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DESCRIPCION

Composicién que comprende extracto de pepino de mar como ingrediente eficaz para prevenir y tratar la enfermedad
relacionada con la disfuncién de la membrana de Bruch

[Campo técnico]

La presente invencidn se refiere a una composicién para usar en la prevencién, el retraso y el tratamiento de una
enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch a seleccionar de la lista de la reivindicaciéon 1, que
comprende un extracto o una fraccién de un extracto de pepino de mar que comprende fronddsido A como principio
activo, en donde el pepino de mar es un invertebrado marino que pertenece a la clase Holothuroidea y el filo
Echinodermata. La invencién también se refiere a una composicién para usar en la prevencion, el retraso y el
tratamiento de una enfermedad asociada a la disfunciéon de la membrana de Bruch a seleccionar de la lista de la
reivindicacién 10, que comprende frondésido A como principio activo. El principio activo mejora la funcién de transporte
de la membrana de Bruch.

[Antecedentes de la técnica]

Pepino de mar es un término genérico para los pepinos de mar que son equinodermos de la clase Holothuroidea, y el
mejor alimento saludable llamado ginseng marino, ya que contiene una gran cantidad de saponinas como principio
activo, al igual que el ginseng. El pepino de mar es un medicamento para compensar los liquidos corporales que se
usa desde la antigiedad en Oriente, incluida China, y ha sido conocido como farmaco que tiene excelentes efectos
sobre la diabetes y el asma, y puede usarse para recuperar energia cuando una persona pierde energia y colapsa
debido a mucha sudoracién provocada por el aumento de temperatura durante el verano. Ademas, cuando se corta
una parte del cuerpo del pepino de mar, el sitio de corte vuelve a su estado original en un plazo de tres meses, e
incluso cuando se extraen los 6rganos, hay una resiliencia asombrosa en el sentido de que se genera un nuevo érgano
en un mesy, por lo tanto, en la medicina oriental y popular, se sabe que el pepino de mar mejora la capacidad fagocitica
de las células mononucleares y macréfagos humanos, de modo que presenta una funcién inmunitaria completa y es
eficaz en el tratamiento de heridas.

Los pepinos de mar se utilizan como alimento que estimula el desarrollo infantil, como alimento tdnico para personas
mayores, como alimento de restablecimiento, como alimento que previene la anemia para mujeres embarazadas o
como alimento para estimular las deposiciones y han recibido atencién como alimento dietético, ya que contienen
menos grasa y azucar. Sin embargo, no existe ningln estudio sobre el efecto del extracto de pepino de mar sobre la
mejora de la funcién ocular.

Las células fotorreceptoras son células detectoras de luz presentes en la retina y transportan informacién al cerebro
para reconocer un objeto en el proceso visual. Las células fotorreceptoras son las células metabélicamente mas activas
del cuerpo y, por lo tanto, requieren un suministro eficiente de nutrientes y la eliminacién de productos de desecho.
Dado que estas células funcionan en un ambiente rico en &cidos grasos esenciales, luz y una alta concentracién de
oxigeno, las células sufren un dafio considerable inducido por los radicales libres. En este caso, las células del epitelio
pigmentario de la retina (EPR) se utilizan para regenerar continuamente los segmentos externos de las células
fotorreceptoras dafiadas.

Las células fotorreceptoras y las células del EPR reciben nutrientes a través de la circulacién sanguinea coroidea.
Cuando los nutrientes proporcionados por la sangre son secretados por los capilares coroideos, antes de llegar a las
células del EPR y a las células fotorreceptoras, en primer lugar deben pasar a través de una matriz extracelular
denominada membrana de Bruch. Los nutrientes de pequefio tamafio, tales como la glucosa, el oxigeno, los
aminoécidos, etc., pasan a través de la membrana de Bruch por simple difusién pasiva, y las vitaminas, los
oligoelementos metalicos y los lipidos se unen a proteinas transportadoras y luego se separan de las células del EPR
a través de la membrana de Bruch. En cambio, los desechos generados por las células fotorreceptoras y las células
del EPR se eliminan de la coroides a través de la membrana de Bruch. Dado que los desechos son generalmente
téxicos, pueden dafiar la membrana de Bruch e iniciar la inflamacién.

Por consiguiente, una capacidad de transporte eficaz de material de la membrana de Bruch es crucial para el
mantenimiento de la vision normal y la supervivencia de las células fotorreceptoras (figura 1).

Debido al envejecimiento, el espesor de la membrana de Bruch aumenta de dos a tres veces y, por tanto, se reducen
los gradientes de difusién para el intercambio de nutrientes y desechos, dificultando la difusién de materiales en la
membrana de Bruch.

Por consiguiente, los lipidos, los complejos proteolipidicos y los desechos desechados de las células del EPR se
depositan sobre la membrana, aumenta la reticulacion del colageno y aumenta la cantidad de colageno
desnaturalizado. Ademas, no sélo aumentan las cantidades de productos de la glucacién de proteinas y lipidos
inducidos por glucosilacién (AGE, "advanced protein glycation end-products”, productos finales de glicacién de
proteinas avanzados; ALE, "advanced lipid glycation end-products", productos finales de glicacién de lipidos
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avanzados) (Handa et al. 1999), sino que también aumenta el depésito de complejos de proteinas dafiados o
polimerizados, que acaban interfiriendo con la capacidad de transporte de una membrana (Holz et al. 1994) y afectando
negativamente al suministro de nutrientes y la eliminacién de desechos (figura 2).

En el caso de la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE), para la cual el envejecimiento es un factor de
riesgo importante, los cambios relacionados con la edad se vuelven mucho mas graves, la reducida capacidad de
transporte de la membrana de Bruch conduce a la muerte de las células del EPR y de las células fotorreceptoras vy,
por tanto, a la ceguera (figura 3).

Desde el punto de vista clinico, en el envejecimiento de la membrana de Bruch en los ancianos, se ha notificado una
disminucién de los umbrales escotépicos causada por una regeneracién ineficiente de la vitamina A (Steinmetz et a/.,
1993; Owsley et al., 2001). En la actualidad, en algunos paises se prescribe la administracién de vitamina A con
metales y antioxidantes, pero hay dos problemas en esta estrategia. En primer lugar, s6lo se afiaden nutrientes
especificos, por lo que otros nutrientes esenciales siguen siendo deficientes y, en segundo lugar, cuando se agrega
un metal a la membrana de Bruch, la funcidén de transporte disminuye, la concentracién del metal en la membrana de
Bruch aumenta y posteriormente se deposita en la membrana, lo que aumenta alin mas el dafio. Ademas, segun el
estudio sobre enfermedades oculares relacionadas con la edad (AREDS, "Age-Related Eye Disease Study"), que es
una prueba clinica de degeneracién macular llevada a cabo en EE. UU. en curso desde hace més de 10 afios, los
efectos de las composiciones que consisten en vitaminas y aditivos minerales alin no se han demostrado (Kassof et
al., 2001).

Una solucién ideal es facilitar la capacidad de transporte de la membrana de Bruch, lo cual permite aportar todos los
nutrientes que estan presentes en el plasma.

Como resultado de intensos esfuerzos para desarrollar un método de tratamiento capaz de abordar la razén
fundamental de la disfuncién ocular relacionada con la edad, incluida la DMAE, los inventores de esta solicitud
descubrieron efectos de un extracto de pepino de mar que mejoran la capacidad de transporte de la membrana de
Bruch y la regeneracién de la membrana de Bruch por medio de un extracto de pepino de mar, y confirmaron que el
extracto de pepino de mar puede usarse como una composicién para prevenir y tratar una enfermedad asociada a la
disfuncién de la membrana de Bruch.
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El documento US 9 517 598 se refiere a un método para fabricar un material a base de colageno de autoensamblaje
para el reemplazo corneal. El documento CN103156168 se refiere a un método de preparacidén de bebida de nispero
y pepino de mar. El documento CN 104397 111 se refiere a un vino de arroz y a unas galletas de nispero. Aminin et
al. (Journal of medicinal food, 11.3 (2008), 443-453) se refiere a las propiedades inmunomoduladoras del frondésido
A, un importante glucésido triterpénico del pepino de mar recolectado con fines comerciales en el Atlantico norte,
Cucumaria frondosa.

[Sumario de la invencién]

La presente invencién proporciona una composicién para usar en la prevencidn, el retraso y el tratamiento de una
enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch, que comprende un extracto o una fraccién del extracto
de pepino de mar, en donde: la enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch se selecciona del
grupo que consiste en lo siguiente: degeneraciéon macular asociada a la edad (DMAE), distrofia del fondo de ojo de
Sorsby, malattia levintanese (ML), enfermedad de Stargardt, distrofia retiniana viteliforme de Best o distrofia retiniana
en panal de Doyne ("Doyne's honeycomb retinal dystrophy", DHRD); el pepino de mar es un invertebrado marino
perteneciente a la clase Holothuroidea y al filo Echinodermata; y el extracto o la fraccién del extracto de pepino de mar
comprende frondésido A como principio activo, y el principio activo mejora la funcién de transporte de la membrana
de Bruch.

La invencién también proporciona una composicién para usar en la prevencién, el retraso y el tratamiento de una
enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch, que comprende fronddsido A como principio activo,
en donde: la enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch se selecciona del grupo que consiste en
lo siguiente: degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), distrofia del fondo de ojo de Sorsby, malattia
levintanese (ML), enfermedad de Stargardt, distrofia retiniana viteliforme de Best o distrofia retiniana en panal de
Doyne ("Doyne's honeycomb retinal dystrophy", DHRD); y el principio activo mejora la funcién de transporte de la
membrana de Bruch.

La invencién se define en las reivindicaciones independientes. En las reivindicaciones dependientes se definen otros
aspectos y realizaciones preferidas. Cualquier aspecto, realizacidén y ejemplo de la presente divulgaciéon que no esté
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas no forma parte de la invencién y se proporciona Unicamente con
fines ilustrativos.
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[Descripcidn técnica]

La expresidn "pepino de mar" utilizada en el presente documento se refiere a un invertebrado marino que pertenece a
la clase Holothuroidea y al filo Echinodermata, e incluye Psolus squamatus, Lipotrapeza japonica, Sclerodactyla
multipes, Cucumaria, Plesiocolochirus inornatus, etc., que pertenecen al orden Dendrochirotacea, Apostichopus
japonicus, Holothuria monacaria, Holothuria argus, Holothuria manacaria, etc., que pertenecen al orden
Aspidochirotida, Synaptidae, Polycheira rufescens, etc., que pertenecen al orden Apodida, Paracaudina chilensis,
Molpadia odlitica, etc., que pertenecen al orden Molpadida, pero la presente divulgacion no se limita a los mismos. El
pepino de mar se recomienda para su uso como ténico para estimular la fuerza, como medicamento para una mujer
embarazada y una mujer enferma, como alimento saludable para la hipertension, la arterioesclerosis, para pacientes
diabéticos y pacientes obesos, pero no se ha conocido ningun efecto sobre las enfermedades oculares relacionadas
con la edad.

El término "extracto" utilizado en el presente documento incluye un extracto obtenido extrayendo el pepino de mar, un
producto desecado obtenido secando el pepino de mar, un diluyente o un concentrado del extracto, un producto
desecado obtenido secando el extracto, un componente parcialmente purificado o un componente purificado del
extracto, o una mezcla de los mismos, un extracto liquido y todas las formas de extractos que pueden formarse
utilizando el propio extracto liquido. El extracto o la fraccién descritos en el presente documento se pueden utilizar
preferentemente en forma de liquido después de la extraccion.

En el extracto de pepino de mar descrito en el presente documento, el método de extraccién del pepino de mar no
presenta limitaciones concretas y, por tanto, se puede utilizar un método de extraccién utilizado convencionalmente
en latécnica. Algunos ejemplos no limitantes de los métodos de extraccién pueden incluir extraccién con agua caliente,
extraccion ultrasénica, filtracién, extraccién por reflujo, que pueden utilizarse solos 0 en una combinacién de dos o
mas de los mismos.

En la presente divulgacion, el tipo de disolvente de extraccién utilizado para extraer el pepino de mar no presenta
limitaciones concretas y, por tanto, se puede utilizar cualquier disolvente conocido en la técnica. Algunos ejemplos no
limitantes de los disolventes de extraccién pueden incluir agua, un alcohol y una mezcla de disolventes de los mismos
y, como disolvente, puede utilizarse, preferentemente, un alcohol C1 a C4, mas preferentemente, un alcohol inferior
C1a C2, eincluso més preferentemente, una solucién acuosa de etanol al 80 %. El extracto de pepino de mar descrito
en el presente documento es preferentemente agua o un extracto de etanol.

En la presente divulgacién, cuando la extraccidn del pepino de mar se realiza mediante extraccién con agua caliente,
el pepino de mar se extrae preferentemente de 1 a 5 veces, y mas preferentemente 3 veces. El disolvente de extraccién
se puede afiadir de 0,1 a 100 veces, y preferentemente de 0,3 a 5 veces el peso del pepino de mar seco. La
temperatura de extraccién es preferentemente de 20 a 130 °C. Ademas, el tiempo de reaccién es preferentemente de
30 minutos a 48 horas.

En un método para preparar el extracto de pepino de mar, preferentemente, la evaporacién al vacio se realiza
utilizando un concentrador de vacio o un evaporador de vacio rotatorio. Ademas, el secado se realiza mediante secado
por descompresion, secado al vacio, secado por ebullicién, secado por pulverizacién o liofilizacién.

Aunque un método para preparar el producto desecado de pepino de mar puede ser el secado natural, el secado por
aire caliente o la liofilizacién, se utiliza sin limitaciéon cualquier método conocido en la técnica para eliminar la humedad
del pepino de mar.

En el método de extraccién o secado de pepino de mar, la capa exterior y los 6rganos internos del pepino de mar
pueden extraerse o secarse en su totalidad o por separado, y el extracto o producto desecado de la capa exterior o
de los 6rganos internos puede usarse individualmente o combinados entre si.

Se puede obtener un extracto preparando polvo de pepino de mar moliendo pepino de mar desecado, afiadiendo
etanol al 70 % como disolvente de extraccién al polvo de pepino de mar para realizar la extraccién durante
aproximadamente 3 a 6 horas, y retirando el etanol en condiciones de vacio.

El término "fraccion" utilizado en el presente documento se refiere a un producto obtenido realizando un
fraccionamiento para aislar un componente especifico 0 un grupo de componentes especifico de una mezcla que
incluye diferentes componentes.

El método de fraccionamiento para obtener la fraccién no presenta limitaciones concretas y, por tanto, se puede utilizar
un método utilizado convencionalmente en la técnica. Un ejemplo no limitante del método de fraccionamiento puede
incluir un método para obtener una fraccidén del extracto tratando un extracto obtenido al extraer pepino de mar con un
disolvente predeterminado.

El tipo de disolvente de fraccionamiento utilizado para obtener la fraccién no presenta limitaciones concretas vy, por
tanto, se puede utilizar cualquier disolvente conocido en la técnica. Algunos ejemplos no limitantes de disolventes de
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fraccionamiento pueden incluir disolventes polares, tales como el agua, un alcohol, etc.; y disolventes no polares, tales
como hexano, acetato de etilo, cloroformo y diclorometano, etc. Estos pueden utilizarse solos o en una combinacién
de dos 0 més de los mismos. Entre los disolventes de fraccionamiento, preferentemente se utiliza un alcohol C1 a C4.

Dado que un principio activo descrito en el presente documento mejora la funcidén de transporte de la membrana de
Bruch, es eficaz para prevenir la aparicién de una enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch,
para retrasar la progresién de la enfermedad o para tratar la enfermedad.

El principio activo descrito en el presente documento puede mejorar la conductividad hidraulica de la membrana de
Bruch, mejorar la funcién de difusién de material de la membrana de Bruch, o eliminar proteinas o lipidos unidos o
atrapados en la membrana de Bruch, mejorando asi la funcién de transporte.

El principio activo descrito en el presente documento es eficaz para prevenir la aparicién de una enfermedad asociada
a la disfuncién de la membrana de Bruch, retrasar la progresién de las enfermedades o tratar la enfermedad
regenerando la membrana de Bruch y mejorando las funciones de la membrana de Bruch.

El principio activo descrito en el presente documento puede regenerar la membrana de Bruch y mejorar sus funciones
eliminando un complejo de alto peso molecular ("high molecular weight", HMW) o un componente lipidico, que esta
unido o depositado sobre la membrana de Bruch.

Ademas, el principio activo descrito en el presente documento puede regenerar la membrana de Bruch y mejorar sus
funciones mediante la secrecién de pro-MMP2, pro-MMP9, MMP2 activa y MMP9 activa desde la matriz de la
membrana de Bruch.

Ademas, el principio activo descrito en el presente documento puede regenerar la membrana de Bruch y mejorar sus
funciones activando la secrecién de MMP activas desde las células del EPR.

Como se ha descrito anteriormente, la composicién de extracto de pepino de mar descrita en el presente documento
ayuda a descomponer materiales que se polimerizan en la membrana de Bruch, envejeciendo asi la membrana de
Bruch y permitiendo que se pierdan sus funciones y que suministre nutrientes a los ojos y elimine desechos mediante
la secrecién de nutrientes, tales como proteinas o lipidos atrapados o unidos a la matriz de la membrana de Bruch y
los desechos. Ademas, puesto que la composicién de extracto de pepino de mar descrita en el presente documento
permite la recuperacién de la funcién de una enzima mediante la secrecién de MMP de la membrana de Bruch,
participa en la regeneracion de las funciones de la membrana de Bruch y aumenta la conductividad hidraulica y la
difusién de materiales de los ojos, dando como resultado la prevencién del envejecimiento de la retina y un efecto de
prevencién, retraso y tratamiento de la pérdida de funciones de la retina relacionada con la edad mediante la
regeneracién de las funciones de la retina.

El término "prevencidén" o "retraso” utilizado en el presente documento se refiere a todas las acciones implicadas en
inhibir o retrasar la aparicién de una enfermedad que se produce debido a la disfuncién de la membrana de Bruch
mediante la administracién de la composicién descrita en el presente documento a un sujeto.

El término "tratamiento” utilizado en el presente documento se refiere a todas las acciones implicadas en aliviar o
cambiar beneficiosamente los sintomas de una enfermedad que se produce por la disfuncién de la membrana de
Bruch mediante la administracién de la composicién descrita en el presente documento a un sujeto.

Eltérmino "mejora" utilizado en el presente documento se refiere a todas las acciones implicadas en al menos reducir
los parametros relacionados con las afecciones que se estan tratando, por ejemplo, la gravedad de los sintomas.

En la composicién farmacéutica descritas en el presente documento, el extracto de pepino de mar o una fraccién del
mismo estad contenido preferentemente entre el 0,1 y el 99,99 % en peso, mas preferentemente, entre el 10 y el
99,99 % en peso, e incluso mas preferentemente, entre el 50 y el 99,99 % en peso sobre el peso total de la composicién
farmacéutica. Dentro del intervalo anterior, existe la ventaja de ser mas adecuado para lograr los objetivos descritos
en el presente documento, debido a los efectos suficientes del extracto de pepino de mar o una fraccién del mismo
sobre la mejora de la funcién de transporte de la membrana de Bruch, la regeneracién de la membrana de Bruch y la
mejora de las funciones de la membrana de Bruch.

La composicién farmacéutica descrita en el presente documento puede contener el extracto de pepino de mar o una
fraccién del mismo como principio activo, y contener ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

"Farmacéuticamente aceptable” significa que se usa convencionalmente en el campo farmacéutico sin irritar a un
organismo cuando se le administra la composicién ni inhibir la actividad biolégica y las caracteristicas del compuesto
administrado.

La composicién farmacéutica descrita en el presente documento puede formularse con el vehiculo y, por tanto, usarse
en alimentos, medicinas, suplementos alimentarios, suplementos de agua potable, etc. En la presente divulgacién, el
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tipo de vehiculo no presenta limitaciones concretas y se puede utilizar cualquier vehiculo utilizado habitualmente en la
técnica. Algunos ejemplos no limitantes de vehiculos pueden incluirse solucién salina, agua destilada, solucién salina
tamponada con solucién de Ringer, una solucién para inyeccién de albumina, lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol,
manitol, xilitol, eritritol, maltitol, maltodextrina, glicerol, etanol, etc. Estos vehiculos se pueden usar en solitario o en
una combinacién de dos o mas de los mismos.

Ademas, la composiciéon farmacéutica descrita en el presente documento se puede utilizar afiadiendo un aditivo
farmacéuticamente aceptable, tal como un excipiente, un diluyente, un antioxidante, un tampén o un agente
bacteriostatico, si es necesario, y afiadiendo ademas una carga, un agente espesante, un agente humectante, un
disgregante, un dispersante, un tensioactivo, un aglutinante o un lubricante.

La composicion farmacéutica descrita en el presente documento puede formularse en diversas formas adecuadas
para administraciéon oral o parenteral. Algunos ejemplos no limitantes de tales preparaciones para la administracién
oral incluyen trociscos, pastillas para chupar, comprimidos, suspensiones hidrosolubles, suspensiones solubles en
aceite, polvo de formulacién, emulsiones de granulos, capsulas duras, capsulas blandas, jarabes o elixires.

Para formular la composiciéon farmacéutica descrita en el presente documento para la administracién oral, la
composicidén puede incluir un aglutinante, tal como lactosa, sorbitol, sacarosa, manitol, almidén, amilopectina, celulosa
o gelatina; un excipiente, tal como fosfato dicalcico; un agente disgregante, tal como almidén de maiz o almidén de
batata; o un lubricante, tal como estearato de magnesio, estearato de calcio, estearilfumarato de sodio y ceras de
polietilenglicol, un agente edulcorante, un agente aromatizante, un agente de jarabe, etc.

Ademas, también pueden afiadirse otros materiales distintos de los materiales descritos anteriormente, tales como un
agente encapsulante, un vehiculo liquido, tal como aceite graso.

Algunos ejemplos no limitantes de las preparaciones parenterales incluyen inyecciones, supositorios, polvos para la
inhalacién respiratoria, un aerosol para pulverizar, una pomada, un polvo aplicable, aceite, una crema, etc.

Para formular la composicion farmacéutica descrita en el presente documento para la administracién parenteral, puede
utilizarse una solucién acuosa esterilizada, un disolvente no acuoso, un agente de suspensién, una emulsién, una
preparacién liofilizada o una preparacién externa y, como disolvente no acuoso o agente de suspensién, puede
utilizarse propilenglicol, polietilenglicol, un aceite vegetal, tal como aceite de oliva, o un éster inyectable, tal como
oleato de etilo.

Ademas, de manera méas especifica, cuando la composicién farmacéutica descrita en el presente documento se
formula en forma de un liquido para inyeccidn, la composicion descrita en el presente documento se puede mezclar
con un estabilizante o tampdn en agua, preparando asi una solucién o suspensién, y la solucién o suspensién se
puede formular en una forma farmacéutica unitaria, tal como una ampolla o vial. Ademas, cuando la composicién
farmacéutica descrita en el presente documento se formula en forma de un aerosol, se puede mezclar con aditivos,
tales como un propulsor, etc., para dispersar un concentrado difundido en agua o un polvo himedo.

Ademas, cuando la composicion farmacéutica descrita en el presente documento se formula en forma de pomada o
crema, puede utilizarse un aceite animal, un aceite vegetal, parafina de cera, almiddn, tragacanto, un derivado de
celulosa, polietilenglicol, bentonita, silicona, silice, talco u éxido de zinc como vehiculo.

Una cantidad farmacéuticamente eficaz o una dosis eficaz de la composicién farmacéutica descrita en el presente
documento puede variar en funcién del método de formulacién, del método de administracién, del momento de la
administracién y/o de la via de administracién de la composicién farmacéutica y, especificamente, puede variar en
funcién de diversos factores y factores similares bien conocidos en el campo médico, tales como el tipo y grado de
reaccién que se va a lograr mediante la administracién de la composicién farmacéutica, el tipo, la edad, el peso corporal
y el estado de salud general de un sujeto para la administracion, de los sintomas o la gravedad de una enfermedad,
el sexo, la dieta, la excrecidn, los componentes de un farmaco u otras composiciones utilizadas en el sujeto al mismo
tiempo o en un momento diferente, etc. Los expertos en la técnica pueden determinar y recetar con facilidad una
cantidad o dosis eficaz para el tratamiento deseado.

La dosis de la composicién farmacéutica descrita en el presente documento para un efecto mas preferible es
preferentemente de 0,01 a 1000 mg/kg, y més preferentemente, de 1 a 500 mg/kg por dia. La composicién
farmacéutica descrita en el presente documento puede administrarse una vez al dia o dividirse en varias dosis. Por
consiguiente, la dosis no limita el alcance de la presente divulgacién de ninguna manera.

La via de administracién y el método de la composicién farmacéutica descrita en el presente documento pueden ser
independientes entre si. El método no presenta limitaciones concretas y, por lo tanto, se puede usar cualquier via y
método de administracién, siempre que la composicién farmacéutica pueda alcanzar un sitio pertinente deseado. La
composicién farmacéutica puede administrarse por via oral o parenteral.

Como administracién parenteral, puede utilizarse, por ejemplo, la administracién intravenosa, la administracién
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intraperitoneal, la administracién intravenosa, la administracién transdérmica o | administracién subcuténea, la
aplicacion o pulverizacidén de la composicién sobre un sitio enfermo o la inhalacién.

La composicién farmacéutica descrita en el presente documento se administra preferentemente por via oral o
inyectada.

La composicidn descrita en el presente documento puede incluir ademas frondésido A para prevenir y retrasar una
enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch y aumentar el efecto terapéutico de la misma.

El "fronddsido A" utilizado en el presente documento es un compuesto de saponina representado por la siguiente
férmula, y se sabe que esta incluido en el pepino de mar descrito en el presente documento. Su nimero CAS es
127367-76-4 (anhidro) y su férmula quimica es CeoHosO208Na. En la presente divulgacidn, se confirma que el
frondésido A interviene en la mejora de la conductividad hidraulica de la membrana de Bruch, en la mejora de la
funcién de transporte de la membrana de Bruch a través de la secrecién de MMP y de lipidos, en la regeneracién de
la membrana de Bruch, y en la mejora de las funciones de la misma, y a través de esto, se identificé un uso novedoso
del fronddsido A para prevenir, retrasar, tratar y mejorar una enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de
Bruch.

[Férmula quimica]

OH

HO O
HO: 9 o%
H@&&/ -0

OH

La composicién descrita en el presente documento puede incluir ademés una o mas composiciones seleccionadas del
grupo que consiste en aminoacidos, materiales antioxidantes, minerales, materiales metalicos, luteina, astaxantina y
zeaxantina para prevenir y retrasar una enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch y aumentar el
efecto terapéutico de la misma.

La enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch puede ser DMAE, distrofia del fondo de ojo de
Sorsby, malattia levintanese (ML), enfermedad de Stargardt, distrofia retiniana viteliforme de Best o distrofia retiniana
en panal de Doyne (DHRD).

También se describe en el presente documento una composiciéon de alimento funcional saludable para prevenir,
retrasary tratar una enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch, que contiene el extracto de pepino
de mar como principio activo.

En la composicién de alimento funcional saludable descrita en el presente documento, el extracto de pepino de mar o
una fracciéon del mismo y su eficacia es la misma que la descrita anteriormente en relacién con la composicién
farmacéutica descrita en el presente documento.

Cuando la composicién de alimento funcional saludable descrita en el presente documento se utiliza como aditivo
alimentario, se puede utilizar adecuadamente tal cual o en combinacién con un alimento o componente alimentario
diferente de acuerdo con un método convencional.

El tipo de alimento no presenta limitaciones concretas e incluye todos los tipos de alimentos en un sentido general.
Algunos ejemplos no limitantes de alimentos a los que se afiade el material pueden incluir carne, embutido, pan,
chocolate, caramelos, tentempiés, productos de confiteria, pizza, ramen, otros fideos, goma, productos lacteos,
incluidos helados, diversas sopas, bebidas, bebidas de té, bebidas alcohélicas y complejos vitaminicos.

Cuando la composicién de alimento funcional saludable descrita en el presente documento es una composiciéon de
bebida, tal como una bebida general, se pueden introducir diferentes sabores o carbohidratos naturales como
componentes adicionales. Algunos ejemplos no limitantes de carbohidratos naturales pueden incluir monosacéridos,
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tales como glucosa, fructosa, etc.; disacaridos, tales como maltosa, sacarosa, etc.; agentes edulcorantes naturales,
tales como dextrina, ciclodextrina, etc.; y edulcorantes sintéticos, tales como sacarina y aspartamo. La proporcién del
componente adicional afiadido puede ser determinada adecuadamente por un experto en la técnica.

Aparte de estos, la composicién de alimento funcional saludable descrita en el presente documento puede contener
una diversidad de nutrientes, vitaminas, electrélitos, agentes aromatizantes, agentes colorantes, acido péctico y una
sal del mismo, acido alginico y una sal del mismo, un acido organico, un agente espesante coloidal protectore, un
ajustador del pH, un estabilizante, un conservante, glicerina, un alcohol o un agente carbonatante utilizado en bebidas
carbonatadas. Aparte de estos, la composicién de alimento funcional saludable descrita en el presente documento
puede contener pulpa de fruta para preparar zumos de fruta naturales, bebidas de frutas o bebidas vegetales. Estos
componentes se pueden usar en solitario 0 en una combinacién de dos o mas de los mismos. Las proporciones de
estos aditivos también pueden ser seleccionadas adecuadamente por un experto en la técnica.

También se describe en el presente documento una composicién farmacéutica para prevenir, retrasar y tratar/mejorar
una enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch que incluye frondésido A, un isémero del mismo,
un hidrato del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como principio activo.

También se describe en el presente documento una composicion de alimento funcional saludable para prevenir,
retrasar y tratar una enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch, que incluye frondésido A, un
isémero del mismo, un hidrato del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como principio activo.

[Efectos ventajosos]

Una composicién segln la presente divulgacion es eficaz para mejorar la funcién de transporte de la membrana de
Bruch y retrasar o restaurar el envejecimiento de los ojos estimulando la regeneracién de la membrana de Bruch, y
también puede tener una eficacia excelente para prevenir y tratar una enfermedad, tal como DMAE, que se produce
debido a una disfuncién de la membrana de Bruch relacionada con la edad, distrofia del fondo de ojo de Sorsby, ML,
enfermedad de Stargardt, Distrofia retiniana viteliforme de Best o DHRD.

[Descripcién de los dibujos]

La figura 1 es una imagen en seccién transversal de una retina humana y un diagrama que ilustra los componentes
de la fototransduccién.

La figura 2 es un conjunto de graficos que muestran cambios estructurales de la membrana de Bruch relacionados
con la edad, en la cual, a medida que avanza el envejecimiento, (A) el espesor de la membrana de Bruch aumenta de
2 a 3 veces, (B) aumenta la cantidad acumulada de coldgeno dafiado o desnaturalizado, (C) un material lipidico
importante, tal como un éster de colesterol, aumenta exponencialmente, y (D) se produce agregacién de proteinas
debido a la reduccion de los grupos tiol libres.

La figura 3 es un diagrama que ilustra un cambio de la membrana de Bruch relacionado con la edad y un cambio
dréstico en un paciente con degeneracién macular.

La figura 4 muestra el mecanismo de accién de las MMP implicadas en el envejecimiento y la regeneracién de la
membrana de Bruch y un mecanismo de accién anémalo de las MMP en un paciente con degeneracién macular.

La figura 5 muestra los resultados de los cambios en la conductividad hidraulica de la membrana de Bruch humana
relacionada con la edad en una persona normal y un paciente con degeneracién macular.

La figura 6 muestra los resultados de los cambios en la difusién relacionados con la edad de la membrana de Bruch
humana en una persona normal y en un paciente con degeneracién macular.

La figura 7 muestra el efecto de un extracto de pepino de mar descrito en el presente documento sobre la mejora de
la funcién de transporte de la membrana de Bruch.

La figura 8 es una curva de dosis-respuesta que muestra el efecto de un extracto de pepino de mar descrito en el
presente documento sobre la secrecién de un lipido desde la membrana de Bruch.

La figura 9 muestra el resultado de eliminar una enzima MMP libre de la membrana de Bruch humana.

La figura 10 muestra el efecto de un extracto de pepino de mar descrito en el presente documento sobre la eliminacion
de una enzima MMP unida a la membrana de Bruch humana.

La figura 11 muestra el efecto de un extracto de pepino de mar descrito en el presente documento sobre la eliminacion
de HMW?2 unido a la membrana de Bruch humana.
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La figura 12 muestra un resultado de TLC que confirma la saponina de una fraccién obtenida aislando una solucién
de concentrado de pepino de mar a través de una columna de gel de silice.

La figura 13 muestra un resultado de TLC para las fracciones de la figura 12 después de dividirse en cinco grupos de
fracciones que constan de componentes similares (Patrén, pepino de mar entero en polvo; F1-F5, fracciones de pepino
de mar en polvo).

La figura 14 muestra el efecto de mejora de la conductividad hidraulica de las cinco fracciones de la figura 13.

La figura 15 muestra el resultado de comparar los tipos de saponinas incluidos en las respectivas fracciones. (A) es el
resultado de identificar un tipo de saponina presente en cada fraccién de pepino de mar, y (B) es el resultado de
comparar el frondésido A y las saponinas presentes en el extracto completo de pepino de mar (PM, pepino de mar
completo; FA, frondésido A; F1-F5, fracciones de pepino de mar).

La figura 16 es el resultado de confirmar la secrecién de una enzima MMP desde la membrana de Bruch después de
cultivar una membrana de Bruch humana con una fraccién de pepino de mar (F1-F5) (FCS, suero de ternera fetal; C,
control; F1-F5, membrana de Bruch incubada con cada fraccidn; cada una n = 3)

La figura 17 es el resultado de analizar un cambio de un lipido secretado después de cultivar con una fraccién de
pepino de mar (ChE, éster de colesterol; TG, triglicérido; Ch, colesterol; PC, fosfatidilcolina).

La figura 18 es el resultado de confirmar el efecto del frondésido A en la mejora de la conductividad hidraulica.

La figura 19 es el resultado de confirmar el efecto del frondésido A en la eliminacién de MMP de la membrana de
Bruch.

La figura 20 es el resultado de confirmar el efecto del frondésido A en la eliminacién de un lipido de la membrana de
Bruch.

[Modos de la invencién]
La presente invencién se describird en més detalle de la siguiente manera.

Los cambios degenerativos relacionados con la edad en la funcién de transporte de la membrana de Bruch provocan
problemas de visién en los ancianos y, en casos graves, causan DMAE que conduce a la ceguera.

Numerosos estudios han demostrado que el envejecimiento tiene un efecto gravemente adverso sobre la capacidad
de transporte de material de la membrana de Bruch y el proceso de eliminacién de desechos (Hussain et al., 2002,
2004; 2010; Starita et al., 1996; Moore et al., 1995; Moore y Clover, 2001), y se sabe que los desechos acumulados
en la membrana de Bruch aumentan de espesor debido al envejecimiento y consisten en lipidos y proteinas
desnaturalizadas. Ademés, se sabe que la razén fundamental de la acumulacién de desechos presentes en la
membrana de Bruch es el papel insuficiente de las proteasas llamadas metaloproteinasas de matriz (MMP) en la
regeneracién de la membrana de Bruch.

Una MMP es una proteasa, que se secreta hacia la membrana de Bruch desde el EPR en forma de proforma, que es
un estado inactivado. A medida que se elimina un pequefio péptido de esta proforma, las MMP se transforman en
formas activadas, que son MMP2 activa y MMP9 activa. Tras la activacién, las enzimas MMP2 y MMP9 activadas son
capaces de descomponer la mayoria de los materiales que constituyen la matriz extracelular, eliminan un componente
dafiado y lo reemplazan con un material nuevo. Segln el mecanismo de regeneracion de la membrana de Bruch, la
estructura y funciones de la membrana de Bruch pueden mantenerse en condiciones saludables. Sin embargo, se
sabe que, debido al envejecimiento de la membrana de Bruch, se reducen las cantidades de las formas activadas de
MMP2 y MMP9, y en la membrana de Bruch de un paciente con degeneracién macular, las cantidades de MMP2 y
MMP9 activadas se reducen en aproximadamente un 60 %, en comparacién con el promedio en un grupo de edad
similar (Hussain et a/., 2011).

Especificamente, el mecanismo de accién de las MMP relacionado con la edad se muestra en la figura 4. La pro-
MMP2 y la pro-MMP9, que son proformas, forman compuestos poliméricos llamados HMW1 y HMW2 (complejos
HMW) en la membrana de Bruch. Ademas, estos materiales se combinan con diferentes moléculas pro-MMP2 y pro-
MMP9 para formar materiales de alto peso molecular ain més grandes, llamados grandes complejos
macromoleculares ("large macromolecular complexes", LMMC) (Kumar et al., Hussain et al., 2010). Cuando la sintesis
de dichos materiales de alto peso molecular aumenta debido al envejecimiento, los compuestos poliméricos quedan
atrapados o unidos a la matriz, la pro-MMP y la MMP activa también quedan atrapadas en la membrana y no se
pueden utilizar. Por consiguiente, dado que se reduce la cantidad de MMP libres necesarias para la regeneracién de
la membrana de Bruch, la descomposicién y regeneracion de la membrana no se realizan de la forma normal, dando
como resultado la acumulacién de una cantidad considerable de desechos y la reduccidn de la capacidad de transporte
de la membrana.
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Para identificar un cambio relacionado con la edad en la funcién de transporte de la membrana de Bruch, las regiones
maculares implicadas en la visidn central y las regiones periféricas se separan de los ojos de 56 personas normales y
11 pacientes con degeneracién macular con edades comprendidas entre 1y 96 afios, y se evalla el efecto del cambio
de la funcidn de transporte en estas regiones.

En primer lugar, para confirmar la capacidad de transporte de desechos, se midié la conductividad hidraulica de la
membrana de Bruch aislada de un ojo donado. La membrana de Bruch aislada se monté en una cdmara Ussing de
tipo abierto para medir un cambio cuantitativo en el liquido bajo presion hidrostatica y calcular un cambio en la
conductividad hidraulica (figuras 5B y 5C). Como resultado, se puede observar que la capacidad de transporte de
liquidos de la regién macular disminuye exponencialmente a medida que avanza el envejecimiento y la capacidad de
transporte se reduce a la mitad cada 16 afios (figura 5D). Los datos de la figura 5D se expresan utilizando un gréfico
semilogaritmico con la escala logaritmica en el eje de ordenadas para convertir la caida exponencial en un gréafico
lineal. Para mantener la funcién de las células fotorreceptoras, la membrana de Bruch requiere una funcién de
conductividad hidraulica minima, lo que representa una linea de fallo. Cuando la funcién de transporte desciende por
debajo de la linea de fallo, la acumulacién de liquido debajo del EPR produce el desprendimiento del EPR y la muerte
de las células fotorreceptoras sobre él. Estos sintomas aparecen en aproximadamente entre el 12 y el 20 % de los
pacientes con degeneraciéon macular. En el caso de personas normales, esta linea no desciende por debajo del umbral
de fallo, pero incluso en una poblacién anciana normal, la linea puede cruzar el umbral de fallo y, en este caso, se
producen problemas graves, tales como una visién nocturna anémala. Dado que la regién macular de un paciente con
degeneracion macular esté considerablemente dafiada debido a la naturaleza de esta enfermedad, es imposible medir
de forma independiente sélo la regién macular. La conductividad hidraulica de la regidn periférica también disminuye
exponencialmente con un patrén similar al de la regién macular, y la semivida de la funcién es de aproximadamente
22 afios (figura 5E). Se puede observar que todas las conductividades hidraulicas medidas para las regiones
periféricas de los 11 pacientes con degeneracién macular estan por debajo de la linea de regresién media (véase el
circulo negro y la linea roja en la figura 5E), lo que muestra que, en la regién periférica, en lugar de la regién macular,
la disminucién de la funcidén de transporte de material progresa hasta un estado grave.

Posteriormente, para confirmar la capacidad de transporte de nutrientes de la membrana de Bruch, se realiza un
experimento de difusién de proteinas. Especificamente, el experimento se realiza por difusién de FITC-dextrano (PM
23 kDa) a través de la membrana de Bruch utilizando una cdmara Ussing general (figuras 6B y 6C). El dextrano se
selecciona como un material que tiene un tamafio similar a la mayoria de las proteinas transportadoras implicadas en
el transporte de materiales, tales como vitamina A, oligoelementos metalicos, lipidos, etc. Se puede confirmar que,
debido al envejecimiento de la membrana de Bruch, la difusién de un material del tamafio de una proteina que pasa a
través de la regién macular disminuye rapidamente (figura 6D). Por este motivo, aunque hay un nivel normal de
vitaminas o materiales antioxidantes en el plasma, se observa una deficiencia de estos materiales en la regién macular.
En la regidn periférica, en comparacién con la regién macular, la disminucién de la difusién es mas lenta (figura 6E),
pero se confirma que la difusién disminuye muy rapidamente en el caso de un paciente con degeneracién macular
(véase el circulo negro y la linea roja en la figura 6E). Como se ha descrito anteriormente, en comparacién con la
disminucién en la regién periférica, si se puede medir la funcién de la regién macular en un paciente con degeneracién
macular, se puede confirmar que la disminucién puede progresar mucho mas rapido y mas drasticamente que la de la
regién periférica. La disminucién del transporte por difusién interfiere con el suministro de nutrientes y la eliminacién
de desechos nocivos, |0 que a su vez aumenta el riesgo de dafio y muerte del EPR y de las células fotorreceptoras y
conduce a la muerte.

A continuacién en el presente documento, la presente invencién se describird en mas detalle con referencia a los
ejemplos. Los ejemplos se proporcionan simplemente para describir mas completamente la presente invencidn, y sera
obvio para los expertos en la técnica que el alcance de la presente invencién no se limita a los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1. Preparacién de extracto de pepino de mar

El pepino de mar desecado se moli6é con una trituradora, preparando asi polvo de pepino de mar, se le afiadié etanol
al 70 % y luego se realiz6 la extraccién durante aproximadamente 3 a 6 horas. El etanol se eliminé en condiciones de
vacio, preparando asi un extracto de pepino de mar usado en los ejemplos proporcionados en el presente documento.

Ejemplo 2. Efecto del extracto de pepino de mar sobre la mejora de la conductividad hidraulica de la membrana de
Bruch

Para confirmar el efecto del extracto de pepino de mar preparado en el ejemplo 1 sobre la conductividad hidraulica de
la membrana de Bruch, se utilizaron los ojos de 14 donantes oculares (de 52 a 84 afios) para el experimento.
Especificamente, la membrana de Bruch aislada del ojo de un donante se incubé con un extracto de pepino de mar al
2,5 % durante 24 horas y se utilizé Tris-HCI como control.

El resultado se muestra en la figura 7, y se puede observar que la conductividad hidraulica de la membrana de Bruch

aumento 2,3 veces con el extracto de pepino de mar (figura 7A, p < 0,001). El efecto de mejora de la conductividad
hidraulica del extracto de pepino de mar es el mismo que el de rejuvenecer la membrana de Bruch entre 20 y 25 afios.
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Debido a esta mejora de la conductividad hidraulica, la membrana de Bruch no alcanza el umbral de fallo y, por tanto,
se reduce la probabilidad de desarrollar degeneracién macular.

Ademas, para investigar la mejora de la funcién de transporte de la membrana de Bruch en funcién de la dosis de
extracto de pepino de mar, se midieron las membranas de Bruch aisladas de los ojos de cuatro donantes con edades
comprendidas entre 69 y 84 afios, y se expresd una curva de dosis-respuesta para la mejora de la conductividad
hidraulica. Especificamente, la membrana de Bruch se mont6é en una camara Ussing de tipo abierto, se hizo pasar
tampén Tris-HCI a través de un tubo con presién hidrostéatica y luego, después de un determinado periodo de tiempo,
la solucién que pasaba por el tubo se recogi6 para medir el transporte de liquido. Para el control sélo se utilizé Tris-
HCly los grupos experimentales se trataron con extractos de pepino de mar del 0 al 10 %. Después de una incubacion
durante 24 horas, el transporte de liquidos se midié nuevamente ([13] Moore D.J., Hussain A A., Marshall J. (1995),
Age-related variation in the hydraulic conductivity of Bruch's membrane, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci., 36(7): 1290-
1297. [17] Starita C., Hussain A.A., Pagliarini S., Marshall J. (1996), Hydrodynamics of ageing Bruch's membrane:
implications for macular disease, Exp. Eye Res., 62(5): 565-572).

Como resultado, de acuerdo con la curva de dosis-respuesta del extracto de pepino de mar mostrada en la figura 7, a
medida que aumentaba la dosis del extracto de pepino de mar, se mejoré la conductividad hidraulica de la membrana
y la conductividad hidraulica en estado saturado aumenté 3,2 veces, en comparacién con cuando no se agregé el
extracto de pepino de mar (figura 7B), lo que significa que la funcién de conductividad hidraulica mejord hasta
rejuvenecer en aproximadamente 33 afios en la curva de reduccién relacionada con la edad (figura 7C).

Por consiguiente, se confirmé que el extracto de pepino de mar puede tener una influencia significativa en la mejora
de la funcién de transporte de la membrana de Bruch en diversos grupos de edad en los que avanza el envejecimiento.

Ejemplo 3. Efecto del extracto de pepino de mar sobre la eliminacién de desechos lipidicos de la membrana de Bruch

Los principales componentes de los desechos lipidicos de la membrana de Bruch son ésteres de colesterol,
colesteroles, triglicéridos y fosfolipidos. Para confirmar si el extracto de pepino de mar es eficaz para eliminar un
extracto lipidico acumulado en la membrana de Bruch, se realizé un experimento de dosis-respuesta. En detalle, las
membranas de Bruch aisladas de los ojos de cuatro personas (de 50 a 82 afios) se suspendieron en tampén Tris-HCI
y se homogeneizaron. Se centrifugé un homogeneizado para separarlo en un sobrenadante y un sedimento que
contenia desechos lipidicos. El sedimento se mezclé nuevamente con tampén Tris-HCI y se incubd con extractos de
pepino de mar al 0-2,5 % en una incubadora a 37 °C durante 24 horas. Después de la incubacién, la muestra se
centrifugé para obtener un sedimento y se cuantificd mediante cromatografia en capa fina ("thin layer chromatography",
TLC) la cantidad de lipido secretado en un sobrenadante del sedimento.

Como resultado, se obtuvieron datos de secrecién y de cinética de diversos tipos de lipidos. Como se muestra en la
figura 8, se confirmé que la secrecion de ésteres de colesterol, colesteroles y triglicéridos mostraron un
comportamiento cinético hiperbdlico, y la secreciéon de fosfatidilcolina mostré un comportamiento cinético sigmoide, y
cuando se incubaron con el extracto de pepino de mar, los desechos lipidicos depositados en la membrana de Bruch
se difundieron y secretaron desde la membrana.

Ejemplo 4. Efecto del extracto de pepino de mar sobre la secrecién de la enzima MMP de la membrana de Bruch

La enzima MMP de la membrana de Bruch esta presente mientras esté libre o unida a la membrana. Para confirmar
si el extracto de pepino de mar puede eliminar la enzima MMP de la membrana de Bruch, en primer lugar, se
confirmaron MMP de unién a membrana en la membrana de Bruch aislada.

Cuando la membrana de Bruch aislada se monté en una cadmara de Ussing y se perfundié con tampén Tris-HCI, las
MMP libres se secretaron lentamente desde la membrana de Bruch durante aproximadamente 6 a 12 horas de acuerdo
con la conductividad hidraulica de la membrana de Bruch (figura 9A). Después de que las MMP libres fueron
secretadas de la membrana, la membrana de Bruch se separ6 de la cdmara y luego las MMP que quedaron en la
membrana se extrajeron usando tampén SDS. En el caso de componentes de MMP solubles o libres, la mayoria se
secretd lentamente entre 5y 12 horas de perfusién (figura 9B). Sin embargo, la mayoria de las MMP presentes en la
membrana de Bruch estaban unidas o atrapadas en la membrana y, después de 5 a 12 horas de la perfusién, se pudo
confirmar que las MMP permanecian en la membrana sin eliminarse.

Para demostrar si las MMP, que estaban unidas o atrapadas en la membrana, pueden ser retiradas con un extracto
de pepino de mar, las membranas de Bruch aisladas de los ojos de donantes de 73 y 79 afios se perfundieron con
Tris-HCI durante 12 horas para secretar y asi eliminar la enzima MMP libre. Posteriormente, como resultado de la
perfusién con un extracto de pepino de mar al 2,5 %, como se muestra en la figura 10, se confirmé que las MMP unidas
a la membrana se habian secretado.

Dado que HMW1 y HMW?2 que bloquean la membrana de Bruch se pueden eliminar de la membrana, lo cual puede

ayudar a la capacidad de transporte de la membrana de Bruch, y que la secrecién de MMP en un estado activado
tiene el efecto de descomponer proteinas anémalas, se prevé que esto tenga una influencia positiva para revertir el
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envejecimiento de la membrana de Bruch.

Ejemplo 5. Efecto del extracto de pepino de mar sobre la secrecién de la enzima MMP presente en el sedimento de la
membrana de Bruch del ojo humano

Para confirmar el efecto del extracto de pepino de mar sobre la secreciéon de la enzima MMP de la membrana de
Bruch, se utilizaron membranas de Bruch humanas aisladas de los dos ojos de un donante de 75 afios. En un
sedimento de membrana de Bruch utilizado como muestra, las enzimas MMP se encontraban atrapadas o unidas a la
membrana. Como un control, se incubd un volumen predeterminado de un sedimento con tampén Tris-HCl y, como
grupo experimental, se incub4 un sedimento con un extracto de pepino de mar al 2,5 %. Después de la incubacién a
37 °C durante 24 horas, se realizé una centrifugacion para medir la cantidad de MMP secretada hacia el sobrenadante
y las MMP presentes en un estado unido al sedimento.

Como resultado, se puede confirmar que, aunque en el control casi no se secreté ningiin compuesto de HMW2 y la
mayor parte del compuesto permanecié en el sedimento, en la membrana de Bruch incubada con el extracto de pepino
de mar, la mayor parte del HMW?2 unido a la membrana se secreté hacia el sobrenadante (figura 11). Esto significa
que se mejoré el flujo de la membrana al eliminar el HMW?2 que bloqueaba la membrana, lo que dio como resultado
una mejora de la capacidad de transporte de la membrana de Bruch. Ademas, se confirmd que la incubacion del
extracto de pepino de mar puede tener una influencia positiva en la mejora de la funcién de transporte al eliminar los
desechos presentes en la membrana de Bruch mediante la secrecién de HMW1 activado y las proformas pro-MMP2
y pro-MMP9 desde la membrana.

Ejemplo 6. Efecto de la fraccién de polvo de pepino de mar en la mejora de la conductividad hidraulica de la membrana
de Bruch humana

El pepino de mar seco se molié con una trituradora, preparando asi polvo de pepino de mar, se disolvieron 1,5 g de
polvo de pepino de mar en 15 ml de metanol, el disolvente se evaporé y se afiadieron 3 ml de un disolvente CMW
(cloroformo:metanol:H20O = 50:30:6) para preparar un concentrado de pepino de mar. Se separaron 0,8 ml del
concentrado de pepino de mar preparado a través de una columna de gel de silice. La columna utilizdé el mismo
disolvente CMW que el anterior y se obtuvo un total de 34 fracciones una vez (aproximadamente 2 ml) cada 20 minutos.
Después de evaporar el disolvente, cada fraccién se disolvié en 200 pl de metanol y se obtuvieron 5 pl de cada solucién
para cuantificar la cantidad de saponina mediante TLC (figura 12). Por consiguiente, tal como se muestra en la figura
12 y en la tabla 1, las fracciones que consistian en componentes similares se dividieron en 5 grupos (F1- F5), y cada
grupo de fraccién se sometié a TLC (figura 13). Para igualar la cantidad de saponinas presentes en cinco fracciones,
cada grupo se diluy6 con un disolvente CMW para normalizar la saponina por fraccién a una concentracién de 250
Ha/ml.

Tabla 1]

Tipo de fraccién Fraccién n.° Cantidad de saponina (mg)
F1 11,12, 13 6,1

F2 14, 15, 16, 17 11,4

F3 18,19, 20 7,7

F4 21,22, 23, 24, 25 19,7

F5 26, 27, 28 17,5

Cantidad total de saponina 62,4

Para confirmar el efecto del polvo de pepino de mar en la mejora de la conductividad hidraulica especifica de la fraccién
de la membrana de Bruch, la membrana de Bruch separada del ojo de un donante (78 u 82 afios) se someti6 a
medicién de la misma manera que se describe en el método experimental de conductividad hidraulica descrito en el
ejemplo 2.

Por consiguiente, tal como se muestra en latabla 2 y en la figura 14, la fraccién F3 mostré una mejora estadisticamente
significativa (p < 0,001), F2, F4 y F5 también mostraron un aumento en la conductividad hidraulica, en comparacién
con el control.

Tabla 2]

Fraccién Grado de mejora en la conductividad hidraulica (cambio en n.° Significancia
de veces, comparacion entre antes y después de la incubacién
de la fraccién), Media + DE

Control (tampén Tris) 1,1+ 0,08 (5)

F1 1,03+ 0,01 (3) NS
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(continuacién)
Fraccién Grado de mejora en la conductividad hidraulica (cambio en n.° Significancia
de veces, comparacion entre antes y después de la incubacién
de la fraccién), Media + DE

F2 1,16 £ 0,06 (3) NS
F3 1,39 £ 0,11 (3) p < 0,001
F4 1,15 £ 0,05 (3) NS
F5 1,19 £ 0,05 (3) NS

Ejemplo 7. Identificacién del principio activo presente en el polvo de pepino de mar

Para identificar un material especifico de la fraccion F3 que presenta el mayor efecto sobre la mejora de la
conductividad hidraulica de la membrana de Bruch en el ejemplo 6, se compararon y analizaron los tipos de saponinas
presentes en las respectivas fracciones.

En la figura 15, una saponina presente en F3, pero no presente en F1 y F2, se represent6 con una flecha (—), y se
demostrd que estaba presente en una cantidad muy pequefia incluso en F4 y F5. Este material también se encontré
en la misma posicién que el resultado de la separacién de la muestra entera de pepino de mar (PM), y se identificé
como frondésido A (FA), que se conoce convencionalmente como saponina.

Ejemplo 8. Efecto de la fraccién de pepino de mar sobre la secrecién de MMP

Para confirmar el efecto de la fraccién de pepino de mar sobre la secrecién de MMP desde la membrana de Bruch,
las membranas de Bruch se aislaron de ojos donados de pacientes de entre 65 y 76 afios de edad. Especificamente,
se prepararon 36 muestras redondas de la membrana de Bruch, cada una con un didmetro de 8 mm, se agregaron
dos piezas circulares del tejido (trefina) a cada uno de los 18 tubos de ensayo en total, y luego se dividieron en un total
de 6 grupos (control, F1, F2, F3, F4, F5), cada uno con tres tubos de ensayo para el experimento. En la fraccién de
pepino de mar, se ajusté igualmente una cantidad de saponina a 250 ug/ml como se describié anteriormente, y
después de la incubacién durante 24 horas, se sometieron 50 ul de una solucién de cultivo a zimografia para confirmar
la secrecion de MMP. Como un control, en lugar de una fraccién de pepino de mar, se afiadié tampén Tris para la
incubacién. La solucién de cultivo restante se mezcld con una solucién CM (cloroformo:metanol = 2:1, v/v) para usarse
para analizar la cantidad del lipido secretado en el ejemplo 9 a continuacion.

Por consiguiente, como se muestra en la figura 16, en el control incubado con tampédn Tris y la fraccion F1, fueron
secretados HMW2, Pro-MMP9 y una pequefia cantidad de HMW1, pero no se observé Pro-MMP2. Se confirmé que,
en la fracciéon F3, en comparacién con el control, también se secreté Pro-MMP2 y, en las fracciones F4 y F5, no sélo
HMW2, HMW1 y Pro-MMP2 fueron secretados desde la membrana, sino que la cantidad de secrecién de Pro-MMP9
también aumentd considerablemente. Como resultado, puede observarse que, en la fraccién F3, se aumenté la
cantidad de secrecién de Pro-MMP2 y, en las fracciones F4 y F5, se secretaron la mayoria de los tipos de enzimas
MMP unidas a la membrana de Bruch.

Ejemplo 9. Efecto del cambio de lipidos de la fraccién de pepino de mar

Como se muestra en el ejemplo 8, después de incubar una membrana de Bruch con cada fraccién de pepino de mar
durante 24 horas, se extrajo un componente lipidico de 0,95 ml de la solucién de cultivo utilizando una solucién CM
(cloroformo:metanol = 2:1, v/v). Después de evaporar el disolvente, se afiadieron 50 pl de la solucién CM y se posaron
30 pl de cada muestra en una placa de TLC para analizar el tipo de lipido presente en la placa.

Por consiguiente, como se muestra en la figura 17, en el control y en la fraccién F1 no se secreté fosfatidilcolina (PC),
pero si se secretaron ésteres de colesterol (ChE) y triglicéridos (TG), y una pequefia cantidad de colesterol (Ch). Por
otro lado, la fraccién F3 fue eficaz en la secreciéon de ChE, TG y Ch, y en la eliminacidén de diferentes tipos de lipidos
UL-1 y UL-3. Las fracciones F4 y F5 tuvieron un ligero efecto sobre la eliminacién de lipidos, en comparacién con el
control.

Ejemplo 10. Efecto de frondésido A en la mejora de la conductividad hidraulica en la membrana de Bruch humana

Se usé la saponina Unica frondésido A identificada en el ejemplo 7 para confirmar si existe o no un efecto de mejora
de la capacidad de transporte de material en la membrana de Bruch humana. Especificamente, el cambio en la
conductividad hidraulica de 167 pg/ml de una solucién de frondésido A se midié mediante el mismo método descrito
en los ejemplos usando la membrana de Bruch de un paciente donante (68 o 79 afios). Como un control, se utilizé
tampdn Tris. Por consiguiente, tal como se muestra a continuacién en la tabla 3 y en la figura 18, se puede observar
que el efecto del frondésido A sobre la mejora de la conductividad hidraulica fue 1,6 veces o mayor que el del control.
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Tabla 3]

Cambio en namero de veces Media + DE (n)
Control (solo tampén Tris) 0,97 £ 0,16(4)
Frondésido A (167 ug/ml) 1,65 £ 0,2(3)**

Ejemplo 11. Efecto del frondésido A sobre la secrecién de MMP

Se realizé una zimografia usando la solucién incubada durante 30 horas en la medicidén de la conductividad hidraulica
en el ejemplo 10. Especificamente, se incubé una membrana de Bruch con una solucién de tampén Tris como control
0 una solucién de frondésido A (167 pg/ml) durante 30 horas, se mezclaron 50 pl de la solucién resultante con 50 pli
del tampdn de muestra de SDS y luego se cargaron 30 pl de la mezcla resultante en un gel para medir una enzima
MMP secretada desde una membrana de Bruch humana.

Por consiguiente, como se muestra en la figura 19, se confirmé que, cuando la membrana de Bruch se incubé con
tampdn Tris como control, las MMP muy pocas veces se secretaban, y cuando la membrana de Bruch se incub6 con
frondésido A, se secret6 una enorme cantidad de Pro-MMP9 unida a la membrana. A partir de esto, se puede observar
que el frondésido A se une selectivamente a Pro-MMP9 entre diferentes tipos de MMP, eliminando asi el Pro-MMP9
de la membrana de Bruch.

Ejemplo 12. Efecto de eliminacion de lipidos del frondésido A

Para confirmar el efecto de eliminacién de lipidos del frondésido A, después de la medicién de la conductividad
hidraulica en el ejemplo 10, la membrana de Bruch se corté en un trozo que tenia un didmetro de 6 mm y luego se
extrajo un lipido usando una solucién CM (cloroformo:metanol = 2:1), seguido de la evaporacién del disolvente.
Después de agregarle nuevamente 50 pl de una solucién CM, se posaron 40 pl de la solucién resultante sobre una
placa de TLF de gel de silice y se analizaron el tipo y la cantidad del lipido.

Por consiguiente, como se muestra en la figura 20, se confirmé que, cuando la membrana de Bruch se incubé con

frondésido A, no tuvo efecto de eliminacién de ChE, TGy Ch, pero si tuvo el efecto de eliminar la fosfatidilcolina de la
membrana de Bruch.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para su uso en la prevencidn, el retraso y el tratamiento de una enfermedad asociada a la
disfuncién de la membrana de Bruch, que comprende un extracto o una fraccién del extracto de pepino de mar, en
donde:

la enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch se selecciona del grupo que consiste en lo siguiente:
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), distrofia del fondo de ojo de Sorsby, malattia levintanese (ML),
enfermedad de Stargardt, distrofia retiniana viteliforme de Best o distrofia retiniana en panal de Doyne ("Doyne's
honeycomb retinal dystrophy", DHRD);

el pepino de mar es un invertebrado marino perteneciente a la clase Holothuroidea y al filo Echinodermata; y

el extracto o la fraccién del extracto de pepino de mar comprende fronddsido A como principio activo, y el principio
activo mejora la funcién de transporte de la membrana de Bruch.

2. La composicidn para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la funcién de transporte se mejora mejorando
la conductividad hidraulica de la membrana de Bruch.

3. La composicién para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la funcién de transporte se mejora mejorando
la funcién de difusién de materiales de la membrana de Bruch.

4. La composicién para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la funcién de transporte se mejora retirando
una proteina o lipido unido o atrapado en la membrana de Bruch.

5. La composicién para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el principio activo regenera la membrana de
Bruch y mejora las funciones de la membrana de Bruch.

6. La composicién para usar de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde el principio activo regenera la membrana de
Bruch y mejora las funciones de la membrana de Bruch retirando el complejo 1 de alto peso molecular (HMW1) y el
complejo 2 de alto peso molecular (HMW2) o un componente lipidico unido o depositado en la membrana de Bruch.

7. La composicién para usar de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde el principio activo regenera la membrana de
Bruch y mejora las funciones de la membrana de Bruch al secretar prometaloproteinasa matriz 2 (pro-MMP2),
prometaloproteinasa matriz 9 (pro-MMP9), metaloproteinasa 2 de matriz activa (MMP2 activa) y metaloproteinasa de
matriz 9 activa (MMP9 activa) de la matriz de la membrana de Bruch.

8. La composicién para usar de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde el principio activo regenera la membrana de
Bruch y mejora las funciones de la membrana de Bruch activando la secrecién de MMP activas desde el epitelio
pigmentario de la retina (EPR).

9. La composicién para usar de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la composicién comprende ademas uno o
més seleccionados del grupo que consiste en un aminoéacido, un material antioxidante, un mineral, un material
metalico, luteina, astaxantina y zeaxantina.

10. Una composicién para su uso en la prevencion, el retraso y el tratamiento de una enfermedad asociada a la
disfuncién de la membrana de Bruch, que contiene frondésido A como principio activo, en donde:

la enfermedad asociada a la disfuncién de la membrana de Bruch se selecciona del grupo que consiste en lo siguiente:
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), distrofia del fondo de ojo de Sorsby, malattia levintanese (ML),
enfermedad de Stargardt, distrofia retiniana viteliforme de Best o distrofia retiniana en panal de Doyne ("Doyne's
honeycomb retinal dystrophy", DHRD); y

el principio activo mejora la funcién de transporte de la membrana de Bruch.

11. La composicién para usar de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en donde el principio activo deriva del pepino de
mar, que es un invertebrado marino que pertenece a la clase Holothuroidea y al filo Echinodermata.

12. La composicién para usar de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en donde el principio activo mejora la funcién de

transporte de la membrana de Bruch retirando Pro-MMP9 o fosfatidilcolina unidas o atrapadas en la membrana de
Bruch.
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