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DESCRIPCION
Aplicaciones terapéuticas de ectoina

La invencion se refiere a composiciones que contienen ectoina, hidroxiectoina o correspondientes sales, ésteres y
amidas.

Los osmolitos o bien solutos compatibles de microorganismos extremofilos forman un grupo conocido de sustancias
protectoras de bajo peso molecular. Los extremdfilos son microorganismos muy excepcionales, dado que crecen
o6ptimamente o bien con altas concentraciones salinas (hasta 200 g de NaCl/l) y altas temperaturas (de 60 a 110 °C),
que conducirian en caso de organismos mesofilos (normales) a dafios masivos de estructuras celulares. En los
Ultimos afos se ha dedicado por tanto un gran esfuerzo de investigacion para identificar los componentes
bioguimicos que conducen a la estabilizaciéon notable de las estructuras celulares. Aunque muchas enzimas de
microorganismos hipertermdfilos son estables también bajo altas temperaturas, no se aplica esto generalmente para
las estructuras celulares de organismos termdfilos e hiperterméfilos. A la alta estabilidad frente a la temperatura de
estructuras celulares contribuyen en medida considerable las sustancias organicas de bajo peso molecular (solutos
compatibles, osmolitos) en el medio intracelular. Distintos osmolitos novedosos pudieron identificarse por primera
vez en los Ultimos afios en microorganismos extremdafilos. En algunos casos pudo mostrarse ya la contribucion de
estos compuestos a la proteccion de estructuras celulares - sobre todo enzimas - frente a calor y sequedad (K.
Lippert, E. A. Galinski, Appl. Microbiol. Biotech. 1992, 37, 61-65; P. Louis, H. G. Triper, E. A. Galinski, Appl.
Microbiol. Biotech. 1994, 41, 684-688; Ramos et al., Appl. Environm. Microbiol. 1997, 63, 4020-4025; Da Costa,
Santos, Galinski, Adv. en Biochemical Engineering Biotechnology, 61, 117-153).

Para una serie de solutos compatibles han resultado posibilidades de aplicacién practicas en el campo médico,
cosmeético y biolégico. A los solutos compatibles mas importantes pertenecen a este respecto la ectoina (acido 2-
metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-carboxilico) y sus derivados. Asi se describe por ejemplo en el documento EP 0
887 418 A2 el uso de ectoina e hidroxiectoina (acido 5-hidroxi-2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimin-4-carboxilico) para el
tratamiento de enfermedades de la piel o como aditivo eficaz para la crioproteccion de principios activos biologicos y
células. El documento DE 10 2006 056 766 A1 muestra el uso de ectoina para el tratamiento del sindrome de fuga
vascular (VLS). Otros ejemplos son la estabilizacion de vacunas (documento DE 100 65 986 A1) o el uso
dermatoldgico para el tratamiento de neurodermitis (documento DE 103 30 243 A1).

La estructura de la L-ectoina natural (acido (S)-2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-carboxilico) esta representada a
continuacion:

0

0
NH<. _NH

T

También la hidroxiectoina se ha descrito como ventajosa para distintos fines. La estructura de la hidroxiectoina
natural (acido (4S,5S)-5-hidroxi-2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-carboxilico) se reproduce a continuacion:
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El tratamiento de enfermedades pulmonares que se basan en la accién de materia particulada y enfermedades
cardiovasculares es objeto de la patente europea EP 1 641 442 B1. En este documento se describe la inhalacion de
preparaciones farmacolégicas que contienen ectoina o hidroxiectoina para la lucha contra enfermedades de este
tipo. Las enfermedades que no se basan en la accion de materia particulada no son sin embargo objeto de la
patente.

En muchos fendmenos inflamatorios desempefian los granulocitos neutréfilos, de manera abreviada neutrdéfilos, un
papel importante, en particular en la lucha contra patdégenos virales y bacterianos. Los neutrofilos se forman en alto
numero en la médula ésea. Los patdgenos se destruyen mediante liberacion de especies de oxigeno reactivas y
enzimas tales como mieloperoxidasa, elastasa o metaloproteinasas de matriz. Dado que estas reacciones sin
embargo estan unidas a efectos secundarios sobre el tejido implicado, debe realizarse una regulacion estricta, de
modo que la inflamacién neutréfila no dure mas alla de la lucha contra los propios patégenos. De manera
correspondiente se activa una cascada de sefiales que conduce a la apoptosis de los granulocitos neutrdfilos. Los
mediadores de inflamacion provocan sin embargo que se retrase la apoptosis y de esta manera prolongan el tiempo
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de vida de los neutréfilos. La acumulacion de neutréfilos y monocitos en el sitio de infeccion representa uno de los
componentes principales de una inflamacién. El retraso permanente de la apoptosis puede conducir hasta
fendmenos inflamatorios cronicos. Ejemplos son una inflamacion pulmonar crénica o una enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC).

El centro en el caso de la lucha contra inflamaciones crénicas se encuentra por tanto en la lucha contra la
inflamacion, que puede atribuirse a la acumulacion de los neutréfilos. De manera problematica se hace notar segun
esto que los neutréfilos, al contrario de otras células implicadas en una inflamacién, responden a corticosteroides
solo de manera insuficiente. Por tanto serian deseables medicamentos que limitaran la accién anti-apoptética de
mediadores de inflamacion, corticosteroides y otras sustancias.

Sorprendentemente ha resultado ahora que el tratamiento con ectoina o hidroxiectoina anula al menos parcialmente
la accion antiapoptotica de los mediadores de inflamacion, corticosteroides y otras sustancias y de esta manera
restaura la tasa de apoptosis natural de granulocitos neutrofilos, sin embargo sin mostrar una sola accién pro-
apoptdtica. La invencién se refiere por tanto a una composicion que contiene ectoina, hidroxiectoina y/o una sal,
éster o amida de estos compuestos para la supresion de sefiales anti-apoptoticas hacia granulocitos neutrofilos y
otras células implicadas en inflamaciones tales como macréfagos, granulocitos eosindfilos, granulocitos basdfilos,
mastocitos, linfocitos, células epitelioides y células dendriticas. La supresion de las sefiales anti-apoptoticas se
encuentra normalmente en relacién con el tratamiento o la prevencién de inflamaciones, desempenando las
inflamaciones crénicas en este caso un especial papel. Tiene especial importancia la lucha contra inflamaciones que
afectan a las vias respiratorias y al pulmoén, en particular inflamaciones pulmonares, asma, enfermedades
pulmonares obstructivas cronicas (EPOC), ARDS, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar, silicosis, sarcoidosis, alergias
e hipersensibilidad bronquial.

La inhibicion de la apoptosis de los granulocitos neutréfilos en las reacciones de inflamaciéon sometidas a estudio se
atribuye a una activacion mediada por membrana de rutas de sefializacién acopladas a membrana a través de PI3-K
(fosfatidilinositol-3-cinasa). Estas conducen a una activacion de la proteina cinasa B (AKT) y finalmente a un
aumento del nivel de Mcl-1, de una proteina que actia de manera anti-apoptética. Se supone que ectoina reduce la
activacion de AKT.

La reaccion de inflamacion neutréfila se sometié a estudio en ratas, a las que se alimentaron nanoparticulas de
carbono por via intratraqueal. Esto sucede tanto junto con como también sin ectoina. A continuacion se sometieron a
estudio las ratas en distintos momentos, pudiéndose observar tras dos dias una reduccion significativa del nimero
de neutrdfilos en el grupo con ectoina en comparacion con el grupo con placebo. La actividad tras dos dias es
acorde con la reduccion observada de la liberacion de cinc-1, de una quimiocina, que desempefia un papel
importante en caso de inflamaciones. En primer lugar se realiza la liberacion de cinc-1 preferentemente mediante
células epiteliales y macréfagos, mientras que en momentos posteriores domina la liberacion mediante los
neutréfilos existentes finalmente en alto nimero. La reduccion de la liberacion de cinc-1 tras dos dias en caso de
administracion de ectoina muestra que en este momento ha disminuido el nimero de neutrofilos.

Igualmente pudo mostrarse que la administracion de ectoina en dos dosis tiene 1 y 2 dias tras el
desencadenamiento de la reaccién de inflamacién practicamente el mismo efecto que la administraciéon de la ectoina
durante el desencadenamiento de la reaccion de inflamacion. La ectoina puede usarse por consiguiente no solo de
manera preventiva, sino también para el tratamiento de una inflamacién ya existente. También en caso de
administracion repetida de ectoina tras el desencadenamiento multiple de una reaccién de inflamacién pudo
observarse una reduccion del nimero de neutréfilos asi como una reduccion del nivel de cinc-1, lo que realza la
aplicabilidad en el tratamiento de inflamaciones croénicas.

Se han realizado correspondientes estudios también con granulocitos neutréfilos humanos aislados. Pudo mostrarse
que la reduccién de la tasa de apoptosis mediante factores pro-inflamatorios tal como nanoparticulas de carbono
(CNP), LTB4 0 GM-CSF puede compensarse al menos parcialmente mediante administracion de ectoina de manera
dependiente de la concentracion. La administracion de ectoina Unicamente a los neutrdéfilos sin tratamiento previo
con factores pro-inflamatorios no condujo a un aumento de la tasa de apoptosis. Esto muestra que la ectoina no
actia basicamente de manera pro-apoptética, sino mas bien suprime los mecanismos anti-apoptéticos que se
desarrollan durante una inflamacion.

La actividad anti-apoptética si bien se detecté por medio de ensayos in vivo e in vitro, en los que se desencadend
una reaccion de inflamacion con ayuda de nanoparticulas de carbono, sin embargo ésta no se limita a esto, mas
bien se refiere la presente invencién de manera explicita precisamente también a aquellas inflamaciones que no
pueden atribuirse a la acciéon de materia particulada. Mientras que el documento EP 1 641 442 B1 partié aun de que
la ectoina lucha solo directamente contra las repercusiones dafinas de materias particuladas, ahora pudo mostrarse
que el tratamiento de inflamaciones con ectoina comienza con la restauracién de la tasa de apoptosis natural de
neutrdfilos.

Como especialmente ventajosa ha resultado ademas una combinaciéon de ectoina/hidroxiectoina o bien de
correspondientes derivados con corticosteroides, en particular con glucocorticoides tales como dexametasona,
budesonida, betametasona, triamcinolona, fluocortolona, metilprednisolona, deflazacort, prednisolona, prednisona,
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cloprednol, cortisona, hidrocortisona, fluocortina, clocortolona, clobetasona, alclometasona, flumetasona,
fluoprednideno, fluorandrenolona, prednicarbato, mometasona, metilprednisolona, fluticasona, halometasona,
fluocinolona, diflorasona, desoximetasona, fluocinonida, fludrocortisona, deflazacort, rimexolona, cloprednol,
amcinonida, halcinonida, diflucortolona, clobetasol o sales, ésteres, amidas, solvatos o hidratos de estos
compuestos.

Aunque se conocen corticosteroides como agentes eficaces contra inflamaciones, éstos desempefian en la lucha
contra inflamaciones neutréfilas un papel ambiguo, dado que éstos reducen la apoptosis neutréfila natural. Mediante
combinacién de un corticosteroide con ectoina/hidroxiectoina se combina por tanto la accién antiinflamatoria
ventajosa del esteroide con la restauracion de la tasa de apoptosis natural y por consiguiente la reduccion de la
accion anti-apoptoética indeseada del corticosteroide mediante ectoina/hidroxiectoina. Ejemplos son combinaciones
de ectoina o correspondientes derivados con dexametasona y/o budesonida. Las combinaciones ventajosas
alternativas son ectoina/hidroxiectoina con GM-CSF, leucotrienos como LTB4, teofilina (1,3-dimetil-xantina),
antagonistas de leucotrienos, inhibidores de fosfodiesterasa (inhibidor de PDE, en particular inhibidor de PDE4),
antagonistas de receptor muscarinico, anticolinérgicos tales como bromuro de ipratropio o bromuro de tiotropio u
otros farmacos, con los que se reduce de manera indeseada la tasa de apoptosis neutréfila natural.

Tiene especial importancia también, en caso de una combinacién de corticosteroides con ectoina/hidroxiectoina, el
tratamiento de enfermedades pulmonares, en particular inflamaciones pulmonares, enfermedades pulmonares
obstructivas cronicas (EPOC), fibrosis quistica, fibrosis pulmonar, silicosis, sarcoidosis, alergias. A este respecto es
practico prever la composicién como composicidon que puede inhalarse. La composicién puede encontrarse a este
respecto liquida como solucién o sélida, pulverizandose e inhalandose la composicién de manera conveniente como
aerosol en caso necesario con ayuda de un dispositivo de inhalacion.

La administracién de corticosteroides y ectoina/hidroxiectoina no debe realizarse en cualquier caso de la misma
composicion, sin embargo es importante la administracion simultanea o rapida, de modo que los principios activos
interaccionen funcionalmente de la manera descrita anteriormente. De manera correspondiente se refiere la
invencion también a un preparado de combinacién, que comprende al menos dos composiciones individuales,
concretamente una composicién que contiene ectoina, hidroxiectoina y/o una sal, éster o amida de estos
compuestos asi como otra composicidon que contiene un corticosteroide. El preparado de combinacién representa
por consiguiente un kit de componentes de dos composiciones, que solo conjuntamente desarrollan su actividad
total. En el caso del corticosteroide puede tratarse en particular de uno de los glucocorticoides mencionados
anteriormente.

Como sales compatibles farmacoldgicamente de la ectoina/hidroxiectoina se tienen en cuenta las sales alcalinas o
alcalinotérreas, en particular las sales de potasio, sodio, magnesio y calcio, sin embargo también sales con bases
organicas, tales como por ejemplo con aminas alifaticas o aromaticas no toxicas.

Mediante reaccion del grupo carboxilo de la ectoina/hidroxiectoina con alcoholes o aminas, pueden obtenerse
correspondientes ésteres o amidas que pueden usarse igualmente de acuerdo con la invencion. En el caso de una
amida puede presentar el atomo de nitrégeno a su vez grupos alquilo saturados o insaturados, de cadena lineal o
ramificados. En el caso de hidroxiectoina puede hacerse reaccionar también el grupo hidroxi con un &acido
carboxilico para dar un correspondiente éster.

Ha resultado ventajoso entre otras cosas el uso de la ectoinamida del acido 2-hidroxi-5-aminobenzoico. La formula
estructural esta reproducida a continuacion:

I |
)\ N COOH
N

OH

Se trata por consiguiente de la amida de acido 2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-carboxilico del acido 2-hidroxi-5-
aminobenzoico. Preferentemente se trata de la correspondiente amida de la L-ectoina: amida de acido (S)-2-metil-
1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-carboxilico. El compuesto se sometié a prueba y mostré una actividad comparable con
la propia ectoina (véase la figura 7). Es posible también el uso de la correspondiente amida de hidroxiectoina (acido
5-hidroxi-2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimin-4-carboxilico), preferentemente de L-hidroxiectoina (acido (4S,5S)-5-
hidroxi-2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-carboxilico), es decir la hidroxiectoinamida del &acido 2-hidroxi-5-
aminobenzoico. También la respectiva amida puede encontrarse en forma iénica o zwitteriénica. La invencién se
refiere por consiguiente también a los compuestos mencionados o bien sales, ésteres o amidas de estos
compuestos y a composiciones que contienen estos compuestos o bien sales, ésteres o amidas. Las composiciones
pueden servir para su uso como farmaco, en particular para la supresion de sefiales anti-apoptéticas en granulocitos
neutrdfilos, macréfagos, granulocitos eosindfilos, granulocitos basofilos, mastocitos, linfocitos, células epitelioides,
células dendriticas u otras células implicadas en inflamaciones.
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En general pueden procesarse los principios activos de acuerdo con la invencion eventualmente también con otros
principios activos usando coadyuvantes y aditivos farmacolégicamente inocuos para dar preferentemente farmacos
que pueden inhalarse. Tales aditivos son en caso de preparaciones liquidas que pueden inhalarse preferentemente
agua, eventualmente con adicion de otros disolventes, estabilizadores, conservantes, emulsionantes, antioxidantes,
cargas o solubilizadores. Como otros principios activos son concebibles antiasmaticos, broncoliticos, sustancias
antiinflamatorias no esteroideas (AINE) o expectorantes. Como conservantes se tienen en cuenta: cloruro de
benzalconio, clorobutanol, tiomersal, metilparabeno, propilparabeno, acido soérbico y sus sales, edetato de sodio,
alcohol feniletilico, acetato de clorhidrato de clorhexidina, digluconato de clorhidrato de clorhexidina, cloruro de
cetilpiridinio, bromuro de cetilpiridinio, clorocresol, acetato de fenilmercurio, nitrato de fenilmercurio, borato de
fenilmercurio, fenoxietanol.

Las formulaciones de la invencion pueden incluir igualmente sistemas tampoén adecuados u otros coadyuvantes para
el ajuste del pH para ajustar y mantener un valor de pH en el orden de magnitud de 4-8, preferentemente de 5 a 7,5.
Los sistemas tampon adecuados son citrato, fosfato, trometamol, glicina, borato, acetato. Estos sistemas tampon
pueden prepararse a partir de sustancias tales como acido citrico, fosfato de monosodio, fosfato de disodio, glicina,
acido barico, tetraborato de sodio, acido acético o acetato de sodio.

La concentracion de la ectoina/hidroxiectoina o bien correspondientes derivados con respecto a la composicion
asciende normalmente a del 0,001 % al 50 % en peso, preferentemente a del 0,05 % al 20 % en peso, en particular
adel 0,1 % al 10 % en peso.

En el caso de la administracion en forma sélida, por ejemplo por medio de inhaladores de polvo, es practico usar
solo vehiculos facilmente reabsorbibles no irritantes tal como lactosa micronizada.

Ensayo 1

Se suspendieron nanoparticulas de carbono (CNP, 14 nm, Printex 90, Degussa, Frankfurt, Alemania) con ayuda de
un tratamiento de ultrasonido en una solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Igualmente se preparé una
solucién 0,1 mM y una solucién 1 mM de ectoina en PBS. Se trataron ratas Fisher 344 hembras por via intratraqueal
con 0,4 ml de la suspension de particulas CNP. Tras 1 y 2 dias tuvo lugar un tratamiento con 0,4 ml de las
soluciones de ectoina o bien PBS. En el 3°" dia se sacrificaron las ratas, los pulmones se lavaron con en cada caso 4
x 5 ml de PBS. Las células de cada animal se suspendieron en 1 ml de PBS y se centrifugaron. Los sedimentos se
lavaron 1 vez con PBS y se resuspendieron en 300 pl de solucidn hipoténica (0,1 % de citrato de sodio, 0,1 % de
Triton X 100) que contiene 50 pug/ml de yoduro de propidio (PI). A continuacion se realizé la medicion de
fluorescencia para la determinacién de la tasa de apoptosis.

Se obtuvo el resultado representado en la figura 1 (C: control sin tratamiento con CNP; *: diferencia significativa con
respecto al grupo control sin tratamiento con CNP; t: diferencia significativa con respecto a animales tratados solo
con CNP y PBS).

Ensayo 2

La accién de ectoina sobre la apoptosis se sometié a estudio por medio de neutréfilos humanos. Se aislaron
neutréfilos de 3 donantes sanos, jovenes macho y 2 donantes sanos, jovenes hembra y se trataron con las
cantidades indicadas de ectoina (mM). El tratamiento se realiz6 con ectoina Unicamente (barras abiertas) o bien con
33 ug/ml de CNP (barras negras). En el grupo control (C) no se administré ectoina. El resultado esta representado
en la figura 2.

La cuantificacion de las células apoptodticas se realizd de la siguiente manera: los neutrofilos se suspendieron en 300
ul de solucion hipoténica que contiene yoduro de propidio (Pl). La fluorescencia de Pl se midi6 por medio de
citometria de flujo (citometro FACScan, BD Biosciences). Los resultados se representan como porcentaje en ADN
hipodiploide (sub-G1), que corresponde al ADN fragmentado, que es caracteristico de células apoptéticas.

La reduccion de la tasa de apoptosis provocada por CNP pudo anularse practicamente mediante la administracion
de cantidades significativas de ectoina.

(*: diferencia significativa con respecto al grupo control sin tratamiento con CNP; t: diferencia significativa con
respecto a neutrofilos tratados solo con CNP y PBS).

Ensayo 3

La accién de ectoina sobre la apoptosis se sometié a estudio por medio de neutréfilos humanos. Se aislaron
neutréfilos de 3 donantes sanos, jévenes macho y 2 donantes sanos, jovenes hembra y se trataron previamente
durante 2 h con PBS (barras oscuras) o bien con ectoina 1 mM (barras claras). A continuacion se realizo el
tratamiento con 33 ug/ml de nanoparticulas de carbono (ufCB: ultrafine carbon black), LTBs 300 nM, GM-CSF 20
ng/ml o dexametasona 1 mM o bien ningun tratamiento con factores pro-inflamatorios. El resultado esta
representado en la figura 3. (t: diferencia significativa con respecto al grupo control; *: diferencia significativa con
respecto a neutrdfilos tratados solo con factores pro-inflamatorios y PBS, cuantificacion de las células apoptéticas de
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manera analoga al ensayo 2).

Ensayo 4

La accién de ectoina sobre la apoptosis se detectd de manera analoga al ensayo 3 en pacientes con EPOC y de
manera correspondiente pacientes mayores sin EPOC. Los granulocitos neutréfilos se trataron previamente durante
2 h con ectoina 1 mM o bien PBS, a continuacion sigui6 el tratamiento durante 16 h con CNP 33 ug/ml, LTB4 300
nM, GM-CSF 20 ng/ml o PBS. Pudo detectarse una apoptosis base mas alta, sin embargo los estimulantes
inflamatorios redujeron la apoptosis y un tratamiento adicional con ectoina restaurd significativamente la tasa de
apoptosis. El resultado esta representado en la figura 4. (barras oscuras: pretratamiento con ectoina; barras claras:
pretratamiento con PBS; *: diferencia significativa con respecto al grupo control sin CNP o mediadores de
inflamacion; §: diferencia significativa para el tratamiento sin ectoina; cuantificacion de las células apoptéticas de
manera analoga al ensayo 2).

Ensayos 5-7

Para los ensayos 5 a 7 se obtuvieron granulocitos neutréfilos de muestras de sangre. Los grupos 1 y 2 estaban
constituidos por personas procedentes de un estudio de pacientes en desarrollo. Los pacientes macho (edad: de 40
a 80 afos) con desarrollo estable de EPOC (GOLD IlI/IV) y pacientes control sanos en el mismo grupo de edad.

Ademas se recurrié a voluntarios jovenes, macho en la clinica (grupo 3).

Ensayo 5

La influencia de ectoina en combinacién con el corticosteroide budesonida sobre las tasas de apoptosis de
neutréfilos se representa en la figura 5. Se midieron células sub-G1 tras la coloracién con yoduro de propidio
(citometria de flujo-FACS). Células: neutréfilos primarios, periféricos. Aislamiento de los neutréfilos mediante
centrifugacion con Percoll®. Cultivo de 2 x 108 neutrofilos en presencia de CNP 33 pg/ml, LTB4 300 nM, GM-CSF 20
ng/ml, budesonida 1 uM, ectoina 1 mM y combinaciones de esto durante 16 h. Figura 5A: células acumuladas de
todas las muestras (n = 15), figura 5B: células de pacientes con EPOC (n = 5), figura 5C: células de control mayor
sano (n = 5), figura 5D: células de voluntarios jévenes (n = 5).

El tratamiento con budesonida conduce a una reduccioén de la tasa de apoptosis de neutrdfilos. Se distingue que el
pretratamiento de las células con ectoina 1 mM previene significativamente los efectos anti-apoptéticos de la
budesonida. El efecto se produjo en todos los grupos como también en la totalidad de los grupos. El efecto pudo
mostrarse en caso de granulocitos neutrofilos que no se trataron con sustancias de accidon pro-inflamatoria. Sin
embargo también en caso de la combinacion de sustancias de accion pro-inflamatoria (CNP, LTB4, GM-CSF) con
budesonida impidi6 la ectoina la accién antiapoptética de manera exitosa.

Ensayo 6

La influencia de ectoina en combinacién con budesonida sobre las sefales anti-apoptéticas puede deducirse de la
figura 6. Las correspondientes sefiales a través de la proteina cinasa B (Akt) y Mcl-1 se realizaron con muestras
seleccionadas de neutrofilos por medio de medicion de la fosforilacion de Akt y del nivel de proteina Mcl-1, como
células sirvieron neutréfilos humanos primarios, periféricos. Aislamiento de los neutréfilos mediante centrifugacion
con Percoll®, el cultivo de 2 x 108 neutrofilos en presencia de CNP 33 ug/ml, budesonida 1 uM, ectoina 1 mM y
combinaciones de esto durante 6 h. Se realizé un aislamiento de proteinas, una inmunotransferencia tipo Western,
luminiscencia sobre peliculas de rayos X en material de en cada caso 3 pacientes con EPOC y 3 personas del
correspondiente control mayor. El resultado muestra claramente el efecto anti-apoptético de budesonida, que activa
la ruta de sefalizacion Akt y eleva la cantidad de proteina Mcl-1 anti-apoptética. La ectoina puede contrarrestar este
efecto, también en presencia de CNP.

Ensayo 7

La influencia de distintas sustancias de prueba adicionales sobre la tasa de apoptosis de neutréfilos humanos esta
representada en la figura 7. Se midieron células sub-G1 tras la coloracion con yoduro de propidio (citometria de flujo-
FACS). Células: neutrdfilos primarios, periféricos humanos. Aislamiento de los neutréfilos mediante centrifugacion
con Percoll® y cultivo de 2 x 108 neutrofilos en presencia de CNP 33 ug/ml, budesonida 1 pM, ectoina 1 mM, urea 1
mM, ectoinamida 1 mM y combinaciones de esto durante 16 h. Las células proceden de voluntarios jovenes (grupo
3), n = 5, bud = budesonida. Dos sustancias de ensayo adicionales (urea y la ectoinamida de acido 2-hidroxi-5-
aminobenzoico) se sometieron a prueba en cuanto a su capacidad para impedir efectos anti-apoptéticos sobre
neutrofilos. Las dos sustancias no tenian influencia sobre la tasa de apoptosis de fondo. La ectoinamida pudo
impedir la reduccién de la tasa de apoptosis que se produjo mediante nanoparticulas de carbono (CNP) con o sin
budesonida, por el contrario urea no.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que contiene ectoina, hidroxiectoina y/o una sal, un éster o una amida de estos compuestos para su
uso en un procedimiento para la supresion de sefiales anti-apoptéticas hacia granulocitos neutréfilos, macrofagos,
granulocitos eosindfilos, granulocitos baséfilos, mastocitos, linfocitos, células epitelioides, células dendriticas u otras
células implicadas en inflamaciones, en donde la supresién de las sefales anti-apoptéticas se realiza en el
tratamiento o la prevencién de una inflamacion que afecta a las vias respiratorias o al pulmén y en donde en el caso
de la inflamacién se trata de una inflamacién pulmonar crénica que no se basa en el efecto del polvo en suspension,
una enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar, silicosis o sarcoidosis.

2. Composicién para su uso segun la reivindicacion 1, caracterizada porque la composicion contiene al menos un
corticosteroide.

3. Composicion para su uso segun la reivindicacion 2, caracterizada porque el corticosteroide es un
glucocorticoide.

4. Composicion para su uso segun la reivindicacion 3, caracterizada porque el glucocorticoide es dexametasona,
budesonida, betametasona, triamcinolona, fluocortolona, metilprednisolona, deflazacort, prednisolona, prednisona,
cloprednol, cortisona, hidrocortisona, fluocortina, clocortolona, clobetasona, alclometasona, flumetasona,
fluoprednideno, fluorandrenolona, prednicarbato, mometasona, metilprednisolona, fluticasona, halometasona,
fluocinolona, diflorasona, desoximetasona, fluocinonida, fludrocortisona, deflazacort, rimexolona, cloprednol,
amcinonida, halcinonida, diflucortolona, clobetasol o una sal, un éster, una amida, un solvato o un hidrato de uno de
los compuestos mencionados anteriormente.

5. Composiciéon que contiene ectoina, hidroxiectoina y/o una sal, un éster o una amida de estos compuestos para su
uso en un procedimiento para el tratamiento o la prevencion de enfermedades pulmonares, excepto aquellas que se
basan en el efecto del polvo en suspension, caracterizada porque la enfermedad pulmonar es una enfermedad
pulmonar crénica, una enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar, silicosis o
sarcoidosis.

6. Composicion para su uso segun la reivindicacion 5, que contiene un corticosteroide.

7. Composicion para su uso segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque la composicion es una
composicion que puede inhalarse.

8. Preparado de combinacion de composiciones para su aplicacién en un procedimiento para la prevencion y/o el
tratamiento de enfermedades pulmonares, en donde la enfermedad pulmonar es una inflamacién pulmonar crénica,
una enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar, silicosis o sarcoidosis y las
composiciones estan previstas para la administracion rapida, que esta constituido por al menos

- una primera composicién que contiene ectoina, hidroxiectoina y/o una sal, un éster o una amida de estos
compuestos y
- una segunda composicion que contiene un corticosteroide.

9. Compuesto con la férmula estructural

i
)l\ N COOH
N
OH

0 una sal, un éster o una amida de este compuesto, con R1 = H, OH o OR2 con R2 = alquilo, cicloalquilo o arilo,
preferentemente alquilo C4 a Cyo, cicloalquilo C1 a C1o 0 arilo C1 a Cyo.

10. Compuesto segun la reivindicacion 9, caracterizado porque es R2 = alquilo C4 a C1o, cicloalquilo C1 a C1g 0 arilo
C1 a C1o.

11. Composicién que contiene un compuesto y/o una sal, un éster o una amida segun las reivindicaciones 9 o 10
para su uso como farmaco.
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