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DESCRIPCION
Colecalciferol para uso en el tratamiento de la enfermedad celiaca
Campo de la invencién

La presente invencién se relaciona con el uso de colecalciferol como un agente activo en el tratamiento de la
enfermedad celiaca.

Estado de la técnica

La enfermedad celiaca es la enteropatia autoinmune crénica mas frecuente en las poblaciones occidentales. Esta
patologia se desencadena por la ingestiéon de gluten en sujetos genéticamente predispuestos.

El gluten, un complejo proteico de alto peso molecular presente en el endospermo de los granos de los cereales,
incluidos trigo, cebada y centeno, se almacena en las semillas para garantizar un suministro estable de nutrientes
que favorezca la germinacién y desarrollo de las plantas jévenes. Los cereales a base de gluten, que representan
los cultivos mas importantes del mundo, se utilizan normalmente para la elaboracién de productos alimenticios
como pasta, pan y diversos productos de panaderia y pasteleria. De hecho, las propiedades viscoelasticas y
estabilizadoras del gluten han favorecido su uso como aditivo en las operaciones de coccién en hornos industriales;
ademaés, el gluten proporciona a los alimentos una mayor palatabilidad, debido a la creacién de enlaces disulfuro
que, en combinacién con el oxigeno y el nitrégeno atmosféricos, alteran las propiedades de la masa.

El gluten es un compuesto de dos clases de proteinas, gluteninas y prolaminas.
La prolamina es la fraccién proteica responsable del efecto téxico para los celiacos.

La prolamina del trigo se denomina gliadina y constituye aproximadamente el 50 % del contenido de gluten.
Proteinas similares, con el mismo efecto sobre la enfermedad celiaca, se encuentran también en la cebada
(hordeina), centeno (secalina), emmer, espelta, kamut, triticale y avena (avenina).

La gliadina resistente a la pepsina-tripsina (PT-G) es el fragmento no digerido de la gliadina que contribuye a la
patogénesis de la enfermedad celiaca al alterar las uniones intercelulares estrechas (TJ) y provocar la disminucidn
de la funcién de barrera intestinal.

Incluso cantidades muy pequefias de gluten pueden causar problemas. Si no se modifican los hébitos alimentarios,
las vellosidades intestinales retroceden y la mucosa dafiada del intestino delgado ya no es capaz de metabolizar
suficientemente los nutrientes, lo que provoca desnutricién.

De hecho, la intolerancia al gluten genera graves dafios en la mucosa intestinal, como la atrofia de las vellosidades
intestinales.

La enfermedad celiaca se manifiesta de formas muy diferentes. A menudo se producen trastornos
gastrointestinales, como diarrea, hinchazén abdominal, dolor abdominal, nauseas y vomitos, pero no siempre.

Otros sintomas generales también pueden ser indicadores de una posible enfermedad celiaca. Por ejemplo,
pérdida de peso y energia, pérdida de apetito, deficiencia de hierro con anemia, osteoporosis, deseos de embarazo
insatisfechos o abortos espontaneos, deficiencia de vitaminas y/o minerales.

En los nifios, la enfermedad celiaca se desarrolla en los primeros afios de vida, a menudo ya después del destete,
cuando pasan de la leche materna a alimentos que contienen gluten. Si no se descubre a tiempo, los nifios pueden
sufrir trastornos del crecimiento y desarrollo. Los nifios celiacos suelen tener una constitucién delgada, lloran con
facilidad y son muy sensibles.

Desgraciadamente, todavia no existen terapias farmacoldgicas capaces de tratar la enfermedad celiaca ni ningln
medicamento en el mercado con esta indicacién de uso.

En la literatura existen algunos estudios preliminares tanto in vivo como in vitro que describen los posibles efectos
positivos sobre la barrera de la mucosa intestinal hacia PT-G por parte del calcitriol, que parece tener una accién
protectora contra las TJ (Dong et al. Dig. Dis. Sci. (2018), 63: 92-104). Pero el mismo estudio concluye que se
necesitan mas investigaciones y estudios clinicos para determinar la utilidad efectiva del calcitriol en el tratamiento
de la enfermedad celiaca. La Patente de Estados Unidos US 8 128 971 B1 divulga una composicién para el
tratamiento de la enfermedad celiaca que comprende L-carnosina, baya de Aronia, vitamina D3, acido félico, ARN,
ADN, Puisitilla y Lycopodium Clavatiu, que se postula para estimular el recrecimiento de las vellosidades que
entonces serian capaces de absorber mas eficientemente los nutrientes. Sin embargo, dicha patente no aporta
ninguna evidencia experimental de que la vitamina D3 (colecalciferol) sea un agente activo eficaz para tratar la
enfermedad celiaca.
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En relacién con los estudios clinicos, recientemente se ha puesto en marcha en Estados Unidos un estudio clinico
de fase |l para verificar la posibilidad de utilizar la latiglutenasa, una mezcla de dos proteasas de gluten
recombinantes especificas, capaz de degradar el gluten como tratamiento de la enfermedad celiaca en fragmentos
mas pequefios fisiologicamente irrelevantes. El farmaco, de tipo biolégico, se administraria en forma oral y se
asociaria a una dieta sin gluten.

La dieta sin gluten, llevada a cabo rigurosamente y durante toda la vida, es, de hecho, y por desgracia, hasta la
fecha, todavia la Unica terapia que garantiza al celiaco un perfecto estado de salud.

Por lo tanto, se siente fuertemente la necesidad de desarrollar farmacos que sean capaces de tratar la enfermedad
celiaca, o al menos de contrarrestar los efectos nocivos causados por la misma.

El objeto de la presente invencién es, por tanto, encontrar un remedio eficaz para el tratamiento de la enfermedad
celiaca, que ademas sea bien tolerado por el organismo.

Resumen de la invencién

Este objeto se ha logrado mediante el colecalciferol como un agente activo para uso en el tratamiento terapéutico
de la enfermedad celiaca.

En otro aspecto, el colecalciferol como un agente activo para uso en el tratamiento de la enfermedad celiaca se
administra en una cantidad terapéuticamente eficaz para la reduccién de la atrofia de las vellosidades intestinales.

En otro aspecto, el colecalciferol como agente activo para uso en el tratamiento de la enfermedad celiaca se
administra en una cantidad terapéuticamente eficaz para la proteccién y regeneracién del epitelio intestinal.

En otro aspecto, la presente invencién se relaciona con una composicién farmacéutica o un complemento
alimenticio que comprende colecalciferol como agente activo, y al menos un excipiente adecuado, para uso en el
tratamiento de la enfermedad celiaca.

En otro aspecto, la presente invencién se relaciona con un alimento para celiacos que comprende colecalciferol
como un agente activo para uso en el tratamiento de la enfermedad celiaca, y al menos un ingrediente alimentario
adecuado.

Descripcidn detallada de la invencién

La presente invencién se define en las reivindicaciones. Cualquier materia que quede fuera del ambito de las
reivindicaciones se proporciona Unicamente a titulo informativo. Los métodos de tratamiento del cuerpo humano
mediante terapia, a los que se hace referencia en esta descripcién, no forman parte de la presente invencién como
tal, sino que se describen aqui en relacién con compuestos y composiciones farmacéuticas o alimentarias para
uso en dichos métodos de tratamiento del cuerpo humano mediante terapia, de acuerdo con la presente invencién.

La invencién se refiere al colecalciferol como agente activo para su uso en el tratamiento de la enfermedad celiaca.

El colecalciferol, o vitamina D3, es el compuesto natural de la vitamina D, de origen animal/humano. Es una
prohormona, precursora de las dos formas hidroxiladas [250HD y 1.25(OH)2D] de la vitamina D vy, por lo tanto,
necesita someterse a dos procesos naturales de hidroxilaciéon para transformarse en su forma metabédlicamente
activa.

Para los fines de la presente invencién, se entiende que el término "colecalciferol" incluye todos los isbmeros
opticos, isbmeros geométricos y estereocisémeros, asi como sus mezclas, tales como mezclas de enantibmeros,
mezclas racémicas y mezclas de diastereoisémeros, asi como todas sus formas polimérficas, tanto amorfas como
cristalinas y cocristalinas, asi como las formas anhidras, hidratadas y solvatadas, sales farmacéuticamente
aceptables y mezclas de las mismas.

Como también se desprendera de los ejemplos siguientes, el colecalciferol ha demostrado ser un agente activo
que puede utilizarse en el tratamiento de la enfermedad celiaca.

En particular, el colecalciferol ha mostrado una marcada actividad en la reduccidn de la atrofia de las vellosidades
intestinales. Por lo tanto, el colecalciferol puede utilizarse eficazmente como un agente activo para reducir la atrofia
de las vellosidades intestinales. Por lo tanto, la presente invencién también se refiere al uso de una cantidad
terapéuticamente eficaz de colecalciferol como un agente activo para reducir la atrofia de las vellosidades
intestinales. De hecho, los ejemplos que se presentan a continuacion han demostrado que las vellosidades de los
animales tratados con colecalciferol eran mas largas que las de los controles celiacos no tratados. Dado que la
disminucién de la longitud de las vellosidades es un signo de atrofia de las vellosidades y de enteropatia celiaca,
puede decirse que los resultados del anélisis histomorfométrico fueron decididamente positivos, siendo las
vellosidades de los animales tratados con colecalciferol mas largas que las de los controles celiacos no tratados;
ademés, se demostrd que el aumento de la longitud de las vellosidades era proporcional a la dosis de colecalciferol
administrada.
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Ademas, el colecalciferol también ha mostrado una marcada actividad en la proteccién y regeneracién del epitelio
intestinal, por lo que el colecalciferol también puede utilizarse eficazmente como agente activo en la proteccién y
regeneracién del epitelio intestinal. Por lo tanto, la presente invencién también se refiere al uso de una cantidad
terapéuticamente eficaz de colecalciferol como un agente activo en la protecciéon y regeneracién del epitelio
intestinal.

En algunas realizaciones, la presente invencién se relaciona con colecalciferol como agente activo para uso en el
tratamiento de la enfermedad celiaca, en donde dicho tratamiento comprende la administracién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de colecalciferol para la reduccién de la atrofia de las vellosidades intestinales.

En otras realizaciones, la presente invencion se relaciona con colecalciferol como un agente activo para uso en el
tratamiento de la enfermedad celiaca, en donde dicho tratamiento comprende la administracién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de colecalciferol para la proteccién y regeneracién del epitelio intestinal.

En otras realizaciones, la presente invencién se relaciona con colecalciferol como un agente activo en el
tratamiento de la enfermedad celiaca, en donde dicho tratamiento comprende la administracién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de colecalciferol para la reduccién de la atrofia de las vellosidades intestinales y la
proteccién y regeneracién del epitelio intestinal.

Preferiblemente, el colecalciferol se administrara en una dosis de 0.4 pg/kg/dia a 11 pg/kg/dia, mas preferiblemente
de 0.8 pg/kg/dia a 11 pg/kg/dia, y aun mas preferiblemente de 4 pg/kg/dia a 11 pg/kg/dia.

En otras palabras, preferiblemente el colecalciferol debe administrarse en una dosis de 16 IU/kg/dia a 430
IU/kg/dia, mas preferiblemente de 30 |U/kg/dia a 430 IU/kg/dia, y ain mas preferiblemente de 160 [U/kg/dia a 430
IU/kg/dia.

Preferiblemente, el colecalciferol se administrard por via oral, inyectable o subcutdnea, mas preferiblemente por
via oral. A excepcidn de determinadas condiciones clinicas (por ejemplo, sindromes de malabsorcién), es preferible
la via de administraciéon oral, ya que es superior en términos de eficacia para aumentar la 250HD sérica en
comparacién con la formulacién intramuscular.

En otro aspecto, la presente invencién se relaciona con una composicién farmacéutica o un complemento
alimenticio, que comprende colecalciferol como un agente activo, y al menos un excipiente adecuado, para uso en
el tratamiento de la enfermedad celiaca.

En algunas realizaciones, la presente invencién se relaciona con una composicién farmacéutica o un complemento
alimenticio, que comprende colecalciferol como un agente activo, y al menos un excipiente adecuado, para uso en
el tratamiento de la enfermedad celiaca, en donde dicho tratamiento comprende la administracién de una
composicién farmacéutica o un complemento alimenticio que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de
colecalciferol para la reduccion de la atrofia de las vellosidades intestinales.

En otras realizaciones, la presente invencién se relaciona con una composicién farmacéutica o un complemento
alimenticio, que comprende colecalciferol como un agente activo, y al menos un excipiente adecuado, para uso en
el tratamiento de la enfermedad celiaca, en donde dicho tratamiento comprende la administracién de una
composicién farmacéutica o un complemento alimenticio que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de
colecalciferol para la proteccién y regeneracién del epitelio intestinal.

En otras realizaciones, la presente invencién se relaciona con una composicién farmacéutica o un complemento
alimenticio, que comprende colecalciferol como un agente activo, y al menos un excipiente adecuado, para uso en
el tratamiento de la enfermedad celiaca, en donde dicho tratamiento comprende la administracién de una
composicién farmacéutica o un complemento alimenticio que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de
colecalciferol para la reduccién de la atrofia de las vellosidades intestinales y la proteccién y regeneracién del
epitelio intestinal.

Dicha composicién farmacéutica o complemento dietético puede ventajosamente comprender también al menos
un probibtico.

La composicion farmacéutica, asi como el complemento alimenticio de la invencién, pueden administrarse por via
oral, inyectable o subcutanea.

En una realizacion preferida, dicha composiciéon farmacéutica o complemento dietético debe administrarse por via
oral.

Cuando la composicién farmacéutica o complemento dietético va a administrarse por via oral, se presenta
preferentemente en forma de un preparado sélido bucodispersable, gel, capsula, comprimido, polvo, granulado,
solucién, suspensidn, emulsién o tintura.

La composicion farmacéutica o complemento alimenticio de la invencién para administrar por via oral en forma de
preparado sélido bucodispersable, gel, capsula, comprimido, polvo, granulado, solucién, suspensién, emulsién o
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tintura, se administra preferentemente en una dosis tal que proporcione de 0.4 ug/kg/dia a 11 pg/kg/dia de
colecalciferol, preferentemente de 0.8 pg/kg/dia a 11 pg/kg/dia, aun mas preferentemente de 4 pg/kg/dia a 11
Ho/kg/dia.

En otras palabras, dicha composicién farmacéutica o complemento alimenticio de la invencién para administrar por
via oral en la forma de un preparado sdélido bucodispersable, gel, capsula, comprimido, polvo, granulado, solucién,
suspensién, emulsién o tintura, se administra preferentemente en una dosis tal que proporcione de 16 IU/kg/dia a
430 IU/kg/dia de colecalciferol, preferentemente de 30 IU/kg/dia a 430 |U/kg/dia, ain mas preferentemente de 160
IU/kg/dia a 430 IU/kg/dia.

En realizaciones preferidas, la composicién farmacéutica o complemento alimenticio de la invencién para
administrar por via oral, en la forma de una solucién, suspensién, emulsién, gel o tintura, comprende colecalciferol
en una concentracién de 10,000 |U/ml a 20,000 [U/ml.

Dicha composicién farmacéutica o complemento alimenticio de la invencién puede presentarse ventajosamente en
la forma de una dosis unitaria.

Dicha composicién farmacéutica o complemento alimenticio de la invencién, también en la forma de una dosis
unitaria, comprende ademas al menos un excipiente adecuado. El término "excipiente" designa un compuesto o
una mezcla de compuestos aptos para uso farmacéutico o alimentario, respectivamente. Por ejemplo, un excipiente
para uso en una formulacién farmacéutica o alimentaria generalmente no debe causar una respuesta adversa en
un sujeto, ni debe inhibir significativamente la eficacia del colecalciferol contenido en ella.

Los excipientes adecuados son acidulantes, reguladores de la acidez, agentes antiaglomerantes, antioxidantes,
agentes de carga, agentes reforzantes, agentes gelificantes, agentes de recubrimiento, almidones modificados,
secuestrantes, espesantes, edulcorantes, diluyentes, desagregantes, deslizantes, colorantes, aglomerantes,
lubricantes, estabilizantes, adsorbentes, humectantes, saborizantes, sustancias formadoras de pelicula,
emulsionantes, agentes humectantes, retardantes de liberacién y mezclas de los mismos.

Preferentemente, dichos excipientes son aceite de oliva, aceite mineral, parafina liquida, vaselina blanca,
polioxietileno, cera emulsionante, alcohol estearilico, alcohol isostearilico, alcohol cetilestearilico, &cido esteérico,
estearato de glicerilo, lauril sarcosinato de sodio, glicerina, éter de dietilenglicolmonoetilo, polietilenglicoles,
estearatos de polietilenglicol, carbopol, carbémeros, Poloxamer 407, Macrogol 400, bentonita purificada,
propionato de miristilo, dimeticona, diéxido de titanio, tensioactivos anidnicos, catiénicos y no iénicos, agua, sorbato
potasico, benzoato sédico, e-polisina, sucralosa, maltodextrina, &cido citrico, carbonato sédico, carbonato célcico,
carbonato magnésico, estearato magnésico, almidén natural, almidén parcialmente hidrolizado, almidén
modificado, lactosa, fosfato célcico, carbonato calcico, sulfato calcico, polivinilpirrolidona, silice, silice coloidal,
silice precipitada, silicatos de magnesio, silicatos de aluminio, laurilsulfato sédico, laurilsulfato magnésico,
copolimeros de metacrilato, deshidroacetato sddico, goma xantana, goma guar, goma tara, goma de algarrobo,
goma de fenogreco, goma arabiga, acido alginico, alginato sédico, alginato de propilenglicol, croscarmelosa sédica,
polivinilpolipirrolidona, behenato de glicerilo, carmin de indigo, celulosa, celulosa modificada, carboximetilcelulosa
célcica, carboximetilcelulosa sédica, celulosa microcristalina, etilcelulosa, gelatina, hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, polidextrosa, carragenano, metilcelulosa, sacarosa, ésteres de goma de sacarosa, sorbitol,
xilitol, dextrosa, fructosa, maltitol, goma tragacanto, pectina, agar, carboxipolimetileno, hidroxipropilmetilcelulosa,
tragacanto, manitol, o una mezcla de los mismos.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica o el complemento alimenticio de la invencién consiste
esencialmente en colecalciferol como un agente activo y al menos un excipiente adecuado. La expresién "consiste
esencialmente en"” significa que el colecalciferol es el Gnico ingrediente activo en el tratamiento de la enfermedad
celiaca que esta presente en la composicién o complemento, mientras que cualquier componente adicional, como
dicho al menos un probiético, o excipientes no interfieren con su accién. Debe entenderse que todos los aspectos
identificados anteriormente como preferidos y ventajosos para el uso de colecalciferol, la composiciéon o el
complemento alimenticio, deben considerarse igualmente preferidos y ventajosos también para estas
realizaciones.

En otras realizaciones, la composicién farmacéutica o complemento alimenticio de la invencién consiste en
colecalciferol como un agente activo, al menos un excipiente adecuado y, opcionalmente, al menos un probidtico.

En ofra realizacion preferida de la presente invencién, dicha composicién es un alimento para celiacos que
comprende colecalciferol como un agente activo para el uso descrito anteriormente, y al menos un ingrediente
alimentario adecuado.

Se ha comprobado sorprendentemente que la presencia de colecalciferol permite a los celiacos alimentarse, sin
recurrir necesariamente a productos sin gluten. Por lo tanto, ventajosamente, de acuerdo con la presente invencion,
el término "alimento para celiacos" significa cualquier producto comestible, con o sin gluten, destinado tanto a la
alimentacién humana como animal, incluyendo productos de panaderia, bebidas alcohdlicas, bebidas no
alcohdlicas, barritas energéticas, dietéticas, condimentos, los llamados "cereales de desayuno", pasta fresca, pasta
seca, leche y sus derivados (como yogur y helados), zumos de frutas, dulces, asi como pienso animal.
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Preferentemente, dicho alimento para celiacos es un producto horneado, como pasta, pan, refrigerio dulce,
refrigerio salado, galleta, palitos de pan, galleta salada, postre, tarta salada, y en general cualquier tipo de masa
cocida que contenga harina, con o sin gluten, mas preferentemente sin gluten. Preferentemente, dicho alimento
para celiacos contiene colecalciferol en una cantidad de 200 a 2,000 U por racién.

En realizaciones preferidas, cuando dicho alimento para celiacos es un producto horneado, contiene colecalciferol
en una cantidad de 1 a 5 [U/g.

Dichos alimentos para celiacos pueden consumirse con el objetivo de contribuir a la reduccidén de la atrofia de las
vellosidades intestinales y a la proteccién y regeneracién de las mismas.

Dicho alimento para celiacos puede ventajosamente comprender también al menos un probibtico, como se ha
descrito anteriormente.

Todas las composiciones farmacéuticas o complementos alimenticios o alimentos para celiacos descritos
anteriormente pueden prepararse mediante métodos conocidos en la técnica.

Debe entenderse que también se describen todas las combinaciones posibles de los aspectos preferidos del
colecalciferol, de los productos que lo contienen y de los usos respectivos, como se ha indicado anteriormente, y
por lo tanto igualmente preferidos.

También debe entenderse que todos los aspectos identificados como preferidos y ventajosos para el colecalciferol
y sus productos deben considerarse igualmente preferidos y ventajosos también para su preparacién y usos.

La eficacia del colecalciferol como un agente activo en el tratamiento de la enfermedad celiaca también quedaréa
clara en los ejemplos que se dan a continuacion.

Sin querer atarse a ninguna teoria, se cree que el colecalciferol es beneficioso en el contexto del tratamiento de la
enfermedad celiaca también porque puede influir en el perfil de la microbiota intestinal a través de la regulacién de
péptidos antimicrobianos que, a su vez, regulan la comunidad microbiana intestinal, asegurando la homeostasis
de cepas bacterianas beneficiosas. Esta accién estaria mediada, a nivel molecular, por el receptor de la vitamina
D (VDR).

Ademas, el colecalciferol se almacena normalmente en el tejido adiposo, donde crea depésitos de los que se libera
lentamente. Precisamente por esta razédn, tiene una vida media sanguinea bastante corta (T+» estimada en 19-25
horas), mientras que su vida media funcional (varias semanas) es mucho mas larga (relacionada con la liberacién
lenta). La elevada vida media funcional (liberacién lenta por el tejido adiposo) hace del colecalciferol un agente
activo extremadamente flexible y adaptable en la practica clinica, permitiendo incluso regimenes de administracién
intermitentes.

A continuacién, se presentan ejemplos practicos de la presente invencién con fines ilustrativos y no limitativos.
Ejemplos

Ejemplo 1: Evaluacién de la eficacia de la administracién oral repetida de colecalciferol en un modelo de
enfermedad celiaca en dos ratones (ratones NOD)

Para el estudio, se eligid el ratbn NOD (No Obeso Diabético) como un modelo experimental que, cuando es
alimentado con una dieta estandar que contiene gluten, es capaz de desarrollar espontaneamente enteropatia y
trastornos autoinmunes, con alteraciones del intestino delgado similares a las observadas en la enfermedad celiaca
humana.

A continuacién, se colocaron 103 ratones NOD hembra de cuatro semanas de edad en dos recintos diferentes (uno
para ratones destinados a seguir una dieta estandar y otro para ratones destinados a seguir una dieta sin gluten)
y se les permitié aclimatarse durante un periodo de al menos siete dias.

A continuacién, fueron asignados aleatoriamente a siete grupos experimentales diferentes. El desarrollo de la
enteropatia se consiguié alimentando a ratones NOD con una dieta estdndar que contenia gluten y
administrandoles gliadina por via oral con una dosis de 10 ug/kg durante diez dias consecutivos.

Los siete grupos experimentales se representan en la siguiente tabla 1.

Tabla 1
No. No. de Tipo de Fenotipo | Gliadina Tipo de Dosificacion y Posologia
de individuos | dieta tratamiento via de y duracién
grupo | por grupo | administrada administracién de
tratamiento
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1 13 Sin gluten saludable | no Vehiculo 10 ml/kg porvia | Una vez al
(aceite de oral dia por 12
oliva) semanas

2 13 estandar celiaco 5 ug/kg por | vehiculo 10 ml/kg por via | Una vez al

via oral por (aceite de oral dia por 12
10 dias oliva) semanas
consecutivos

3 15 estandar celiaco 5 ug/kg por | colecalciferol | 5 ug/kg/dia por | Una vez al

via oral por via oral (200 dia por 12
10 dias IU/kg/dia) semanas
consecutivos

4 15 estandar celiaco 5 ug/kg por | colecalciferol | 10 pg/kg/dia Una vez al

via oral por por via oral dia por 12
10 dias (400 IU/kg/dia) | semanas
consecutivos

5 16 estandar celiaco 5 ug/kg por | colecalciferol | 20 pg/kg/dia Una vez al

via oral por por via oral dia por 12
10 dias (800 IU/kg/dia) | semanas
consecutivos

6 16 estandar celiaco 5 ug/kg por | colecalciferol | 50 pg/kg/dia Una vez al

via oral por por via oral dia por 12
10 dias (2000 semanas
consecutivos IU/kg/dia)

7 15 estandar celiaco 5 ug/kg por | colecalciferol | 130 pg/kg/dia Una vez al

via oral por por via oral dia por 12
10 dias (52001U/kg/dia) | semanas
consecutivos

Al final del periodo de tratamiento, los ratones fueron sacrificados. Se realiz6 un examen macroscépico y se extrajo
el intestino delgado de cada ratén para someterlo a exdmenes microscépicos.

En particular, se llevaron a cabo examenes histopatolégicos e histomorfométricos en secciones de intestino con
un grosor de 5-7 pym colocadas en parafina y tefiidas con hematoxilina-eosina.

Se utilizé el sistema de puntuacidén descrito en Marsh et al, Gut 1990 Jan; 31 (1): 111-4, para permitir la comparacion
entre grupos con diferentes grados de infiltracién inflamatoria y tipo de lesiones observadas bajo el microscopio, lo
que permite la siguiente clasificacion:

- lesién tipo 0: mucosa intestinal normal;

- lesidn tipo 1 (infiltrativa): morfologia y arquitectura normales de las vellosidades, mayor nimero de linfocitos
intraepiteliales;

- lesién tipo 2 (hiperplasica): morfologia y arquitectura normales de las vellosidades, mayor nimero de linfocitos
intraepiteliales, hiperplasia de los elementos glandulares;

- lesién tipo 3 (infiltrativa): diferentes grados de atrofia de las vellosidades con hipertrofia de las criptas glandulares,
enterocitos superficiales de altura reducida, mayor niumero de linfocitos intraepiteliales.

A continuacién, se llevaron a cabo quince mediciones histomorfométricas de la altura de las vellosidades de cada
una de las cinco secciones de intestino delgado evaluadas para cada ratén.

Los resultados de la evaluacion histopatolégica microscépica se resumen en la siguiente tabla 2, que contiene los
cuatro grados de lesién descritos anteriormente y el nimero de animales de cada grupo que presentan los distintos
tipos de lesiones.

Tabla 2
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..........................................................................................................................................................................................

‘Control (n=13)

atologia de control (n=13)

;Colecalciferol 5ug/kg (n=15) 0 2 13 0
%Colecalciferol 10 pg/kg (n=15) 0 9 4 2
%Colecalciferol 20 pg/kg (n=16) 0 7 4 5
Colecalciferol 50 pg/kg (n=16) | R 3 9 1
Coleca|C|fer0|130|Jg/kg(n15)3 ........................... P e A

La representacidn histolégica méas grave para el intestino delgado se observé en el grupo de celiacos no tratados,
en donde 5 de 13 animales mostraron lesiones de la mayor extensién.

Por otra parte, a todas las dosis probadas de colecalciferol, se observé una mejora global en la representacién
general de las lesiones en los ratones tratados en comparacién con los ratones celiacos no tratados. Esta
representacién mejoré significativamente cuando el tratamiento se llevd a cabo con las dosis mas altas de
colecalciferol, es decir, cuando los ratones fueron tratados con administraciones repetidas de 50 y 130 pg/kg de
colecalciferol.

Los resultados de la evaluacién microscépica histomorfométrica de la longitud de las vellosidades se muestran en
la siguiente tabla 3.

Tabla 3

%Colecalciferol 5ug/kg (n=15) 65.7

%Colecalciferol 10 pg/kg (n=15) 71.2

.........................................................................................................................................

olecalciferol 20 ug/kg (n=16) 76.1
Colecalciferol 50 ug/kg (n=16) | 750
§'é'5ié"é£ia¥é}5i'"1'é"b"ﬁé’/’kg;'"(h""%s"j """""""""""""""""""" 788

Como es evidente de los datos indicados en la Tabla 3 anterior, las vellosidades de los animales tratados con
colecalciferol resultaron ser mas largas que las de los controles celiacos no tratados.

Dado que la disminucién de la longitud de las vellosidades es un signo de atrofia de las vellosidades y de
enteropatia celiaca, puede decirse que los resultados del analisis histomorfométrico fueron decididamente
positivos, con las vellosidades de los animales tratados con colecalciferol mas largas que las de los controles
celiacos no tratados, y con una longitud que resulté ser tanto mayor cuanto mayores eran las dosis de colecalciferol
administradas, mostrando asi una relacién dependiente de dosis entre el aumento de la longitud de las vellosidades
y la dosis de colecalciferol administrada.

Ejemplo 2: Analisis de la expresién de algunas proteinas en la mucosa del intestino delgado de ratones NOD
mediante inmunohistoquimica (IHC)
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Se tomaron muestras de intestino delgado de ratones pertenecientes a los grupos experimentales 2 (control de
patologia) y 7 (colecalciferol 130 pg/kg) del experimento descrito en el Ejemplo 1y se procesaron para evaluar por
inmunohistoquimica la expresién de tres proteinas: el receptor de la vitamina D (VDR), el marcador de células T
(CD3) que indica infiltracién linfocitaria y la proteina de Zonula Occludens 1 o Zonulin-1 (ZO-1) que suele liberarse
en suero y tejidos tras la destruccién de la barrera epitelial intestinal, en particular de las uniones estrechas
intercelulares (TJ).

Las muestras se lavaron en xileno, se hidrataron y se lavaron en agua con soluciones de etanol y agua a escala.
La recuperacion del antigeno se llevé a cabo en regulador de citrato de sodio utilizando el protocolo estandar de
"olla a presién". Una vez finalizada la recuperacién del antigeno, las muestras se colocaron a temperatura ambiente
durante 10 'y se lavaron dos veces durante 2' en PBS tween (regulador fosfato salino con tween). Los sitios no
especificos se bloquearon con 200 pl de bloque inicial T20.

A continuacién, se dispensaron en cada portaobjetos, o bien 200 pl de solucién que contenia el anticuerpo primario
de interés, o bien 200 pl del control negativo respectivo. A continuacién, los portaobjetos se dejaron incubar durante
toda la noche en una camara himeda con PBS a4 ° C.

Tras la incubacién, se llevaron a cabo lavados repetidos en regulador de lavado a temperatura ambiente, tras lo
cual se bloqueé la peroxidasa enddgena con un regulador de peréxido de hidrégeno al 0.3 %.

Posteriormente, se volvieron a llevar a cabo lavados repetidos en regulador de lavado a temperatura ambiente y
se afladid el anticuerpo secundario, que se dejé incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

A continuacién, se volvieron a llevar a cabo lavados repetidos en regulador de lavado a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afadié la solucion DAB (3'3'-diaminobencidina), que se bloqueé mediante lavado a
temperatura ambiente.

Por ultimo, se llevd a cabo una contratincién con hematoxilina de Meyer y se detuvo la reaccién lavando en agua.
A continuacién, los portaobjetos se montaron con dos gotas de medio de montaje acuoso y se dejaron secar.

La atrofia de la mucosa intestinal se evalué de acuerdo con la clasificacién de Corazza-Villanacci.

Se evalud el marcado de anticuerpos en vellosidades, criptas y células caliciformes.

Resultados

VDR

Se detecté una reduccion de la atrofia en las vellosidades del grupo de animales tratados con colecalciferol en
comparacién con el control tratado con vehiculo.

Las vellosidades estaban méas marcadas, por lo tanto con una mayor expresién de VDR, en el grupo tratado con
colecalciferol y el mismo fenémeno se observd en las criptas. En cuanto a las células caliciformes, el grupo tratado
con el activo mostré un menor niumero de células marcadas, aunque con una mayor intensidad de marcaje.

CD3

Esta proteina estaba menos expresada en el grupo tratado con colecalciferol, mientras que las vellosidades y
criptas del mismo grupo no estaban marcadas. Esto significa que no habia infiltrado de células linfocitarias
intraepiteliales, lo que indica una menor respuesta inmunitaria, que subyace a la patogénesis de la enfermedad
celiaca.

Las células caliciformes del grupo tratado con el activo también mostraron una reduccién de la sefial en
comparacién con el control y también una reduccién de la intensidad del marcado.

Z0-1

La atrofia de las vellosidades fue menos marcada en el grupo tratado con colecalciferol.

Las vellosidades y criptas estaban mas marcadas en el grupo tratado con el vehiculo.

Ejemplo 3: Composicién farmacéutica que comprende colecalciferol para uso oral en forma de una solucién

Para elaborar composiciones farmacéuticas en la forma de una solucidén para uso oral, se mezclé el colecalciferol
con excipientes adecuados.

Las composiciones elaboradas contenian una dosificacién unitaria de aproximadamente 50,000 IU y 25,000 IU por
frasco.
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Las cantidades de excipientes contenidas en cada frasco se indican en las siguientes tablas 4a y 4b,
respectivamente.

Tabla 4a
ComponenteCant|dadun|tar|a ..............................
Colecalciferol ! é oooul

......................................................................................................................

EAcelte de oliva refinado Equlllbrlo de volumen a 2.5 mI

Tabla 4b
Componente s"é';r'{{.‘a;&dﬁ.‘t;}}; """""""""""""""
Colecal leerc)l ....................... 25000U| ............................................

Después de haber introducido el aceite de oliva refinado en un tanque de disolucién calentado a40° C+3°C
(comprobando que la temperatura nunca superaba los 45 ° C), se afiadié colecalciferol bajo nitrégeno, agitando
hasta la disolucién completa (al menos 60 minutos). A continuacién, la mezcla se enfrié a aproximadamente 27 °
C (£ 3 ° C)y se filtrd bajo nitrébgeno a la presién maxima de 0.8 atm en el tanque.

Finalmente, la solucién filtrada se dosificé automéaticamente en el interior de frascos tipo Il de color ambar y se
sellé en su interior.

Ejemplo 4: Composiciones farmacéuticas que comprenden colecalciferol para uso oral en forma de capsula de
gelatina dura

Para elaborar una composicién farmacéutica en la forma de una capsula dura para uso oral, se mezclé
colecalciferol con excipientes adecuados.

Las composiciones elaboradas contenian una dosificacién unitaria de aproximadamente 50,000 IU y 25,000 IU por
capsula.

Las cantidades de excipientes contenidas en cada capsula se indican en las siguientes tablas 5a y 5b,
respectivamente.

Tabla 5a

\éComponente Cantidad unitaria (mg)

éCoIecaIciferoI 51.250 mg (equivalente a 50,000 Ul)é
%Aceite de oliva refinado 181.150 mg :
e bl g
Componente 1 Cantidad unitaria (mg) |
Colecalciferol | 6 625 mg (equivalente a 25,000 Ul).
Ace|tedeo||varef|nado ............................ 181775mg ...........................

Se afiadié colecalciferol al aceite de oliva refinado en un tanque de disolucidn, bajo nitrégeno, dejandolo agitar
hasta su completa disolucién (durante al menos 60 minutos).

10
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Las cépsulas se llenaron, aln bajo nitrbgeno, mediante maquinas autométicas, con 200 L de la solucién de
colecalciferol asi preparada.

Posteriormente, las capsulas se sellaron con una banda de gelatina y se envasaron en blisteres de PVC/PVDC/AI
mediante una maquina para fabricacién de blisteres automética.

Ejemplo 5: Preparacién de un alimento que contiene colecalciferol
Se prepar6 una focaccia que contenia colecalciferol e ingredientes adecuados, como se indica en la tabla 6.

Tabla 6

Agua tibia 200 mi
Lechet|b|a120m| ...........
Levadurade cerveza 109
éAceite de oliva virgen extra 2 cucharas
éCoIecaIciferoI 22,000 Ul
sal Lojusto |

iRomero picado §Lo justo

En un recipiente se disolvié la levadura en agua, que luego se afiadié a la harina y se mezclé.
Posteriormente, se afiadi6 leche a la mezcla de forma gradual y bajo agitacién.

A continuacién, se afiadié a la masa una porcién de aceite de oliva (aproximadamente una cucharada sopera) y
sal, y se continué la agitacién.

La masa se colocd en un recipiente antiadherente adecuado, se extendié y se dejé fermentar durante
aproximadamente 2 horas.

A continuacién, se espolvored la masa con sal gruesa y romero y se cocié a aproximadamente 220 ° C durante 25
minutos.

Al final, se roci6 el dorso de la focaccia con la cucharada restante de aceite de oliva, en la que se habian disuelto
2,000 |U de colecalciferol.

Conclusiones

En conclusién, todas las pruebas descritas anteriormente demuestran que el colecalciferol es un agente activo que
puede utilizarse en el tratamiento de la enfermedad celiaca.

En particular, el colecalciferol ha mostrado una marcada actividad en la reduccidn de la atrofia de las vellosidades
intestinales, por lo que puede utilizarse eficazmente como agente activo en la reduccién de la atrofia de las
vellosidades intestinales.

Ademas, el colecalciferol también ha mostrado una marcada actividad en la proteccién y regeneracién del epitelio
intestinal, por lo que también puede utilizarse eficazmente como un agente activo en la proteccién y regeneracién
del epitelio intestinal.

1
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REIVINDICACIONES
1. Colecalciferol como un agente activo para uso en el tratamiento de la enfermedad celiaca.

2. Colecalciferol para el uso de la reivindicacién 1, en donde dicho tratamiento de la enfermedad celiaca comprende
la administraciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz de colecalciferol para la reduccién de la atrofia de las
vellosidades intestinales.

3. Colecalciferol para uso de la reivindicacién 1, en donde dicho tratamiento de la enfermedad celiaca comprende
la administraciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz de colecalciferol para la proteccidén y regeneracién del
epitelio intestinal.

4. Colecalciferol para el uso de la reivindicacién 1, en donde dicho tratamiento de la enfermedad celiaca comprende
la administraciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz de colecalciferol para la reduccién de la atrofia de las
vellosidades intestinales y la proteccién y regeneracién del epitelio intestinal.

5. Colecalciferol para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el colecalciferol debe
administrarse en una dosis de 0.4 ug/kg/dia a 11 pg/kg/dia, preferentemente 0.8 pg/kg/dia a 11 pg/kg/dia, méas
preferiblemente 4 ug/kg/dia a 11 pg/kg/dia, o en una dosis de 16 IU/kg/dia a 430 IU/kg/dia, preferiblemente 30
IU/kg/dia a 430 IU/kg/dia, mas preferiblemente 160 1U/kg/dia a 430 1U/kg/dia.

6. Colecalciferol para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el colecalciferol debe
administrarse por via oral, inyectable o subcutanea, preferentemente por via oral.

7. Composicién farmacéutica o complemento alimenticio que comprende colecalciferol como un agente activo para
uso en el tratamiento de la enfermedad celiaca de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, y al
menos un excipiente adecuado.

8. La composicion farmacéutica o complemento alimenticio para uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde
dicha composiciéon farmacéutica o complemento alimenticio es para administrar por via oral, y se presenta en la
forma de preparado sélido o bucodispersable, gel, capsula, comprimido, polvo, granulado, solucién, suspensién,
emulsién o tintura.

9. La composicidn farmacéutica o complemento alimenticio para uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en la forma
de una solucién, suspension, emulsién en gel o tintura y que comprende colecalciferol en una concentracién de
10,000 1U/ml a 20,000 1U/ml.

10. Alimento para celiacos que comprende colecalciferol como un agente activo para uso en el tratamiento de la
enfermedad celiaca de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, y al menos un ingrediente
alimentario adecuado.

11. El alimento para celiacos para uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde dicho alimento es un producto
comestible destinado tanto al consumo humano como animal, seleccionado entre productos de panaderia, bebidas
alcohdlicas, refrescos, bebidas energéticas, barritas dietéticas, condimentos, los denominados "cereales de
desayuno", pasta fresca, pasta seca, leche y sus derivados, zumos de frutas y dulces, y alimentos para animales.

12. El alimento para celiacos para uso de acuerdo con la reivindicacion 10 u 11, en donde el colecalciferol esta
presente en una cantidad de 200 a 2,000 IU por porcién, o en una cantidad de 1 a 5 |U/g de alimento.

13. La composicién farmacéutica o el complemento alimenticio para uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7-9, o el alimento para celiacos para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
10-12, comprende ademés al menos un probibdtico.

12
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