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DESCRIPCION
Composicion para prevenir o tratar la orteoartritis que contiene sialillactosa o una sal de la misma como principio activo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicion para prevenir o tratar la osteoartritis que contiene 3'- o 6'-
sialillactosa o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma como principio activo.

Antecedentes de la técnica

La osteoartritis (OA) es una enfermedad articular degenerativa causada principalmente por la inhibicion de la sintesis
de la matriz extracelular (MEC) del cartilago y la promocion de la destruccion del tejido cartilaginoso. Muchos factores
de riesgo etiolégicos y procesos fisiopatoldgicos asociados al envejecimiento contribuyen a la progresion de la
osteoartritis. La inestabilidad articular, el estrés mecanico, incluidas las lesiones, y los factores relacionados con el
envejecimiento que predisponen a la osteoartritis son potenciales mecanismos causantes de la osteoartritis. Estos
factores activan las vias bioquimicas en los condrocitos, que son un tipo celular Unico que sintetiza diferentes factores
catabdlicos y anabdlicos, lo que conduce a la degradacion de la MEC por la metaloproteinasa de matriz (Mmp) y al
cese de la sintesis de la MEC a través de la desdiferenciacion y la apoptosis de los condrocitos (Pelletier J.P. et al.,
Arthritis Rheum., 44:1237-47, 2001). En concreto, el tejido cartilaginoso que constituye una articulacion normalmente
no se regenera in vivo una vez que esta dafado. Si el tejido cartilaginoso en una articulacion esta dafiado, el dafio del
tejido cartilaginoso impide las actividades diarias con dolor grave. Si el dafo se vuelve crénico, provoca osteoartritis
mortal que interfiere con la vida normal o las actividades profesionales.

Hasta ahora, no se han desarrollado agentes terapéuticos para la artritis. Generalmente, los medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) se usan con el fin de aliviar la inflamacion de las articulaciones. Sin embargo,
puesto que los medicamentos a base de AINE estan destinados principalmente a aliviar temporalmente la inflamacién
de las articulaciones, los medicamentos basados en AINE no proporcionan un tratamiento adecuado para la
osteoartritis, que es una artritis no inflamatoria que requiere la mejora de la formacién de cartilago y la inhibicién de la
destruccioén del cartilago (Pritchard M.H. et al., Annals of the Rheumatic Diseases, 37:493-503, 1978). Dichos AINE
son adecuados como agentes terapéuticos para la prevencién de la inflamacién en la artritis reumatoide, que es una
artritis inflamatoria. Sin embargo, se sefala que los AINE aceleran el dafio del cartilago o tienen efectos adversos
sobre el sistema cardiovascular, tracto gastrointestinal, rifidén, higado, etc.

Asimismo, un método de trasplante osteocondral autdlogo que se desarrollé para la formacién de cartilago implica
extraer cartilago y hueso subcondral de una parte normal de un paciente y trasplantarlos a un orificio que se hace en
el sitio del cartilago dafiado mediante perforacién, generando de este modo cartilago hialino. Aunque este método ha
tenido éxito en algunos pacientes, no se puede aplicar universalmente porque el método se puede realizar solo para
pacientes elegibles para trasplante autélogo con menos dafio del cartilago (Peterson L. et al., J. Bone Joint Surg. Am.
85-A Suplemento: 17-24, 2003).

Por otro lado, entre los oligosacaridos de la leche materna, la 3'- o 6'-sialillactosa tiene propiedades antiinflamatorias
que influyen en la actividad de la microflora intestinal, y existe un informe de que la 3'- o 6'-sialillactosa enriquece la
microflora intestinal (Izquierdo-Useros N. et al., PloS Biol 2012, 10). Puesto que la sialillactosa esta presente en la
leche materna, ya se han verificado los efectos secundarios de la ingestidon de sialillactosa y, por tanto, se estan
estudiando diversas funciones de la misma. Se confirmé que la administracion de sialillactosa a un paciente con artritis
reumatoide tiene efectos terapéuticos sobre enfermedades autoinmunitarias causadas por cambios en IgG
(documento US 5164374). Sin embargo, no ha habido informes sobre los efectos profilacticos y terapéuticos de la 3'-
o 6'-sialillactosa en la osteoartritis.

Por consiguiente, los presentes inventores han realizado intensos esfuerzos para encontrar una nueva sustancia capaz
de prevenir o tratar eficazmente la osteoartritis y, como resultado, han descubierto que la 3'- o 6'-sialillactosa puede
promover la formacion de cartilago e inhibir la destruccién del cartilago simultaneamente, completando de este modo
la presente divulgacion.

Sumario de la invencion
Un objeto de la presente divulgacion es proporcionar una composicion farmacéutica y un alimento para prevenir o
tratar la osteoartritis, incluyendo la composicién farmacéutica y el alimento 3'- o 6'-sialillactosa o una sal

farmacéuticamente aceptable de la misma como principio activo.

En el presente documento se desvela un método para tratar la osteoartritis, incluyendo el método administrar la
composicion que incluye 3'- o 6'-sialillactosa o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma como principio activo.

En el presente documento, también se divulga el uso de la composicidon que incluye 3'- o 6'-sialillactosa o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma como principio activo en el tratamiento de la osteoartritis.
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Para lograr el objeto anterior, la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica para prevenir o tratar
osteoartritis, incluyendo la composicion farmacéutica 3'- o 6'-sialillactosa o una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma como principio activo.

Asimismo, la presente divulgacion proporciona un alimento para prevenir o mejorar la osteoartritis, incluyendo el
alimento 3'- o 6'-sialillactosa o una sal aceptable de la misma para su uso como principio activo en alimentos.

Asimismo, la presente divulgacién proporciona un método para tratar la osteoartritis, incluyendo el método administrar
la composiciéon que incluye 3'- o 6'-sialillactosa o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma como principio
activo.

Asimismo, la presente divulgacion proporciona el uso de la composicion que incluye 3'- o 6'-sialillactosa o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma como principio activo en el tratamiento de la osteoartritis.

Breve descripcion de los dibujos
La FIG. 1 ilustra un mecanismo por el cual la osteoartritis es inducida por diferentes factores catabdlicos y anabdlicos.
La FIG. 2 ilustra las férmulas estructurales quimicas de (A) 3"-sialillactosa (3'-SL) y (B) 6'-sialillactosa (6'-SL).

La FIG. 3 ilustra que 3'-sialillactosa y 6'-sialillactosa no mostraron citotoxicidad contra los condrocitos cuando los
condrocitos se trataron con (A) 3'-sialillactosa o (B) 6'-sialillactosa a diferentes concentraciones.

La FIG. 4 ilustra que la expresion de colageno tipo Il (Col2a1) aumento por el tratamiento de los condrocitos con 0 uM,
50 uM, 100 uM, o 250 uM de 3'-sialillactosa (A y B), la expresiéon de Col2a1 que disminuyo por IL-1B aumento por el
tratamiento con 3'-sialillactosa (C y D), y la actividad de Sox-9 que disminuy6 por IL-13 aumento por el tratamiento con
3'-sialillactosa (E).

La FIG. 5 ilustra que la expresion de colageno tipo Il (Col2a1) aumento por el tratamiento de los condrocitos con 0 uM,
50 uM, 100 uM o 250 uM de 6'-sialillactosa (A), la expresion de Col2a1 que disminuyé por IL-1 B aumento por el
tratamiento con 6'-sialillactosa (B), y Sox-9, que es un factor de transcripcion que regula la expresion de colageno tipo
I, disminuyé por IL-18, pero aumenté nuevamente por 6'-sialillactosa (C).

La FIG. 6 ilustra que la expresion de Mmp3 y Mmp13 que induce la destruccion de cartilago aumenté por IL-1B en
condrocitos (A y B), y la expresién de Mmp3 y Mmp13 que aumento por IL-1 B disminuy6 por 3'-sialillactosa (C y D).

La FIG. 7 ilustra que la expresion de Mmp3 y Mmp13 que induce la destruccion de cartilago aumenté por IL-1B en
condrocitos (A), y la expresién de Mmp3 y Mmp13 que aumento por IL-1f disminuy6 por 6'-sialillactosa (B).

La FIG. 8 ilustra que la fosforilacion de Erk que aumenté por IL-1B en condrocitos fue inactivada por 3'-sialillactosa.
Descripcion detallada de la invencion y realizaciones deseadas

A menos que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen los mismos significados que entiende cominmente un experto en la materia a la que pertenece la presente
divulgaciéon. Generalmente, la nomenclatura usada en el presente documento es la bien conocida y comunmente
empleada en la técnica.

La artritis se clasifica en gran medida en artritis no inflamatoria y artritis inflamatoria, y la artritis no inflamatoria puede
estar representada por la osteoartritis (OA) y la artritis inflamatoria puede estar representada por la artritis reumatoide
(Yusuf E. et al., Ann. Rheum. Dis., 70:60-67,2011; Berebaum F. et al., Osteoarthritis Cartilage, 21:16-21, 2013).

La osteoartritis también se denomina artritis degenerativa, y la etiologia de la misma aun es incierta, pero se sabe que
una diversidad de desencadenantes tales como herencia, traumatismo, obesidad, envejecimiento, anomalias
metabdlicas, etc. estan involucrados. Estos desencadenantes conducen a un desequilibrio entre los factores de ataque
y los factores defensivos en los condrocitos, que promueve la destruccion del tejido cartilaginoso y el desgaste del
cartilago y, como resultado, los pacientes sienten dolor y experimentan limitacion en el movimiento de la articulacion
debido a los cambios patoldgicos caracteristicos de la osteoartritis (Pelletier J.P. et al., Arthritis Rheum., 44:1237-47,
2001).

Por el contrario, se sabe que la artritis reumatoide (AR) es causada principalmente por la progresion de la enfermedad
debido a una reaccion autoinmunitaria, a diferencia de la osteoartritis causada por la destruccion de condrocitos y
tejido cartilaginoso. La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmunitaria caracterizada por inflamacién y
proliferacion de sinoviocitos, y desarrolla osteoporosis periarticular y erosion osea, a diferencia de la osteoartritis. La
artritis reumatoide progresa propagando la inflamacion de la membrana sinovial a la capsula articular, ligamento,
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tendon, e invadiendo el hueso. Por lo tanto, la osteoartritis y la artritis reumatoide son completamente diferentes entre
si en cuanto a etiologia y progresion, y los métodos de tratamiento de las mismas también son diferentes.

Los agentes terapéuticos para la artritis reumatoide conocidos hasta ahora incluyen medicamentos antiinflamatorios
no esteroideos (AINE), penicilamina, hormonas esteroideas, inhibidores de TNF, inhibidores de interleucina,
inhibidores de JAK, inhibidores relacionados con anti-CD, etc., que son adecuados para bloquear el mecanismo de
inflamacion (Pritchard M.H. et al., Ann. Rheum. Dis., 37:493-503, 1978; Informe de Frost & Sullivan 2014: Product and
pipeline analysis of the global rheumatoid arthritis therapeutics market). Los AINE y las hormonas esteroideas se usan
en pacientes con osteoartritis con el fin de aliviar el dolor y combatir la inflamacion, pero estos medicamentos pueden
no funcionar como agentes terapéuticos practicos para la osteoartritis debido a que tienen como objetivo aliviar los
sintomas en lugar de tratar la enfermedad en si (Abramson S.B. et al., Osteoarthritis Cartilage, 7:380-1, 1999).
Ademas, puesto que la osteoartritis, que es causada principalmente por la destruccidon de condrocitos y tejido
cartilaginoso, es bastante diferente de la artritis reumatoide, que es una artritis inflamatoria, en cuanto a la causa y los
sintomas, un método para tratar la osteoartritis también es diferente del de la artritis reumatoide.

Por ejemplo, hasta 2014, el desarrollo de la mayoria de los agentes terapéuticos para la osteoartritis avanzé en una
direccion en la que la regeneracion del cartilago se promovia mediante el trasplante de diferentes andamios con células
madre mesenquimatosas promovidas por la secrecion de Col2a1 y MEC en los defectos del cartilago. Por el contrario,
el desarrollo de agentes terapéuticos para la artritis reumatoide avanza en una direccién en la que en ultima instancia
las citocinas inflamatorias se inhiben mediante el desarrollo de inhibidores de TNF, inhibidores de interleucina,
inhibidores de JAK, inhibidores relacionados con anti-CD, etc. (Informe de Frost & Sullivan de 2014: 1. A product and
pipeline Analysis of the Global knee cartilage repair market, 2. Product and pipeline analysis of the global rheumatoid
arthritis therapeutics market). Es decir, se puede observar que las dianas terapéuticas de la osteoartritis que tiene una
caracteristica no inflamatoria y la artritis reumatoide que tiene una caracteristica inflamatoria adoptan diferentes formas
de acuerdo con los diferentes tipos de artritis.

Basandose en estos resultados, se puede ver que la osteoartritis y la artritis reumatoide tienen causas de enfermedad
completamente diferentes, y los agentes terapéuticos que estan actualmente en desarrollo se centran en la
regeneracion del cartilago para la osteoartritis y la inhibicion de la inflamaciéon para la artritis reumatoide. Por
consiguiente, la estrategia objetivo para el tratamiento de la osteoartritis debe ser diferente de la estrategia objetivo
para el tratamiento de la artritis reumatoide inflamatoria.

Es mas, el documento WO 98/48817 divulga determinados métodos y composiciones para inhibir la proliferacion de
células endoteliales poniendo en contacto las células con un acido sialico o un glucésido de sialilo. Estos métodos son
utiles para tratar afecciones que se caracterizan por una proliferacion celular indeseable.

Como se usa en el presente documento, los términos "osteoartritis (OA)" y "artritis degenerativa" pueden usarse
indistintamente entre si, y debe entenderse que tienen los mismos significados.

En la presente divulgacion, se confirmo que 3'- o 6'-sialillactosa promueve la expresion de colageno tipo Il (Col2a1)
que juega un papel importante en la formacion de articulaciones e inhibe la expresion de Mmp3 y Mmp13 que
promueven la destruccion del tejido cartilaginoso al mismo tiempo, mientras que no tiene citotoxicidad sobre los
condrocitos. También se confirmé que la 3'- o 6'-sialillactosa esta directamente implicada en la regulacion de Sox9,
que es un factor de transcripcion implicado en la expresion de Col2a1, y la 3'-sialillactosa regula directamente la via
de transduccion de sefiales de pErk implicada en la expresion de Mmp3 y Mmp13.

Por consiguiente, un aspecto de la presente divulgacion se refiere a una composicion farmacéutica para prevenir o
tratar la osteoartritis, incluyendo la composicion farmacéutica sialillactosa o una sal farmacéuticamente aceptable de
la misma como principio activo.

En la presente divulgacion, la sialillactosa puede ser 3'-sialillactosa o 6'-sialillactosa.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una formulacion
de un compuesto que no provoca irritacion significativa a un organismo al que se administra el compuesto y no abroga
la actividad biolégica y las propiedades del compuesto. Las sales farmacéuticas pueden incluir sales de adicion de
acido que pueden formar sales de adicidn de acido no toxicas que contienen aniones farmacéuticamente aceptables,
por ejemplo, acidos inorganicos, tales como acido clorhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico, acido
bromhidrico, acido yodhidrico, etc.; acidos carbonicos organicos, tales como acido tartarico, acido férmico, acido
citrico, acido acético, acido tricloroacético, acido trifluoroacético, acido glucénico, acido benzoico, acido lactico, acido
fumarico, acido maleico, acido salicilico, etc.; acidos sulfénicos, tales como &acido metanosulfénico, acido
etanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido p-toluenosulfénico, etc. Por ejemplo, la sal farmacéuticamente
aceptable también puede incluir sales de metal o sales de metal alcalinotérreo formadas por litio, sodio, potasio, calcio,
magnesio, etc.; sales de aminoacidos, tales como lisina, arginina, guanidina, etc.; sales organicas, tales como
diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina, tris(hidroximetil)metilamina, dietanolamina, colina, trietilamina, etc.

En la presente divulgacion, la sal farmacéuticamente aceptable de 3'- o 6'-sialillactosa puede ser Na, pero no de
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manera limitativa.

La sal de 3'-sialillactosa puede tener una estructura de la siguiente Féormula 1, y la sal de 6'-sialillactosa puede tener
una estructura de la siguiente Férmula 2, pero no de manera limitativa:

[Férmula 1]

[Férmula 2]

HO, ﬁ*“* LS

e I

Un compuesto unico de prueba usado en la presente divulgacion es 3'- o 6'-sialillactosa que tiene una formula
estructural de Ca3H3sNO19Na, que es un compuesto unico derivado de una fuente natural abundante en la leche
materna (FIG. 2).

En la presente divulgacion, pero no incluida en la presente invencion, la 3'- o 6'-sialillactosa puede incluir un derivado
de la misma.

Como se usa en el presente documento, el término "derivado" se refiere a un compuesto que se modifica por
introduccion, sustitucién, oxidacién, reduccion, etc. de grupos funcionales de 3'- o 6'-sialillactosa sin cambios
significativos en la estructura y las propiedades de un compuesto original. No hay limitaciéon en un tipo de los grupos
funcionales y, por ejemplo, los grupos funcionales pueden incluir cada uno independientemente grupos
hidrocarbonados biciclicos C1 a C20 sustituidos o no sustituidos con un grupo hidroxilo, un grupo fenoxi, un grupo
tienilo, un grupo furilo, un grupo piridilo, un grupo ciclohexilo, un grupo de alcohol alquilico, un grupo dialcohol alquilico
o un grupo fenilo sustituido o no sustituido; grupos hidrocarbonados ciclicos C3 a C30 sustituidos o no sustituidos con
un grupo hidroxilo, un grupo hidroximetilo, un grupo metilo o un grupo amino; restos azucares, pero no de forma
limitativa.

Como se usa en el presente documento, el término "resto azicares" se refiere a un grupo disponible en la eliminacién
de un atomo de hidrégeno de una molécula de polisacarido y, por lo tanto, el resto azucares puede ser, por ejemplo,
un resto derivado de un monosacarido o un oligosacarido.

Como se usa en el presente documento, el término "sustituido” significa, a menos que se especifique de otra manera,
que al menos un atomo de hidrégeno entre los grupos funcionales esta sustituido con un atomo de halégeno (F, CI, Br
o 1), un grupo hidroxilo, un grupo nitro, un grupo ciano, un grupo imino (=NH, =NR, en donde R es un grupo alquilo C1
a C10), un grupo amino (-NH2,-NH(R"), -N(R")(R"), en donde R',R",R" son cada uno independientemente un grupo
alquilo C1 a C10), un grupo amidino, un grupo hidrazina, un grupo hidrazona, un grupo carboxilo, un grupo alquilo C1
a C20, un grupo arilo C6 a C30, un grupo cicloalquilo C3 a C30, un grupo heteroarilo C3 a C30, o un grupo
heterocicloalquilo C2 a C30.

En la presente divulgacién, un intervalo de pH en el que la 3'- o 6'-sialillactosa o el derivado de 3'- o 6'-sialillactosa
muestra estabilidad puede ser de pH 4 a pH 10, pero no de manera limitativa.

En la presente divulgacion, la composicién farmacéutica para prevenir o tratar la osteoartritis que incluye 3'- o 6'-
sialillactosa como principio activo puede tener una o mas de las siguientes propiedades:

1) aumento de la expresion de colageno tipo Il (Col2a1);

2) disminucion de la expresion de metaloproteinasa de matriz 3 (Mmp3) o metaloproteinasa de matriz 13 (Mmp13);
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3) aumento de la actividad de Sox-9; y
4) aumento de la inactivacion de p-ERK.

En la presente divulgacion, la composicion farmacéutica puede incluir ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, excipiente o diluyente. El "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sustancia que se puede
agregar al principio activo para ayudar a la preparacion o estabilizacion de una formulacion sin causar un efecto
toxicoldgico adverso significativo en un paciente.

El vehiculo se refiere a un vehiculo o diluyente que no causa irritacién a un paciente y no abroga la actividad bioldgica
y las propiedades de la 3'- o 6"-sialillactosa de la presente divulgacion. Cuando la composicion se formula en una
solucién liquida, el vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser una mezcla de uno o mas de solucion salina,
agua estéril, solucidon de Ringer, solucién salina tamponada, una solucion inyectable de albumina, una solucién de
dextrosa, una solucién de maltodextrina, glicerol y etanol, que son estériles y biocompatibles. Si fuese necesario, se
le puede agregar otros aditivos comunes, que incluyen un antioxidante, un tampdn, un agente bacteriostatico, etc.
Asimismo, se le puede agregar adicionalmente un diluyente, un dispersante, un tensioactivo, un aglutinante y un
lubricante para preparar la composicion como una formulacion para inyeccién, tal como una solucion acuosa, una
suspension y una emulsion, o como una pildora, una capsula, un granulo o un comprimido. Se describen otros
vehiculos, por ejemplo, en una literatura [Remington's Pharmaceutical Sciences (E. W. Martin)].

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden incluir soluciones acuosas estériles o dispersiones y polvos
estériles para la preparacion extemporanea de soluciones estériles inyectables o dispersiones. El uso de dichos
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. La composicion puede
formularse para inyeccion parenteral. La composicién puede formularse como una solucién, microemulsion, liposoma
u otra estructura ordenada adecuada para una alta concentracion de farmaco. El vehiculo puede ser un disolvente o
un medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido, etc.), y mezclas adecuadas de los mismos. En algunos casos, la composicidon puede incluir
agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol o cloruro sédico. Las soluciones
inyectables estériles se pueden preparar incorporando una cantidad requerida de 3'- o 6'-sialillactosa en un disolvente
apropiado con uno o una combinacién de los ingredientes descritos anteriormente, segun sea necesario, seguido de
esterilizacion por microfiltracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un
vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los descritos
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos de
preparacion son el secado al vacio y el secado en frio (liofilizaciéon) que producen un polvo del principio activo y
cualquier ingrediente adicional deseado a partir una solucion del mismo previamente sometida a esterilizacion por
filtracion.

Asimismo, la composicién farmacéutica de acuerdo con la presente divulgacion puede administrarse por via oral o
parenteral en una dosis y frecuencia de administracion que pueden variar dependiendo de la gravedad del dolor del
que padece el paciente. La composicion se puede administrar a un paciente en forma de bolo o continua, segun sea
necesario.

La composicion que incluye sialillactosa de la presente divulgacion puede inhibir la destruccion de cartilago debido al
envejecimiento de la articulacion y puede promover la formacion de cartilago, tratando de este modo la osteoartritis.

Los métodos de tratamiento de la osteoartritis conocidos hasta ahora pueden incluir artroplastia de reemplazo,
artroplastia, trasplante de articulacion e implantacién de condrocitos autélogos. Sin embargo, puesto que la artroplastia
de reemplazo requiere una incisién en la articulaciéon, impone dolor y carga a un paciente, y el procedimiento es
complicado y dificil. Ademas, la artroplastia de reemplazo se realiza solo para pacientes elegibles para trasplante
autologo y, por tanto, existen muchas restricciones en el tratamiento (Peterson L. et al., J. Bone Joint Surg. Am., 85:17-
24, 2003). El implante de condrocitos autdlogos es un método para obtener condrocitos a partir de un tejido
cartilaginoso extraido de un sitio normal de un paciente, cultivar y proliferar el nimero deseado de condrocitos ex-vivo,
y, a continuacion, introducir los condrocitos en un sitio de cartilago dafiado. Sin embargo, este procedimiento también
es complicado y dificil, debido a que los tejidos donantes son limitados, y se requiere una cirugia para la extraccion de
un tejido para la implantacion (Yoon et al., Journal of Rheumatic Diseases, 19, 2012). Ademas, existe un método para
obtener células madre mesenquimales a partir de un tejido tal como médula ésea autdloga, musculo, grasa, etc.,
diferenciando las células ex-vivo, y, a continuacion, inyectando las células en un sitio dafiado del cartilago. Sin
embargo, existe el riesgo de que las células madre mesenquimales se diferencien en condrocitos hipertréficos cuando
se usa TGF-b para inducir la diferenciacion de células madre mesenquimales en condrocitos, y las células madre
mesenquimales se pueden diferenciar en osteofitos cuando se usa BMP para inducir la diferenciacion de células madre
mesenquimales en condrocitos (1. Park et al., J. of Korean Orthopaedic Research Society, 18:2, 2015; Mamidi M.K. et
al., Osteoarthritis Cartilage, 24:1307-16, 2016). Sustancialmente, la mayoria de los medicamentos o alimentos
naturales para la osteoartritis que se han desarrollado hasta ahora tienden a centrarse en el alivio del dolor y los
efectos antiinflamatorios en lugar de centrarse en la activacion de los condrocitos y la regeneracion del cartilago, que
son fundamentales para el tratamiento de la osteoartritis.
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Por lo tanto, se espera que la 3'- 0 6'-sialillactosa, que es uno de los componentes de la leche materna que no tiene
efectos adversos en el cuerpo humano, se use como materia prima que pueda prevenir, tratar o mejorar la osteoartritis
y pueda resolver los problemas de los medicamentos terapéuticos conocidos o los alimentos naturales para la
osteoartritis, incluyendo los efectos secundarios, la reduccién de los efectos de regeneracion del cartilago y la
seguridad.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a un método para tratar la osteoartritis, incluyendo el método
administrar la composicion que incluye sialillactosa o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma como principio
activo.

Otro aspecto mas de la presente divulgacion se refiere al uso de la composicion que incluye sialillactosa o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma como principio activo en el tratamiento de la osteoartritis.

En la presente divulgacion, la sialillactosa puede ser 3'-sialillactosa o 6'-sialillactosa y, mas preferentemente, la sal de
3'-sialillactosa puede tener una estructura de la siguiente Férmula 1, y la sal de 6'-sialillactosa puede tener una
estructura de la siguiente Férmula 2, pero no de manera limitativa:

[Férmula 1]

[Formula 2]

O FH e e T

Otro aspecto mas de la presente divulgacion se refiere a un alimento para prevenir o0 mejorar la osteoartritis, incluyendo
el alimento sialillactosa o una sal de la misma aceptable para su uso como principio activo en el alimento.

En la presente divulgacion, la sialillactosa puede ser 3'-sialillactosa o 6'-sialillactosa.

En la presente divulgacion, la sal de 3'-sialillactosa aceptable para uso alimentario puede tener la estructura de
Férmula 1, y la sal de 6'-sialillactosa aceptable para uso alimentario puede tener la estructura de Férmula 2, pero no
de forma limitativa.

En la presente divulgacion, la sal de 3'- o 6'-sialillactosa aceptable para uso alimentario puede ser Na, pero no de
manera limitativa.

En la presente divulgacion, pero no incluido en la presente invencion, la 3'- o 6'-sialillactosa puede incluir un derivado
de la misma.

El alimento de la presente divulgacion se puede preparar en cualquier forma de un alimento funcional, un suplemento
nutricional, un alimento saludable y un aditivo alimentario. Por ejemplo, como alimento saludable, la 3'-sialillactosa de
la presente divulgacion puede beberse después de haber sido preparada en forma de tés, zumos y bebidas, o puede
tomarse después de granulacion, encapsulaciéon y pulverizaciéon. Asimismo, el alimento funcional se puede preparar
agregando 3'-sialillactosa de la presente divulgacion a bebidas (incluidas las bebidas alcohdlicas), frutas y sus
alimentos procesados (por ejemplo, frutas en conserva, alimentos embotellados, confitura, mermelada, etc.), pescado,
carne y sus alimentos procesados (por ejemplo, jamoén, embutido, carne curada, etc.), panes y pastas (por ejemplo,
fideos Udon, pasta de trigo sarraceno, fideos de ramen, espaguetis, macarrones, etc.), zumos de frutas, diferentes
bebidas, galletas, caramelo masticable, productos lacteos (por ejemplo, mantequilla, queso, etc.), aceites vegetales
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comestibles, margarina, proteinas vegetales, alimentos embolsados, alimentos congelados, diferentes condimentos
(por ejemplo, pasta de soja, salsa de soja, salsa, etc.), etc.

Asimismo, el alimento funcional natural incluye diferentes formas, tales como alimento funcional, suplementos
nutricionales, alimentos naturales y aditivos alimentarios, como composicion del alimento, y se puede proporcionar en
varias formas de acuerdo con un método general conocido en la técnica, por ejemplo, preparando la 3'- o 6"-sialillactosa
en forma de té, zumo, o bebida, o por granulacion, encapsulacion o pulverizacion de la 3'- o 6'-sialillactosa, o adicién
del compuesto o el extracto a diversos alimentos, que incluyen bebidas, frutas y sus alimentos procesados, pescado,
carne y sus alimentos procesados, panes, pasta, condimentos, etc.

Ejemplos

En lo sucesivo en el presente documento, la presente divulgacion se describira con mas detalle con referencia a las
realizaciones. Sin embargo, es evidente para los expertos en la materia que estas realizaciones son para una
explicacion mas detallada, y no se pretende que el alcance de la presente divulgacion esté limitado por estas
realizaciones.

Ejemplo 1: Medicion de la citotoxicidad de la sialillactosa en condrocitos

Se obtuvieron condrocitos de tejidos cartilaginosos derivados de cabezas femorales, condilos femorales y mesetas
tibiales de raton normal a los 5 dias después del nacimiento. Los condrocitos obtenidos se cultivaron en medio DMEM
(Gibco, EE. UU.) que contenia suero bovino fetal al 10 % (v/v) (Gibco, EE. UU.), 50 ug/ml de estreptomicina (Sigma-
Aldrich, EE. UU.) y 50 unidades/ml de penicilina (Sigma-Aldrich, EE. UU.).

Para confirmar que la 3'- o 6'-sialillactosa no tiene citotoxicidad sobre los condrocitos, se cultivaron condrocitos en una
placa de cultivo de 96 pocillos a una densidad de 9x10° células/pocillo y, a continuacion, se traté con 3'- o 6'-
sialillactosa (Genechem Inc., Daejeon, Corea) a una concentracion de 0 uM, 10 pM, 50 uM, 100 uM o 250 uM, seguido
de incubacion en una incubadora de CO; al 5 % a 37 °C durante 24 h. La citotoxicidad de 3'- o 6'-sialillactosa sobre
condrocitos se confirmd midiendo la absorbancia a 450 nm usando un kit de ensayo de viabilidad celular EZ-Cytox
(DoGen, Corea).

Como resultado, la 3'-sialillactosa y la 6'-sialillactosa no mostraron citotoxicidad sobre los condrocitos a ninguna
concentracion, lo que sugiere que no afectan negativamente a la proliferacion de condrocitos (FIG. 3).

Ejemplo 2: Examen de los efectos de la sialillactosa en la formacién y regeneracioén del cartilago
2-1: Aumento de la expresion de colageno tipo Il (Col2a1)

Para examinar los efectos de la 3'- o 6'-sialillactosa sobre la formacién y regeneracion del cartilago, los condrocitos
obtenidos en el Ejemplo 1 se incubaron durante 36 h y, a continuacion, se trataron con 3'- o 6'-sialillactosa a una
concentracion de 0 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM o 250 pM, seguido de una incubacién adicional durante 36 h.

A continuacién, para realizar qRT-PCR, se extrajo ARN de los condrocitos usando un reactivo TRI (Molecular Research
Center Inc.), y el ADNc obtenido por transcripcion inversa del ARN se amplificé por PCR usando los cebadores de
SEQ ID NO: 1y 2 en condiciones de temperatura de alineamiento de 55 °C para examinar la expresion de colageno
tipo Il (Col2a1, 173 pb) que es esencial para la formacion de cartilago. Como grupo control, se examind Gapdh (450
pb, temperatura de alineamiento de 58 °C) usando cebadores de SEQ ID NO: 3y 4.

SEQ ID NO: 1: 5-CACACTGGTAAGTGGGGCAAGA-3' (Col2a1-S)

SEQ ID NO: 2: 5'-GGATTGTGTTGTTTCAGGGTTCG-3' (Col2a1-AS)

SEQ ID NO: 3: 5-TCACTGCCACCCAGAAGAC-3' (Gapdh-S)

SEQ ID NO: 4: 5-TGTAGGCCATGAGGTCCAC-3' (Gapdh-AS)

Asimismo, se extrajo un lisado celular completo de los condrocitos usando un tampén de lisis (NaCl 150 mM, NP-40
al 1 %, Tris 50 mM, NaF 5 mM) que contenia cécteles inhibidores de proteasa y fosfatasa (Roche), y se examiné la
expresion de Col2a1 en las células. Se realizé transferencia Western usando anticuerpo anti-Col2a1 (Millipore) y
anticuerpo anti-Erk (sefalizacion celular), y el grosor y la concentracion de las bandas de la transferencia Western se
midieron mediante un programa informatico y sus valores relativos se determinaron por densitometria (FIG. 4A y 4B).
Como resultado, se confirmd que la expresion de Col2a1 en los condrocitos aumentd por 3'-sialillactosa o 6'-

sialillactosa, lo que indica que la 3'-sialillactosa y la 6'-sialillactosa tienen el efecto de promover la formaciéon de
cartilago (FIG. 4A y 4B y FIG. 5A).
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2-2: Aumento de la expresion de colageno tipo Il (Col2a1) suprimida por IL-13

IL-1 B es una citocina inflamatoria representativa que inhibe la expresion de Col2a1 en condrocitos. Se incubaron
condrocitos durante 36 h y, a continuacion, se trataron con 5 ng/ml de IL-1 B (GeneScript, EE. UU.) durante 24 h para
confirmar que la expresiéon de Col2a1 se redujo por IL-1 .

Para examinar si la disminucién de la expresion de Col2a1 aumenta nuevamente en los condrocitos por 3'- o 6'-
sialillactosa, se realizaron qRT-PCR y transferencia Western de la misma manera que en el Ejemplo 2-1.

Como resultado, se confirmd que la expresion de Col2a1 suprimida por IL-1 8 en condrocitos aumenté gradualmente
por 3'- 0 6'-sialillactosa (FIG. 4C y 4D y FIG. 5B), lo que indica que la formacion y la regeneracién de cartilago puede
ser promovida por 3'-sialillactosa o 6'-sialillactosa.

Ejemplo 3: Activacion de las vias de sefalizacion de la formacion y regeneracion de cartilago por sialillactosa

La expresion de Col2a1 esencial para la formacion y regeneracion del cartilago estd regulada por un factor de
transcripcion Sox-9 vy, por lo tanto, se examiné si el factor de transcripcion Sox-9 esta regulado por 3'-sialillactosa.

Se preparo un gen indicador de Sox-9 insertando el sitio de union de Sox9 de 48 pb en el primer intron del gen Col2a1
humano en direccion 5' del promotor de SV40 en el vector pGL3 (Zhou G. et al., J. Biol. Chem. 1998, 12-14989 (97).

Se sometid a transfeccion 1 pg del gen indicador de Sox-9 en condrocitos usando lipofectamina 2000 (Invitrogen)
durante 3 h. Las células transfectadas se trataron conjuntamente con 5 ng/ml de interleucina 1 beta (IL-1 3) y 0 uM,
10 uM, 50 pM, 100 uM o 250 uM de 3'- o 6'-sialillactosa durante 24 h y, a continuacion, se recuperaron los condrocitos
para examinar la actividad de Sox-9 por actividad de luciferasa.

Como resultado, se confirmd que la actividad de Sox-9 disminuida por IL-1B fue restaurada por 3'- o 6'-sialillactosa
(FIG. 4E y FIG. 5C), lo que indica que 3'- o 6'-sialillactosa regula directamente la actividad de Sox-9, conduciendo a la
regulacion de la expresion de Col2a1 esencial para la formacién de cartilago. En otras palabras, la formacion y
regeneracion del cartilago son promovidas por 3'-sialillactosa o 6'-sialillactosa.

Ejemplo 4: Examen de la inhibicién de la inflamacion articular y la destruccién del cartilago por sialillactosa

IL-1B es una citocina inflamatoria representativa que disminuye Col2a1 esencial para la formacién de cartilago en los
condrocitos y también promueve la inflamacién articular y la destruccion del tejido cartilaginoso. Se trataron condrocitos
con 5 ng/ml de IL-1 8 por vez y, a continuacion, se realizé qRT-PCR usando las condiciones y los cebadores de la
siguiente Tabla 1 de acuerdo con el método del Ejemplo 2-1 para examinar la inhibicion de la expresion de Mmp3 y
Mmp13.

Tabla 1
~ | Temperatura de
SEQID Secuencia (5'-3") Sentido/antisentido Gen Tamafio alineamiento (AT,
NO. (pb) °C)
5 TCCTGATGTTGGTGGCTTCAG S Mmp3 102 58
6 TGTCTTGGCAAATCCGGTGTA AS
7 TGATGGACCTTCTGGTCTTCTGG S
Mmp13 | 473 55
8 CATCCACATGGTTGGGAAGTTCT AS

Se permitié que proteinas secretoras como Mmp3 y Mmp13 reaccionaran a 0 °C durante 20 min después de hacer
reaccionar 900 pl de medio sin suero (medio acondicionado) con 100 ul de acido tricloroacético (TCA). A continuacion,
se descarté un sobrenadante mediante centrifugacion a 12.000 rpm y 4 °C durante 10 min y, a continuacién, se hizo
reaccionar con 500 pl de acetona fria al 100 % a 20 °C durante 1 h. La muestra que reaccioné con acetona al 100 %
se centrifugé para descartar un sobrenadante y finalmente se precipitaron y detectaron las proteinas. Se realiz
transferencia Western usando anticuerpo anti-Mmp3 (Abeam) y anticuerpo anti-Mmp13 (Abcam), y el grosor y la
concentracion de las bandas de transferencia Western se midieron mediante un programa informatico y sus valores
relativos se determinaron por densitometria.

Como resultado, se confirmé que la expresion de Mmp3 y Mmp13 que induce la destruccion de tejido cartilaginoso
que causa inflamacion articular aumenté en condrocitos por IL-1B (FIG. 6A, 6B y 7A).
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Por consiguiente, los condrocitos se trataron con 5 ng/ml de IL-1 By 0 uM, 10 yM, 50 uM, 100 uM o 250 uM de 3'- o
6'-sialillactosa durante 24 horas para examinar los niveles de expresion de Mmp3 y Mmp13. Se realiz6 qRT-PCR
usando las condiciones y los cebadores de la Tabla 1, y se realizé transferencia Western para confirmar que la
expresion de Mmp3 y Mmp13 aumentada por IL-1B en condrocitos disminuy6 por 3'- o 6'-sialillactosa de una manera
dependiente de la concentracion (FIG. 6C, 6D y 7B), lo que indica que la inflamacion articular y la destruccion del tejido
cartilaginoso pueden aliviarse e inhibirse con 3'-sialillactosa o 6'-sialillactosa.

Ejemplo 5: Inhibicién de la via de transduccién de sefales de destruccion de cartilago por sialillactosa

Mmp3 y Mmp13, que son factores que destruyen el cartilago y aumentan con la IL-1 8, se activan a través de diversas
vias de transduccion de sefales en los condrocitos. Por consiguiente, se examino si la 3'-sialillactosa es capaz de
bloquear diversas vias de transduccion de sefiales que estan reguladas por IL-1 (3.

Los condrocitos de la articulacion de la rodilla del raton se trataron con 5 ng/ml de IL-13 durante 10 minutos para
examinar la activacion de la cinasa regulada por sefiales extracelulares (Erk) a través de la fosforilacion de Erk.

Los condrocitos se trataron conjuntamente con 5 ng/ml de IL-1 By 0 uM, 50 uM, 100 pM o 250 pM de 3'-sialillactosa,
y se confirmd que la fosforilacion de Erk aumentada por IL-1 B disminuia por 3'-sialillactosa (FIG. 8). Es decir, la
transferencia Western y la densitometria mostraron que entre las vias de transduccion de sefales capaces de activar
Mmp3 y Mmp13 por IL-1B, la via de transduccion de sefiales de Erk puede ser inhibida por 3'-sialillactosa, inhibiendo
de este modo Mmp3 y Mmp13.

En general, la activacion o promocion de Erk también se encuentra en tejidos de pacientes con osteoartritis (Yang et
al., Nat. Med., 2010), lo que sugiere que la 3'-sialillactosa puede inhibir fuertemente la via de sefializacion de
destruccion del cartilago que esta mas involucrada en los pacientes con osteoartritis.

Analisis estadistico

Todos los resultados de los ejemplos de la presente divulgacion se analizaron mediante el método estadistico no
parameétrico usando datos basados en sistemas de clasificacion ordinal, tales como las puntuaciones de Mankin. Los
datos de gRT-PCR presentados como el fold change se probaron inicialmente para la conformacién a una distribucion
normal usando la prueba de Shapiro-Wilk, a continuacion, se analizé mediante la prueba t de Student y el analisis de
varianza (ANOVA) con pruebas post hoc cada una para comparaciones por pares y comparaciones multiples segun
corresponda. Se acepto la significancia al nivel de probabilidad de 0,05 (P < 0,05).

Aplicabilidad industrial

La 3'- o 6'-sialillactosa de la presente divulgacion puede promover la formacién de cartilago y puede inhibir eficazmente
la destruccién del cartilago al mismo tiempo y, por lo tanto, puede ser util como composicion para prevenir o tratar la
osteoartritis.

Texto independiente del listado de secuencias

Se adjunté el archivo electrénico.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para su uso en la prevencion o el tratamiento de la osteoartritis que comprende 3'-
sialillactosa o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma como ingrediente activo.

2. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la sal de 3'-sialillactosa tiene
una estructura de la siguiente Formula 1:

[Formula 1]

3. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicién tiene una o
mas de las siguientes caracteristicas:

1) aumento de la expresion de colageno tipo Il (Col2a1);

2) disminucion de la expresion de metaloproteinasa de matriz 3 (Mmp3) o metaloproteinasa de matriz 13 (Mmp13);
3) aumento de la actividad de Sox-9; y

4) aumento de la inactivaciéon de p-ERK.

4. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, excipiente o diluyente.

5. Una composicién farmacéutica para su uso en la prevencion o el tratamiento de la osteoartritis sin angiogénesis en
un cartilago que comprende 6'-sialillactosa o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma como principio activo.

6. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la sal de 6'-sialillactosa tiene
una estructura de la siguiente Formula 2:

[Formula 2]

7. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la composicién tiene una o
mas de las siguientes caracteristicas:

1) aumento de la expresion de colageno tipo Il (Col2a1);
2) disminucion de la expresion de metaloproteinasa de matriz 3 (Mmp3) o metaloproteinasa de matriz 13 (Mmp13); y
3) aumento de la actividad de Sox-9.

8. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, que comprende ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, excipiente o diluyente.

9. Un producto alimenticio que comprende 3'-sialillactosa o una sal aceptable de la misma para alimentos como

principio activo y/o 6'-sialillactosa o una sal aceptable de la misma para alimentos como principio activo, como se
muestra en la Formula 1 o 2, respectivamente, para su uso en la prevenciéon o mejora de la osteoartritis.

1"
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Densidad relativa promedio

ES2952429 T3

FIG. 8

IL=1B (5 ng/ml)

3'-Sialillactosa

Con O 50 100 250

[ T 1

Con 0 50 100 250 (uM)

3'-Sialillactosa

IL-1B (5 ng/ml)

19



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

