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DESCRIPCION

Composicion farmacéutica que comprende Cetraria islandica Ach., hialuronato de sodio y una solucion salina para
tratar dolencias del sistema respiratorio

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una mezcla que comprende o,
alternativamente, consiste en Cetraria islandica Ach., hialuronato de sodio y una solucién salina con una
osmolaridad tal como para asegurar que el producto terminado tenga una osmolaridad de mas de o igual a
300 mOsm/l y, para su uso como medicamento, preferiblemente para adolescentes y sujetos de edad pediatrica, en
el tratamiento de trastornos/patologias del aparato respiratorio seleccionados de entre rinitis, sinusitis, asma,
faringitis (faringoamigdalitis), epiglotitis, laringitis, bronquiolitis, fibrosis quistica y bronquiectasia, preferiblemente
para adolescentes y sujetos de edad pediatrica. Finalmente, una realizacion preferida de la presente invencion se
refiere a dicha composicidon para su uso en el tratamiento de patologias del aparato respiratorio asociadas con
hipersecrecion de moco, preferiblemente para adolescentes y sujetos de edad pediatrica.

Se conoce bien que el aparato respiratorio consiste en diversas estructuras anatémicas necesarias para su correcto
funcionamiento. De hecho, tiene la tarea de intercambiar gases, oxigeno y diéxido de carbono, entre los tejidos y el
entrono exterior, siendo esta funciéon fundamental para todos los procesos celulares del cuerpo. Anatémicamente,
pueden distinguirse dos macroareas, las vias respiratorias altas y bajas.

Las vias respiratorias altas consisten en la nariz, la faringe y estructuras asociadas, mientras que las vias
respiratorias bajas consisten en la laringe, la traquea, los bronquios y los pulmones, cuya superficie respiratoria real
consiste en los alvéolos. Este sistema de 6rganos complejo sirve para preparar el aire para la entrada en los
pulmones filtrandolo de cualquier materia particulada y calentandolo y humidificandolo. La presencia de moco y
estructuras celulares particulares (tales como los pelos de la nariz) provocan la filtracion del aire y sélo permiten que
pasen particulas de unos pocos micrometros con un diametro aerodinamico apropiado.

Todo el aparato respiratorio consiste en células epiteliales a lo largo del arbol traqueobronquial que difieren en tipo y
funcion. Las células cilindricas ciliadas caracterizan las vias respiratorias desde la traquea hasta los bronquiolos
terminales. Las células calciformes muciferas (presentes en los bronquios) tienen la funciéon de secretar moco, Uutil
para mantener la humedad correcta del epitelio y atrapar la materia particulada.

Los trastornos/patologias del aparato respiratorio mas comunes se describen a continuacion.

Rinitis: es un proceso inflamatorio que afecta a la mucosa de las cavidades nasales y puede distinguirse entre aguda
y cronica. La rinitis aguda generalmente se sostiene mediante virus, que incluyen rinovirus, virus gripal y paragripal,
VSR, virus Coxsackie y adenovirus. Es posible que haya superinfecciones bacterianas, que conducen a
complicaciones tales como otitis y sinusitis. El resfriado comun provocado por el rinovirus da lugar a sintomas
agudos en los primeros dias, con un exceso de secreciones de moco que son liquidas y transparentes, y se vuelven
purulentas y malolientes en el caso de superimposicion bacteriana.

La forma crénica es generalmente secundaria a la sinusitis, desviaciones del tabique nasal y adenoides hipertroficas.

La rinitis alérgica es del tipo agudo y se debe a la exposicidon de un sujeto a sustancias que provocan una reaccion
mediada por IgE, caracterizada por una producciéon excesiva de liquidos, prurito intranasal, estornudos y
obstruccion. Estudios recientes han destacado una correlacion en la manifestacion de rinitis alérgica y asma, que
pueden considerarse como dos manifestaciones de todo el aparato respiratorio, en lugar de atribuir uno a las vias
altas y el otro a las vias bajas del arbol respiratorio.

Sinusitis: es una inflamacion de la mucosa que recubre los senos paranasales, las cavidades 6seas que se sitian en
los huesos de la cara y estan en comunicacion con las fosas nasales. Cuando la sinusitis implica la cavidad nasal se
habla de rinosinusitis. Las anomalias ciliares o la inmovilidad determinan una inhibicion de drenaje que da como
resultado sinusitis. Los factores que predisponen a esta patologia son un estado inmunocomprometido, desviacion
del tabique nasal, pdlipos nasales, tumores, traumatismos y fracturas, abuso de cocaina y la presencia de cuerpos
extrafios. Una forma viral aguda puede ser susceptible a la superinfeccion bacteriana. Las micosis también son
posibles. Los signos y sintomas de rinosinusitis aguda consisten en: secreciones mucopurulentas de la nariz,
obstruccién nasal, congestion, dolor facial, hiposmia, anosmia y fiebre. Las formas cronicas tienen una aparicion
mas lenta, una duraciéon mas larga y una frecuencia mayor.

Faringitis (faringoamigdalitis): es un proceso inflamatorio de la faringe, la hipofaringe, la Uvula y las amigdalas, que
se transmite generalmente por el contacto directo con las secreciones respiratorias. Es mas frecuente en edad
pediatrica (5-15 afios) y aunque a menudo es autolimitada, la inflamacion de las partes implicadas puede provocar
una permeabilidad reducida de las vias respiratorias o en cualquier caso impedir la ingestion de cantidades
adecuadas de liquidos, con la consiguiente deshidratacion. La infeccion puede sostenerse por virus (tales como
Epstein-Barr) y bacterias (tales como Streptococcus pyogenes, C. diphtheriae beta-hemolitico de grupo A).
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Epiglotitis: es una inflamacion de la epiglotis, provocada por una infeccion viral o bacteriana, que determina una
inflamacion del érgano con una posible obstruccion de las vias respiratorias. Esta provocada principalmente por H.
influenzae de tipo b, pero también por estreptococos, estafilococos o un traumatismo térmico. Se manifiesta con
dolor de oido (en adultos) y disfonia, mientras que la fiebre esta ausente en hasta el 50% de los casos y puede
desarrollarse en una etapa tardia.

Laringitis: es una inflamaciéon que se manifiesta con afonia y ronquera, provocada principalmente por virus, pero
también por bacterias (incluyendo estreptococos y C. diphtheriae) en hasta el 10% de los casos. Las causas no
infecciosas pueden ser tumores, un traumatismo térmico o caustico o ERGE. Asma: es una patologia inflamatoria
comun, a menudo también pediatrica, cuya etiologia se ve influida por factores genéticos y ambientales.
Caracterizada por la hiperreactividad de las vias respiratorias, que se manifiesta como una obstruccion excesiva en
respuesta a broncoconstrictores y alérgenos, la sobreproduccion de moco (debido a la secrecién de mediadores por
mastocitos y neutréfilos) e infiltracion de eosindfilos, afecta a mas de 300 millones de personas en el mundo.
Bronquiolitis: una enfermedad frecuente en edad pediatrica, se caracteriza por una inflamacién extensa de las vias
respiratorias acompafiada por una produccion intensa de moco y necrosis de células epiteliales. Esta provocada
principalmente por una infeccion viral, VRS en particular, pero también adenovirus, virus gripales y paragripales y
rinovirus, mientras que las bacterias implicadas con mayor frecuencia son del género Chlamydia. En edad pediatrica,
las manifestaciones clinicas principales son taquipnea, disnea o crepitantes en la auscultacion, que generalmente
siguen a una infeccion del aparato respiratorio superior.

Fibrosis quistica: es una enfermedad provocada por una mutacion del gen que codifica para la proteina CFTR, un
canal de aniones expresado en células epiteliales a lo largo del cuerpo. Aunque funciona sobre todo como un canal
de iones cloruro, también es capaz de regular la funciéon de otras proteinas de membrana, tales como el canal de
sodio epitelial (ENaC), cuya actividad se inhibe. La disfuncion del canal de CFTR en los pulmones determina una
absorcion excesiva de sodio y una secrecion activa reducida de cloro, con la consiguiente reduccion en la capa
liquida en la superficie de la mucosa. Esto conduce a un barrido mucociliar anémalo, con una retencién de moco
viscoso, lo que favorece infecciones e inflamacion y, por tanto, dafio pulmonar.

Bronquiectasia: es una patologia caracterizada por una dilatacion irreversible de una parte del arbol bronquial en los
pulmones. La dilatacion bronquial puede ser el resultado de un defecto estructural de la pared, una exposiciéon a una
presién anémala o un dafio al cartilago o tejido elastico como resultado de una inflamacion.

Afecta a los bronquios y bronquiolos, en los que puede surgir un circulo vicioso de infeccion e inflamacién, también
con la liberacién de mediadores. Los sintomas comunes son tos con mocos y dolor toracico. El moco contiene una
cantidad aumentada de elastasa, TNF a, IL-8 y prostanoides. Puede manifestarse como un proceso obstructivo local
o difuso que implica una parte de ambos I6bulos, acompafiado también por sinusitis o asma.

En el mercado existen muchos productos mucoliticos que contiene o se basan en, por ejemplo, el principio activo N-
acetilcisteina, que actia rompiendo enlaces disulfuro. Sin embargo, la eficacia de los productos mucoliticos en
general, y N-acetilcisteina en particular, no es siempre decisiva y a menudo, como en el caso del principio activo N-
acetilcisteina, el uso de los mismos esta contraindicado en ninos menores de dos afios de edad.

La erdosteina es un agente mucolitico capaz de reducir también la adhesividad de las bacterias, y la guaifenesina
puede reducir la tension superficial del moco, con un efecto expectorante. Sin embargo, el uso de estos principios
activos tampoco ha proporcionado siempre resultados claros y definitivos con una eficacia apreciable.

Otros productos presentes en el mercado son disolucion de NaCl al 0,9% en viales, disoluciones hiperténicas,
disoluciones con acido hialurénico y combinaciones de estas. Sin embargo, la solucién salina por si sola, por
ejemplo, sélo puede ejercer un efecto de limpieza en la mucosa o puede servir para facilitar la administracion de
otros farmacos.

El documento DE 20 2006 011920 U1 divulga una composicion para tratar rinitis que comprende (a) cloruro de
sodio, (b) musgo islandés (Lichen islandicus), también denominado Cetraria islandica y, opcionalmente, (c) acido
hialurénico o sus sales. Ademas, D1 divulga en el ejemplo 1 una composicion que comprende (b) Lichen islandicus y
(a) cloruro de sodio que garantiza una osmolaridad igual a 300 mOsm/I. Sin embargo, la composicién del ejemplo 1
de tal documento no contiene acido hialurénico o sus sales.

El documento DE 20 2013 000445 U1 divulga una composicion para el tratamiento de ronquera o enfermedades
inflamatorias de la orofaringe (dolor de garganta) que comprende (a) al menos un polisacarido, tal como musgo
islandés (Lichen islandicus), también denominado Cefraria islandica, y (b) al menos un glicosaminoglicano,
preferiblemente acido hialurénico o sus sales, mas preferiblemente hialuronato de sodio. Sin embargo, tal
documento no menciona nada sobre una composicion que también comprende, ademas de Cetraria islandica y
acido hialurénico o su sal de sodio, una solucién salina que garantiza una osmolaridad de mas de o igual a
300 mOsm/I.

Por tanto, todavia existe una gran necesidad entre los médicos en el campo de ser capaces de tener nuevas
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composiciones para tratar trastornos/patologias del aparato respiratorio que sean eficaces, faciles de usar, sin
efectos secundarios y eficaces para todas las categorias de pacientes, incluyendo adolescentes y sujetos de edad
pediatrica.

El solicitante, después de una larga y extensa actividad de investigacion y desarrollo, ha proporcionado una
respuesta a las necesidades anteriormente mencionadas mediante el desarrollo de una nueva composicion para el
tratamiento de trastornos/patologias del aparato respiratorio superior e inferior.

La presente invencion se refiere a la composicién para su uso tal como se reivindica en las reivindicaciones
adjuntas.

Las realizaciones preferidas de la presente invencion se describen a continuacién a modo de ejemplo y, por tanto,
no limitan el alcance de la invencion.

A menos que se especifique lo contrario, dentro del alcance de la presente invencién los porcentajes y las
cantidades de un componente en una mezcla pretenden referirse al peso de ese componente en relaciéon con el
peso total de la mezcla.

Dentro del alcance de la presente invencion, “tratamiento” de enfermedades significa una terapia dirigida a
restablecer un estado de salud del sujeto, mantener los estados existentes y/o evitar que dichos estados de salud
empeoren.

Dentro del alcance de la presente invencion, “prevencion” de patologias significa una terapia dirigida a evitar la
aparicion de una patologia de este tipo en un sujeto, también, pero no sélo, como una complicacion o un efecto de
un estado patoldgico o trastorno preexistente.

En el contexto de la presente invencidon, composicidn/composiciones significa cualquier forma farmacéutica y, a
modo de ejemplo, composiciones farmacéuticas en un pulverizador o viales, o dispositivos médicos en un
pulverizador o viales, todos indistintamente para uso oral, nasal o inhalatorio por aplicacién de pulverizador o
aerosol.

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica liquida para su uso que comprende una mezcla vy,
opcionalmente, excipientes, aditivos y principios farmacéuticamente aceptables, para el tratamiento de
trastornos/patologias del aparato respiratorio superior e inferior.

A modo de ejemplo no limitativo, se utilizan los siguientes excipientes, que se afiadiran a la mezcla de la presente
invencion:

» Hidréxido de sodio;

« Acido citrico;

« Benzoato de sodio;

* Sorbato de potasio;

« Deshidroacetato de sodio;
* Polisorbato 20.

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una mezcla que comprende o,
alternativamente, consiste en Cetraria islandica Ach., hialuronato de sodio y una solucién salina con una
osmolaridad tal como para asegurar que el producto terminado/composicion final tenga una osmolaridad de mas de
o igual a 300 mOsm/l y, opcionalmente, excipientes, aditivos y principios farmacéuticamente aceptables; para su uso
como medicamento en el tratamiento de trastornos/patologias del aparato respiratorio seleccionados de entre rinitis,
sinusitis, asma, faringitis (faringoamigdalitis), epiglotitis, laringitis, bronquiolitis, fibrosis quistica y bronquiectasia.

La composicion para su uso de la presente invencion ventajosamente muestra un efecto terapéutico eficaz gracias a
la accion sinérgica de los componentes/principios activos contenidos en la misma.

Cetraria islandica Ach., como extracto liquido, seco o glicérico, contenida en la mezcla, que a su vez esta contenida
en la composicion para su uso de la presente invencion, esta presente ventajosamente en una concentracion en
peso comprendida desde el 0,001% hasta el 10% en relacion con el producto terminado/composicion final,
preferiblemente en una concentracion en peso comprendida desde el 0,001% hasta el 5% e incluso mas
preferiblemente en una concentracion en peso comprendida desde el 0,001% hasta el 2,5%.
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El hialuronato de sodio esta presente junto con la Cetraria islandica Ach. en una concentracion en peso opcional
comprendida desde el 0,01% hasta el 5%, preferiblemente en una concentracion en peso comprendida desde el
0,05% hasta el 2,50%, o desde el 0,3% hasta el 2,5%, e incluso mas preferiblemente en una concentracién en peso
comprendida desde el 0,1% hasta el 1% o desde el 0,5% hasta el 1%, en relacién con el producto
terminado/composicién final.

El peso molecular promedio del hialuronato de sodio, usado junto con la Cetraria islandica Ach., esta comprendido
ventajosamente desde 100 kDa hasta 3000 kDa; preferiblemente, el peso molecular promedio del hialuronato de
sodio esta comprendido desde 200 kDa hasta 1500 kDa; incluso mas preferiblemente, el peso molecular promedio
del hialuronato de sodio esta comprendido desde 300 kDa hasta 1000 kDa, por ejemplo desde 500 kDa hasta
800 kDa.

En el contexto de la presente invencion, hialuronato de sodio también incluye acido hialurénico y/o sales del mismo,
tales como sales de metales alcalinos o alcalinotérreos, por ejemplo potasio, magnesio o calcio.

La composicion para su uso de la presente invencion esta en forma liquida y contiene, ademas de Cetraria islandica
Ach. y hialuronato de sodio, una solucién salina basada en una sal osméticamente activa, tal como, por ejemplo,
cloruro de sodio. La solucion salina contenida en la composiciéon para su uso de la presente invencién tiene una
osmolaridad tal como para asegurar que el producto terminado/composicion final tenga una osmolaridad de mas de
o igual a 300 mOsm/I, preferiblemente comprendida desde 300 mOsm/I hasta 10000 mOsm/l o desde 300 mOsm/I
hasta 2000 mOsm/l; incluso mas preferiblemente que tenga una osmolaridad comprendida desde 300 mOsm/I hasta
3000 mOsm/I o desde 400 mOsm/I hasta 1000 mOsm/I, por ejemplo 360, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1220, 1660,
2100, 2380 6 2900 mOsm/l.

La composicion de la presente invencion es para su uso como medicamento y se indica ventajosamente para el
tratamiento de trastornos/patologias del aparato respiratorio superior e inferior, en todas las categorias de pacientes,
en particular para el tratamiento de adolescentes y sujetos de edad pediatrica.

La composicion de la presente invencion es una composicion para su uso como medicamento y puede emplearse de
manera valida para uso nasal mediante aplicacion por pulverizador o aerosol en el tratamiento de
trastornos/patologias del aparato respiratorio superior e inferior seleccionados de entre rinitis, sinusitis, asma,
faringitis (faringoamigdalitis), epiglotitis, laringitis, bronquiolitis, fibrosis quistica y bronquiectasia.

La composicidon para su uso de la presente invencidon es ventajosamente para uso oral, nasal o inhalatorio y se
administra preferiblemente mediante nebulizaciéon con un dispositivo especial, tal como un nebulizador neumatico o
ultrasénico, o usando un pulverizador, o mediante instilaciéon nasal directa.

Ventajosamente, la composicion para su uso de la presente invencidon hace posible que se obtenga un (a) efecto
expectorante eficaz gracias a i) una reduccion en la viscosidad del moco y/o ii) una reduccién en la adhesividad del
moco Y/o iii) un aumento en barrido mucociliar.

Ademas, la composiciéon para su uso de la presente invencion también muestra ventajosamente (b) un efecto
antibacteriano, y/o (c) un efecto antiinflamatorio, y/o (d) un efecto antioxidante.

Gracias al acido fumarprotocetrarico, Cetraria islandica es capaz de reducir la viscosidad del moco. Gracias a los
acidos liquesterinico, protoliquesterinico y rocelarico puede conducir a la reduccion en la tension superficial del moco
y de esta manera reducir la adhesividad del mismo en la mucosa respiratoria. La disolucién de cloruro de sodio tiene
una accion osmotica que permite la entrada de agua, con el consiguiente aumento en la fluidez del moco. Ademas,
es capaz de conducir a la rotura de los enlaces iénicos de mucinas. Finalmente, ha demostrado una capacidad para
reducir la adhesion de ADN a mucinas, facilitandose asi la accidon de enzimas proteoliticas en la degradacion de
mucinas asi como de ADNasa en la degradacion de ADN, que conduce a una reduccion en la viscosidad del moco.
Estas tres acciones conducen a una reduccion en la viscosidad del moco. El hialuronato de sodio es capaz de
aumentar el barrido mucociliar. La combinacion de los efectos de reduccién de la viscosidad del moco, reduccién de
la adhesividad del moco y aumento del barrido mucociliar conduce a un aumento en la expectoracion.

El extracto de Cetraria islandica muestra acciones antibacterianas y antimicéticas, cuyo mecanismo aun no se ha
esclarecido. El hialuronato de sodio es capaz de reducir la adhesividad de las bacterias a la mucosa respiratoria.
Estos dos efectos contribuyen a combatir infecciones bacterianas y fungicas del aparato respiratorio. Cetraria
islandica tiene una accién antioxidante, asociada principalmente con el acido fumarprotocetrarico, que puede
contribuir a la reduccién del estrés oxidativo y, por tanto, a la inflamacién asociada con las patologias que pueden
afectar al aparato respiratorio.

Finalmente, Cetraria islandica también muestra una accion antiinflamatoria gracias a las liqueninas, que aumentan la
produccion de IL-10, que a su vez inhibe la sintesis y liberacién de citocinas proinflamatorias. Esto puede contribuir a
la reduccion de la progresion de patologias que afectan al aparato respiratorio y a la reduccion de los sintomas
asociados con las mismas.
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La combinacion de los efectos expectorantes, antibacterianos, antiinflamatorios y antioxidantes de los principios
activos usados en esta formulacién pueden conducir a una eficacia terapéutica en el tratamiento de las patologias
del aparato respiratorio asociadas con hipersecrecion de moco, y una mejora sustancial en la actividad respiratoria.

Los extractos de Cetraria Islandica Ach. en alcohol cetilico que pueden usarse en una realizacién de la composicion
para su uso de la presente invencidon estan en forma de un extracto liquido, seco o glicérico. Los extractos de
Cetraria islandica (Cetraria islandica (L.) Ach., o musgo islandés, es una especie de liquen fruticoso que crece en el
suelo, tipico de areas montafiosas) contiene una alta concentracion de acido fumarprotocetrarico, que puede
alcanzar el 11,5% en el extracto seco. El acido fumarprotocetrarico posee una accion expectorante y antioxidante,
asi como una antibacteriana y antiinflamatoria. La actividad expectorante se evalué usando el método de rojo de
fenol. La administracion oral de dosis crecientes de acido fumarprotocetrarico condujo a un aumento en la cantidad
de moco secretado, que fue de 5,03, 6,4 y 8,8 veces mayor que la secrecion basal a dosificaciones de 25 mg/kg,
50 mg/kg y 100 mg/kg.

Cetraria islandica contiene diversos metabolitos secundarios, cada uno de los cuales puede tener un papel
fisioldgico. El principal es el acido fumarprotocetrarico, pero también estan presentes: acido liquesterinico, acido
protoliquesterinico, acido rocelarico y acido protocetrarico. Desde un punto de vista estructural, los acidos
liquesterinico, protoliquesterinico y rocelarico son tensioactivos; por tanto, es probable que actien reduciendo la
tension superficial del moco. De esta manera, se reduciria la viscosidad del moco y su capacidad para adherirse a
células epiteliales, favoreciéndose asi la eliminacion de los mismos.

Ademas de los mecanismos de accién implicados en la actividad expectorante, los extractos de Cetraria también
muestran una accioén antibacteriana, antimicética y antiinflamatoria, que puede contribuir a su eficacia terapéutica en
el tratamiento de patologias respiratorias.

El acido hialurénico es un polimero que consiste en acido D-glucurénico y D-N-acetilglucosamina, unidos por
enlaces glicosidicos B-1,4 y B-1,3. Es un componente de las secreciones normales de las vias respiratorias. Se
secreta por las células serosas de la glandula de la submucosa de las vias respiratorias y las células de la superficie
del epitelio.

El peso molecular del polimero determina su actividad biolégica. De hecho, el acido hialurénico de bajo peso
molecular (< 1000 kDa) es capaz de maodificar la frecuencia de latido de los cilios presentes en las células epiteliales
de la traquea.

El uso de una solucion salina hipertdnica como adyuvante en numerosos problemas del aparato respiratorio es por
ahora comun. En numerosas situaciones patoldgicas, tales como, por ejemplo, bronquiectasia, la presencia de
exceso de moco representa uno de los factores mas importantes para mantener activas la infeccién e inflamacion,
con los consiguientes impactos negativos en la calidad de vida asi como una morbilidad y mortalidad aumentadas.
Una disolucién hiperténica de cloruro de sodio es capaz de romper los enlaces iénicos presentes en el moco, lo que
puede reducir la viscosidad del mismo reduciendo las reticulaciones.

En una realizacion (FR1), la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende:

- una mezcla que comprende o, alternativamente, consiste en Cetraria islandica Ach., hialuronato de sodio y una
solucion salina con una osmolaridad tal como para asegurar que dicha composicion tenga una osmolaridad de mas
de o igual a 300 mOsm/l y, opcionalmente,

- excipientes, aditivos y principios farmacéuticamente aceptables;

para su uso como medicamento en el tratamiento de trastornos/patologias del aparato respiratorio seleccionados de
entre rinitis, sinusitis, asma, faringitis (faringoamigdalitis), epiglotitis, laringitis, bronquiolitis, fibrosis quistica y
bronquiectasia.

En una realizacion preferida (FR2), en la composicion para su uso segun FR1, Cetraria islandica Ach. esta presente
como un extracto liquido, seco o glicérico; preferiblemente la Cetraria islandica Ach. esta presente en una
concentracion en peso comprendida desde el 0,001% hasta el 10%, preferiblemente en una concentracion en peso
comprendida desde el 0,1% hasta el 5%, incluso mas preferiblemente en una concentracién en peso comprendida
desde el 0,1% hasta el 2,5%, en relacién con el peso total de la composicion.

En una realizacion preferida (FR3), en la composicion para su uso segun FR1 o FR2, el hialuronato de sodio esta
presente en una concentracion en peso comprendida desde el 0,1% hasta el 5%, preferiblemente en una
concentracion en peso comprendida desde el 0,3% hasta el 2,5%, incluso mas preferiblemente en una
concentracion en peso comprendida desde el 0,5% hasta el 1%, en relacion con el peso total de la composicion.

En una realizacion preferida (FR4), en la composicidon para su uso segun una de FR1-FR3, el peso molecular
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promedio del hialuronato de sodio usado junto con Cetraria islandica Ach. esta comprendido desde 100 kDa hasta
3000 kDa; preferiblemente, el peso molecular promedio del hialuronato de sodio esta comprendido desde 200 kDa
hasta 1500 kDa; incluso mas preferiblemente, el peso molecular promedio del hialuronato de sodio esta
comprendido desde 300 kDa hasta 1000 kDa.

En una realizacion preferida (FR5), en la composicion para su uso segun una de FR1-FR4, la solucion salina se
basa en una sal osméticamente activa, preferiblemente cloruro de sodio, en una cantidad tal como para asegurar
que dicha composicién tenga una osmolaridad de mas de o igual a 300 mOsm/I, preferiblemente comprendida desde
300 mOsm/l hasta 2000 mOsm/l; incluso mas preferiblemente, que tenga una osmolaridad comprendida desde
400 mOsm/I hasta 1000 mOsm/I.

En una realizacion preferida (FR6), en la composicion para su uso segun una de FR1-FR5, dicha composicion para
su uso como medicamento es preferiblemente para el tratamiento de adolescentes y sujetos de edad pediatrica.

En una realizacion preferida (FR8), en la composicion para su uso segun una de FR1-FR6, dicha composicion para
su uso como medicamento es para el tratamiento de las patologias del aparato respiratorio asociadas con la
hipersecrecion de moco, preferiblemente en adolescentes y sujetos de edad pediatrica.

En una realizacion preferida (FR9), en la composicion para su uso segun una de FR1-FR6 o FR8, dicha composicion
es para uso oral o nasal mediante aplicacion/administracion por pulverizador o aerosol.

En una realizacién preferida (FR10), en la composicién para su uso segun una de FR1-FR6 o FR8-FR9, dicha
composicion se administra mediante nebulizaciéon con un dispositivo especial, tal como un nebulizador neumatico o
ultrasénico, o usando un pulverizador, o mediante instilacion nasal directa.

Materiales y métodos

1. Actividad expectorante

La actividad expectorante puede evaluarse usando el método de rojo de fenol, un método ampliamente descrito en
la bibliografia [1]-[6].

La administraciéon de la formulacién mediante inhalacion puede llevarse a cabo mediante intubaciéon de la traquea de
ratas, siguiendo el método descrito por Lizio et al. [7]. Para el estudio se hizo uso de ratas macho Sprague-Dawley,
que pesan desde 250 hasta 300g. La administracion de la formulacion se lleva a cabo tras un periodo de
aclimatizacion que dura aproximadamente una semana, durante la que se alojan en habitaciones con temperatura
controlada (temperatura de 23+2°C, humedad del 50+2%, ciclos de luz-oscuridad de 12 horas), con acceso libre a
agua y alimento. Para ser capaces de intubar la traquea de las ratas, se administra un dosis de atropina (50 mg/kg,
por via intramuscular) con una ligera anestesia realizada con didxido de carbono, tal como se describié por Koehler
et al. [8]. La administraciéon de atropina sirve para reducir la sensibilidad y motilidad de la laringe y la secrecion de
saliva, facilitandose asi la intubacién. Diez minutos tras la administracion de atropina, se administra una disoluciéon
que contiene xilazina (8 mg/kg) y ketamina (80 mg/kg) para inducir la anestesia. Se suspenden las ratas por los
incisivos superiores a una barra de metal unida a una mesa inclinada 30° con respecto al posicién supina. Para ser
capaces de tener la laringe, faringe y traquea en el mismo plano, se coloca un cilindro de metal detras del cuello de
los animales. La boca puede mantenerse en una posicion abierta usando unas pinzas planas o un férceps pequefio.
La traquea puede visualizarse gracias a la iluminacion percutanea, obtenida usando una lampara de alta intensidad
de 12 V. La luz de la lampara se transporta por medio de una varilla de fibra 6ptica colocada en contacto con la piel
en la region faringoepiglética del cuello de la rata, para que sean visibles las cuerdas vocales y la luz de la traquea.
Para la intubacion, se hace uso de una aguja de calibre 16, modificada de tal manera que sea 3 mm mas corta que
el catéter de polietileno y actie como un “estilete”. La parte distal del catéter se corta diagonalmente con una
inclinacion de 30°. Para ser capaces de insertar el catéter en la traquea, se lleva a cabo la siguiente operacion: la
punta del tubo se posiciona a la derecha, después se introduce entre las cuerdas vocales de la rata y finalmente se
rota 90° antes de insertarse completamente en la traquea, de tal manera que se inserte la punta directamente en la
luz traqueal. En este momento, puede retirarse la aguja y hacer que el catéter avance [7].

Treinta minutos tras la administracion de la formulacién mediante inhalacion, se administra una disolucion de rojo de
fenol de 10 mg/ml (fenilsulfonftaleina, un indicador acido-base) por via intraperitoneal a una dosis de 200 mg/ml.
Treinta minutos tras la administracion de rojo de fenol, se anestesian los animales; se afeita la parte anterosuperior
del cuello y se expone la traquea. Se realiza un lavado traqueobronquial con 2 ml de solucion salina al 0,9% y se
recupera 1 ml de liquido tras el lavado. Se centrifuga el liquido del lavado a 1600 rpm durante 10 minutos. En este
momento, se recoge el sobrenadante y se le afiaden 0,5 ml de una disolucion de NaOH 0,01 N para permitir que el
indicador cambie de color. La concentracion de rojo de fenol se determina por medio de un espectrofotometro a una
longitud de onda de 535 nm y se expresa en mg/ml [6].

Un procedimiento alternativo para llevar a cabo la prueba de rojo de fenol se ha descrito por Kee Jae Song et al. En
este caso, tras la administracion de la formulacion, se inyectan 0,2 ml de una disolucion de rojo de fenol al 2,5%.
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Después de 30 minutos, se sacrifican las ratas. Se diseca la traquea y se sumerge en solucién salina al 0,9%.
Posteriormente, se lava a traquea y se afiaden 0,1 ml de disolucion de hidroxido de sodio 1 M a la solucion salina.
La concentracion se mide por medio de un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 546 nm.

Alternativamente, puede evaluarse la actividad expectorante de las diversas formulaciones que contienen Cetraria
islandica en ratones usando el método de rojo de fenol, tal como se describe ampliamente en la bibliografia (Engler
H y Szelenyi |, J Pharmacol Methods, 1984; 11:151-157; Coppi G y Gatti MT, Farmaco. 1989; 44:541-5; de Barros
Alves GM et al., Pulm Pharmacol Ther. 2014; 27:139-43).

Los ratones (Charles River, machos de 20-25 g), tras un periodo de aclimatizacién que dura aproximadamente una
semana, durante la que se alojan en habitaciones con temperatura controlada (temperatura de 23+2°C, humedad del
50+2%, ciclos de luz-oscuridad de 12 horas), con acceso libre a agua y alimento, se distribuyen en grupos de 6-10
animales cada uno y reciben las formulaciones que van a someterse a prueba mediante aerosol (5 ml) (véase la
tabla 2). Un grupo de control (control positivo) recibe guaifenesina como farmaco de referencia (500 mg/kg por via
oral). Algunos animales no reciben tratamiento (animales no tratados). Después de 30 minutos transcurridos tras la
administracion, cada ratéon recibe, por via intraperitoneal (i.p.), 200 mg/kg de una disolucién (10 mg/ml) de rojo de
fenol; treinta minutos tras la administracion de rojo de fenol, cada animal, anestesiado con tiletamina/zolazepam
(telazol 30 mg/kg i.p.) y xilazina (10 mg/kg i.p.), se somete a lavado broncoalveolar con 2 ml de solucion salina (0,9%
p/v). Se centrifuga el liquido del lavado recogido a 1600 rpm durante 10 min; se afiade NaOH (0,01 N) a los
sobrenadantes recogidos en un razén de 2:1 para permitir que el indicador cambie de color desde amarillo hasta
rojo. Se mide la absorbancia de las diversas disoluciones mediante un lector espectrofotométrico a 546 nm y se
deriva de las mismas la concentracion de rojo de fenol (mg/ml) usando una curva de calibracion (0,055-10 mg/ml) de
rojo de fenol como referencia.

2. Actividad antiinflamatoria y antioxidante

La actividad antiinflamatoria y antioxidante de las diversas formulaciones de C. islandica se evalla in vitro en una
linea de macrofagos murina (J774A.1) estimulados con endotoxina bacteriana (LPS) segin un procedimiento
previamente descrito (lalenti ef al., Mol Pharmacol 2005; 67:1620-1628).

Macréfagos murinos J774

Se cultiva la linea celular de macréfagos murinos J774 en un medio apropiado (medio de Eagle modificado por
Dulbecco; DMEM) complementado con glutamina 2 mM, Hepes 25 mM, penicilina (100 U/ml), estreptomicina
(100 ng/ml), suero bovino fetal al 10% (FBS) y piruvato de sodio al 1,2%. Se siembran las células en placas de Petri
con un diametro de 10 cm a una densidad de 1x10° células/placa. En el dia del experimento, se siembran las células
en placas de 24 pocillos a una densidad de 2,5x10° células/ml/pocillo. Después de 18 horas, se tratan previamente
las células durante 2 horas con los compuestos que van a someterse a prueba (tabla 2) y se estimulan con LPS de
Escherichia coli (serotipo 0111:B4) 10 ug/ml durante 24 horas. Se usa fosfato de dexametasona de sodio (1 mM)
como farmaco de referencia. Al final de la incubacion, se recoge el sobrenadante del cultivo celular; en dltimo lugar
se someteran a ensayo los nitritos y las citocinas proinflamatorias (por ejemplo, TNFa).

Viabilidad cellular

En experimentos preliminares, se evalud la citotoxicidad de las sustancias que van a someterse a prueba (tabla 2)
mediante la determinacion de la respiracion celular. La respiracion celular, que es una medicion de la viabilidad
celular, se evalla mediante la reduccion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a
formazano (Mosmann et al., 1983), una reaccion dependiente de las mitocondrias. Se siembran las células en placas
de 96 pocillos y se tratan tal como se describié anteriormente. Al final del periodo de 24 horas, se incuban las células
con MTT (0,2 mg/ml) durante 1 hora. Posteriormente, se aspira el medio de cultivo y se solubilizan las células en
DMSO (100 pl). La reduccion de MTT a formazano en las células se evalia midiendo la absorbancia a 550 nm
(DOss0).

Dosificacion de nitritos

La concentracion de nitritos, un metabolito estable y medible de mondxido de nitrégeno, se mide en el sobrenadante
del cultivo celular usando el método colorimétrico de Griess, afiadiendo 100 ul de reactivo de Griess (clorhidrato de
naftiletilendiamina al 0,1% en HxO destilada y sulfanilamida al 1% en H3sPO4 al 5%; vol. 1:1) a 100 ul de las
muestras. Después de 10 minutos de incubacion, se mide la absorbancia del croméforo en un lector para
microplacas a una longitud de onda de 550 nm (DOsso). Se determina la concentracion de nitritos comparando los
valores de absorbancia leidos con los de una curva de calibraciéon de nitrito de sodio, preparada en el medio de
cultivo celular.
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Dosificacion de citocinas

La concentracion de las citocinas proinflamatorias (por ejemplo, TNFa) se mide en el sobrenadante del cultivo
celular por medio de un ensayo inmunoenzimatico.

Medicion de la liberacion de mediadores inflamatorios

La actividad antiinflamatoria in vitro también puede analizarse midiendo la secrecién de IL-10 e IL-12p40 por células
dendriticas humanas derivadas de monocitos [16].

Medicion de la liberacién de interleucina 8 (IL-8), interleucina 6 (IL-6) y RANTES.

Aquino et al. informan el siguiente método. Se hace uso de 1x10° células, que se les deja adherirse a la placa y
luego se tratan durante 2 horas con el extracto cuya actividad se desea medir, y se estimulan con TNF-a durante
14 horas. Se mide la liberacion de IL-8, IL-6 y RANTES por medio de la prueba de ELISA y la concentracion de
citocinas se expresa como pg/ml/106 células y como porcentaje del control en ausencia de cualquier estimulacion o
tratamiento [17].

Prueba de actividad de lipoxigenasa

Medio de reaccion: tampon tris-HCI. 100 mg de enzima, disolucion de acido linoleico. Se sometié a prueba el efecto
inhibidor del extracto de interés afiadiendo la disolucién madre del extracto a diferentes volumenes, y midiendo la
absorbancia a 234 nm. La actividad de la enzima se monitoriza como aumento en absorbancia en relacién con la
formacion de acido hidroperoxilinoleico [18].

La actividad antioxidante puede evaluarse eligiendo uno de los siguientes métodos propuestos.
DPPH

La actividad antioxidante in vitro puede medirse por medio de la prueba de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), que
mide la actividad anti-radicales libres. Procedimiento experimental: preparacion de disoluciones madre del extracto
en DMSO al 5% a una concentracion de 1 pg/ml. Luego se diluyé la disolucion a diversas concentraciones
expresadas en ug/ml. Se mezclaron las disoluciones diluidas con disolucién metandlica de DPPH 0,05 mg/ml. Las
mezclas se analizaron a 517 nm, usando metanol como blanco [11].

CEso, es decir la concentracion media con actividad de eliminacion se mide usando la prueba de Litchfield y
Wilcoxon como la concentracion en ug/ml de muestra necesaria para reducir la concentracion inicial de DPPH al
50% [12].

Poder reductor

Procedimiento experimental: preparacion de disoluciones madre del extracto en DMSO al 5% a una concentracion
de 1 pg/ml. Luego se diluyé la disolucién a diversas concentraciones expresadas en pg/ml. Se mezclé 1 ml de cada
extracto con tampon fosfato y ferrocianuro de potasio y se dejaron a 50°C durante 20 minutos; luego se afiadié acido
tricloroacético y se centrifugd la mezcla completa. El sobrenadante, mezclado con agua destilada y cloruro férrico, se
analizé a 700 nm. Un aumento en la absorbancia indica un aumento en el poder reductor.

Actividad de eliminacion en anion superoxido

Procedimiento experimental: preparacion de disoluciones madre del extracto en DMSO al 5% a una concentracion
de 1 ug/ml. Luego se diluy6 la disolucion a diversas concentraciones expresadas en pg/ml. Se hicieron reaccionar
0,1 ml de cada muestra con NBT (nitroazul de tetrazolio) y NADH; se comenz6 la reaccion con PMS (metosulfato de
fenazina). Se realizd el analisis mediante espectrofotometria UV-Vis a 560 nm, considerando una reduccion en la
absorbancia como indicador de la actividad de eliminacién aumentada en el radical del anién de superéxido [11].
Contenido de compuestos fendlicos totales

Se usa el método de Folin-Ciocalteu. Las muestras se colocan en un tubo de ensayo y se afiaden reactivo de Folin-
Ciocalteu y carbonato de sodio. La medicion se realiza mediante espectrofotometria a 760 nm.

Otros métodos usados para medir la actividad antioxidante
ABTS

Esta prueba mide la actividad anti-radicales libres usando 2,2-azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico). Este



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2752204 T3

compuesto puede generarse mediante el sistema enzimatico constituido por peroéxido de hidrogeno y peroxidasa del
rabano. El radical ABTS*, un cromdgeno, es estable a temperatura ambiente, pero no lo es por encima de 35°C y a
un pH superior a 7,5. Ademas, la razon de ABTS/ABTS* en el medio influye en la estabilidad; reacciona con acido
ascorbico de manera constante con una estequiometria de 1 mol de acido ascoérbico por 2 moles de ABTS*
reducido. La reaccién se monitoriza mediante espectroscopia UV-Vis a 414 nm [13], midiendo la reduccién en
absorbancia. El método contempla la adicién de la muestra tras la formacién del radical para evitar interacciones con
los reactivos [14].

Permite una medicion de la actividad antioxidante tanto en sustancias hidrofilas y lipdfilas, y es rapido.
ORAC (ensayo de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno)

Esta prueba se basa en la produccion in situ de radicales libres de peroxilo generados con un compuesto azo,
diclorhidrato de 2,2-azobis(2-metilpropionamidina) (AAPH). AAPH genera radicales libres que, en presencia de
oxigeno, generan radicales peroxilo que interaccionan con una sonda fluorescente, cambiando su intensidad y
aumentando la frecuencia de la extincién de la fluorescencia. En presencia de antioxidantes, se inhibe la extincion
de la fluorescencia. Se realiz6 un calculo del area bajo la curva de fluorescencia (micromoles de Trolox por ml). Si la
sonda fluorescente es fluoresceina (excitacion a 490 nm y emision a 514 nm), se usa un pH a 7,40 [15]. Otras
sondas pueden ser beta-ficoeritrina y pirogalol.

3. Actividad antibacteriana

Se sometié a prueba el posible efecto antibacteriano de las diversas formulaciones de C. islandica en las principales
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas responsables de trastornos respiratorios (Staphylococcus aureus,
Psudomonas aeruginosa, E. coli) usando el ensayo colorimétrico de resazurina segun un procedimiento previamente
descrito (Grujicic et al., Cytotechnology 2014; 66:803-813).

Para evaluar la actividad antibacteriana y antimicética de la presente formulacion, es posible usar diferentes
métodos descritos en la bibliografia. La actividad antibacteriana y antimicotica se determina en las especies de
bacterias y hongos que afectan con mayor frecuencia al aparato respiratorio. Los cultivos bacterianos se mantienen
en un gel de agar, los fungicos se mantienen en dextrosa.

El método contempla realizar microdiluciones de la formulacion [9]. Para determinar la CMI (concentracion minima
inhibitoria), es posible usar el ensayo de resazurina, descrito por Sarker et al. [10]. La resazuria es un indicador
redox usado en la evaluacion del crecimiento microbiano. Tiene un color azul no fluorescente, pero puede oxidarse a
resorufina, que tiene un color rosa fluorescente, mediante la oxidorreductasa presente en las células bacterianas aun
vivas. Después, se han preparado placas de Petri con los cultivos bacterianos, se afiaden 10 pul de una disolucién de
resazurina y se afiade una disolucion de la formulacion a cada placa de Petri a concentraciones crecientes [9]. Tras
un periodo de incubacion, se evalla la actividad antibacteriana: la primera placa que muestra un color azul (que
indica la ausencia de crecimiento bacteriano) es la que contiene la concentracién minima inhibitoria que inhibe el
crecimiento bacteriano. Se llevan a cabo tres pruebas y se calcula el valor medio de la CMI observada en la prueba
de resorufina para determinar la CMI para cada cepa bacteriana [10].
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REIVINDICACIONES
Composicién farmacéutica que comprende:

- una mezcla que comprende o, alternativamente, consiste en Cetraria islandica Ach., hialuronato de sodio y
una solucién salina con una osmolaridad tal como para asegurar que dicha composicién tenga una
osmolaridad de mas de o igual a 300 mOsm/l y, opcionalmente,

- excipientes, aditivos y principios farmacéuticamente aceptables;

para su uso como medicamento en el tratamiento de trastornos/patologias del aparato respiratorio
seleccionados de entre rinitis, sinusitis, asma, faringitis (faringoamigdalitis), epiglotitis, laringitis,
bronquiolitis, fibrosis quistica y bronquiectasia.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la Cetraria islandica Ach. esta presente como
un extracto liquido, seco o glicérico; preferiblemente, la Cetraria islandica Ach. esta presente en una
concentracion en peso comprendida desde el 0,001% hasta el 10%, preferiblemente en una concentracion
en peso comprendida desde el 0,1% hasta el 5%, e incluso mas preferiblemente en una concentracién en
peso comprendida desde el 0,1% hasta el 2,5%, en relacion con el peso total de la composicion.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 1 6 2, en la que el hialuronato de sodio esta presente en
una concentracion en peso comprendida desde el 0,01% hasta el 5%, preferiblemente en una
concentracion en peso comprendida desde el 0,05% hasta el 2,5%, o desde el 0,3% hasta el 2,5%, e
incluso mas preferiblemente en una concentraciéon en peso comprendida desde el 0,1% hasta el 1% o
desde el 0,5% hasta el 1%, en relacién con el producto terminado/composicién final.

Composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el peso molecular
promedio del hialuronato de sodio usado junto con la Cetraria islandica Ach. estd comprendido desde
100 kDa hasta 3000 kDa; preferiblemente, el peso molecular promedio del hialuronato de sodio esta
comprendido desde 200 kDa hasta 1500 kDa; incluso mas preferiblemente, el peso molecular promedio del
hialuronato de sodio esta comprendido desde 300 kDa hasta 1000 kDa.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la solucién salina se
basa en una sal osmoéticamente activa, preferiblemente cloruro de sodio, en una cantidad tal como para
asegurar que dicha composicion tenga una osmolaridad de mas de o igual a 300 mOsm/l, preferiblemente
comprendida desde mas de 300 mOsm/l hasta 10000 mOsm/l o desde mas de 300 mOsm/l hasta
2000 mOsm/l; incluso mas preferiblemente, que tenga una osmolaridad comprendida desde mas de
300 mOsm/I hasta 3000 mOsm/I o desde 400 mOsm/I hasta 1000 mOsm/I, por ejemplo 360, 500, 600, 700,
800, 900, 1000, 1220, 1660, 2100, 2380 6 2900 mOsm/I.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que dicha composicion es
para su uso en el tratamiento de adolescentes y sujetos de edad pediatrica.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que dicha composicion es
para su uso en el tratamiento de las patologias del aparato respiratorio asociadas con hipersecrecion de
moco, preferiblemente en adolescentes y sujetos de edad pediatrica.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que dicha composicion es
para uso oral, nasal o inhalatorio, mediante aplicacién/administracion por pulverizador o aerosol.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que dicha composicion se

administra mediante nebulizacién con un dispositivo especial, tal como un nebulizador neumatico o
ultrasénico, o usando un pulverizador, o mediante instilacion nasal directa.
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