos sanos de edad y sexo coincidentes. El estado de
vitamina K de cada sujeto se registré midiendo la proporcion entre osteocalcina carboxilada y no carboxilada (razén
de cOC/ucOC), que es el biomarcador mas sensible para el estado de vitamina K extrahepatica (B. Panis et al., Bone
2006; 39:1123-1129). Los pacientes que padecen osteoartritis y condropatia eran relativamente jévenes y se
compararon con un grupo de referencia joven (A), los pacientes con artritis reumatoide eran mas mayores y por tanto
se compararon con un grupo de referencia mas mayor (B). Se obtuvieron ensayos especificos de conformacioén para
osteocalcina de Takara (Japon). Véase la tabla 1 a continuacion.

Este experimento demuestra que el estado de vitamina K (expresado como el grado de carboxilacion de la osteocalcina
circulante) disminuye significativamente en sujetos con osteoartritis, condropatia y artritis reumatoide en comparacion
con la poblacién sana.

Tabla 1
Control A Control B Osteoartritis | Condropatia Artritis
reumatoide
Edad (arios) 32 45 34 31 48
Género (% de hombres) 48 51 42 54 45
Numero por grupo 30 30 27 49 29
Razén de cOC/ucOC 1,39 1,28 1,04 0,71 0,38
Intervalo 0,52-2,49 0,48-2,34 0,14-2,0 0,12-1,95 0,16-1,67
Diferencia Cntr A P <0,05 P < 0,005
Diferencia Cntr B P < 0,002

Experimento 2: Carboxilacion de MGP durante la ingesta de aceite de pescado a largo plazo y los efectos de la ingesta
de MK-7 a 10 ug/dia.

Veinte varones sanos (43 + 8 afios de edad) se inscribieron en el estudio. El indice de masa corporal medio fue de
25,1 + 3,5 kg/m?. Todos los sujetos recibieron 5 gramos de aceite de pescado (que contenia el 35% de EPA, el 25%
de DHA y el 10% de otros PUFA n-3) al dia durante 4 meses. Durante los ultimos 3 meses del estudio, todos los
voluntarios recibieron adicionalmente una capsula de gel blando al dia, proporcionando 10 ug de MK-7. Se recogieron
muestras de sangre en citrato cada mes para preparar plasma rico en plaquetas. El potencial de trombina endégena
(ETP), que refleja la actividad de trombina total durante la coagulacién, se monitorizd6 segun H.C. Hemker et al.
(Pathophysiology of Haemostasis and Thrombosis 2003;33:4-15). Se monitorizaron las especies de proteina Gla de la
matriz (MGP) carboxiladas y no carboxiladas usando ELISA de tipo sandwich basandose en anticuerpos especificos
de conformacién obtenidos de VitaK BV (Maastricht, Paises Bajos) con plasma normal agrupado como referencia.
Véase la figura 1. La razén entre MGP carboxilada y no carboxilada se toma como medida para el estado de vitamina
K vascular. Todos los valores se expresan como un porcentaje de aquellos en el plasma de referencia agrupado. El
cambio en ETP fue estadisticamente significativo (p<0,05) después de un mes y permanecio asi durante los meses
posteriores. El cambio en la carboxilacion de MGP también fue significativo después de un mes, pero la significacion
se perdié durante los meses 2, 3y 4.

Este experimento demuestra que la hipocoagulabilidad inducida por aceite de pescado no se contrarresta por las dosis
bajas de MK-7 requeridas para mantener la carboxilacion de MGP en su nivel original.

Experimento 3: Carboxilacion de osteocalcina durante la ingesta de aceite de pescado a largo plazo y los efectos de
la ingesta de MK-7 a 10 pg/dia.
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En el mismo experimento descrito anteriormente, también se recogié suero, en el que se monitorizaron especies de
osteocalcina carboxiladas y no carboxiladas usando los kits de osteocalcina especificos de conformacion de Takara
(Japon). El cambio en la carboxilacion de osteocalcina fue significativo después de un mes, pero la significacion se
perdié durante los meses 3 y 4. Véase la figura 2. Este experimento demuestra que la hipocoagulabilidad inducida por
aceite de pescado no se contrarresta por las dosis bajas de MK-7 requeridas para mantener la carboxilacion de
osteocalcina en su nivel original.

Experimento 4: Estabilidad de MK-7 en aceite de pescado y aceite de kril.

Se prepararon composiciones tal como se describe en los ejemplos 2 y 4 (MK-7 disuelta en aceite de pescado y aceite
de kril, respectivamente) hasta una concentracion final de 2 ug de MK-7 por g de aceite. Se prepararon muestras en
botellas de vidrio selladas y se mantuvieron en un lugar oscuro a temperatura ambiente, 40°C y 100°C,
respectivamente. A tiempos regulares, se tomaron muestras y se analizaron para determinar su contenido de MK-7.
Véase la figura 3. No se observé pérdida de MK-7, incluso después de 2 semanas a 100°C. Este experimento
demuestra la excepcional estabilidad de MK-7 disuelta en aceite de pescado y aceite de kril.

Experimentos 5-9: Estudios de cultivo celular

Esta serie de experimentos de cultivo celular describen la captacion de vitamina K y el metabolismo en diversas
condiciones. Se compararon las siguientes formas de vitamina K: Kj, MK-4, MK-7, MK-8 y MK-9. Se sometieron a
prueba en ftres tipos de células diferentes: las células de musculo liso vascular, la linea celular MG-63 similar a
osteoblastos y la linea celular HepG2 similar a hepatocitos. En todos los experimentos las vitaminas se usaron como
una mezcla que contenia 1 umol/l de cada vitamina. Todos los datos son las medias de experimentos por triplicado.

La composicion (v/v) de los diversos medios de cultivo fue:

HepG2 VSMC MG63
EMEM (de Sigma) 87% 78% 87%
Suero de ternero fetal 10% 20% 10%
Penicilina/estreptomicina 1% 1% 1%
L-glutamina 1% 1% 1%
Piruvato de sodio - - 1%
Aminoacidos no esenciales 1% - -

Experimento 5

En el presente documento se ha comprobado la estabilidad de las diversas formas de vitamina K (1 uM de cada) en
los tres medios de cultivo celular sin células presentes. Los datos se proporcionan en la figura 4. Conclusion: En los
tres medios de crecimiento, las vitaminas K1, MK-7, MK-8 y MK-9 fueron bastante estables durante 48 horas, mientras
que MK-4 mostré una disminucion hasta valores de entre el 70 y 80% del valor inicial durante las primeras 24 horas y
entre el 60 y 70% del valor inicial después de 48 horas. El motivo de esta disminucion aun no esta claro, pero las
afecciones deben elegirse de tal manera que la desaparicion de MK-4 no influya en los datos para la captacion celular
de vitamina K. Para mantener al minimo la pérdida de MK-4, todos los experimentos adicionales se realizaron durante
no mas de 24 horas.

Experimento 6

Las células se hicieron crecer hasta una confluencia del 80%, después de lo cual se afiadié vitamina K en diferentes
concentraciones (véanse las figuras 5A-C). La concentracion de vitamina K afadida se proporciona como nmol/l de
medio de cultivo, la vitamina K recuperada se proporciona como nmol/g de proteina celular. Obsérvense las diferentes
escalas para cada vitamina.

Conclusiones:

1. Las curvas de dosis-respuesta para todas las vitaminas son horizontales entre 500 y 1000 nmol/l; por tanto se
trabaja en condiciones de saturacion e incluso la disminucion de MK4 (actualmente no entendida) no afectara a los
resultados de estudios adicionales.

2. Sorprendentemente, hubo una enorme diferencia en la captacion de vitamina K por las diversas células,
proporcionando células de musculo liso vascular los valores mas altos y MG63 los mas bajos. Esto se demuestra en
la figura 5D, donde se representd graficamente la captacion de MK-7 en los tres tipos de células a la misma escala.
3. En todos los sistemas, pero especialmente en las células extrahepaticas, MK-7 se captd sorprendentemente mejor
que las otras vitaminas K. Esto se demuestra adicionalmente en los siguientes experimentos.
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Experimento 7

La captacion celular de vitaminas K se siguio en el tiempo. En todos los casos, se afiadié una mezcla de las diversas
vitaminas K (concentracion final de 1 umol/l en el medio de cultivo) a las células después de haberse hecho crecer
hasta el 80% de confluencia. Los datos se proporcionan en la figura 6. Sorprendentemente, MK-7 se captdé mejor que
cualquiera de las otras vitaminas K. El mecanismo detras de esta preferencia celular por MK-7 no esta del todo claro.

Conclusiones:
1. La captacion se nivela después de 4 h y alcanza niveles de meseta a las 8 h;
2. La tasa de captacion y el valor de los niveles de meseta son diferentes para cada vitamina;

3. MK-7 se capta mejor que cualquiera de las otras vitaminas en los tres sistemas celulares.

Experimento 8

En condiciones normales, todas las formas de vitamina K se captan en su forma de quinona, y se reducen a la
hidroquinona antes de ser activas como cofactor para la enzima gammaglutamilcarboxilasa. Durante la carboxilacion
se oxidan para dar epoxidos, que pueden reducirse mediante la enzima unida a membrana VKOR. VKOR forma la
diana de farmacos conocidos como derivados de cumarina, que inactivan la enzima y por tanto bloquean el reciclaje
de epodxidos de K. Las quinonas de vitamina K (y no los epoxidos) pueden reducirse mediante un segundo sistema
enzimatico, conocido como DT diaforasa. Por tanto, la accién de los derivados de cumarina, tales como la warfarina,
se antagoniza por vitamina K adicional. Ademas, cada molécula de vitamina K que se usa en presencia de warfarina,
se convierte en el epoxido correspondiente, que no puede usarse ninguna vez mas. Por tanto, la concentracion de
epoxido K es una medida directa de la cantidad de vitamina K usada durante el tratamiento con warfarina. Los
derivados de cumarina se usan ampliamente como anticoagulantes orales; su modo de accion se basa en la inhibicion
de la carboxilacion de factores de coagulacion en el higado. La interferencia con derivados de cumarina es por tanto
un riesgo potencial de los suplementos de vitamina K. Por tanto, se ha investigado si y en qué grado las diversas
vitaminas K interfieren con la warfarina. En el estudio descrito, se afiadieron 10 umol/l de warfarina a los medios de
cultivo 18 h antes de afiadir vitamina K. También durante la incubacién con vitaminas K esta concentracion de warfarina
estaba presente. Los resultados se muestran en la figura 7.

En la linea celular MG63 solo pudo identificarse el epdxido de MK-4 (MK4-O), en los otros sistemas se detectaron mas
vitaminas K en su forma de epo6xido. En todos los casos es obvio que las formas mas solubles en agua de la vitamina
K (MK-4 y Kj) son capaces de sortear el efecto de la warfarina, mientras que al aumentar la hidrofobicidad la
interferencia con warfarina pasa a ser menor. El tipo celular mas importante de esta serie es la linea celular HepG2,
dado que esta representa los hepatocitos, el lugar donde se sintetizan los factores de coagulacién sanguinea. Es obvio
a partir de la figura 7 que hay una correlacion inversa entre la interferencia con warfarina y la hidrofobicidad de las
especies de vitamina K. Apenas se formaron epdxidos de MK-9. En este momento, MK-10 y MK-11 no estan
disponibles comercialmente, pero puede esperarse por extrapolacion que estas menaquinonas de cadena larga no
interferiran en absoluto, y pueden administrarse de forma segura como suplemento incluso a pacientes en tratamiento
anticoagulante oral (cumarina).

Conclusiones:

1. Las vitaminas K de cadena corta K1 y MK-4 interfieren sustancialmente con la warfarina, mientras que la interferencia
de las menaquinonas de cadena larga es menor.

2. La utilizacion de vitaminas K en presencia de warfarina esta inversamente relacionada con la longitud de la cadena
lateral: MK-7 > MK-8 > MK-9.

3. Basandose en estos experimentos, puede esperarse que MK-9 y MK-10 no interferiran en una forma clinicamente
relevante con el tratamiento anticoagulante oral.

Experimento 9

Después de haber demostrado que las menaquinonas de cadena larga se absorben bien por las diversas células, y
que apenas se usan durante el tratamiento con warfarina, queda por demostrar que estas especies de vitamina K se
usan activamente en condiciones no inhibidas (libres de warfarina). Dado que en condiciones de cultivo celular
convencional no se forman epodxidos, se han aplicado condiciones de crecimiento subdptimas disminuyendo el suero
de ternero fetal en el medio de cultivo hasta el 1% (v/v). Esto dio como resultado una formacion de epdxido sustancial.
Los resultados se muestran en la figura 8. Una vez mas, se encontrd que los epdxidos de vitamina K de cadena corta
se acumulaban, especialmente en las células de musculo liso vascular MG63. Se interpretaron estos datos como un
reciclaje preferente de las menaquinonas de cadena larga en condiciones de inanicion celular. Alternativamente, estos
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datos pueden explicarse como que no hubo utilizacion de las menaquinonas de cadena larga. Esto se descart6 en un
experimento en el que VSMC y MG63 se hicieron crecer al 1% de FCS y con una sola forma de vitamina K presente
(1 wmol/l). Utilizando kits de prueba especificos de conformacion de osteocalcina carboxilada (Takara, Japon) y
proteina Gla de la matriz carboxilada (VitaK, Paises Bajos), se encontré que en células de musculo liso vascular la
carboxilacion MGP se estimulé mediante vitamina K, MK-4 y MK-7 hasta alcanzar los siguientes niveles de MGP en
el medio de cultivo después de 24 horas de incubacion:

> Proteina Gla de la matriz carboxilada en presencia de Ki: 12,4 ng/ml, MK-4: 10,7 ng/ml, MK-7: 13,5 ng/ml.

> Osteocalcina carboxilada en presencia de Ki: 3,2 ng/ml, MK-4: 4,1 ng/ml, MK-7: 3,9 ng/ml.

Estos datos demuestran que menaquinonas de cadena larga, asi como K; y MK-4, son cofactores activos para la
carboxilasa dependiente de vitamina K, y que la ausencia de epdxidos debe ser el resultado de un reciclaje preferente.

15



10

15

20

25

30

35

ES 2790 590 T3

REIVINDICACIONES

Producto farmacéutico o nutricéutico para administracion oral que comprende menaquinona-7 (MK-7) en
combinacién con al menos uno de un acido graso poliinsaturado, o bien purificado o bien en forma de un
aceite marino, en el que dicho producto es una formulacion de comprimido o formulacién de capsula y en el
que MK-7 esta en el intervalo de entre 1-10 pg.

Producto farmacéutico o nutricéutico que comprende MK-7 en combinaciéon con al menos uno de un acido
graso poliinsaturado, o bien purificado o bien en forma de un aceite marino, para su uso en un método de
prevencion o tratamiento de al menos una de enfermedades o trastornos cardiovasculares, dseos vy
cartilaginosos en seres humanos y animales, en el que la dosificacion de MK-7 esta en el intervalo de entre
1-10 ng al dia.

Producto segun la reivindicacion 1 para su uso en un método de prevencion o tratamiento de al menos una
de enfermedades o trastornos cardiovasculares, éseos y cartilaginosos.

Producto segun la reivindicacion 1 para su uso en un método de profilaxis o tratamiento de al menos una de
aterosclerosis, arteriosclerosis, osteoporosis, osteoartritis 0 una enfermedad inflamatoria o degenerativa del
cartilago.

Producto segun la reivindicacion 1 que se proporciona en forma de un kit.

Producto segun la reivindicacion 1, en el que dicho acido graso poliinsaturado esta en forma de aceite de
pescado o aceite de kril, o en el que dicho acido graso poliinsaturado es un acido graso poliinsaturado n-3,
preferiblemente EPA o DHA o una mezcla de los mismos, o en el que dicho acido graso es una combinacion
de EPA y DHA en forma de sus triglicéridos o ésteres etilicos.

Producto para su uso segun la reivindicacion 2, en el que dicho acido graso poliinsaturado esta en forma de
aceite de pescado o aceite de kril, o en el que dicho acido graso poliinsaturado es un acido graso
poliinsaturado n-3, preferiblemente EPA o DHA o una mezcla de los mismos, o en el que dicho acido graso
es una combinacion de EPA y DHA en forma de sus triglicéridos o ésteres etilicos.

Producto segun las reivindicaciones 1 o 6, en el que dicho MK-7 y dicho acido graso se proporcionan en la
misma composiciéon farmacéutica.
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