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DESCRIPCION
Uso de oligouronatos para el tratamiento de hiperviscosidad mucosa

Esta invencion se refiere al tratamiento de pacientes de fibrosis quistica humanos para combatir la viscosidad mucosa
elevada en el tracto digestivo, por ejemplo, para facilitar la eliminacion de heces, por ejemplo, para combatir el
estrefimiento.

La fibrosis quistica es la enfermedad genética mortal mas comin en poblaciones europeas. La enfermedad esta
causada por una mutacioén en el gen que codifica el regulador transmembrana de fibrosis quistica (CFTR), un canal
de cloruro que esta presente en células secretoras y otras células del organismo. La enfermedad se caracteriza por la
presencia de secreciones de moco espeso, intratable en el organismo que puede dar lugar a enfermedad pulmonar,
sinusitis, problemas digestivos e infertilidad. El patron normal de eliminacién mucociliar en los pulmones no logra
eliminar el moco excesivamente viscoso que queda colonizado por microorganismos, que a su vez aumenta la
viscosidad del moco y puede dar lugar a inflamacion pulmonar crénica y obstruccion. La enfermedad pulmonar, por
tanto, es el mayor problema de salud para la mayoria de los pacientes con CF y es la causa principal de muerte.

El moco es una secrecion normal de todo el sistema respiratorio, incluyendo los pulmones. Su funcién principal es
como parte del sistema de eliminaciéon mucociliar que mantiene los pulmones limpios y protege contra infecciones. El
sistema de eliminacion mucociliar tiene tres componentes principales: moco; cilios; y el liquido de la superficie
respiratoria. La superficie epitelial, por tanto, comprende células globulares que secretan moco y células epiteliales
ciliadas con una capa superpuesta de liquido de la superficie respiratoria y por encima de esa una capa de moco, en
que sobresalen las puntas de los cilios. El moco es un material gelatinoso adherente compuesto principalmente por
agua (aproximadamente un 95 % en peso) y mucinas, moléculas que forman gel, responsables de las propiedades
fisicas del moco. Los cilios son proyecciones similares a capilares pequefios de la superficie de las células epiteliales,
que se sacuden ritmicamente en el liquido de la superficie respiratoria no viscosa acuosa con sus puntas sumergidas
en la capa mucosa. La capa mucosa forma una cobertura adherente en la superficie pulmonar que atrapa bacterias,
virus, particulas inhaladas, contaminantes ambientales y desechos celulares. El golpeteo de los cilios sirve para
impulsar esta cobertura mucosa y cualquier cosa atrapada en ella hacia la boca y desde los pulmones. En condiciones
normales, el sistema de eliminacion mucociliar funciona de forma eficaz y los pulmones se mantienen limpios y sin
infeccion. Si el sistema se sobrecarga, existe una segunda linea de defensa: tos. Por tanto, cuando se secretan niveles
aumentados de moco en respuesta a irritacion o inflamacion, por ejemplo, debido a particulas inhaladas o infeccion,
el moco se proyecta desde los pulmones por el reflejo de tos.

En pacientes con CF, el moco en el pulmén es mas espeso y mas viscosas de lo normal, y este moco mas espeso no
se transporta tan facilmente por los cilios. Como resultado, el sistema de eliminacion mucociliar esta comprometido y
los pulmones son mas vulnerables a infeccién. Ademas, los pulmones de pacientes con CF parecen estar en un estado
hiperinflamatorio con un nivel bajo continuo de inflamacién y una respuesta aumentada a agentes que normalmente
causan inflamacion. Esto es problematico ya que parte de la respuesta a la inflamacién es produccion aumentada de
moco. El moco aumentado se acumula si es demasiado espeso para eliminar por el sistema de eliminacién mucociliar
o la tos, se reduce la capacidad pulmonar y se disminuye el intercambio de oxigeno a través de la mucosa. Esto
proporciona un entorno ideal para colonizacién bacteriana, un grave problema para pacientes con CF ya que también
causa inflamacion y activa la respuesta inmunitaria. Esto da lugar no solamente a secrecion aumentada de moco, sino
también a una presencia aumentada de células de respuesta inmunitaria y agentes tales como macréfagos y lisozimas.
Segun mueren las bacterias y los macréfagos, sus contenidos celulares se liberan al moco y estos incluye moléculas
viscosas tales como el ADN. Ademas, algunas de las bacterias, por ejemplo, Burkholderia sp. y Pseudomonas
aeruginosa, también secretan polisacaridos altamente viscosos, en el Ultimo caso alginatos. Estas moléculas
aumentan ademas la viscosidad del moco, en el caso de los alginatos aparentemente por interaccion con la matriz de
mucina del moco, pero en el caso del ADN aparentemente aumenta la viscosidad de la fase de sol dentro de la matriz
de mucina.

El mantenimiento del moco en una forma que pueda transportarse por los cilios es, por tanto, un objetivo clave del
tratamiento de CF. Los agentes que simplemente descomponen su estructura de tipo gel producirian liquido que seria
tan poco transportable como el moco hiperviscoso del paciente con CF. Es importante, por lo tanto, que cualquier
agente de tratamiento no descomponga la matriz de gel formada por las mucinas glucoproteicas.

Los pacientes con CF, especialmente los bebés y los ancianos en general, padecen particularmente estrefiimiento.
Reduciendo la hiperviscosidad mucosa en el intestino también puede abordarse este problema.

El documento US 2003/0013678 sugiere el uso de poligalacturénidos (obtenibles de la pectina) como un aditivo
alimentario, y ensefia que tales moléculas tienen un "efecto de fibra celuldsica" que es beneficioso en la prevencion o
el tratamiento de varias afecciones coldnicas incluyendo estrefiimiento, diverticulosis y carcinoma de colon.

Los presentes inventores han descubierto que la hiperviscosidad mucosa puede reducirse usando un oligouronato, en
particular uno que contiene de dos a treinta restos monoméricos.
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Visto desde un aspecto la invencidon proporciona un oligoguluronato fisioldgicamente tolerable que tiene un peso
molecular en el intervalo de 350 Da a 6000 Da para su uso en un método de tratamiento de un sujeto humano que
padece fibrosis quistica, en donde dicho tratamiento es para reducir la hiperviscosidad mucosa en el sistema digestivo
y dicho método comprende la aplicacion de dicho oligoguluronato a una superficie mucosa en el sistema digestivo de
dicho sujeto. Visto desde un aspecto adicional la invencion proporciona el uso de un oligoguluronato fisioldgicamente
tolerable que tiene un peso molecular en el intervalo de 350 Da a 6000 Da en la fabricaciéon de un medicamento para
su uso en el tratamiento de la hiperviscosidad mucosa en el sistema digestivo de un sujeto humano que padece fibrosis
quistica, en donde dicho tratamiento comprende la aplicacién de dicho medicamento a una superficie mucosa en el
sistema digestivo de dicho sujeto.

La aplicacion del oligoguluronato puede ser por cualquier medio que lo suministre a una superficie de secrecion de
moco o de transporte de moco en el sistema gastrointestinal del paciente. La introduccion del oligoguluronato puede
ser oral o rectal, por ejemplo, en forma de soluciones, suspensiones, dispersiones, jarabes, polvos, comprimidos,
comprimidos recubiertos, capsulas o supositorios. Cuando tiene que combatirse el estrefiimiento puede usarse el
oligoguluronato como un aditivo o complemento alimenticio o puede estar presente en una pildora de vitaminas o
minerales. El oligoguluronato para su uso de acuerdo con la invencion puede proporcionarse por lo tanto en el contexto
de un producto alimenticio o aditivo alimenticio que comprende un material nutritivo, por ejemplo, un material que
contiene proteina y/o carbohidrato, y el oligoguluronato fisiolégicamente tolerable.

Los contraiones para el oligoguluronato pueden ser cualquiera de los iones fisiol6gicamente tolerables habitualmente
usados para sustancias farmacoldégicas cargadas, por ejemplo, sodio, potasio, amonio, cloruro, mesilato, meglumina,
etc. Los iones que promueven la gelacion de alginato, por ejemplo, metales del grupo 2, sin embargo, preferentemente
no se usaran.

Aunque el oligoguluronato puede ser un material sintético, es preferentemente un derivado de un polisacarido de
origen natural. Es preferentemente de 3 a 28 monémeros, por ejemplo, de 4 a 25 monémeros, de 6 a 22 monémeros,
de 8 a 15 mondémeros o de 10 mondémeros, por ejemplo, que tiene una masa molecular en el intervalo de 750 a
4500 Da. Puede ser compuesto Unico o puede ser una mezcla de oligoguluronatos, por ejemplo, de una gama de
grados de polimerizacion. Ademas, los restos monoméricos en el oligoguluronato, es decir, los grupos de
monosacarido, puede ser iguales o diferentes.

Los oligoguluronatos estan facilmente accesibles de fuentes naturales ya que muchos polisacaridos naturales
contienen restos de acido gulurénico.

La escision de polisacarido en oligosacarido para producir oligoguluronatos usables de acuerdo con la presente
invencion puede realizarse usando técnicas de lisis de polisacaridos convencionales tales como digestion enzimatica
e hidrdlisis acida. Los oligoguluronatos pueden separarse después de los productos de descomposicion del
polisacarido de forma cromatografica usando una resina de intercambio iénico o por precipitacion fraccionada o
solubilizacion.

Los ejemplos de polisacaridos que contienen guluronatos incluyen polisacaridos de origen natural (tales como
alginatos) y polisacaridos modificados quimicamente, incluyendo, aunque sin limitacién, polisacaridos modificados
para afadir grupos cargados (tales como glucanos carboxilados o carboximetilados), y polisacaridos modificados para
alterar la flexibilidad (por ejemplo, por oxidacién con peryodato). Los polisacaridos adecuados se analizan, por ejemplo,
en "Handbook of Hydrocolloids", Ed. Phillips y Williams, CRC, Boca Raton, Florida, EE.UU., 2000. El uso de alginatos,
sin embargo, es especialmente preferido ya que estos se producen de forma natural como copolimeros de bloque de
acido manuronico (M) y gulurénico (G) y pueden producirse facilmente oligémeros en bloque-G a partir de materiales
de fuente de alginato.

Cuando se usan alginatos como material de partida para la preparacion del oligoguluronato, el contenido de acido
gulurénico puede aumentarse, si se desea, por epimerizacion con manuronano C-5 epimerasas de A. Vinelandii.

Los acidos oligogulurénicos adecuados para su uso de acuerdo con la invencion pueden producirse convenientemente
por hidrdlisis acida de acido alginico de Laminaria hyperborea, disolucion a pH neutro, adicion de acido mineral para
reducir el pH hasta 3,4 para precipitar el acido oligogulurénico, lavado con acido débil, resuspension a pH neutro y
liofilizacion.

El oligoguluronato fisiolégicamente tolerable para su uso de acuerdo con la invenciéon puede proporcionarse en forma
de una composicion farmacéutica que comprende el oligoguluronato fisioldgicamente tolerable junto con un vehiculo
o excipiente fisioldgicamente tolerable y preferentemente también un agente reductor de la viscosidad mucosa
fisioldgicamente tolerable adicional, por ejemplo, una enzima de escisidon de acido nucleico (por ejemplo, una DNasa
tal como DNasa |), gelsolina, un agente reductor de tiol, una acetilcisteina, cloruro de sodio, un polisacarido de baja
masa molecular sin cargar (por ejemplo, dextrano), arginina (u otros precursores o estimuladores de la sintesis de
oxido nitrico) o un poliaminoacido aniénico (por ejemplo poli ASP o poli GLU. El uso de una DNasa se prefiere
especialmente. El oligoguluronato puede administrarse normalmente en dosis de 1 a 10 000 mg, especialmente de 10
a 1000 mg para un adulto humano. La dosis optima puede determinarse facilmente por experimentos rutinarios de
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intervalo de dosificacion, opcionalmente después de la investigacion inicial de un modelo animal, por ejemplo, un
modelo de perro.

Dichas composiciones pueden producirse usando vehiculos y excipientes farmacéuticos convencionales, por ejemplo,
disolventes (tales como agua), modificadores de la osmolalidad, aromas, reguladores del pH, etc. Pueden contener
componentes activos adiciones, por ejemplo, agentes que sirven para descomponer los biopolimeros no implicados
en la matriz de mucina del moco (por ejemplo, DNasa, particularmente rhDNasa), agentes antibacterianos y
antiinflamatorios. La terapia de combinacion usando un agente adicional de estos y el oligoguluronato, administrado
por separado o conjuntamente, es un aspecto particularmente preferido de la invencion. Dichos agentes adicionales
pueden usarse en sus dosis normales o incluso a dosis inferiores, por ejemplo, un 50 % de la dosis normal.

La invencion se describira ahora adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes y los dibujos
adjuntos, en que:

Las Figuras 1a a 1f son diagramas de modulo complejo en el tiempo para un gel de mucina-alginato y para el mismo
gel dosificado con dextrano, polietilenglicol, ADN, oligdmero de galacturonato de sodio y oligémero de guluronato de
sodio, respectivamente;

Las Figuras 2 y 3 son diagramas de barras que muestran el modulo complejo (G*) y el angulo de fase de los mismos
geles al final de la gelacion como un porcentaje del control;

La Figura 4 es un diagrama de barras que muestra la tension de flujo de los mismos geles, de nuevo como un
porcentaje del control; y

Las Figuras 5a a 5¢ son fotomicrografias de mucina no tratada y tratada con alginato y/u oligdmeros de guluronato de
sodio.

Ejemplo 1

Se ensayo el efecto de cinco materiales oligomeéricos en un modelo de gel de mucina-alginato:

a) Dextrano de bajo peso molecular (6000 Da)

b) PEG de bajo peso molecular (3350 Da)

c) ADN de bajo peso molecular

d) Oligémeros de galacturonato de sodio

e) Oligémeros de guluronato de sodio (bloques G)

El oligébmero de guluronato de sodio se preparé como se describe anteriormente y tenia las siguientes caracteristicas:
Fc 0,87, Fm 0,13, Fes 0,83, Fem=Fmc 0,05, Fum 0,08, Feem=Fumme 0,04, Fuem 0,02, Fees 0,79, DP 19.

Materiales
El gel de control consistia en 18 mg/ml de mucina + 0,6 mg/ml de alginato en NaCl 0,05 M.

Los geles de prueba consistian en 18 mg/ml de mucina + 0,6 mg/ml de alginato + 4 mg de material de ensayo en NaCl
0,05 M

Ensayos reolégicos

Gelacion: inmediatamente después de mezclar la muestra se cargo en el redmetro a 37 °C. La temperatura se enfrio
hasta 10 °C (0,5 grados/minuto) y después se mantuvo a 10 °C durante 18 horas. Se midi6 de forma continua el
comportamiento de la muestra y el desarrollo de gel.

Barrido de frecuencia: después de la gelacion, se elevo la temperatura de la muestra hasta 37 °C y se controlo el
comportamiento reolégico como una funcion de la frecuencia.

Barrido de tension: a 37 °C, se controlé el comportamiento del gel como una funcién de una tension aplicada de forma
creciente.

Gelacioén

Los estudios demostraron que los oligdmeros de guluronato de sodio (bloques G) pueden desplazar el alginato en
interacciones de mucina-alginato, como se observa por la disminucién en el modulo complejo del gel (G*) en el tiempo
después de la gelacion inicial. Para los cinco geles de ensayo y el gel de control, esto se muestra en las Figuras 1a a
If, respectivamente.
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De los otros materiales oligoméricos ensayados, Unicamente los oligdmeros de galacturonato de sodio tuvieron un
efecto similar, que muestra una disminucion en los valores de modulo en el tiempo. Los otros materiales (ADN, PEG,
dextrano) causaron un retardo en la gelacion, pero el gel sigui6 desarrollandose en el tiempo como se muestra por el
aumento en el mdédulo complejo.

El médulo complejo y el angulo de fase de los geles al final del periodo de gelificacion se representan en las Figuras
2y 3. El médulo complejo es una medida de la respuesta total y la resistencia del sistema y el angulo de fase se refiere
al equilibrio entre el comportamiento de tipo liquido y el comportamiento de tipo soélido, indicando un mayor angulo de
fase mayor comportamiento de tipo liquido. Los oligdmeros de guluronato de sodio (bloques G) causaron el mayor
descenso en G* y el mayor aumento en el angulo de fase.

Comportamiento de gel a partir del barrido de frecuencia

Todos los geles mostraron un comportamiento de barrido de frecuencia tipico de geles viscoelasticos débiles.
Tension de flujo a partir del barrido de tension

Se us6 un barrido de tension para determinar la tension necesaria para inducir flujo en el sistema. Esto se representa
en la Figura 4 como un porcentaje de la tensidon necesaria para inducir flujo en el gel de control. Esto da una indicacion

de cuanto ha debilitado la matriz de gel el material afiadido. Los bloques G (oligdmeros de guluronato de sodio) tuvieron
el efecto mas pronunciado sobre la tension de flujo seguidos por los oligdbmeros de galacturonato de sodio.

Ejemplo 2
Helechificacion

Se prepararon composiciones de mucina de la siguiente manera:

a) 18 mg de mucina por ml de NaCl acuoso 0,05 M;
b) 18 mg de mucina y 1 mg de alginato por ml de NaCl acuoso 0,05 M; y
c) 18 mg de mucina, 0,4 mg de alginato y 0,6 mg oligémero de guluronato de sodio (como en el Ejemplo 1) por

ml de NaCl acuoso 0,05 M.
Las composiciones se secaron al aire y se registraron fotomicrografias. Estas, al mismo aumento, se muestran en las

Figuras 5a a 5c para las composiciones (a) a (c), respectivamente. Puede observarse claramente que el oligémero de
guluronato promueve la helechificacion.

Ejemplo 3

Medicamento para el estrefiimiento

Una dosis oral de 5-50 ml de un liquido acuoso consiste en un 5-30 % de la sal sddica de un bloque de acido gulurénico
con una pureza de al menos un 75 % de guluronato y un grado de polimerizacion entre 5y 20, y si fuera necesario,
un agente conservante. El liquido también puede combinase con otros compuestos que tienen beneficios saludables
adicionales, por ejemplo, vitaminas.
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REIVINDICACIONES

1. Un oligoguluronato fisiolégicamente tolerable que tiene un peso molecular en el intervalo de 350 Da a 6000 Da para
su uso en un método de tratamiento de un sujeto humano que padece fibrosis quistica, en donde dicho tratamiento es
para reducir la hiperviscosidad mucosa en el sistema digestivo y dicho método comprende la aplicacion de dicho
oligoguluronato a una superficie mucosa en el sistema digestivo de dicho sujeto.

2. El oligoguluronato fisioldgicamente tolerable para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho
oligoguluronato es de 3 a 28 monémeros.

3. El oligoguluronato fisiolégicamente tolerable para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde dicho
oligoguluronato es de 4 a 25 monémeros.

4. El oligoguluronato fisioldgicamente tolerable para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, en donde dicho oligoguluronato tiene un peso molecular en el intervalo de 750 Da a 4500 Da.

5. El oligoguluronato fisiolégicamente tolerable para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en forma de una dosis
oral de un liquido acuoso que comprende un 5-30 % de la sal sédica de un oligoguluronato que comprende al menos
un 75 % de guluronato y que tiene un grado de polimerizacion entre 5y 20.

6. El oligoguluronato fisiolégicamente tolerable para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5, en donde dicho oligouronato tratamiento es para el estrefiimiento.

7. El oligoguluronato fisioldgicamente tolerable para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, en donde en dicho método dicho oligoguluronato se introduce en el intestino por administracion oral o rectal.

8. El oligoguluronato fisiolégicamente tolerable para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
7, en donde dicho oligoguluronato esta contenido en una composicion farmacéutica que comprende dicho
oligoguluronato y un vehiculo o excipiente fisiolégicamente tolerable.

9. El oligoguluronato fisiolégicamente tolerable para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicha
composicion farmacéutica comprende ademas un agente reductor de la viscosidad mucosa fisioldgicamente tolerable
adicional seleccionado de una enzima de escision de acido nucleico, gelsolina, un agente reductor de tiol,
acetilcisteina, cloruro de sodio, un polisacarido de bajo peso molecular no cargado, un precursor o estimulador de la
sintesis de 6xido nitrico o un poliaminoacido aniénico.

10. El oligoguluronato fisiolégicamente tolerable para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, en donde dicha
composicion farmacéutica comprende ademas un agente antibacteriano o antiinflamatorio.

11. El oligoguluronato fisiolégicamente tolerable para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde dicho
oligoguluronato se administra en forma de un aditivo o complemento alimenticio o en una pildora de vitaminas o
minerales.

12. Uso de un oligoguluronato fisiolégicamente tolerable como se define en la reivindicacion 1 en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de hiperviscosidad mucosa en el sistema digestivo de un sujeto humano que padece
fibrosis quistica, en donde dicho tratamiento comprende la aplicacion de dicho oligoguluronato a una superficie mucosa
en el sistema digestivo de dicho sujeto.

13. El uso de la reivindicaciéon 12, en donde dicho oligoguluronato, afeccion, administracion o composicion es como
se define en una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 11.
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FIG. 5
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