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DESCRIPCION
Composicion para su uso en el tratamiento de alteraciones intestinales
Descripcion

La presente invencion, como se define en las reivindicaciones, se refiere a una composicion que comprende una
mezcla que comprende 0, como alternativa, consiste en un extracto (a) de un fruto de al menos una planta del género
Vaccinium y al menos un ingrediente (b) aceptable para uso farmacéutico o alimentario, y el uso del mismo en la
prevencion y/o el tratamiento de la enfermedad diverticular, o de una patologia derivada de la misma o correlacionada
con la misma.

El intestino representa el 6rgano diana de numerosas patologias inflamatorias, que pueden ser la causa de trastornos
graves y, a menudo, son dificiles de tratar por los médicos.

Entre ellos, un papel de primordial importancia lo ocupan:
- la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell).

- la reservoritis.

- la enfermedad diverticular y la diverticulitis.

Las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell) se caracterizan por la presencia de una inflamacién crénica de la
mucosa del intestino, que tiene un curso intermitente y puede provocar complicaciones graves. Incluyen la enfermedad
de Crohn (EC), la rectocolitis ulcerosa (RCU) y la denominada “colitis indeterminada” (Cl).

Los sintomas difieren para las dos patologias mas importantes del grupo, concretamente, la enfermedad de Crohn
(EC) vy la rectocolitis ulcerosa (RCU).

En el caso de la EC, los sintomas iniciales mas frecuentes son la diarrea y el dolor abdominal, localizados sobre todo
en la fosa iliaca derecha (correspondiente a la Gltima asa ileal, lugar mas frecuente de la enfermedad).

La RCU, por el contrario, casi siempre se manifiesta con diarrea sanguinolenta (que contiene sangre roja brillante y
mucosa mezcladas con las heces), asociada a “tenesmo” (sensacion de evacuacion incompleta) y, a veces, anemia.

Ambas enfermedades pueden tener periodos de latencia que se alternan con brotes de inflamacion. Cuando la
inflamacion intestinal vuelve a agudizarse, también aparecen sintomas constitucionales, tales como fiebre, pérdida de
peso, astenia y pérdida de apetito. Con el tiempo, la EC puede complicarse con la formacion de estenosis
(estrechamiento del lumen de la porcion afectada del intestino, que, en ultima instancia, puede provocar una
obstruccion intestinal), fistulas (comunicaciones entre el intestino y la piel, o entre 6rganos abdominales) o abscesos.

La denominada “colitis indeterminada”, Cl, por el contrario, es una enfermedad de adquisicion relativamente reciente,
en la que la flogosis se limita al colon, con caracteristicas histologicas, clinicas, radiologicas y endoscdpicas tales que
impiden una clasificacién, ya que no pueden atribuirse ni a la EC ni a la RCU; en un 13-20 % de los casos representan
formas iniciales de una de las dos.

La denominada “colitis indeterminada”, Cl, se caracteriza generalmente por; la presencia de lesiones segmentarias,
ulceracion extensa, posible afectacion del colon derecho, aunque el colon distal (colon izquierdo) esta mas gravemente
comprometido, y la presencia de inflamacién que se extiende sobre mas del 50 % de la superficie mucosa, con la
posible dilatacién del colon asociada con megacolon téxico.

En una gran mayoria de los casos (95 %), los sintomas se caracterizan inicialmente por deposiciones diarreicas al
principio; hay presencia de diarrea con sangre en el 72 % de los casos y dolor abdominal en el 74 %. Un porcentaje
menor de pacientes presenta pérdida de peso (44 %) y fiebre (26 %).

La reservoritis es una inflamacion no especifica del reservorio o bolsa ileal, y es la complicaciéon a largo plazo mas
frecuente de la intervencién quirtrgica conocida como anastomosis con bolsa ileoanal.

La etiologia aun es desconocida y muy probablemente multifactorial. Se han propuesto varias hipotesis patogénicas,
incluida la estasis fecal y el crecimiento excesivo de bacterias, la recurrencia de la RCU y la isquemia de la mucosa
de la bolsa.

La reservoritis se caracteriza clinicamente por sintomas variables, que incluyen un aumento en el nimero de
evacuaciones y la fluidez de las heces, sangrado rectal, dolores abdominales similares a calambres, urgencia y
tenesmo y, a veces, incontinencia y fiebre.
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La diverticulosis coldnica es la alteracidbn anatdmica mas frecuente del colon, a menudo, detectada durante la
colonoscopia. Se refiere a la presencia de modificaciones estructurales de la pared del colon, y parece caracterizarse
por la presencia de bolsas denominadas “diverticulos”; es distinta de la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) y la
reservoritis.

Los diverticulos son pequefias bolsas protuberantes que pueden formarse en el revestimiento del colon, en puntos de
relativa debilidad de la capa muscular de |la pared.

La afeccion en la que se detectan los diverticulos, incluso si no hay sintomas relacionados con su presencia, toma el
nombre de “diverticulosis”. En términos practicos, la diverticulosis es una afeccidon médica caracterizada por la
presencia de protuberancias de la mucosa y submucosa, definidas como diverticulos, precisamente, a lo largo de la
pared de los érganos huecos del sistema digestivo. Generalmente, se forman en zonas de relativa debilidad de la capa
muscular (“Locus minoris resistentiae”) del colon (sobre todo el colon sigmoide y el recto, debido a las presiones mas
altas). La diverticulosis se manifiesta sin sintomas; si se vuelve sintomatico, tal como, por ejemplo, en el caso de la
diverticulitis, se habla de patologia o enfermedad diverticular.

La diverticulosis es mas comun en los paises occidentales, con una prevalencia del 5 % en la poblacién de entre 30 y
39 afos, y del 60 % en la parte de la poblacion mayor de 80 afios.

Los diverticulos son mas comunes en la parte inferior del intestino grueso (o colon), llamado colon sigmoide.

Se cree que el desarrollo de diverticulos coldnicos es el resultado de un aumento en la presion intraluminal del colon.
Para ser claros, el desarrollo de diverticulos es un fendmeno que difiere completamente de los fendmenos
inflamatorios y/o autoinmunitarios, tales como la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) cronica, por ejemplo, la
enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa y, segun nuestro conocimiento actual, dichas patologias no tienen ninguna
relacion con la diverticulosis y los trastornos asociados con la misma.

La presencia de diverticulos es una alteracidén anatdmica permanente en la estructura de las paredes del colon, que
puede permanecer asintomatica, o conducir al desarrollo de sintomas. Se estima que aproximadamente el 20 % de
los pacientes desarrollan sintomas, en presencia de los cuales la afeccion se define como “enfermedad diverticular”
(ED).

La enfermedad diverticular sin complicaciones, normalmente no se asocia con sintomas especificos. La enfermedad
diverticular es una causa comun de sangrado significativo del colon.

Un subtipo de la ED es la EDSSC (enfermedad diverticular sintomatica sin complicaciones), en la que los sintomas
abdominales persistentes atribuidos a diverticulos, estan presentes en ausencia de colitis o diverticulitis
macroscépicamente manifiesta.

Otros sintomas suelen estar relacionados con complicaciones de la enfermedad diverticular, tales como la
“diverticulitis”, que es una inflamacién aguda macroscopica de los diverticulos. La diverticulitis puede ser simple o
complicada, dependiendo de si en la tomografia computarizada (TC) se observan o no caracteristicas de
complicaciones, tales como abscesos, peritonitis, obstruccidn, fistulas o hemorragias.

La diverticulitis puede provocar dolor abdominal, escalofrios, fiebre y cambios en los habitos intestinales. Los sintomas
mas intensos se asocian a complicaciones graves, tales como perforacién (una rotura libre en el abdomen), abscesos
(acumulacién de pus) o la formacién de fistulas (un conducto anémalo que se crea entre el colon y otro érgano o con
la piel, tras una perforacién del diverticulo).

Los mecanismos patoldgicos subyacentes que causan la formacion de diverticulos coldnicos (diverticulosis) aun no
estan claros. Sin desear quedar limitados a esta teoria, tales formaciones son probablemente el resultado de
interacciones complejas entre la dieta, la microbiota intestinal, factores genéticos, la motilidad del colon y la inflamacion
microscopica.

Aunque no se ha demostrado, la teoria predominante actualmente es que una dieta con bajo aporte de fibra se
encuentra entre las causas de la enfermedad diverticular. La enfermedad se detectd en los primeros afios del siglo XX
en Estados Unidos, en una época en la que se introdujeron determinados alimentos en la dieta estadounidense,
reduciendo considerablemente la ingesta de fibra de la poblacion estadounidense.

La enfermedad diverticular es comun en los paises industrializados y, en particular, en los Estados Unidos, Inglaterra
y Australia, donde prevalecen las dietas con un bajo consumo de fibra. Por el contrario, la enfermedad es rara en Asia
y Africa, donde la mayoria de la gente tiene una ingesta dietética elevada de fibra.

La fibra se encuentra en frutas, verduras y cereales sin refinar (enteros), que el cuerpo no puede digerir por completo.
Algunas fibras, llamadas fibras solubles, se disuelven faciimente en agua, creando un material gelatinoso blando en
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el intestino, mientras que la fibra insoluble pasa a través del intestino casi intacta. Ambos tipos de fibra ayudan a
prevenir el estrefiimiento, con heces blandas y de facil expulsion.

El estrefiimiento se manifiesta con la necesidad de realizar un esfuerzo considerable para defecar; el esfuerzo puede
provocar un aumento de la presidn en el colon, y esto, a su vez, puede provocar que el revestimiento del colon se
hinche a través de los puntos débiles de la pared del colon, lo que puede provocar la formacién de bolsas, es decir,
diverticulos.

La falta de ejercicio fisico puede aumentar el riesgo de formacién de diverticulos, aunque su aspecto aun no se ha
considerado determinante.

Actualmente, como terapia médica para la enfermedad diverticular y/o la diverticulitis, se prescriben el reposo
intestinal, una dieta especifica con bajo contenido en fibra y antibidticos de amplio espectro, frecuentemente asociados
a un farmaco antiespastico. El uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y corticosteroides no es comun, porque
estos medicamentos pueden facilitar una perforacion en las proximidades del diverticulo. En los casos mas
complicados, tales como, por ejemplo, peritonitis, abscesos y fistulas, puede ser necesaria una reseccion urgente, con
0 sin anastomosis.

En la actualidad, no existe ningun tratamiento disponible capaz de prevenir la formacién de diverticulos o de inducir
una reduccién de los mismos, o de prevenir eficazmente la diverticulitis en individuos con enfermedad diverticular o
diverticulosis.

Para responder a los limites mencionados anteriormente de la técnica anterior, la presente invencion como se define
en las reivindicaciones, proporciona una nueva composicion para la administracién oral, que comprende un extracto
procedente de plantas del género Vaccinium, para su uso en la prevencion o tratamiento de la diverticulosis en el
colon, o en la porcion del colon sigmoide y del recto, y de patologias o enfermedades relacionadas con la presencia
de diverticulos, tales como la enfermedad diverticular, la EDSSC (enfermedad diverticular sintomatica sin
complicaciones) y la diverticulitis en el colon, o en la porcion del colon sigmoide y el recto.

La presente invencion se refiere a una composicion para la administracion oral tal como se define en las
reivindicaciones, y que se denomina “(CR)”, que comprende 0o, como alternativa, consiste en:

(i) un nucleo que comprende o, como alternativa, que consiste en un extracto (a) de al menos una planta del
género Vaccinium y al menos un ingrediente o excipiente (b) aceptable para uso farmacéutico o alimentario;

(i) una capa gastrorresistente externa al nucleo (i), y que recubre completamente dicho nucleo (i), y que
comprende al menos un ingrediente o excipiente (c) aceptable para uso farmacéutico o alimentario, en donde
dicha capa gastrorresistente (ii) es capaz de permitir la liberacidn del extracto (a) en la mucosa del intestino;
preferiblemente, es capaz de permitir la liberacion del extracto (a) en el colon.

La presente invencion se refiere, ademas, a una composicion para la administracion oral (CR), que comprende o,
como alternativa, consiste en:

(i) un nucleo que comprende o, como alternativa, que consiste en un extracto (a) de al menos una planta del
género Vaccinium y al menos un ingrediente o excipiente (b) aceptable para uso farmacéutico o alimentario;

(i) una capa gastrorresistente externa al nucleo (i), y que recubre completamente dicho nucleo (i), y que
comprende al menos un ingrediente o excipiente (c) aceptable para uso farmacéutico o alimentario, en donde
dicha capa gastrorresistente (ii) es capaz de permitir la liberacidn del extracto (a) en el colon.

La presente invencidn se refiere ademas a una composicion para administracion oral (CR) que comprende o, como
alternativa, consiste en:

(i) un nucleo que comprende o, como alternativa, que consiste en un extracto (a) de al menos una planta del
género Vaccinium y al menos un ingrediente o excipiente (b) aceptable para uso farmacéutico o alimentario;

(i) una capa gastrorresistente externa al nucleo (i), que recubre completamente dicho nucleo (i), y que comprende
al menos un ingrediente o excipiente (c) aceptable para uso farmacéutico o alimentario, en donde dicha capa
gastrorresistente (i) es capaz de permitir la liberacion del extracto (a) en el colon; en donde dicha composicién
es para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de diverticulosis en el colon, o en la porcidén del colon
sigmoide y recto, y de patologias o enfermedades relacionadas con la presencia de diverticulos, tales como la
enfermedad diverticular, la EDSSC (sintomatica enfermedad diverticular sin complicaciones) y la diverticulitis
en el colon, o en la porcién del colon sigmoide y el recto.
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La composicién (CR) de la presente invencion esta gastroprotegida y se encuentra en forma sélida de polvo, granulos,
copos, comprimidos, pildoras o capsulas; se trata preferiblemente de un comprimido monolitico gastroprotegido. En
este caso, el nucleo (i) se representa y coincide con el comprimido monolitico.

Se describe, ademas, pero no se reivindica, una composicion (C) que comprende o, como alternativa, consiste en:

- un extracto (a) de un fruto de al menos una planta del género Vaccinium, y

- al menos un ingrediente y/o excipiente (b) aceptable para uso farmacéutico o alimentario,

siendo dicha composicidon para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de la diverticulosis en el colon, o en la
porcién del colon sigmoide y recto, y de patologias o enfermedades relacionadas con la presencia de diverticulos,
tales como la enfermedad diverticular, la EDSSC (sintomatica enfermedad diverticular sin complicaciones) y la
diverticulitis en el colon, o en la porcidn del colon sigmoide y el recto; preferiblemente, en donde dicha composicién
comprenda la administracion oral de (C).

También es posible que la composicion (C) en forma sélida, por ejemplo, de polvo, granulos, perlas o microperlas, o
copos, esté contenida dentro de una cubierta, por ejemplo, una capsula o una capsula blanda, de material
gastrorresistente capaz de descomponerse a un pH superior a 6, preferiblemente un pH comprendido de 6,5 a 8, por
ejemplo, un pH de 7,5. En este caso, la composicién (C) contenida en dicha capsula o capsula blanda, todavia tiene
un uso valido en la prevencién y/o el tratamiento de diverticulosis en el colon, 0 en la porcién del colon sigmoide y
recto, y de patologias o enfermedades relacionadas con la presencia de diverticulos, tales como la enfermedad
diverticular, la EDSSC (sintomatica enfermedad diverticular sin complicaciones) y la diverticulitis en el colon, o en la
porcién del colon sigmoide y el recto; preferiblemente, en donde dicha composicion comprenda la administracion oral
de (C).

A continuacion, se ilustraran realizaciones preferidas, sin intencién de limitar su alcance y contenido de manera alguna.

A menos que se especifique o contrario, el contenido de un ingrediente en una composicion se refiere al porcentaje
en peso de ese ingrediente con respecto al peso total de la composicion.

A menos que se especifique lo contrario, la indicacion de que una composicion “comprende” uno 0 mas componentes,
significa que pueden estar presentes otros componentes, ademas del uno o varios especificamente nombrados, y la
indicaciéon de que una composicidn “consiste” en componentes dados, significa que se descarta la presencia de otros
componentes.

La composicién (C) puede consistir en (a) y (b), 0 puede comprender otros ingredientes o excipientes ademas de (a)
y (b).

A modo de ejemplo no limitante, dichos ingredientes adicionales que pueden estar presentes en las composiciones
(CR) y (C) de la presente invencidn, pueden ser otros principios activos, tales como:

« Fibras (por ejemplo, inulina, psyllium)

« Enzimas (por ejemplo, galactosidasa y similares)

« Antiinflamatorios (por ejemplo, mesalazina y derivados, beclometasona y principios activos similares)
» Antibidticos (por ejemplo, rifaximina y principios activos similares)

» Sustancias con accion absorbente a nivel intestinal y/o accion carminativa y/o antiespumante oral, para reducir la
formacion de gases intestinales (por ejemplo, menta, simeticona y derivados, carbdn activado)

¢ Antioxidantes

» Sustancias con accién inmunomoduladora

+» Acidos grasos de cadena corta (SCFA, tal como butirato y derivados)
» Acidos grasos poliinsaturados omega-3

» Probidticos 0, como alternativa: microorganismos en forma de lisado o extracto (paraprobioticos), bioproductos
metabolicos generados por microorganismos (postbioticos) y/o cualquier otro producto derivado de los mismos.
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Los ejemplos no limitantes de dichos microorganismos que pueden estar presentes en las composiciones (CR) y (C)
de la presente invencidon son: bacterias probidticas pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y
Enterococcus, y levaduras, preferiblemente pertenecientes al género Saccharomyces, tomadas individualmente o en
varias combinaciones.

En una realizacion preferida, el nucleo (i) presente en dicha composicion (CR) o (C) comprende, ademas, manitol y/o
al menos un principio activo con accién antiinflamatoria seleccionado de un farmaco antiinflamatorio esteroideo, un
farmaco no esteroideo, y una sustancia o0 mezcla de sustancias de origen natural.

La presente invencién también hara referencia a las siguientes figuras:

Figura 1: Curva de calibracion para la prueba de disolucion.

Figura 2: Resultados de la prueba de disolucion del comprimido gastroprotegido segun la invencion, en la fase
intestinal.

Figuras 3-10: Resultados del estudio sobre la eficacia protectora sobre la mucosa intestinal (CacoGoblet): Colonizacion
con E. coli.

Figura 11: llustracion del tracto gastrointestinal.

En el contexto de la presente invencion, la expresidon “farmaco antiinflamatorio”, se usa en el significado comun del
término, e indica, como sabe el experto en la técnica, cualquier sustancia capaz de reducir o eliminar un proceso
inflamatorio, en particular, pero sin limitacién, dafio al intestino de un individuo.

En la composicién (CR), como se definid anteriormente, la capa gastrorresistente (ii) externa al nucleo (i) comprende
0, como alternativa, consiste en al menos una sustancia seleccionada de Eudragard bidtico E1207, un polimero
gastrorresistente, tal como 7:3:1 de poli(acrilato de metilo-co-metacrilato de metilo-co-acido metacrilico) u otro
copolimero metacrilico anionico, citrato de trietilo E1505, talco, etilcelulosa, copolimero de metacrilato aniénico y
mezclas de los mismos, laca, alginato de sodio y mezclas de los mismos, almidén y almidones modificados, acido
oleico, acido estearico y triglicéridos de cadena media.

Las formas preferidas de la capa gastrorresistente (ii) externa al nucleo (i) comprenden o, como alternativa, consisten
en:

- un polimero gastrorresistente, tal como 7:3:1 de poli(acrilato de metilo-co-metacrilato de metilo-co-acido
metacrilico) u otro copolimero de metacrilato anionico: de 5 a 50 mg; 10 a 35 mg; 18-25 mg;

- Citrato de trietilo E1505: de 0,1 a 5 mg; 0,3 a 3 mg; 0,5-2 mg;

- Talco: de 1 a 30 mg; 3 a 20 mg; 5-15 mg; o, como alternativa:

- Etilcelulosa: de 5 a 15 mg; 8 a 12 mg; 9,97 mg;

- Alginato de sodio; de 5 a 15 mg; 8 a 12 mg; 9,30 mg;

- Hidréxido de amonio: de 0,5 a4 mg; 1,5 a 3 mg; 2,34 mg;

- Triglicéridos de cadena media: de 0,5a5mg; 1,5 a3 mg; 2,12 mg;

- Acido oleico: de 0,5a3mg;1a2mg; 1,17 mg;

- Acido estearico purificado: de 0,01 a 0,5 mg; 0,05 a 0,3 mg; 0,1 mg; o, como alternativa:
- etilcelulosa: de 5 a 50 mg; 10 a 30 mg; 15-20 mg;

- dioxido de titanio: de 0,1 a 15 mg; 0,5 a 10 mg; 1-5 mg;

- Alginato de sodio: de 0,1 a 5 mg; 0,3 a4 mg; 0,5-2 mg;

- Acido oleico, acido estearico, triglicéridos de cadena media: cada uno de 0,01 a 3 mg; entre 0,05y 1 mg.

Las formas preferidas de la capa gastrorresistente (ii) externa al nucleo (i) comprenden o, como alternativa, consisten
en:

- Eudragard® bidtico E1207 (Evonik): por ejemplo, 20,4 mg;
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- Citrato de trietilo E1505: por ejemplo, 1 mg;

- Talco: por ejemplo, 10, 2 mg; o, como alternativa:

- Etilcelulosa: por ejemplo, 9,97 mg;

- Alginato de sodio: por ejemplo, 9,30 mg;

- Hidréxido de amonio: por ejemplo, 2,34 mg;

- Triglicéridos de cadena media: por ejemplo, 2,12 mg;
- Acido oleico: por ejemplo, 1,17 mg;

- Acido estearico purificado: por ejemplo, 0,1 mg.

Dicha capa gastrorresistente (ii) externa al nucleo (i) tiene la caracteristica de descomponerse y disolverse en funcion
del valor del pH y/o del tiempo; ventajosamente, dicha capa (ii) se formula y prepara de manera que sea capaz de
descomponerse y disolverse desde un valor de pH de aproximadamente 6,5 a un pH de aproximadamente 8,
preferiblemente desde un pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 7,5, en un tiempo comprendido entre 30
minutos a 120 minutos, preferiblemente de 45 minutos a 90 minutos; por ejemplo, a una temperatura comprendida de
30 °C a 40 °C, preferiblemente de 34 °C a 37 °C.

Después de una extensa investigacion y numerosos intentos experimentales, se descubridé que, ventajosamente, el
uso de una o mas de dichas sustancias para formar una capa gastrorresistente externa permite obtener una
composicion (CR) para uso oral, por ejemplo, un comprimido, capaz de pasar intacto a través de los tractos oral,
esofagico y gastrico, y permitir una descomposicion inicial de dicha (ii) capa gastrorresistente externa al nucleo (i),
comenzando desde el ileon terminal, a un pH de aproximadamente 6,5-7, con o sin una disolucién inicial del nucleo (i)
y una liberacién del extracto (), y la posterior descomposicién de dicha (ii) capa gastrorresistente externa al nucleo (i)
en el colon, a un pH de aproximadamente 7-8, con la disolucidn del nucleo (i) y la liberaciéon del extracto (a),
principalmente en el colon, a un pH de 7,5 (Figura 11).

Los ensayos experimentales realizados demuestran que la composicién (CR) de la presente invencion, por ejemplo,
en forma de comprimido monolitico, como en los Ejemplos 1 y 2, permanece intacta dentro de un periodo de 2 horas,
a un pH de 1, mientras que a un pH de 6 permanece intacta dentro de un periodo de 1 hora. A un pH de 7,2, el
recubrimiento gastrorresistente externo al nucleo (i) de la composicion (CR), comienza a desgarrarse después de
aproximadamente 30 minutos, mientras que dicho recubrimiento se desgarra ampliamente a un pH de 7,2, después
de 90 minutos; la pelicula/recubrimiento se abre, y quedan en su interior pequefias porciones del nucleo (i) o, en
algunos casos, polvo procedente de la desintegracion completa del nicleo (i).

En cuanto a la liberacion de dicho extracto (a) presente en dicho nucleo (i), no hay liberacion antes del ileon, hasta un
pH de 6,5. En el ileon terminal hay una liberacion comprendida de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el
20 %, preferiblemente de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 15%. En el colon, a un pH de
aproximadamente 7,5, por ejemplo, un pH de aproximadamente 7,2, hay una liberacion comprendida de
aproximadamente el 80 % a aproximadamente el 95 %, preferiblemente de aproximadamente el 85% a
aproximadamente el 90 %. La mayor parte de la liberacion de dicho extracto (a) se produce en el colon, que representa,
precisamente, el sitio donde estan presentes los diverticulos, y donde se manifiesta la propia patologia o enfermedad.
De esta manera, el extracto (a) liberado en el colon es capaz de actuar gracias a la presencia también de PAC
(proantocianidinas), que son capaces de realizar una actividad antiinflamatoria.

La composicion (CR) segun la invencion estd en forma de una composicion para un complemento dietético o una
composicién para un dispositivo médico o una composicidon para un alimento para fines médicos especiales o una
composicion farmacéutica; todas las composiciones se encuentran en forma farmacéutica para uso oral.

En el contexto de la presente invencion, la expresion “dispositivo médico” se usa con el significado segun el Decreto
Legislativo italiano n.® 46, del 24 de febrero de 1997, que corresponde a la definicidén proporcionada por la Organizacion
Mundial de la Salud, y disponible en la URL hitp.//www.who.intimedical_devices/full_deffinition/en/, es decir, indica una
sustancia u otro producto, usado solo 0 en combinacion, destinado por el fabricante a usarse, solo 0 en combinacion,
en seres humanos, con fines de diagnéstico, prevencion, seguimiento, tratamiento o alivio de enfermedades, cuyo
dispositivo no logra su accion principal prevista por medios farmacolégicos, inmunologicos o metabdlicos, en o sobre
el cuerpo humano, pero que pueden ser ayudados en su funcién prevista por tales medios.

En la composicidon (CR) como se definid anteriormente, el extracto (a) puede representarse por frutos (mas

especificamente, bayas), pertenecientes al género Vaccinium y, opcionalmente, también Sambucus, Lycium, Euterpe
y combinaciones de los mismos. El extracto (a) es preferiblemente un extracto seco.
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En la composicion (CR) como se definid anteriormente, el extracto (a) es preferiblemente de los frutos de al menos
una planta del género Vaccinium y del subgénero Oxycoccus, tales como Vaccinium macrocarpon, Vaccinium
oxycoccos, o el subgénero Vaccinium, tales como Vaccinium arboreum, Vaccinium crassifolium, Vaccinium boreale,
Vaccinium myrtillus o mezclas de los mismos; preferiblemente, en donde el extracto (a) es de los frutos de Vaccinium
macrocarpon o de Vaccinium oxycoccos 0 una mezcla de los mismos. Aun mas preferiblemente, el extracto (a)
comprende o consiste en los frutos de Vaccinium macrocarpon. Ventajosamente, el extracto (a) es un extracto seco;
en una realizacion es un extracto seco de arandano rojo, que contiene preferiblemente PAC (proantocianidinas) en
una concentracion del 5 % al 30 % en peso o volumen, por ejemplo, 10 %, 15 %, 20 % o el 25 %.

El ardndano rojo americano (Vaccinium macrocarpon) es un pequefio arbusto de hoja perenne perteneciente a la
familia de las Ericaceae, que crece en zonas de clima boreal, en particular en América del Norte y en algunas regiones
del norte de Europa y Asia, y produce frutos rojos similares a las bayas, con una pulpa densa y un sabor tipicamente
acido.

En el pasado, entre los indios de América del Norte, el arandano rojo era considerado una fruta sagrada, y se usaba
tanto como alimento, como tratamiento para los calculos renales y diversos problemas del tracto urinario.

Hoy en dia, el arandano rojo americano se usa en todo el mundo por sus innumerables propiedades beneficiosas,
debidas fundamentalmente al alto contenido en proantocianidinas (PAC), en particular, proantocianidinas de tipo A.

Los extractos de arandano rojo americano se usan sobre todo en la prevencidn y el tratamiento de trastornos del tracto
urinario, pero también como prevencion contra la adhesién de Helicobacter pylori, una bacteria que a menudo es causa
de Ulceras estomacales y duodenales, a las paredes del estdmago, o la adhesién de bacterias que pueblan la cavidad
bucal, y son responsables de la formacién de placa, o la adhesién de bacterias potencialmente patégenas, tal como
E. coli a nivel intestinal.

La patente europea EP 2135616 B1 se refiere al uso de arandanos rojos para el tratamiento de la Ell y la colitis
ulcerosa, que, como se indicéd anteriormente, son patologias totalmente distintas y diferentes de aquellas a las que se
refiere la presente invencién. Diverticulitis Forum, Anonymous y col., (22-07-2014), “Anyone try this approach to
Diverticulosis? Topix”, describié el uso de zumo de arandano rojo para el tratamiento de la diverticulitis.

En el contexto de la presente invencion, el uso de arandano rojo para el tratamiento de la Ell y la colitis ulcerosa, esta
excluido y, por lo tanto, no se prevé, al igual que no se prevé el uso de arandano rojo para prevenir la adhesion de
Helicobacter pylori a las paredes del estbmago. Ademas, se excluye el uso de arandano rojo para el tratamiento de
infecciones del tracto urinario (ITU), tales como, por ejemplo, cistitis (inflamacién de la vejiga urinaria) o cistitis
bacteriana o cistitis no bacteriana, tal como, por ejemplo, cistitis de tipo intersticial, y, por lo tanto, no se prevé.

El inventor descubrid que el extracto de frutos del género Vaccinium, en particular, el arandano rojo americano, es util
en la prevencion y/o el tratamiento, preferiblemente mediante administracion oral, de la diverticulosis en el colon, 0 en
la porcidn del colon sigmoide y el recto, y/o de patologias 0 enfermedades derivadas o vinculadas a la presencia de
diverticulos, tales como la enfermedad diverticular, la enfermedad diverticular sintomatica sin complicaciones (EDSSC)
y la diverticulitis en el colon, o0 en la porcion del colon sigmoide y el recto.

En la composicion (CR) segun la presente invencidn, el extracto (a) contiene preferiblemente al menos el 10 %, mas
preferiblemente al menos el 15% o el 20% o el 30 %, y/0o no mas del 95% o el 60 % o el 40 % en peso de
proantocianidinas del peso total de dicho extracto (a), mas preferiblemente, pero sin limitacién, de proantocianidinas
de tipo A. Las proantocianidinas (PAC) son oligdmeros y polimeros de flavan-3-oles, que pertenecen a la familia de
los flavonoides, y pueden cuantificarse, por ejemplo, con el método “BL-DMAC” de Prior, R.L. y col., J. Sci Food Agric,
2010, 90(9), 1473-8, o métodos equivalentes. Dicho extracto (a) es preferiblemente un extracto seco; aun mas
preferiblemente, es un extracto seco de arandano rojo.

La composicion (CR) segun la invencion, comprende, preferiblemente, al menos:

- dicho extracto (a) de 150 a 600 mg, preferiblemente de 200 a 300 mg, mas preferiblemente de 240 a 260 mg, de
extracto de Vaccinium macrocarpon, que contenga al menos el 10 %, mas preferiblemente al menos el 15 %, de
proantocianidinas (PAC) en peso del peso total de (a);

- al menos un ingrediente o excipiente (b) aceptable para uso farmacéutico o alimentario, opcionalmente,
seleccionado de celulosa, manitol, estearato de magnesio, sales de magnesio de acidos grasos saturados y/o
insaturados, diéxido de silicio, carboximetilcelulosa, carboxietilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica reticulada y
mezclas de los mismos. Dicho extracto (a) es preferiblemente un extracto seco; alin mas preferiblemente, es un
extracto seco de arandano rojo. Los ingredientes o excipientes (b) aceptables para uso farmacéutico o alimentario
se seleccionan preferiblemente de celulosa, manitol, diéxido de silicio, carboximetilcelulosa sddica reticulada y
sales de magnesio de acidos grasos saturados y/o insaturados.
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La composicion (CR) como se definidé anteriormente, es particularmente util en el tratamiento y/o prevencion de la
enfermedad diverticular y patologias relacionadas con la misma.

Se describe, ademas, pero no segun la invencién, una composicion (C) que comprende o, como alternativa, consiste
en:

- un extracto (a) de un fruto de al menos una planta del género Vaccinium, y
- almenos un ingrediente (b) aceptable para uso farmacéutico o alimentario,

siendo dicha composicion para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de enfermedad diverticular o de una patologia
derivada de diverticulosis, preferiblemente en donde dicho uso comprenda la administracién oral de (C). La
administracion puede realizarse por cualquier via. Preferiblemente, la composicion se toma por via oral, mas
preferiblemente en forma de pildoras, capsulas, comprimidos, polvo granulado, capsulas de cubierta dura, granulos
que se disuelvan por via oral, bolsitas, pastillas para chupar o viales bebibles.

Como alterativa, la composicion de la invencion se formula como liquido, por ejemplo, como jarabe o bebida, o bien
se aflade a los alimentos, por ejemplo, a un yogur, queso 0 zumo de frutas.

Como alternativa, la composicion de la invenciéon se formula en una forma capaz de ejercer una accidn topica, por
ejemplo, mediante enema.

Dicha composicion (C) se usa preferiblemente para el tratamiento o prevencion de al menos una entre la enfermedad
diverticular, la enfermedad diverticular sintomatica sin complicaciones (EDSSC) y la diverticulitis. Dicha composicién
(C) es preferiblemente para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de la diverticulitis.

En una realizacion preferida, la composicion (C) para el uso descrito anteriormente esta en forma de una preparacion
farmacéutica oral, o un complemento dietético o un dispositivo médico, que comprende un recubrimiento
gastrorresistente, y capaz de permitir la liberacion del extracto (a) en el colon.

En una divulgacién adicional, en la composicién (C) para su uso como se especificd anteriormente, el extracto (a)
procede de los frutos de al menos una planta del género Vaccinium y el subgénero Oxycoccus, tal como Vaccinium
macrocarpon, Vaccinium oxycoccos, o el subgénero Vaccinium, tal como Vaccinium arboreum, Vaccinium crassifolium,
Vaccinium boreale, Vaccinium myrtillus (arandano) o mezclas de los mismos.

En una divulgacioén adicional, mas preferiblemente, en la composicion (C) para su uso segun la presente invencion, el
extracto (a) procede de los frutos de Vaccinium macrocarpon (arandano rojo americano) o Vaccinium 0xycoccos o0 una
mezcla de los mismos. Aun mas preferiblemente, el extracto (a) comprende o consiste en los frutos de Vaccinium
macrocarpon. El extracto (a) es preferiblemente un extracto seco.

En una divulgacion adicional en la composicion (C) segun la presente invencion, el extracto (a) contiene
preferiblemente al menos el 10 %, mas preferiblemente al menos el 15 % o el 20 % o el 30 %, y no mas del 95 % o el
60% o el 40% en peso de proantocianidinas del peso total de (a), preferiblemente, pero sin limitacion,
proantocianidinas de tipo A. Ventajosamente, el extracto (a) es un extracto seco; en una realizaciéon es un extracto
seco de arandano rojo, que contiene preferiblemente PAC (proantocianidinas) en una concentracién del 5 % al 30 %
en peso o volumen, por ejemplo, 10 %, 15 %, 20 % o el 25 %.

Las proantocianidinas (PAC) son oligomeros y polimeros de flavan-3-oles, que pertenecen a la familia de los
flavonoides, y pueden cuantificarse, por ejemplo, con el método “BL-DMAC” de Prior, R.L. y col., J. Sci Food Agric,
2010, 90(9), 1473-8, 0 métodos equivalentes.

En el contexto de la presente invencion, los ingredientes aceptables para uso farmacéutico o alimentario comprenden
todas las sustancias auxiliares conocidas por el experto para la preparacion de formas para administracion oral, tales
como, a modo ilustrativo no limitante, diluyentes, absorbentes, edulcorantes, saporiferos, colorantes, lubricantes,
antiadhesivos, deslizantes, aglutinantes, agentes desintegrantes, tensioactivos, antimicrobianos, antioxidantes,
estabilizadores, espesantes, gelificantes, y sustancias capaces de modificar la liberacion del principio activo en el
tiempo, para permitir la liberacidn de las mismas sélo en determinadas condiciones fisioldgicas, por ejemplo, en un
determinado intervalo de pH.

En una divulgacion adicional, la composicion (C) para su uso como se describié anteriormente, preferiblemente,
comprende al menos:

- (a) de 150 a 600 mg, preferiblemente de 200 a 300, mas preferiblemente de 240 a 260 mg, de extracto de
Vaccinium macrocarpon, que contenga al menos el 10 %, mas preferiblemente al menos el 15 %, de
proantocianidinas en peso del peso total de (a);
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al menos un ingrediente farmacéuticamente aceptable, opcionalmente, seleccionado de celulosa, manitol,

estearato de magnesio, didxido de silicio, carboximetilcelulosa y mezclas de los mismos. Mas preferiblemente,
dicha composiciéon (C) comprende, ademas, un recubrimiento gastroprotector, es decir, uno que sea capaz de
proteger la mezcla, que comprenda al menos (a) y (b) de la accidn de los jugos gastricos.

Los siguientes ejemplos proporcionan realizaciones practicas de la invencién, sin intencion de limitar el alcance y
extension de la misma.

A continuacion, se exponen formas preferidas de composiciones (CR) de la presente invencion:

0

(i)

(i)

Un nucleo que comprende:

Extracto de arandano que contenga PACS en una concentracion (peso/peso) del 10 %, 15 % o 30 %: de 100
a 500 mg; 150 a 400 mg; 240-300 mg

Celulosa: de 100 a 400 mg; 200 a 350 mg; 300-310 mg

Manitol: de 1 a 50 mg; 5 a 30 mg; 10-18 mg

Didxido de silicio: de 1 a 50 mg; 3 a 30 mg; 5-8 mg

Carboximetilcelulosa sddica reticulada: de 1 a 30 mg; 3 a 20 mg; 5-12 mg

Sales de magnesio de acidos grasos: de 1 a 30 mg; 3 a 20 mg; 5-10 mg

un primer tipo de recubrimiento (pelicula) del nucleo (i), que comprende los siguientes agentes:

- un polimero gastrorresistente, tal como 7:3:1 de poli(acrilato de metilo-co-metacrilato de metilo-co-acido
metacrilico) u otro copolimero de metacrilato anionico: de 5 a 50 mg; 10 a 35 mg; 18-25 mg

- Citrato de trietilo E1505: de 0,1 a 5 mg; 0,3 a 3 mg; 0,5-2 mg
- Talco: de 1 a 30 mg; 3 a 20 mg; 5-15 mg; o, como alternativa,

un segundo tipo de recubrimiento (pelicula) del nacleo (i), que comprende los siguientes agentes:

Etilcelulosa: de 5a15mg; 8 a 12 mg; 9,97 mg

Alginato de sodio: de 5a15mg; 8 a 12 mg; 9,30 mg

- Hidréxido de amonio: de 0,5 a4 mg; 1,5 a 3 mg; 2,34 mg

Triglicéridos de cadena media: de 0,5a5mg; 1,5a3mg; 2,12 mg
- Acido oleico: de 0,5 a 3 mg; 1a2mg; 1,17 mg

- Acido estearico purificado: de 0,01 a 0,5 mg; 0,05 a 0,3 mg; 0,1 mg.

A continuacion, se exponen formas preferidas de composiciones (CR) de la presente invencion:

0

(i)

Un nucleo que comprende:

Extracto de arandano que contenga PACS en una concentracion (peso/peso) del 10 %, 15 % o 30 %: de 100
a 500 mg; 150 a 400 mg; 240-300 mg

Celulosa microcristalina; de 100 a 400 mg; 200 a 350 mg; 320-335 mg

Estearato de magnesio: de 1 a 30 mg; 2 a 20 mg; 5-10 mg

Didxido de silicio: de 1 a 50 mg; 3 a 30 mg; 5-8 mg

un primer tipo de recubrimiento (pelicula) del nucleo (i), que comprende los siguientes agentes:
- etilcelulosa: de 5 a 50 mg; 10 a 30 mg; 15-20 mg;

- diéxido de titanio: de 0,1 a 15 mg; 0,5 a 10 mg; 1-5 mg

10
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- Alginato de sodio: de 0,1 a 5 mg; 0,3 a 4 mg; 0,5-2 mg

- Acido oleico, acido estearico, triglicéridos de cadena media: cada uno de 0,01 a 3 mg; entre 0,05y 1 mg; o,

alternativamente,

un segundo tipo de recubrimiento (pelicula) del nacleo (i), que comprende los siguientes agentes:

- Etilcelulosa: de 5a 15mg; 8 a 12 mg; 9,97 mg
- Alginato de sodio: de 5a 15 mg; 8 a 12 mg; 9,30 mg

- Hidréxido de amonio: de 0,5 a4 mg; 1,5 a 3 mg; 2,34 mg

Triglicéridos de cadena media: de 0,5a5mg; 1,5a3mg; 2,12 mg
- Acido oleico: de 0,5 a 3 mg; 1a2mg; 1,17 mg

- Acido estearico purificado: de 0,01 a 0,5 mg; 0,05 a 0,3 mg; 0,1 mg

Ejemplo 1

0

(i)

Un nucleo que comprende:

Extracto de arandano rojo que contenga PACS al 15 % (peso/peso): 240 mg
Celulosa: 304,4 mg

Manitol: 15 mg

Dioxido de silicio: 5,8 mg

Carboximetilcelulosa sodica reticulada: 9 mg

Sales de magnesio de acidos grasos: 5,8 mg.

Nucleo total 580 mg. Intervalo de peso: 575 mg-585 mg
un recubrimiento (pelicula) del nucleo (i), que comprende:
- Eudragard® bidtico E1207 (Evonik): 20,4 mg

- Citrato de trietilo E 1505; 1 mg

- Talco: 10. 2 mg.

Revestimiento/pelicula total 31,6 mg. Intervalo de peso: 26,1 mg-37,7 mg.

Comprimido recubierto/cubierto con pelicula total 612 mg. Intervalo de peso: 607 mg-617 mg.

Ejemplo 2

0

Un nucleo que comprende:

Extracto de arandano rojo que contenga PACS al 15 % (peso/peso): 240 mg
Celulosa: 270 mg

Manitol: 29 mg

Dioxido de silicio: 5,8 mg

Carboximetilcelulosa sddica reticulada: 29 mg

11
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Sales de magnesio de acidos grasos: 5,8 mg.
Nucleo total 580 mg. Intervalo de peso: 575 mg-585 mg

(ii) un recubrimiento (pelicula) del nucleo (i), que comprende:

Etilcelulosa: 9,97 mg
- Alginato de sodio: 9,30 mg

- Hidréxido de amonio: 2,34 mg

Triglicéridos de cadena media: 2,12 mg
- Acido oleico: 1,17 mg
- Acido estearico purificado: 0,1 mg.
Revestimiento/pelicula total 25 mg. Intervalo de peso: 20 mg-30 mg.
Comprimido recubierto/cubierto con pelicula total 605 mg. Intervalo de peso: 595 mg-615 mg.
Prueba de disolucion
Materiales:
Se probaron los comprimidos gastrorrecubiertos segun la invencién, segun el ejemplo.
Reactivos:
- Dimetilaminocinamaldehido (DMAC, cddigo de colon sigmoide D-4506).
- Procianidina A2 (PCAA2, Sigma, cddigo 28660).
- Enzimas y reactivos para GID (Sigma).
Métodos:
- Ensayo de PCA segun el método espectrofotométrico propuesto por Prior y col. (Multi-laboratory validation of a
standard method for quantifying proanthocyanidins in cranberry powders. J. Sci. Food Agric. (2010), 9, 1473-1478.
DOl 10.1002/jsfa.3966).

- GID in vifro segun el método propuesto por Minekus y col. (“A standardised static in vitro digestion method suitable
for food - an international consensus” Food Funct. (2014), 6, 1113-1124. DOI 10.1039/C3F060702J).

Resultados

Los comprimidos se sometieron a GID in vitro (por triplicado), tomandose muestras después de 120 min de la fase
gastrica, y después de 30, 60, 90 y 120 min de la fase intestinal. Las diversas muestras se analizaron para determinar
el contenido de PCAA2 en mg de equivalentes, utilizando el método DMAC, y se cuantificaron segun la curva de
calibraciéon que se muestra en la Figura 1 (obtenida con el mismo método aplicado al estandar PCAA2 a 640 nm).

El perfil de disolucion de los comprimidos segun la presente invencién, se muestra en la Figura 2.

Se obtuvieron resultados sustancialmente equivalentes para los comprimidos gastrorrecubiertos de los Ejemplos 1y
2.

Durante la fase gastrica de la GID in vitro, no hubo liberacion de PCA verificada analiticamente.
La cinética de liberacién de PCA (expresada como de equivalentes de PCAA2 mg/comprimido, media de tres
repeticiones) durante la fase intestinal in vifro, se muestra en la Figura 2. La liberacion de PCA fue observable

analiticamente durante la fase intestinal, después de 60 minutos.

El contenido de PCAA2 no digerido del comprimido en mg de equivalentes se determino después de la rotura mecanica
del propio comprimido y de la extraccién de PCA con fluidos gastrointestinales y enzimas (blanco GID), o con el
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disolvente de extraccidn (acetona/agua/acido acético, 75:24,5:0,5 v/viv) propuesto por Prior y col. (2010). Los
resultados obtenidos fueron, respectivamente, iguales a 19,39 y 19,81 mg de equivalentes de PCAA2/comprimido.

Evaluacién de eficacia

Con el fin de evaluar la eficacia de la presente invencién, en particular en lo que respecta a la eficacia de proteccion
de la mucosa intestinal, se realizaron varias pruebas in vitro para determinar:;

e Actividad de competencia contra la adhesiéon de cepas de Escherichia coli, mediante el bloqueo de los
mecanismos de adhesion, basada en analisis de las proteinas especificas.

e Actividad antiinflamatoria a través de la reduccion de la activacion de monocitos en macréfagos, basada en el
estudio de la permeabilidad intestinal, evaluada como se describe a continuacion:

o Medicién de TEER (resistencia eléctrica transepitelial)
La resistencia eléctrica transepitelial (TEER, por sus siglas en inglés) es una medicion directa de la
funcionalidad de la barrera de los tejidos epiteliales: refleja la resistencia tisular global debida tanto al
espesor como a la estructura, y representa una indicacion del nivel de integridad de la monocapa y, por lo
tanto, de la formacidn de uniones estrechas entre las células. La resistencia eléctrica transepitelial
(expresada en Qcm?) se mide usando un voltimetro (ERS Millicell).

o Ensayo con Amarillo Lucifer. En presencia de la sustancia a evaluar. El Amarillo Lucifer es un marcador
fluorescente impermeable a la membrana celular, que permite verificar en porcentaje la integridad de las
uniones celulares. Se usa para estudiar la permeabilidad de una sustancia a nivel paracelular en capas
monocelulares de células caliciformes Caco-2/Caco. El transporte de LY se evalla como un paso al
compartimento basolateral después de un periodo definido de incubacién. La lectura de la sustancia
fluorescente se toma mediante un espectrofluordmetro, con 428 nm de excitacion y 525 nm de emision.

En particular, se evaluara la eficacia de la presente invencién en la proteccion de la mucosa intestinal tras el estrés
inducido por E. coli, utilizando el modelo experimental Caco2-goblet®, que esta formado no solo por células intestinales,
sino también por células secretoras de mucosa, HT29, en cocultivo, que es un sistema mucho mas realista.

Se realiz6 un estudio sobre la eficacia protectora sobre la mucosa intestinal (CacoGoblet). Colonizacion con E.Coli.
1. Introduccién y objetivo del estudio

La relevancia biologica del modelo Caco-2 esta bien establecida, ya que es un modelo de referencia in vitro utilizado
para reproducir las funciones de la mucosa intestinal.

CacoGoblet es un modelo de células secretoras de mucosa, que consiste en soportes sembrados permeables sobre
filtros de policarbonato microporosos, con células caliciformes muciparas humanas y células Caco-2 diferenciadas y
polarizadas.

Se aplico un modelo experimental basado en el modelo CacoGoblet con el fin de evaluar la eficacia del EXTRACTO
DE ARANDANO ROJO por parte de Sofar S.p.A.

La concentracion no citotoxica se probd en una etapa preliminar mediante ensayo MTT, para descartar la posible
toxicidad intrinseca del producto.

Se utilizaron dos protocolos:

1) Propiedades antiinflamatorias del extracto de arandano rojo en un sistema de cocultivo (células THP-1 y células
epiteliales intestinales)

2) Capacidad de los arandanos rojos para prevenir la adhesion de E. coli a la mucosa
2. Disefio experimental

1) Propiedades antiinflamatorias del extracto de arandano rojo en un sistema de cocultivo in vitro (células THP-1y
células epiteliales intestinales)

Las células CacoGoblet se trataron previamente con 10 ng/ml de IL-1 beta durante una noche. Una vez eliminada la
IL-1 beta, el modelo intestinal se tratd con arandano rojo a una concentracion no citotdxica durante 24 horas.
Paralelamente, se realizé un tratamiento con la molécula de referencia etacortilen (dexametasona fosfato sédico) al
0,15 %, con el fin de estudiar la superacion del estado inflamatorio de la mucosa.
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A continuacion, los productos se retiraron, y las células THP-1 marcadas (marcadas con el rastreador celular diacetato
de 5-clorometil-fluoresceina) se afadieron a las células CacoGoblet en el compartimento apical, y se incubaron
durante 1 hora a 37 °C.

Una vez eliminadas las células no adherentes, se evalud bajo un microscopio la fluorescencia superficial residual de
las células THP-1.

La actividad antiinflamatoria de los diversos compuestos a nivel intestinal se evalud en un ensayo estatico utilizando
la reduccion de la adhesidn celular de THP-1 en CacoGoblet como parametro de criterio de valoracion.

2) Capacidad de los arandanos rojos para prevenir la adhesion de E. coli a la mucosa

Se colonizaron células CacoGoblet tratadas previamente con arandano rojo durante 4 horas con 50 ul de Escherichia
coli (ATCC 8739) a 37 °C durante 2 horas. Al final de la colonizacidn, el exceso de bacterias se elimind y se evaluaron
los siguientes parametros:

- Resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y paso paracelular de Amarillo Lucifer

- Inmunofluorescencia de alfa-actinina: La alfa-actinina interactua con Tir, una proteina de E. coli, para formar la
placa adhesiva conocida como pedestal, y es un marcador de infeccién por E. coli.

- Andlisis ultraestructural de E. coli con un microscopio electronico de barrido (SEM) para evaluar la densidad
bacteriana y la adhesion a la superficie de CacoGoblet.

3. Materiales
3.1 Sistema experimental

CacoGoblet™ es un kit de secrecion de mucosa listo para usar, para la evaluacion in vitro de la absorcion intestinal.
El kit consiste en soportes permeables con 24 pocillos sembrados con células caliciformes muciparas humanas y
células Caco-2 diferenciadas y polarizadas en placas HTS Transwell, complementadas con un medio de transporte
patentado exclusivo, y estable a temperatura ambiente.

La linea celular CacoGoblet se suministré el dia 20 de diferenciacién, y se utilizé durante 5 dias consecutivos,
modificandose el medio completo y midiendo TEER basandose en un procedimiento interno. La hoja de datos técnicos
de CacoGoblet™ se adjunta en el presente documento en el Anexo |.

Se utilizé6 como medio DMEM (lote RNBF5082) que contenia FBS al 10 %, glutamina al 1 % 200 mM y NEAA al 1 %,
como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1

NOMBRE Y LOTE CACOGOBLET ESTADO
N.° 24 CG 032 112816

FABRICANTE READYCELL
% de LY (£1,4) 0,51 Aceptado
TEER (OHMIOS x CM?) (= 70) 208,01
FECHA DE LLEGADA 15/12/2016 Aceptado
DATOS DE CADUCIDAD 23/12/2016

3.1.1 Condiciones de cultivo y uso del sistema experimental

Al recibir el producto CacoGoblet, sacar las bolsas con cierre hermético que contienen las placas. Abrir las cremalleras
y dejar |la bolsa en la oscuridad a temperatura ambiente hasta el viernes de la misma semana. El viernes, incubar las
placas a 37 °C, con CO3 al 5 %, humedad saturada, durante 4 horas. Cambiar el medio, y comenzar el experimento
el lunes siguiente.

3.2 Sustancia objeto de examen: identificacién y caracterizaciéon

El patrocinador es responsable de la ficha de datos de seguridad y la caracterizacion de las sustancias objeto de
examen. (Tabla 2)
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Tabla 2

NOMBRE DEL PRODUCTO

EXTRACTO DE ARANDANO ROJO
GASTROPROTEGIDO QUE CONTIENE PACS AL
15 %

CODIGO UNICO

ARANDANO ROJO

EFICACIA

LOTE/FABRICANTE -

Sofar S.p.A.
PRESENTACION

Comprimidos
CONCENTRACION PARA USAR PARA MTT 10-100-1000 pg/mi
CONCENTRACION A USAR PARA EL ESTUDIO DE 1000 pg/ml

DOsIS

En 300 ul de medio en el compartimento apical

ALMACENAMIENTO

A TEMPERATURA AMBIENTE

3.3 Control negativo y positivo

El control NEGATIVO era el medio por si solo.

CONTROL POSITIVO PARA EL PROTOCOLO 1: INTERLEUCINA 1 BETA (SRP6169; lote 9E126460). (Tabla 3)

Tabla 3
PROTOCOLO 1 PROTOCOLO 2
AGENTE ANTIINFLAMATORIO CONTROL
COLONIZADO
NOMBRE ETACORTILEN AL 0,15 % Escherichia Coli (ATCC
8739)
DEXAMETASONA FOSFATO SODICO (SIFI, |Lote niimero 38/76
lote 160040)
CODIGO UNICO ETACORTILEN E. coLl
ALMACENAMIENTO TEMPERATURA AMBIENTE -80 °C
CONCENTRACION DEUSO  [150 ul de ETACORTILEN + 150 pl de medio | 0,065 DO 600 nm
=1,2 x 107 UFC
DOSIS 300 pl 50 pl
CERTIFICADO DE PRUEBA En el Anexo |

4. Metodologias
4.1 E. coli.

Cepa: E. COLI ATCC 8739, lote numero.

La cepa se inoculd en un caldo nutritivo la semana anterior al experimento. Ademas, se sembro en placas con medio

agar, para verificar su morfologia normal. A continuacién, vino seguida la incubacién a 37 °C durante 16-24 horas.

4.1.1 Preparacion de suspensiones de Escherichia coli y procedimiento de colonizacién

El dia de la colonizacion, se comprobd la densidad optica (DO) a 600 nm de la solucion de E. coli, y se utilizd para la

preparacion de las suspensiones de colonizacién, basandose en procedimientos internos (PM 18).
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Se realizaron recuentos bacterianos para verificar cada indculo en medio Agar nutritivo, sembrando las diluciones 10x
apropiadas en placas (desde la version sin diluir, hasta la dilucion 107 de la suspension de cada compartimento). El
recuento de bacterias viables aplicado a CacoGoblet corresponde a 1,2 x 107 UFC.

4.2 Prueba de resistencia transepitelial (TEER)

4.2.1 Principio

La resistencia eléctrica transepitelial (TEER) es una medida directa de la funcion de barrera cutanea: refleja la
resistencia global del tejido, debido tanto a su estructura como a su espesor, y mide la integridad de la barrera en
términos de uniones estrechas.

El valor de TEER de la monocapa de células Caco-2 diferenciadas indica el grado de integridad de la propia monocapa
y, por consiguiente, la formacion de uniones estrechas entre los enterocitos. La medicion de TEER (en Q x cm?) se
realiza con un voltimetro (Millicell ERS) (intervalo 200-2000 Q).

4.2.2 Procedimiento

Se evalué TEER en una monocapa de células CacoGoblet bien diferenciadas, después de 21 dias de cultivo,
realizando una medicion por insercion utilizando el electrodo correcto, y posicionando el extremo corto del electrodo
dentro del inserto, en posiciones apicales (en 0,3 ml de medio). El extremo largo del electrodo se sumergié en el
pocillo, en posicidén basolateral (en 0,9 ml de medio).

4.3 Prueba con amarillo lucifer

4.3.1 Principio

El Amarillo Lucifer (LY) es un colorante fluorescente impermeable a la membrana celular. Se utiliza para estudiar la
permeabilidad paracelular de una sustancia. Cuando las uniones estan intactas, el Amarillo Lucifer tiene una
permeabilidad muy baja; si, por el contrario, las uniones estan dafiadas, el flujo de Amarillo Lucifer es mayor. Por lo
tanto, esta prueba permite verificar la integridad de las uniones celulares en presencia de la sustancia a examinar.
4.3.2 Procedimiento

Se aplica Amarillo Lucifer (LY) en el compartimento apical a una concentracion de 100 uM, después de la exposicion
a la sustancia a examinar, disuelta en solucién salina (0,25 ml). Se afaden 0,70 ml de soluciéon salina en el
compartimento basolateral. El transporte de LY se evalua en términos del paso desde el compartimento apical al
compartimento basolateral, después de un periodo definido de incubacion de 1 hora a 37 °C.

La lectura se realiza mediante un espectrofluorometro (TECAN INFINITE M200), con 428 nm de excitacion y 525 nm
de emision.

El porcentaje de permeabilidad se calcula mediante la siguiente férmula:

Flujo de LY = (RFUsL/RFUap inicial) x 100

En una monocapa de CacoGoblet intacta, el flujo de LY debe serinferior al 1,4 %.

4.4 Microscopio electrénico de barrido (SEM)

Las muestras a examinar por SEM se fijaron con una soluciéon de glutaraldehido al 2,5 % en PBS 0,1 M durante
24 horas, se lavaron en tampén de cacodilato de sodio 0,1 M, a pH 7,4, y se extrajeron en tetrdxido de osmio (OsO4)
al 1% en la misma muestra (2 horas a temperatura ambiente). A continuacion, las muestras se deshidrataron en
grados ascendentes de etanol a temperatura ambiente y hexametildisilazano durante una noche.

Las muestras se colocaron en clavijas con lenguetas de carbono, y se recubrieron con una capa de oro utilizando el
revestidor metalico SEM E5100, de Polaron Equipment Limited, a continuacién, se transfirieron al microscopio
electronico de barrido de colon sigmoide Zeiss, para su visualizacion y fotografiado.

Muestra SEM generada durante el estudio (Tabla 4)
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Tabla 4

Criterio de valoracién VS 79-16  |CODIGO DE MUESTRA

NC 6H-6
SEM E. COLI 2H-6
PR (4 h) + E. COLI 2H-6

4.5 Inmunoflorescencia: alfa-actinina
4.5.1 Principio

El marcaje por inmunofluorescencia es una técnica histoldgica para detectar estructuras o moléculas especificas en
compartimentos celulares de secciones histoldgicas. La técnica se basa en la especificidad del anticuerpo que se une
al antigeno para la deteccidn de la molécula diana, y un sistema de deteccidn mediante un microscopio de
fluorescencia, utilizando un método indirecto: un anticuerpo primario capaz de reconocer especificamente la diana, y
un anticuerpo secundario unido al fluoréforo, capaz de reconocer el anticuerpo primario.

4.5.2 Procedimiento

Después de la fijacion en etanol frio durante 30 minutos y en acetona fria durante 3 minutos, la mucosa intestinal se
lavo con PBS, y las reacciones no especificas se bloquearon con BSA al 1 % en PBS durante 30 minutos. Cada inserto
se incubd durante una noche a 4 °C con anticuerpo alfa actinina (anticuerpo monoclonal de ratén, ab18061, lote
GR256204-1) a 1 ug/ml en BSA al 1 % en PBS. Después del lavado, los tejidos se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora con el anticuerpo secundario (anticuerpo anti ratén de cabra Alexa Fluor 488, Invitrogen A10-680) 1:400
en BSA al 1 % en PBS. Después del lavado, los nucleos se tifieron con DAPI, y se analizaron con un microscopio de
fluorescencia Leica DM 2500.

4.6 Ensayo de adhesion de monocitos-células epiteliales

4.6.1 Principio

Las células CacoGoblet se trataron durante una noche con IL-1beta, la citocina proinflamatoria, antes del ensayo de
adhesion, para crear una mucosa inflamada. A continuacion, las monocapas tratadas se trataron con los productos
durante 24 horas. Las células THP-1 marcadas se afiadieron encima del CacoGoblet en cada pocillo. Las células THP-
1 se marcaron con el colorante fluorescente diacetato de clorometilfluoresceina (CMFDA; Invitrogen). Después de la
incubacién, la monocapa se lavo suavemente para eliminar las células THP-1 no adherentes. Las células adherentes
marcadas con el colorante fluorescente se observaron bajo un microscopio de fluorescencia.

4.6.2 Procedimiento

Una vez tratadas, las células THP-1 marcadas se aplicaron encima del CacoGoblet.

Las células THP-1 se marcaron con el colorante fluorescente diacetato de clorometilfluoresceina (CMFDA Exc. 492,
Em 517; Invitrogen).

Después de 1 hora de incubacion, la monocapa se lavé suavemente para eliminar las células THP-1 no adherentes.
Las células adherentes marcadas con el colorante fluorescente se observaron bajo un microscopio de fluorescencia.

5. Resultados
5.1 Viabilidad celular a través de la prueba MTT

Los resultados de la prueba MTT se presentan en la Figura 3. La Figura 3 muestra la viabilidad celular después de
24 horas de tratamiento con arandano rojo a 10-100-1000 pg/ml.

Al control negativo (medio solo) se le asignd una viabilidad del 100 %.

En todas las concentraciones probadas, los productos no redujeron la viabilidad, en comparaciéon con el control
negativo.

La concentracidon no citotdxica seleccionada para el estudio de eficacia, fue de 1000 ug/ml. A esta concentracion, la
interferencia de la sustancia examinada con la prueba MTT, fue del 32 %.

Propiedades antiinflamatorias del extracto de arandano rojo en un sistema de cocultivo in vitro (células THP-1 y células
epiteliales intestinales)
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5.2 Ensayo de adhesion de monocitos-células epiteliales

Una vez tratadas, las células THP-1 marcadas se aplicaron encima del CacoGoblet.

Después de 1 hora de incubacion, la monocapa se lavé suavemente para eliminar las células THP-1 no adherentes.
Las células adherentes marcadas con el colorante fluorescente se observaron bajo un microscopio de fluorescencia;
los resultados se presentan en la Figura 4.

La Figura 4 muestra la adhesidén de monocitos-células epiteliales en CacoGoblet inflamado no tratado

v Como era de esperar, tras el tratamiento con IL1beta se observo un aumento en la adhesion de las células THP-
1.

v Como era de esperar, un numero muy pequefio de células THP-1 demostraron ser adherentes al epitelio
CacoGoblet (control negativo, NT).

v EL ARANDANO ROJO POR Si SOLO, sobre mucosas sanas, redujo la adhesion de las células THP-1.

v Se observo una disminucién significativa en la adhesion de las células THP-1 después de la aplicacién de
etacortilen sobre la mucosa inflamada.

v Se observo una disminucion significativa en la adhesion de las células THP-1 después de la aplicacion de
ARANDANO ROJO sobre la mucosa inflamada, ligeramente menor que después del tratamiento con etacortilen.

Capacidad del arandano rojo para prevenir la adhesion de E. coli a la mucosa

5.3 Medicion de la TEER

La Figura 5 muestra los resultados de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) expresada en ohmios x cm?, al
inicio (0 horas), después de 4 horas de tratamiento con los productos, y después de 2 horas de colonizacién por E.

coli (6 horas de tratamiento en total).

Los valores de TEER antes del tratamiento (T = 0 horas) indican la resistencia global de la barrera, correlacionada con
la integridad de la estructura de las uniones estrechas.

Se utilizé TEER, un parametro fisico de la integridad de la barrera de la mucosa, para caracterizar la influencia del
producto sobre el flujo paracelular de iones a nivel del epitelio de la mucosa.

La Figura 5 muestra la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) expresada en ohmios x ¢cm?, al inicio (0 horas),
después de 4 horas de tratamiento con arandano rojo a 1000 pg/ml por si solo, o después de 2 horas de colonizacién
por E. coli. 6 horas fue el tiempo total de cultivo del control negativo.

Como se indica en la Figura 5, la colonizacidn por E. coli provocd una reduccion en TEER de 274,67 ohmios x cm? a
218,68 ohmios x cm?, después de 2 horas de tratamiento (-21 %).

El pretratamiento de 4 horas con arandano rojo provoco un aumento en TEER de 315 ohmios x cm? a 325,82 ohmios
X cm?, y contrarrestd la adhesion de E. coli (3 % de recuperacion de TEER).

Después de 4 horas de tratamiento, el arandano rojo por si solo indujo un aumento del 43 % en los valores de TEER
(de 299,86 ohmios x cm? a 430,54 ohmios x cm?): Estos resultados indican las propiedades vélidas de formacion de
pelicula, y la eficacia positiva del extracto de ardndano rojo sobre la barrera epitelial, tanto en presencia como en
ausencia de E. coli.

5.4 Prueba con Amarillo Lucifer: Permeabilidad paracelular

El flujo paracelular de Amarillo Lucifer (LY) se evaluo6 al final del periodo de exposicion; los resultados de la medicion
de fluorescencia se muestran en la Figura 6.

La Figura 6 muestra el % de flujo de LY, en comparacion con LY, en el momento cero en el compartimento apical. La
Figura 6 muestra el flujo de LY después de 6 horas de tratamiento (4 horas con arandano rojo y 2 horas de colonizacion
por E. coli).

El control negativo (NC) tenia una permeabilidad del 0,52 % a LY.
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E. colitenia mayor permeabilidad a LY (0,91 %) que el control negativo (aumento del 74 % en el paso de LY frente al
NC).

No surgié ninguna diferencia significativa entre el control negativo y el producto probado: el pretratamiento con
arandano rojo restauré el epitelio intestinal, y evitd la adhesién por E. coli.

El arandano rojo por si solo tiene eficacia protectora: se observd una reduccion del 29 % en el paso de LY, en
comparacién con el control negativo.

5.5 Tincion por inmunofluorescencia de alfa-actinina

La serie de imagenes a continuaciéon, muestra las muestras analizadas bajo un microscopio de fluorescencia. El color
verde representa la proteina alfa-actinina ubicada al nivel de la membrana. La alfa actinina interactia con Tir, una
proteina de E. Coli, para formar la placa adhesiva conocida como pedestal, y es un marcador de infeccién por E. Coli.

La Figura 7 muestra la inmunofluorescencia de alfa-actinina en muestras colonizadas por Escherichia Coli, y tratadas
0 no tratadas con arandano rojo.

El aumento del color fluorescente a nivel de la membrana es evidente después de la colonizacidén por E. coli, en
comparacién con el control negativo.

El arandano indujo una ligera disminucién en alfa-actinina cuando se aplicé por si solo, o como tratamiento previo
antes de la colonizacion por E. coli (diferencia no significativa, en comparacién con la colonizacion por E. Coli).

5.6 Microscopio electronico de barrido

La Figura 8 muestra imagenes ultraestructurales de microvellosidades de células Caco-2 extraidas de la
bibliografia. (BCD Cancer 2008 8:227)

En las células Caco-2 no tratadas se puede observar un gran numero de microvellosidades. Los margenes de las
células no aparecen. Inserto. Microvellosidades largas presentes, b. Células tratadas con EGF. Son evidentes
numerosas vesiculas. Inserto: Hay un numero reducido de microvellosidades, c¢-f: células tratadas. Las
microvellosidades disminuyen en numero, y pierden su posicién erguida.

Datos historicos de VitroScreen sobre la colonizacion de células Caco-2 por E. coli: La proliferacion y la adhesién de
E. coli a la capa celular son evidentes (flecha de color rojo).

Las Figuras 9A y 9B muestran las muestras analizadas bajo un microscopio electrénico de barrido.

La Figura 10A muestra el control negativo: CacoGoblet sin tratar a las 6 horas

Como se esperaba, el control negativo no mostrd estrés celular ni contaminacion bacteriana. El tejido era trofico, con
desmosomas bien estructurados (1000x). Las microvellosidades parecen estar bien organizadas en toda la superficie:
Se puede observar un denso borde de microvellosidades en forma de pincel (5000x, cuadro de color rojo).

La Figura 10B muestra la colonizacién del tejido por E. coli, 2 horas

Debido a la solucién de problemas técnicos, no hay proliferacion de E. coli en la superficie del CacoGoblet. Sin
embargo, la monocapa muestra microvellosidades dafiadas en la superficie; son menos numerosas y han perdido su
posicion normal (10000x, cuadro de color rojo), en comparacion con el control negativo, lo que indica que E. coli causo
dafos en el borde en forma de cepillo.

La Figura 10C muestra el pretratamiento con ARANDANO ROJO durante 4 horas, antes de la colonizacion por E. coli
durante 2 horas.

La monocapa parece estar bien estructurada, y muestra microvellosidades en la superficie (5000x). Son visibles pocas
células de E. coli, y su morfologia esta alterada (10000x, flecha de color rojo), con claros signos de lisis. Ademas, se
evidencian abundantes restos bacterianos (10000x, estrella de color rojo), lo que indica que el tratamiento con
arandano rojo causdé dafio a E. coli.

6. Conclusiones

Se aplicaron diversos modelos experimentales basados en el epitelio intestinal CacoGoblet in vitro, para evaluar la
eficacia del EXTRACTO DE ARANDANO ROJO por parte de Sofar S.p.A.
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La concentracion no citotoxica se probd en una etapa preliminar mediante ensayo MTT, para asi descartar la posible
toxicidad intrinseca del producto.

La concentracion no citotéxica mas alta seleccionada para el estudio de eficacia, fue de 1000 pg/ml.

Se utilizaron dos protocolos:

1)

2)

Propiedades antiinflamatorias del extracto de arandano rojo en un sistema de cocultivo (células THP-1 y células
epiteliales intestinales)

Capacidad del arandano rojo para prevenir la adhesion de E. coli

Se evaluaron los siguientes parametros, para llegar a una conclusion con respecto a:

Adhesion monocitos-células epiteliales en CacoGoblet, con inflamacién inducida por IL-1 beta (eficacia
antiinflamatoria)

Resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y flujo paracelular de LY (alteracién de la barrera epitelial)

Andlisis ultraestructural de E. coli con microscopio electronico de barrido (SEM) (contrarrestar la adhesion y
proliferacion de E. coli)

Localizacion de alfa-actinina por inmunofluorescencia (contrarrestar la adhesién de E. coli)

En conclusién, los resultados demostraron que:

1)

2)

3)

4)

3)

El ARANDANO ROJO, aplicado sobre una mucosa intestinal inflamada, indujo una reduccién significativa en la
adhesion a las células THP-1, lo que sugiere una importante accion antiinflamatoria.

El pretratamiento con arandano rojo durante 4 horas contrarresto ligeramente el dafio de la barrera inducido por la
adhesion de E. coli; el ardndano rojo por si solo, después de 4 horas de tratamiento, indujo un aumento del 43 %
en los valores de TEER, Io que sugiere una excelente capacidad de formacion de pelicula.

El arandano rojo por si solo ejerce una accién protectora sobre la integridad de la barrera: Se observé una
reduccion del 29 % en el paso de LY, en comparacion con el control negativo. No surgidé ninguna diferencia
significativa con el producto probado, en comparacion con el control negativo: El pretratamiento con arandano rojo
restaurd el epitelio intestinal, y evitd la adhesion de E. coli.

La tincion con a-actinina, relevante como biomarcador de la adhesion de E. coli, no fue alterada de manera
significativa por el tratamiento con arandano rojo, en las condiciones experimentales adoptadas; sin embargo, se
observd una ligera reduccion de la fluorescencia.

El andlisis por microscopia electronica de barrido reveld una actividad directa del arandano rojo contra la adhesion,
viabilidad y morfologia de E. coli.
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REIVINDICACIONES

Una composicidén para administracion oral, que se denomina (“CR”), que comprende o, como alternativa,
consiste en:

(i) un nucleo que comprende o, como alternativa, que consiste en un extracto (a) de al menos una
planta del género Vaccinium y al menos un ingrediente (b) aceptable para uso farmacéutico o
alimentario;

(i) una capa gastrorresistente externa al nucleo (i), y al que recubre completamente (i), y comprende al
menos un ingrediente (c) aceptable para uso farmacéutico o alimentario, en donde dicha capa
gastrorresistente (ii) es capaz de permitir la liberacion del extracto (a) en el colon; en donde dicha
composicion es para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de la diverticulosis coldnica,
patologias o enfermedades relacionadas con la presencia de diverticulos, seleccionadas de la
enfermedad diverticular, la EDSSC (enfermedad diverticular sintomatica sin complicaciones) y la
diverticulitis colonica.

La composicién para su uso segun la reivindicacion 1, en donde dicho extracto (a) de al menos una planta
del género Vaccinium, es preferiblemente un extracto seco presente en una cantidad comprendida de 150 mg
a 600 mg, con respecto al peso total de (a).

La composicién para su uso segun la reivindicacion 2, en donde dicho extracto (a) esta presente en una
cantidad comprendida de 200 mg a 300 mg, con respecto al peso total de (a), y contiene del 80 % al 99 % de
proantocianidinas por peso, en relacion con el peso total de (a).

La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho extracto
(a) es preferiblemente un extracto seco de arandano rojo, que contiene preferiblemente PAC
(proantocianidinas), en una concentracion del 5 % al 30 % en peso o volumen, por ejemplo, el 10 %, 15 %,
20 % 0 25 %.

La composicion para su uso segun la reivindicacion 1, en donde dicha capa gastrorresistente (ii) externa al
nucleo (i) tiene la caracteristica de descomponerse y disolverse en funcion del valor del pH y/o del tiempo;
preferiblemente, dicha capa (i) es capaz de descomponerse y disolverse desde un valor de pH de
aproximadamente 6,5 a aproximadamente un pH de 8.

La composicidon para su uso segun la reivindicacion 5, en donde dicha capa gastrorresistente (ii) externa al
nuacleo (i) es capaz de descomponerse y disolverse desde un valor de pH de aproximadamente 7 a
aproximadamente pH 7,5; preferiblemente, en un tiempo comprendido de 30 minutos a 120 minutos; incluso
mas preferiblemente, de 45 minutos a 90 minutos.

La composicion para su uso segun las reivindicaciones 1, 5 0 6, en donde dicha capa gastrorresistente (ii)
externa al nucleo (i) comprende 0, como alternativa, consiste en al menos una sustancia seleccionada de
Eudragard bidtico E1207, un polimero gastrorresistente, tal como 7:3:1 de poli(acrilato de metilo-co-
metacrilato de metilo-co-acido metacrilico) u otro copolimero metacrilico aniénico, citrato de trietilo E1505,
talco, etilcelulosa, copolimero de metacrilato anidnico y mezclas de los mismos, goma laca, alginato de sodio
y mezclas de los mismos, almidén y almidones modificados, acido oleico, acido estearico y triglicéridos de
cadena media.

La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicha capa
gastrorresistente (ii) externa al nucleo (1), comprende o, como alternativa, consiste en:

- un polimero gastrorresistente, tal como 7:3:1 de poli(acrilato de metilo-co-metacrilato de metilo-co-
acido metacrilico) u otro copolimero de metacrilato aniénico: de 5 a 50 mg; 10 a 35 mg; 18-25 mg;

- Citrato de trietilo E1505: de 0,1 a 5 mg; 0,3 a 3 mg; 0,5-2 mg
- Talco: de 1 a 30 mg; 3 a 20 mg; 5-15 mg.

La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicha capa
gastrorresistente (ii) externa al nucleo (i), comprende o, como alternativa, consiste en:

- Etilcelulosa: de 5 a 15 mg; 8 a 12 mg; 9,97 mg;
- Alginato de sodio; de 5 a 15 mg; 8 a 12 mg; 9,30 mg;

- Hidréxido de amonio: de 0,5 a4 mg; 1,5 a 3 mg; 2,34 mg;
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Triglicéridos de cadena media: de 0,5 a5mg; 1,5a 3 mg; 2,12 mg;
Acido oleico: de 0,5 a 3 mg; 1a2mg; 1,17 mg;

Acido estearico purificado: de 0,01 a 0,5 mg; 0,05 a 0,3 mg; 0,1 mg.

La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicha capa
gastrorresistente (ii) externa al nucleo (i), comprende o, como alternativa, consiste en:

etilcelulosa: de 5 a 50 mg; 10 a 30 mg; 15-20 mg;
diéxido de titanio: de 0,1 a 15 mg; 0,5 a 10 mg; 1-5 mg;
Alginato de sodio: de 0,1 a 5 mg; 0,3 a 4 mg; 0,5-2 mg;

acido oleico, acido estearico, triglicéridos de cadena media: cada uno de 0,01 a 3 mg; entre 0,05 y
1 mg.

La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha capa
gastrorresistente (ii) externa al nucleo (i), comprende o, como alternativa, consiste en:

Eudragard® bidtico E1207 (Evonik): por ejemplo, 20,4 mg;
Citrato de trietilo E1505: por ejemplo, 1 mg;

Talco: por ejemplo, 10,2 mg.

La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha capa
gastrorresistente (ii) externa al nucleo (i), comprende o, como alternativa, consiste en:

Etilcelulosa: por ejemplo, 9,97 mg;

Alginato de sodio: por ejemplo, 9,30 mg;

Hidroxido de amonio: por ejemplo, 2,34 mg;
Triglicéridos de cadena media: por ejemplo, 2,12 mg;
Acido oleico: por ejemplo, 1,17 mg;

Acido estedrico purificado: por ejemplo, 0,1 mg.
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Figura 4
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