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DESCRIPCION
Composicién farmacéutica para prevenir o tratar lesién por isquemia-reperfusién que contiene un acido biliar
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una composicién para su uso en la prevencidn o el tratamiento de una lesién por
isquemia-reperfusion provocada por isquemia miocardica, conteniendo la composicién éacido biliar o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Antecedentes de la técnica

La sangre suministra oxigeno y nutrientes a los respectivos tejidos y células del cuerpo. La isquemia se refiere a un
estado de deficiencia de oxigeno en el que los vasos sanguineos, que se usan para suministrar sangre a los 6rganos
del cuerpo, tejidos o partes, se estrechan o se encogen, o los vasos sanguineos normales no se producen lo suficiente,
dando como resultado una falta de suministro de sangre. La isquemia lesiona irreversiblemente las células y conduce
a la necrosis tisular. En particular, el cerebro o el corazén es el érgano corporal més sensible a la falta de suministro
de sangre. Por ejemplo, cuando se produce isquemia en un tejido debido a un ictus o lesién en la cabeza, se
desencadena una serie de procesos denominados cascadas isquémicas de manera que el tejido se lesiona
permanentemente. Para evitar dicha lesién tisular, el flujo de sangre nuevamente después de la isquemia se denomina
reperfusién.

La terapia convencional para la isquemia y la consiguiente hipoxia es restablecer el flujo sanguineo y el suministro de
oxigeno a niveles normales, ya sea aumentando el suministro de oxigeno sistémico o eliminando la causa de la
oclusién vascular. Sin embargo, existe el problema de que el restablecimiento del flujo sanguineo y el suministro de
oxigeno da como resultado la muerte celular adicional o la pérdida de funcién, independientemente de la lesién
provocada por isquemia o hipoxia. La lesién adicional provocada por el restablecimiento del flujo sanguineo y el
suministro de oxigeno se conoce como lesidn por reperfusién. La lesidn tisular provocada por la lesién por reperfusién
parece ser similar a las afecciones inflamatorias agudas resultantes de la adherencia de las células inflamatorias al
tejido reperfundido para provocar la activacién de estas células inflamatorias y la posterior formacién de radicales
libres. La generacién de radicales libres y otras biomoléculas citotéxicas en tejido reperfundido puede conducir a la
muerte celular por necrosis o activacién de vias apoptoéticas.

Por otro lado, se forma un poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (mPTP, por sus siglas en inglés) en la
membrana interna mitocondrial, y cuando se abre el mPTP, las moléculas por debajo de 1500 Da pueden entrar en la
membrana mitocondrial. El resultado de la apertura de mPTP es el hinchamiento de la membrana mitocondrial externa
y el estallido final, asi como el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa, la posterior liberacién de calcio
almacenado y factores preapoptéticos. La liberacién de calcio almacenado puede provocar una transicién de
permeabilidad mitocondrial (MPT, por sus siglas en inglés) en las mitocondrias vecinas, dando como resultado la
produccién de sobrecarga de calcio, la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y
la reaccién en cadena mediada por células. Posteriormente, dependiendo del estado energético de las células, se
produce apoptosis o necrosis para provocar la lesion de tejidos y érganos irreversibles.

Las funciones de la apoptosis y la necrosis mediadas por mitocondrias en la patogenia de muchas enfermedades
estan bien establecidas. Se sabe que mPTP es responsable de la patogenia y la progresidén de varias enfermedades
tales como infarto agudo de miocardio, ictus, enfermedades neurol6gicas y hepatitis.

En particular, el infarto de miocardio es provocado por la muerte de las células miocéardicas resultante de la necrosis
y/o la apoptosis debido a la reperfusion isquémica secuencial en la enfermedad cardiaca isquémica. Se cree que la
lesién por reperfusion fatal (muerte de células miocardicas como consecuencia directa de la reperfusién tisular)
representa hasta el 50 % del tamafio final del infarto de miocardio y se sabe que depende de la via de cinasa de
recuperacién de lesién por reperfusién (RISK, por sus siglas en inglés) y la apertura de mPTP.

No ha habido ninglin informe sobre la asociacién de acidos biliares y mPTP con estas funciones. Como se ha descrito
anteriormente, el tratamiento eficaz para la lesién por isquemia-reperfusién, una enfermedad importante con una alta
incidencia, es insuficiente. Por lo tanto, la prevencién y el tratamiento eficaces de la lesién por isquemia-reperfusién
usando acidos biliares tendrian efectos dominé significativos.

Rajesh et al. (2025, Journal of Molecular and Cellular Cardiology, 39, 766776) describe que UCDA es el principio activo
para la proteccién del miocardio contra la lesién por reperfusion.

Divulgacién
Problema técnico

En consecuencia, los inventores de la presente invencién confirmaron que el 4cido desoxicélico, el acido cdlico y el
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acido litocélico en los &cidos biliares podrian inhibir la lesién por isquemia-reperfusién mientras se estudia la relacién
entre mPTP y los acidos biliares, completando de este modo la presente invencién.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar una composicién farmacéutica para prevenir o tratar
la lesién por isquemia-reperfusiéon que contiene acidos biliares o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos
y una composicién alimenticia para prevenir o mejorar la lesidén por isquemia-reperfusién.

Solucion técnica

Con el fin de conseguir los objetivos identificados anteriormente, la presente invencién proporciona una composicién
farmacéutica para prevenir o tratar la lesiéon por isquemia-reperfusién provocada por isquemia miocérdica, conteniendo
la composicién acidos biliares o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en donde el 4cido biliar es al
menos uno seleccionado del grupo que consiste en &cido desoxicélico y écido célico y el acido biliar o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo ha de administrarse en una cantidad de 0,1 mg/kg/dia a 10 mg/kg/dia.

Ademas, la presente invencidn proporciona una composicidén alimenticia para su uso en la prevencién o la mejora de
la lesién por isquemia-reperfusién provocada por isquemia miocéardica, conteniendo la composicidén acidos biliares o
una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en donde el acido biliar es al menos uno seleccionado del grupo
que consiste en acido desoxicélico y acido célico y el 4cido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo ha
de administrarse en una cantidad de 0,1 mg/kg/dia a 10 mg/kg/dia.

Efectos ventajosos

De acuerdo con la presente invencién, los acidos biliares aumentan los niveles intranucleares de beta-catenina (- -
catenina), interfieren con la apertura de un poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (mPTP) y tiene efectos
excelentes, en modelos animales de lesién por isquemia-reperfusién, de alivio de la lesién tisular y reduccién del
tamafio de los infartos, siendo de este modo utilizables en la prevencién, el tratamiento o el alivio de la lesién por
isquemia-reperfusion.

Descripcion de los dibujos

La FIG. 1 ilustra los resultados de un ensayo de luciferasa de beta-catenina nuclear para determinar si el acido
célico, el 4cido litocélico y el 4cido desoxicdlico aumentan los niveles intranucleares de beta-catenina.

La FIG. 2 ilustra los resultados del analisis de transferencia Western de la transferencia intranuclear de beta-
catenina después del tratamiento con acido desoxicélico (DCA).

La FIG. 3 ilustra los resultados del método de tincion con TMRM (Tetrametilrrodamina, Ester metilico, Perclorato)
para determinar si el 4cido célico, el acido litocélico y el acido desoxicdlico tienen un efecto de proteccién de
mitocondrias.

La FIG. 4 ilustra los resultados del método de recuento de células (FIG. 4A) y el método de tincién de CCK-8 (FIG.
4B) para determinar el efecto de proliferacién celular identificado mediante el tratamiento de células endoteliales
de vena umbilical humana (HUVEC, por sus siglas en inglés) con TauroCA, &cido cédlico y acido litocélico entre los
acidos biliares.

La FIG. S ilustra los resultados del método de tincién celular (FIG. 5A) y el método de recuento celular (FIG. 5B)
que cuenta el nimero de células que pasan a través de la membrana usando una cdmara de Boyden para
determinar el efecto de migracion celular identificado mediante el tratamiento de células endoteliales de vena
umbilical humana (HUVEC) con TauroCA, acido célico y acido litocélico entre los acidos biliares.

La FIG. 6 ilustra una fotografia de tejido de un modelo en ratén que identifica el efecto inhibidor del acido biliar
sobre la lesién por reperfusién en ratén (FIG. 6A) y los resultados de cuantificar el area del tejido infartado con
respecto al area total en % en la fotografia de tejido (FIG. 6B).

La FIG. 7 ilustra graficos que muestran los resultados de la tincién con colorante de fluorescencia Anexina-vivo
750 (FIG. 7A) y el efecto de la concentracién de acido desoxicélico sobre la reducciéon de la muerte de células
miocardicas con el fin de examinar la inhibicién de la necrosis miocardica por lesién por reperfusién mediante acido
desoxicélico en &cido biliar (FIG. 7B).

Modos de la invencion

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describe en detalle.

La presente invencién proporciona una composicién farmacéutica para su uso en la prevencién o el tratamiento de la
lesién por isquemia-reperfusién provocada por isquemia miocérdica, la composicién que contiene un &cido biliar o una
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sal farmacéuticamente aceptable del mismo en donde el &cido biliar es al menos uno seleccionado del grupo que
consiste en acido desoxicélico y acido célico y el acido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo ha de
administrarse en una cantidad de 0,1 mg/kg/dia a 10 mg/kg/dia.

En la presente divulgacion, los &cidos biliares tienen excelentes efectos de aumentar los niveles intranucleares de
beta-catenina, interferir con la apertura de un poro de transicién de permeabilidad de las mitocondrias (MPTP) y aliviar
la lesién tisular y reducir el tamafio de los infartos en modelos animales de lesién por isquemia-reperfusién, siendo de
este modo utilizables en la prevencién, el tratamiento o el alivio de la lesién por isquemia-reperfusion.

En la presente divulgacién, los 4cidos biliares pueden ser al menos uno seleccionado del grupo que consiste en &cido
célico y 4cido desoxicélico (DCA), preferentemente, acido célico.

El acido célico y el acido desoxicélico pueden prevenir y tratar eficazmente la lesién por isquemia-reperfusiéon incluso
a una concentracién baja.

A menos que se especifique lo contrario, la sal farmacéuticamente aceptable de acidos biliares de la presente
invencién incluye una sal 4cida o basica que puede estar presente en los acidos biliares. Por ejemplo, la sal
farmacéuticamente aceptable incluye sales de sodio, calcio y potasio que tienen un grupo hidroxilo. Ademas, sales
bromhidrato, sulfato, hidrogenosulfato, fosfato, hidrogenofosfato, dihidrogenofosfato, acetato, succinato, citrato,
tartrato, lactato, mandelato, metanosulfonato (mesilato) y p-toluenosulfonato (tosilato) que tienen un grupo amino. La
sal farmacéuticamente aceptable puede prepararse mediante los métodos bien conocidos en la técnica. La sal
farmacéuticamente aceptable es preferentemente sal gluconato de sodio o sal taurato de sodio, pero sin limitacion.

En la presente divulgacion, "lesién isquémica" se refiere a una lesién que se produce como resultado de una restriccién
en el suministro de sangre y, por lo tanto, la escasez de suministro de oxigeno a los érganos que requieren suministro
de sangre, tales como el corazén, cerebro, rifiones, etc., lo que puede conducir a dafios fatales tales como la disfuncién
de tejidos y la muerte celular. La causa de una lesidén isquémica incluye enfermedad vascular, trombosis coronaria,
trombosis cerebrovascular, ruptura de aneurisma, hemorragia sistémica, lesién por aplastamiento, septicemia,
quemadura de piel grave, cirugia de ligadura vascular (por ejemplo, isquemia espinal durante cirugia de aneurisma
toracoabdominal), bypass cardiopulmonar, trasplante de érganos, colapso cardiopulmonar (muerte cardiaca subita),
asfixia, etc., pero sin limitacién.

En la presente divulgacién, la "lesién isquémica" también incluye la lesién isquémica-por reperfusién que puede
producirse, por ejemplo, durante el trasplante de é&rganos, ademas de la lesién isquémica provocada
convencionalmente.

En la presente invencidn, la "lesién por isquemia-reperfusién" es provocada por isquemia miocérdica.

La lesion por isquemia-reperfusion puede ser provocada por el restablecimiento del flujo sanguineo en un tejido u
6rgano que ha experimentado un evento natural tal como el restablecimiento del flujo sanguineo después de un
traumatismo (por ejemplo, infarto agudo de miocardio) o la reduccién del suministro de sangre; o la cirugia de
reperfusién (por ejemplo, uno o méas procedimientos quirirgicos para restablecer el flujo sanguineo en un tejido u
6rgano que ha experimentado una reduccién del suministro de sangre), otras intervenciones terapéuticas o
procedimientos de trasplante de érganos. Dichos procedimientos quirdrgicos incluyen, por ejemplo, cirugia de bypass
de arterias coronarias, angioplastia coronaria, procedimiento de trasplante de 6rganos y similares.

Por ejemplo, el infarto agudo de miocardio se refiere al fenémeno de muerte y necrosis del masculo cardiaco debido
a la falta de oxigeno y nutrientes provocada por la oclusién de uno de los vasos cardiacos. En este caso, por lo general,
el paciente debe visitar el hospital y el vaso sanguineo debe reperfundirse en 1 hora. Por lo tanto, la tasa de mortalidad
puede reducirse a menos del 10 %. Sin embargo, en aproximadamente el 10 % de los pacientes, las células
miocardicas se lesionan debido al suministro rapido de oxigeno resultante de la reperfusién de vasos sanguineos
bloqueados, que se denomina lesidn por reperfusién. Debido a la lesién por reperfusion, aproximadamente el 10 % de
los pacientes mueren dentro de los 30 dias posteriores al procedimiento y aproximadamente el 30 % de los pacientes
supervivientes tienen sintomas tales como insuficiencia cardiaca.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cirugia de reperfusién” se refiere a una cirugia o procedimiento
para eliminar el trombo generado en los vasos sanguineos y permitir que el flujo sanguineo fluya nuevamente, que
puede incluir trombectomia quirdrgica y manipulacién inducida por reperfusién usando un stent, pero sin limitacién. La
cirugia de reperfusion puede usarse para complementar las desventajas del agente terapéutico de reperfusion (por
ejemplo, activadores de plasmindgeno tales como tPA).

La cirugia de reperfusién puede incluir un método de succién de trombos aplicando presién negativa (trombectomia
proximal), un método de extraccién de trombos con bobina (trombectomia distal), un método de insercién de un stent
en vasos sanguineos estrechados para ensanchar los vasos sanguineos y eliminar el trombo con el stent juntos
(extractor de stents) y similares. La trombectomia proximal es un método de eliminacién de trombos aplicando una
presién negativa que se acerca al trombo proximal, usando principalmente un dispositivo de succién, tal como el
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sistema Penumbra. La trombectomia distal es un método de eliminacién del trombo de una porcién distal sobre el
trombo con un alambre, usando principalmente un dispositivo de bobina, tal como el sistema Merci. El extractor de
stents es un método de induccién de la reperfusién de un vaso sanguineo insertando un stent como una arteria
coronaria. La composicién de acuerdo con la presente invencién puede aplicarse a diversas cirugias de reperfusién
con fines de reperfusién ademés de las cirugias mencionadas anteriormente.

En la presente divulgacion, la cirugia de reperfusion se refiere a cirugia o tratamiento realizado para tratar
enfermedades cerebrovasculares, arterioesclerosis, enfermedades cardiovasculares y similares, pero sin limitacion.

La enfermedad cerebrovascular incluye ictus, infarto cerebral, trombosis cerebral y embolia cerebral, pero sin
limitacién. La enfermedad cardiovascular incluye infarto de miocardio y angina de pecho, pero sin limitacién.

La composicién farmacéutica de la presente divulgacién puede administrarse antes, durante o después de la aparicién
de una lesion por isquemia-reperfusion, por ejemplo, para el pretratamiento de la cirugia de reperfusion. La
composicién farmacéutica de la presente divulgaciéon se administra en los vasos sanguineos de un paciente antes de
la cirugia de reperfusién vascular de manera que sea Util para prevenir, tratar o mejorar la lesién tisular, tal como la
lesién miocardica, después de la reperfusién.

Ademas, como se describe en el presente documento, las lesiones provocadas por isquemia y la lesién provocada por
isquemia o reperfusidén isquémica pueden inducir apoptosis en células, tejidos u érganos enfermos, conduciendo a
alteracién y disfuncién. Para la prevencion o el tratamiento de lesién isquémica o lesién por isquemia-reperfusién, por
ejemplo, el &cido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente invencién puede administrarse
a un sujeto para someterse a una cirugia de reperfusién, por ejemplo, aproximadamente 5 minutos, aproximadamente
10 minutos, aproximadamente 15 minutos, aproximadamente 20 minutos, aproximadamente 30 minutos,
aproximadamente 45 minutos, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas,
aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 24 horas o
aproximadamente 48 horas, y preferentemente aproximadamente 2 horas antes de la cirugia de reperfusién.

Como alternativa o adicionalmente, el acido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente
invencién puede administrarse a un sujeto después de la cirugia de reperfusién o durante la cirugia de reperfusién.
Por ejemplo, el &cido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo pueden administrarse més de una vez a
intervalos regulares durante la cirugia de reperfusion. Como alternativa, el acido biliar puede administrarse de forma
continua a lo largo de la duracién de la cirugia de reperfusion. Ademés, por ejemplo, el acido biliar de la presente
invencién puede administrarse a un sujeto que se sometié a cirugia de reperfusién después de la cirugia de
reperfusién. El 4cido biliar de la presente invencién puede administrarse a un sujeto que se sometié a una cirugia de
reperfusién, por ejemplo, aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 10 minutos, aproximadamente 15 minutos,
aproximadamente 20 minutos, aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 45 minutos, aproximadamente 1 hora,
aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas,
aproximadamente 12 horas, aproximadamente 24 horas o aproximadamente 48 horas después de la cirugia de
reperfusién. El 4cido biliar o la sal aceptable del mismo de la presente invencién también pueden usarse para inhibir
la lesién por isquemia o isquemia-reperfusién a células, tejidos u érganos in vitro (por ejemplo, tejidos utilizados en
procedimientos de trasplante, érganos utilizados en trasplante de érganos) antes de la cirugia de reperfusién. Por
ejemplo, el érgano puede ponerse en contacto con acido biliar (por ejemplo, sumergiendo el érgano en el bafio con la
composicién que contiene acido biliar de la presente invencién) antes de implantar el érgano en el cuerpo hospedador
(por ejemplo, durante el almacenamiento o el transporte del érgano en un ambiente estéril) para inhibir la isquemia o
la lesién porisquemia-reperfusiéon. Preferentemente, una Unica inyeccidn intravenosa antes de la cirugia de reperfusion
de un sujeto que tiene un infarto agudo de miocardio puede inhibir la lesién cardiaca debido a la cirugia de reperfusién.

La composicion farmacéutica de la presente divulgacién puede incluir ademéas un agente terapéutico para la
reperfusién (agente terapéutico para la recanalizacién). Ademas, la composiciéon farmacéutica de la presente
divulgacidén puede usarse en combinacién con un agente terapéutico de reperfusion.

El 4cido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente divulgacion es un inhibidor de la apertura
de mPTP.

El 4cido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente divulgacién es un agonista de beta-
catenina.

El acido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente divulgacién son para proteger las
mitocondrias.

El acido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente divulgacién inhiben el infarto del tejido.
El 4cido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente divulgacién es un agonista de beta-

catenina, lo que reduce significativamente el fenémeno de muerte o necrosis del mlsculo cardiaco provocado por la
apertura del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (mPTP) debido a la rapida captacién de oxigeno durante
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la reperfusidén de los vasos sanguineos bloqueados. Por lo tanto, puede reducir la tasa de mortalidad del 10 % en los
30 dias posteriores a la cirugia de reperfusién y reducir los sintomas de insuficiencia cardiaca en aproximadamente el
30 % de los pacientes después de la cirugia de reperfusién. mPTP se forma en la membrana interna mitocondrial.
mPTP se abre para inducir la despolarizacién de las mitocondrias, dando como resultado una disfuncién de las
mitocondrias. El acido biliar actia como un agonista de beta-catenina, interfiriendo en la apertura de mPTP para inhibir
la despolarizacién mitocondrial, protegiendo de este modo las mitocondrias y evitando la lesién oxidativa de las
mitocondrias para inhibir el infarto tisular. En consecuencia, tiene el efecto de prevenir, tratar o mejorar la lesién por
isquemia-reperfusion.

La composicién farmacéutica que contiene el acido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la
presente divulgaciéon puede formularse en la forma de preparaciones inyectables u orales. Ademés, la preparacion
inyectable que contiene la composicién farmacéutica de la presente divulgacién puede administrarse a través de
diversas vias, incluyendo la oral, transdérmica, subcutanea, intravenosa o muscular, pero preferentemente puede
administrarse por via intravenosa. La preparacién inyectable que contiene la composicién farmacéutica de la presente
divulgacién puede formularse usando métodos conocidos en la técnica para proporcionar una liberacién rapida,
sostenida o retardada del principio activo después de su administracién al sujeto. La preparaciéon inyectable se
administra preferentemente por via subcuténea, por via muscular o por via intravenosa, y mucho més preferentemente
por via intravenosa. Cuando se administra por via intravenosa, puede administrarse mediante inyeccién intravenosa
una vez antes de la cirugia de reperfusién y la Unica inyeccién intravenosa puede mejorar eficazmente la lesién de
organos tales como el corazén debido a la cirugia de reperfusién. Ademas, la preparacién oral puede seleccionarse
del grupo que consiste en comprimidos, pildoras, polvos, granulos, capsulas, suspensiones, soluciones, emulsiones,
jarabes y preparaciones liofilizadas, pero sin limitacion.

El 4cido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la presente divulgacién puede administrarse a un
sujeto a través de administraciéon intraperitoneal, administracién intranasal, inyeccién intravenosa, inyeccién
subcutanea, inyeccién intracerebroespinal, administracién por inhalacién o administracién oral. Ademas, los
ingredientes eficaces de la composicién farmacéutica de la presente invencion varian dependiendo de la edad, el sexo,
el peso, la patologia y la gravedad del sujeto al que se les va a administrar, la via de administracién o el criterio del
prescriptor. La determinacién de la dosis 6ptima basandose en estos factores est4 dentro del nivel de los expertos en
la materia, pero puede usarse a una concentracién similar o inferior con respecto a la concentracién aprobada por la
FDA. Mas especificamente, la dosis diaria de los mismos es de 0,1 mg/kg/dia a 10 mg/kg/dia, especificamente de
0,5 mg/kg/dia a 5 mg/kg/dia, mas especificamente de 0,8 mg/kg/dia a 3 mg/kg/dia, ademas especificamente de
1 mg/kg/dia a 2 mg/kg/dia, pero sin limitacién. La composicién farmacéutica de la presente divulgacion puede
administrarse de una a tres veces al dia, pero sin limitacién.

Las formulaciones para la administracién parenteral de las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion
pueden ser inyecciones, gotas, lociones, pomadas, geles, cremas, suspensiones, emulsiones, supositorios, parches
o agentes de pulverizacién, pero sin limitacién. Ademas, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede
contener aditivos tales como diluyentes, excipientes, lubricantes, aglutinantes, disgregantes, tampones, dispersantes,
tensioactivos, colorantes, fragancias o edulcorantes segin sea necesario.

La composicién farmacéutica de la presente invencién puede prepararse mediante un método convencional en la
técnica.

La composicién farmacéutica de la presente divulgaciéon puede administrarse sola o en combinacién con uno 0 més
agentes terapéuticos, antes, después o simultaneamente con otros agentes terapéuticos. El acido biliar de la presente
divulgacién y otros agentes terapéuticos como se ha descrito anteriormente pueden coadministrarse simultdneamente
(por ejemplo, coadministracién) en forma de una formulacién separada o en forma de una coformulacién. Como
alternativa, el agonista puede administrarse secuencialmente en forma de una composicién separada dentro de un
marco de tiempo razonable segln lo determine un médico experto (por ejemplo, durante un tiempo suficiente para
permitir la superposicién de los efectos farmacolégicos de los agentes terapéuticos por la terapia). El 4cido biliar y uno
0 mas de otros agentes terapéuticos de la presente divulgacién pueden administrarse en una dosis Unica o en multiples
dosis de acuerdo con dichos programas en un orden adecuado para lograr el efecto terapéutico deseado (por ejemplo,
reduccién y/o inhibicién de la isquemia, reduccién y/o inhibicién de la lesién isquémica; y la reduccién y/o inhibicién de
la lesién por isquemia-reperfusién). Las dosificaciones y la terapia de administracién adecuadas pueden ser
determinadas por el médico y dependen del agonista o agonistas, la formulacién farmacéutica y la via de
administracién seleccionados, de diversos factores relacionados con el paciente y otras consideraciones.

Otros agentes terapéuticos adecuados que pueden administrarse con la composicién farmacéutica de la presente
divulgacién incluyen bloqueantes de los canales de calcio, betabloqueantes, nitroglicerina, aspirina, antiinflamatorios,
diuréticos de sodio, vasodilatadores, agentes tromboliticos y agentes antitrombéticos, pero sin limitacién.

Ademas, la presente divulgacién proporciona una composicién alimenticia para su uso en la prevencién o la mejora
de la lesién por isquemia-reperfusién, conteniendo la composicién un acido biliar o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.
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La composicién alimenticia puede usarse para alimentos saludables y, en la presente divulgacién, el &cido biliar puede
afladirse intacto o usarse con otros alimentos o ingredientes alimentarios en el alimento saludable y puede usarse
adecuadamente de acuerdo con métodos convencionales.

No hay ninguna limitacién particular en cuanto al tipo de alimentos. Los ejemplos del alimento incluyen bebidas, carne,
salchichas, pan, galletas, pasteles de arroz, chocolates, caramelos, aperitivos, productos de confiteria, pizza, fideos
de ramen, otros fideos, gomas, productos lacteos, incluyendo helado, diversas sopas, bebida, alcoholes y complejos
vitaminicos, e incluye todos los alimentos saludables en un sentido convencional.

El &cido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable de los mismos de la presente divulgacién pueden afiadirse intactos
al alimento o pueden usarse junto con otros alimentos o ingredientes alimentarios y pueden usarse adecuadamente
de acuerdo con métodos convencionales. La cantidad del principio activo que ha de mezclarse puede determinarse
adecuadamente de acuerdo con su fin de uso (para la prevencién o la mejora). Generalmente, la cantidad de acido
biliar en el alimento natural puede afiadirse en una cantidad del 0,01 % en peso al 15 % en peso del peso total del
alimento, y la cantidad de acido biliar en la composicién de bebida natural puede afiadirse en una cantidad de 0,02 g
a 5 g, preferentemente de 0,3 g a 1 g con respecto a 100 ml de la composicién de bebida saludable. Sin embargo, la
cantidad puede ser inferior al intervalo descrito anteriormente en el caso de una ingesta a largo plazo destinada a fines
de salud e higiene o con fines de control de la salud. Puesto que no hay ningun problema en términos de seguridad,
el principio activo puede usarse en una cantidad que supere el intervalo descrito anteriormente.

La composicién de bebida funcional para la salud de la presente divulgacién no tiene limitacién particular sobre otros
componentes distintos de los que contienen acido biliar como principio activo en la relacién indicada y puede contener
diversos aromas o hidratos de carbono naturales como ingrediente adicional como bebidas convencionales. Los
ejemplos de los hidratos de carbono naturales mencionados anteriormente incluyen monosacaridos tales como
glucosa y fructosa; disacaridos tales como maltosa y sacarosa; y polisacaridos tales como azUcares convencionales
incluyendo dextrina y ciclodextrina y alcoholes de azlcar incluyendo xilitol, sorbitol, eritritol y similares. Pueden usarse
ventajosamente aromas naturales tales como extractos de tau martin y stevia (por ejemplo, rebaudiésido A, glicirricina,
etc.) y aromas sintéticos tales como sacarina y aspartamo, como aromas distintos de los descritos anteriormente.

Ademas de lo anterior, la composicién alimenticia de la presente divulgacién puede incluir una diversidad de nutrientes,
vitaminas, minerales (electrolitos), aromas tales como aromas sintéticos y aromas naturales, agentes colorantes y
agentes espesantes (queso, chocolate, etc.), acidos pécticos y sales de los mismos, &cidos alginicos y sales de los
mismos, acidos organicos, agentes espesantes coloidales protectores, agentes ajustadores del pH, estabilizantes,
conservantes, glicerina, alcoholes, agentes de carbonatacién utilizados en bebidas carbonatadas y similares.

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describe en detalle con referencia a ejemplos.
Ejemplo 1. Analisis del efecto del acido biliar sobre el nivel de beta-catenina intranuclear
1.1 Cribado para el descubrimiento de agonista de beta-catenina

Se realizaron experimentos para identificar farmacos con un efecto potenciador sobre la beta-catenina analizando los
efectos de diversos tipos de acidos biliares sobre el nivel de beta-catenina intranuclear. Se realizé un ensayo por
luciferasa de beta-catenina nuclear para examinar los efectos del tratamiento con acido ursodesoxicélico, &cido
glicoquenodesoxicélico (GlicoquenoDCA), acido taurodesoxicdlico (TauroDCA), acido glicocélico, acido taurocélico
(TauroCA), acido quenodesoxicélico (QuenoDCA), acido cdlico, acido deshidrocdlico, acido litocdlico y acido
desoxicélico (DCA) en el cambio del nivel de beta-catenina intranuclear.

Especificamente, se usé la estirpe celular TCF/LEF indicador_HEK293 (BPS bioscience). La estirpe celular TCF/LEF
indicador_HEK293 es una estirpe celular estable en la que la luciferasa se clona en el promotor TCF/LEF (promotor
de unién a beta-catenina) en el nicleo. Cuando se mide el nivel de luciferasa después del tratamiento farmacolégico,
pueden obtenerse los niveles intranucleares de beta-catenina. Las estirpes celulares TCF/LEF indicador_HEK293
(BPS Bioscience) se dividieron en 24 pocillos (2 x 10° células) o 98 pocillos (2 x 10 células) y se cultivaron hasta que
las células se adhirieron al fondo de la placa. Con el fin de que las células estén en un estado de reposo, el medio de
DMEM y FBS al 10 % se reemplazé con medio de FBS al 1 % y las células se cultivaron durante un dia. Las células
se trataron con los acidos biliares descritos anteriormente en 1+m o 10 +m y se cultivaron durante 24 horas.
Posteriormente, la actividad de la luciferasa se midié usando un luminémetro. Los resultados de la medicién se
muestran en la FIG. 1.

Como se muestra en la FIG. 1, se confirmé que el TauroCA, el 4cido célico, el acido litocélico y el &cido desoxicblico
entre 10 tipos de acidos biliares aumentaron significativamente los niveles de beta-catenina en el nucleo.

1.2 Identificacién del aumento de la transferencia intranuclear de beta-catenina por acido desoxicélico (DCA)

Se realiz6 una transferencia de Western para examinar el mecanismo de transferencia intranuclear de beta-catenina
por acido desoxicélico (DCA) identificado en el Ejemplo 1.1 anterior.
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Las células se trataron con DCA 1 « M. Después de 30 minutos, 1, 2, 4y 8 horas, se realizd una transferencia \Western.
Los resultados se muestran en la FIG. 2.

Como se muestra en la FIG. 2, se observd que la transferencia intranuclear de beta-catenina aumenté desde 30
minutos después del tratamiento con DCA y la cantidad de beta-catenina intranuclear de las células alcanz su punto
maximo 2 horas mas tarde.

Por lo tanto, se identific6 el TauroCA, el 4cido cdlico, el acido litocélico y el &cido desoxicolico aumentaron el nivel de
beta-catenina, lo que inhibe la apertura del poro de transiciéon de permeabilidad mitocondrial (mPTP), suprimiendo de
este modo la lesién por reperfusién. Por lo tanto, se ha confirmado que tienen potencial como candidatos para
farmacos con efectos de potenciacién de beta-catenina.

Ejemplo 2. Identificacion del efecto protector del acido biliar en las mitocondrias - inhibicién de la apertura de
mPTP

Con el fin de examinar el efecto del acido célico, el acido litocélico y el &cido desoxicélico en las mitocondrias, que se
confirmé que tienen un efecto de aumento de los niveles de beta-catenina en el Ejemplo 1, se realizé el método de
tincién de TMRM (tetrametilrrodamina, éster metilico, perclorato). TMRM es un marcador fluorescente que tifie las
mitocondrias normales.

Especificamente, las células 293T se trataron con 1+« My 10 + M de acido célico, 4cido litocélico y acido desoxicélico.
Después de 1 hora, las células se trataron con CCCP (clorofenilhidrazona, 50 « M), que induce una estimulacion similar
a la reperfusidén en las mitocondrias para abrir mPTP e inducir la polarizacién. Por lo tanto, se indujo la apertura de
mMPTP y la despolarizacién de las mitocondrias. Después de 45 minutos, las células se lavaron con PBS, se tifieron
con TMRM y se midieron usando un lector fluorescente. Los resultados de la medicién se muestran en la FIG. 3. La
ciclosporina A (Cyp), que es un inhibidor tipico de la apertura del mPTP, se usé como control positivo.

Como se muestra en la FIG. 3, Cyp inhibié la lesién mitocondrial en aproximadamente el 50 % en el grupo tratado con
Cyp, que era el control positivo, y el 4cido litocolico también inhibid la lesién mitocondrial a un nivel similar al del grupo
de control positivo. En particular, se confirmé que el acido célico y el acido desoxicdlico tenian efectos de inhibicién
de la lesién mitocondrial en aproximadamente el 90 %.

Por lo tanto, se confirmé que el tratamiento con acido célico, acido desoxicélico y acido litocélico inhibié la apertura de
mPTP inducida y suprimieron la despolarizacién de las mitocondrias, teniendo de este modo un excelente efecto de
proteccién de las mitocondrias. Por lo tanto, se identificé que el 4cido célico, el &cido desoxicdlico y el acido litocdlico
podrian inhibir la lesién mitocondrial por reperfusién para suprimir la apoptosis o la necrosis que inducen una lesién
irreversible de tejidos y érganos.

Ejemplo 3. Identificacién del efecto de proliferacién celular y el efecto de migracién celular in vitro del acido
biliar

3.1 Identificacion del efecto de proliferacién celular in vitro del acido biliar

Se realizaron experimentos para examinar los efectos de proliferacién celular de TauroCA, acido célico y acido
litocélico entre los acidos biliares. Por lo tanto, las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) se
trataron con TauroCA, &cido célico y acido litocélico 1 « M. El método de recuento de células y el método de tincién de
CCK-8 se realizaron para identificar los efectos de proliferacién celular 24 horas después del tratamiento con TauroCA,
acido célico y 4cido litocélico. Los resultados de estos experimentos se muestran en las FIG. 4A 'y 4B.

Como se muestra en la FIG. 4A, el ensayo de proliferacién indicé que el &cido célico y el acido litocélico tenian efectos
de proliferacién celular mas significativos que el grupo de control. Como se muestra en la FIG. 4B, el ensayo de CCK-
8 indicd que el acido célico tenia un efecto de proliferacién celular significativo. Por lo tanto, se confirmé que el acido
célico y el acido litocdlico tenian efectos de inhibicién de la lesién por isquemia-reperfusidn a través de la proliferacién
celular.

3.2 Identificacion del efecto de migracion celular in vitro del acido biliar

Se realizaron experimentos para examinar los efectos de migracién celular de TauroCA, écido célico y acido litocélico
entre los acidos biliares. Por lo tanto, las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) se trataron con
TauroCA, acido célico y acido litocélico 1 « M. Las células se contaron usando una camara de Boyden para identificar
los efectos de migracién celular de TauroCA, acido célico y &cido litocélico. Los resultados de estos experimentos se
muestran en las FIG. 5A y 5B.

Como se muestra en la FIG. 5A, se confirmé que sus efectos de migracién celular provocados por el tratamiento con
acido célico, TauroCA y acido litocélico fueron significativamente mas altos que los del grupo de control. Ademas,
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como se muestra en la FIG. 5B, el ensayo de migracién confirmé que la migracién celular por el tratamiento con acido
célico y &cido litocélico aumenté significativamente méas que la del grupo de control. En particular, el acido célico mostré
aproximadamente 2 veces més migracién celular que el grupo de control y mostré el mejor efecto de migracién.

Por lo tanto, se confirmé que el 4cido célico y el acido litocdlico migraban las células y tenian efectos de inhibicién de
la lesién por isquemia-reperfusién a través de la migracién celular.

Ejemplo 4. Preparacién del modelo en ratén de lesién por reperfusion e identificacion del efecto inhibidor del
acido biliar sobre la lesién por reperfusion en ratén

Con el fin de preparar un modelo en ratén de lesidn por reperfusién, se anestesiaron ratones Balb/C (de 8 semanas
de edad) con ketamina. El tubo se intub6 en la via aérea y se conectd a un respirador. Después se corrigié el lado
izquierdo del ratén hacia el lado superior y se hizo una incisién en la piel. El espacio se amplié entre la tercera y la
cuarta nervaduras para fijar el corazén que ha de exponerse. El 4cido desoxicélico o 4cido célico, que fue el mas eficaz
en los ensayos de cribado e in vitro, se inyect6 en el ventriculo izquierdo en una concentracién de 2 mg/kg, 10 mg/kg
y 50 mg/kg usando un método de inyeccidn vascular. Posteriormente, la arteria coronaria izquierda se até y después
se aflojé6 40 minutos mas tarde y se suturd. Después de 24 horas, los corazones se extrajeron y se congelaron a -
20 °C durante 4 horas. Los corazones se cuaternizaron en un espesor de 2 mm. Cada tejido se cultivé y se tifié con
una solucién de TTC al 2 % (en PBS) durante 40 minutos. Después, el tejido se transfirié a una solucién de formol al
10 % y se almacend durante un dia. Se tomaron fotografias y los resultados se muestran en la FIG. 6A. Ademas, en
la fotografia de tejido, el area del tejido infartado con respecto al érea total se cuantificé como %, y el resultado se
muestra en la FIG. 6B. La ciclosporina A (Cyp), una sustancia que inhibe la apertura de mPTP, se usé como control
positivo.

Como se muestra en la FIG. 8A, se confirmé que el tejido vivo se tifid de rojo y el tejido infartado se tifidé de blanco. Se
confirmé que los tejidos tratados con 2 mg/kg de 4cido desoxicélico y 2 mg/kg o 10 mg/kg de acido céblico eran en su
mayoria rojizos casi sin tincién blanca en comparacién con el grupo de control.

Ademas, como se muestra en la FIG. 6B, el grupo de control positivo Cyp (5 mg/kg) mostré una reduccién del area
infartada en aproximadamente el 20 %, mientras que el grupo tratado con 2 mg/kg de 4cido desoxicélico mostré una
disminucién de aproximadamente el 50 % y el grupo tratado con 2 mg/kg y 10 mg/kg de acido célico mostré una
disminucién de aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 40 %, respectivamente. Sin embargo, en el grupo
tratado con 4cido desoxicélico, las células murieron a una concentracién de 10 mg/kg o mas, y el &cido desoxicélico
mostré el efecto a una concentracién de 2 mg/kg o menos. El acido célico mostré la mejor eficacia a una concentracién
de 2 mg/kg. Por lo tanto, se confirmé que el efecto de suprimir la lesién por reperfusién es excelente cuando la
concentracién es baja.

Por lo tanto, se confirmé que las concentraciones bajas de &cido desoxicélico y acido cdlico podrian usarse como
inhibidores de la lesién cardiaca después de la reperfusion.

Ejemplo 5. Identificacion del efecto inhibidor del acido biliar sobre la necrosis miocardica en ratén en un
modelo en ratén de lesién por reperfusion

Con el fin de confirmar el efecto inhibidor del acido desoxicoélico entre los acidos biliares sobre la necrosis miocardica
provocada por la lesion por reperfusion, el ensayo se realizd para confirmar la necrosis miocardica en ratén usando el
colorante fluorescente Anexina-Vivo750.

Después de 24 horas, se inyectd colorante fluorescente Anexina-Vivo750 en el modelo de ratén preparado en el
Ejemplo 3 para examinar el efecto del 4cido desoxicdlico (1, 2, 5 mg/kg (mpk)) por la concentracién. Los resultados se
muestran en las FIG. 7A y 7B. Se sabe que los colorantes de anexina se unen donde se produce la apoptosis y
muestran fluorescencia.

Como se muestra en la FIG. 7A, se confirmé que el corazdn no se tifié en el grupo de control sin reperfusién, pero el
grupo de control con cirugia de reperfusion mostré una fluorescencia fuerte. Ademas, como se muestra en la FIG. 7B,
se confirmé que el grupo tratado con 4cido desoxicélico 1 mg/kg o 2 mg/kg mostré el efecto de disminuir la muerte
miocardica en el 40 % o méas en comparacién con el grupo de control con cirugia de reperfusién. Por lo tanto, se
confirmé que el 4cido desoxicélico con baja concentracién podria usarse como inhibidor de la lesién por reperfusién
debido a la inhibicién eficaz de la lesién por isquemia-reperfusién.

Ejemplo de formulacién 1: Preparacion de medicamentos
1.1 Preparacion de las capsulas
Acido biliar: 100 ml

Almidén de maiz: 100 mg
Lactosa: 100 mg
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Estearato de magnesio: 2 mg

Los componentes anteriores se mezclan y se cargan en capsulas de gelatina para preparar comprimidos de acuerdo
con un método de preparacién de capsulas convencional.

1.2 Preparacion de las inyecciones
Acido biliar: 100 ml
Agua estéril esterilizada para inyeccién: cantidad adecuada

Ajustador del pH: cantidad adecuada

Los componentes anteriores se incluyen en la cantidad anterior por 1 ampolla (2 ml) de acuerdo con un método de
preparacién de inyeccién convencional.

1.3 Preparacion de liquidos

Acido biliar: 100 ml

Azlcar: 20 g

Glucosa isomerizada: 20 g

Aroma de limén: cantidad adecuada
Se afiadibé agua purificada hasta alcanzar el volumen total de 1.000 ml. Los componentes anteriores se mezclan,
después se cargan en un frasco de color marrén y se esteriliza para preparar liquidos de acuerdo con un método de
preparacién de liquidos convencional.
Ejemplo de formulacién 2: Preparacién de alimentos
2.1 Preparacién de alimentos de harina
Se afiadieron de 0,1 partes en peso a 10,0 partes en peso de la composicién alimenticia de la presente divulgacién a
la harina de trigo, y la mezcla se usé para preparar pan, un pastel, una galleta, una galleta salada y un fideo para un
alimento de mejora de la salud.

2.2 Preparacién de productos lacteos

Se afladié a laleche de 0,1 partes en peso a 1,0 parte en peso de la composicidn alimenticia de la presente divulgacién,
y la mezcla se usé para preparar diversos productos lacteos tales como mantequilla y helado.

10
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para su uso en la prevencion o el tratamiento de la lesidén por isquemia-reperfusion
provocada por isquemia miocardica, comprendiendo la composicién un acido biliar o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en donde el acido biliar es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en acido
desoxicélico y &cido célico y el acido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo ha de administrarse en
una cantidad de 0,1 mg/kg/dia a 10 mg/kg/dia.

2. La composicién farmacéutica para el uso de la reivindicacién 1, en donde la lesidén isquémica-por reperfusion es
provocada por cirugia de reperfusién.

3. La composicién farmacéutica para el uso de la reivindicacién 1, en donde la composicidén es para el pretratamiento
de la cirugia de reperfusién.

4. La composicién farmacéutica para el uso de la reivindicacién 1, en donde el acido biliar o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo es un inhibidor de la apertura del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (mPTP).

5. La composicién farmacéutica para el uso de la reivindicacién 1, en donde el 4cido biliar o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo es un agonista de beta-catenina ( -catenina).

6. La composicién farmacéutica para el uso de la reivindicacién 1, en donde el acido biliar o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo es para proteger las mitocondrias.

7. La composicion farmacéutica para el uso de la reivindicacién 1, en donde el 4cido biliar o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo inhibe el infarto tisular.

8. La composicidén farmacéutica para el uso de la reivindicacién 1, en donde la composicién se formula en forma de
una preparacién oral o una preparacién inyectable.

9. Una composicién alimenticia para su uso en la prevencién o la mejora de la lesién por isquemia-reperfusién
provocada por isquemia miocardica, comprendiendo la composicién un acido biliar o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en donde el acido biliar es al menos uno seleccionado del grupo que consiste en acido
desoxicdlico y &cido célico y el acido biliar o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo ha de administrarse en
una cantidad de 0,1 mg/kg/dia a 10 mg/kg/dia.
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