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DESCRIPCION
Fitoecdisonas y sus derivados para su utilizacion en el tratamiento del deterioro de la funcién respiratoria
Campo técnico de la invencion

La invencién se refiere al uso de fitoecdisonas y derivados semisintéticos de fitoecdisonas para el tratamiento de la
funcién respiratoria deteriorada, particularmente en el contexto de patologias neuromusculares.

Técnica anterior

Las enfermedades neuromusculares se caracterizan por una alteracion en el funcionamiento de las unidades motoras,
compuestas por neuronas motoras, uniones neuromusculares y muasculos esqueléticos. Mas alla de la alteracion de
la funcidn motora en los pacientes afectados por estas patologias, muchas enfermedades neuromusculares agudas o
progresivas conducen a una disfuncion de los musculos respiratorios que, a su vez, puede provocar insuficiencia
respiratoria, neumonia y la muerte de los pacientes. De hecho, los trastornos respiratorios representan la principal
causa de mortalidad en pacientes con enfermedades neuroldgicas (Miller et al., 2009).

Los pacientes con enfermedades neuromusculares son propensos a desarrollar una funcién respiratoria deteriorada,
que puede ser evidente, con la aparicién frecuente de infecciones como neumonia o bronquitis (principalmente por tos
ineficaz), sensacion de dificultad para respirar, dificultad para expectorar pero, en algunos casos, En algunos casos,
las manifestaciones son menos evidentes y los pacientes presentan pérdida de apetito con importante pérdida de
peso, dolores de cabeza, sudoracion o gran fatiga. Por tanto, es fundamental detectar el compromiso respiratorio lo
antes posible.

El manejo de los problemas respiratorios en pacientes con patologias neuromusculares ha mejorado
considerablemente en los ultimos afios, permitiendo asi aumentar la esperanza de vida de pacientes, como por
ejemplo los nifios con enfermedad de Duchenne. La monitorizacién periddica de los parametros respiratorios se realiza
mediante examenes clinicos, imagenes y espirometria que permiten la exploracion funcional respiratoria 0 mediante
gasometria para evaluar la calidad de los intercambios gaseosos (medicion de la frecuencia respiratoria de oxigeno y
diéxido de carbono en la sangre arterial). Estas evaluaciones periddicas permiten asi detectar las consecuencias de
la debilidad muscular y la disfuncion pulmonar y, asi, adaptar la atencidén médica de estos pacientes para compensar
su deficiente funcidén pulmonar y mejorar su calidad de vida (Bimkrant et al, 2007; Finder et al., 2004; McKim et al.,
2011). El tratamiento puede llevarse a cabo a varios niveles: puede tener como objetivo mantener la movilidad y la
flexibilidad del sistema respiratorio (fisioterapia respiratoria mediante movilizacién activa o pasiva o para
hiperinhalaciones mecanicas) o desobstruir las vias respiratorias para evacuar las secreciones producidas por los
bronquios (tos asistida o drenaje bronquial) o, finalmente, cuando la ventilacidon natural ya no satisface las necesidades
del cuerpo, complementar la respiracidn de los pacientes con ventilacion no invasiva o, en los casos mas dificiles y
mas extremos, por ventilacion por traqueotomia.

El dafio a la corteza, el tronco del encéfalo, de la médula espinal, las neuronas motoras, los nervios periféricos, las
uniones neuromusculares o de los musculos pueden provocar una disfuncion del sistema respiratorio.

Hay muchas causas de enfermedades musculares cronicas que conducen a una disfuncidon de los musculos
respiratorios, incluidas las miopatias (congénitas, hereditarias o adquiridas), las miastenias o las miotonias.

Por ejemplo, en la distrofia muscular de Duchenne (DMD), la insuficiencia respiratoria, que conduce a numerosas
complicaciones pulmonares, es la causa de la mayoria de las muertes observadas en pacientes con DMD (Mayer et
al., 2015; Vianello et al., 1994; Baydur et al. ., 1990; Smith et al., 1987; Inkley et al., 1974). La DMD es la distrofia
muscular mas comun. Afecta a uno de cada 3500 nifios y es el resultado de mutaciones que afectan el gen de la
distrofina, ubicado en el cromosoma X. Una forma menos grave, la distrofia muscular de Becker (BMD), también afecta
al gen de la distrofina y afecta a uno de cada 18000 nifios. Los nifios que tienen DMD generalmente no tienen dificultad
para respirar ni toser cuando todavia pueden caminar. A medida que envejecen y la enfermedad afecta sus musculos
respiratorios, los niflos afectados corren el riesgo de sufrir infecciones respiratorias, a menudo por una tos ineficaz.
Las células del musculo liso y, por extension, los musculos lisos de las vias respiratorias estan implicados en
numerosas patologias respiratorias.

Ademas del procedimiento miopatico, las anomalias del propio sistema pulmonar (vias respiratorias o pulmones) estan
fuertemente implicadas en la insuficiencia ventilatoria en pacientes con DMD (Benditt y Boitano, 2013). De hecho, la
distensibilidad pulmonar (capacidad del pulmon para modificar su volumen en respuesta a una variacion de la presion)
se reduce por dos razones principales: la retraccion y el colapso de los alvéolos pulmonares (atelectasia) causados
por la hipoventilacién, pero también la aparicidn de fibrosis y la obstruccion de las vias respiratorias, lo que resulta en
una mayor resistencia de las vias respiratorias (Lo Mauro y Aliverti, 2016).

Las propiedades elasticas del pulmdn se alteran en pacientes con distrofia muscular, y el pulmén se vuelve menos
distensible. La causa de la reduccién de la distensibilidad pulmonar en la distrofia muscular ain no se comprende
completamente. Sin embargo, se han propuesto diferentes hipétesis para intentar explicar la reduccién de la elasticidad
de los pulmones: una maduracion incompleta del tejido pulmonar en el contexto de una enfermedad congénita, la
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atelectasia inducida por hipoventilacidn, el aumento de la tensidn superficial alveolar o una alteraciéon del parénquima
pulmonar debido a una fibrosis. Ademas, uno de los factores importantes que puede explicar esta reduccién en la
distensibilidad y distensibilidad pulmonar es respirar con un volumen pulmonar bajo, que es una caracteristica de las
distrofias musculares (Lo Mauro y Aliverti, 2016). Otro mecanismo implicado es la degradacién crénica y progresiva
de los musculos respiratorios que limitan, de facto, el rango de actividad del pulmén. De hecho, las propiedades
elasticas de un sistema estan determinadas en parte por las restricciones a las que esta sujeto el sistema. La
capacidad pulmonar total es el resultado del equilibrio entre la presidon de retraccion elastica instantanea durante la
ventilacion y la presidon generada por la contraccion de los musculos inspiratorios. Esta Ultima se reduce y, en
consecuencia, también la capacidad pulmonar total, lo que altera los parametros espiratorios y provoca una
disminucion de la distensibilidad pulmonar.

En conclusion, la insuficiencia respiratoria, caracterizada por la incapacidad del sistema respiratorio para proporcionar
una oxigenacion y eliminacion de diéxido de carbono adecuadas, es comun en pacientes afectados con DMD.

Por lo tanto, la evaluacion de la disfuncion del sistema respiratorio en el raton mdx, el modelo de ratén mas utilizado
de distrofia muscular de Duchenne, es un parametro importante a considerar en el establecimiento y la evaluacion de
soluciones terapéuticas en el contexto de enfermedades neuromusculares.

La evaluacién del sistema respiratorio de ratones mdx durante estudios preclinicos presenta ventajas significativas:
por un lado, se trata de un déficit clinicamente importante y por otro lado, las mediciones espirométricas o
pletismograficas no son invasivas y pueden repetirse de manera longitudinal durante el ensayo y posiblemente llevado
a cabo como un criterio de valoracion para evaluar la eficacia de diversos tratamientos para la distrofia muscular.
Diferentes grupos se han interesado en la funcion respiratoria en ratones mdx en comparacion con ratones control
sanos, y han informado alteraciones en la funcion respiratoria en ratones mdx (Gosselin et al. 2003; Matecki et al.
2003; Mosqueira et al. 2013; Gayraud et al., 2007). Asi, con algunas modificaciones sobre la gravedad de las
alteraciones y la edad de aparicidn de estas, todos reportan una alteracion de los parametros respiratorios, en
condiciones normédxicas (Huang et al., 2011) o en respuesta a hipercapnia (Gosselin et al. 2003).

El documento RU 2 257 906 describe una composicién que comprende la ecdisterona (20hidroxiecdisona) para su
utilizacion en el tratamiento de enfermedades pulmonares y pleurales supurativas.

WU X ET AL: CHINESE PHARMACOLOGICAL BULLETIN, vol. 14, num. 3, 1998, paginas 256-258 describe el efecto
de la ecdisterona sobre la lesion por reperfusion pulmonar en ratas.

WU XU ET AL.:CHINESE JOURNAL OF TRAUMATOLOGY, mayo de 1997 (1997-05), paginas 295-296 describe el
efecto de la ecdisterona en la contusion pulmonar debido a un impacto.

Presentacién de la invencion

Los inventores han descubierto que las fitoecdisonas y los derivados semisintéticos de las fitoecdisonas mejoran de
manera significativa la funcion respiratoria de los mamiferos afectados por una enfermedad neuromuscular, limitando
la alteracién de los parametros respiratorios en el tiempo, asi como mejorando l0s parametros mecanicos del sistema
respiratorio. Los parametros respiratorios y los parametros mecanicos del sistema respiratorio se determinan
respectivamente mediante pletismografia de cuerpo entero en animales alertados y mediante ventilador de piston
controlado por una unidad de control central (comunmente denominada "ordenador”) en animales anestesiados,
utilizando dicho ventilador la técnica de oscilacion forzada como el dispositivo conocido como FlexiVent™. Estos
efectos muestran una mejora de la funcién respiratoria en mamiferos que padecen patologias neuromusculares
genéticas o adquiridas. Las fitoecdisonas representan una familia importante de fitoesteroles polihidroxilados
estructuralmente relacionados con las hormonas de muda de insectos. Estas moléculas son producidas por muchas
especies de plantas y participan en su defensa contra plagas de insectos. La fitoecdisona mayoritaria es la 20-
hidroxiecdisona.

Con este fin, la invencidn se refiere a al menos una fitoecdisona y/o al menos un derivado semisintético de fitoecdisona,
para su utilizacién en el tratamiento de una alteracién de la funcion respiratoria, tal como se define en la reivindicacion
1.

De preferencia, la invencion se refiere a una composicién que comprende al menos una fitoecdisona y/o al menos un
derivado semisintético de fitoecdisona, para su utilizacion en el tratamiento de la funcion respiratoria deteriorada, como
se define en la reivindicacion 1.

En modos de realizacion particulares, la invencién también cumple con las siguientes caracteristicas, implementadas
por separado o en cada una de sus combinaciones técnicamente efectivas.

Las fitoecdisonas y sus derivados se purifican ventajosamente a calidad farmacéutica.

Una fitoecdisona que puede usarse segun la invencion es, por ejemplo, 20-hidroxiecdisona y un derivado semisintético
de fitoecdisona que puede usarse es, por ejemplo, un derivado semisintético de 20-hidroxiecdisona.
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Para ello, segun un modo de realizacion particular, la composicidon comprende 20-hidroxiecdisona y/o al menos un
derivado semisintético de la 20-hidroxiecdisona.

Ventajosamente, la 20-hidroxiecdisona y sus derivados se purifican hasta obtener calidad farmacéutica.

La 20-hidroxiecdisona utilizada se presenta de preferencia en forma de un extracto de plantas ricas en 20-
hidroxiecdisona o de una composicion que comprende 20-hidroxiecdisona como agente activo. Los extractos de
plantas ricas en 20-hidroxiecdisona son, por ejemplo, extractos de Sfemmacantha carthamoides (también llamado
Leuzea carthamoides), Cyanotis arachnoidea y Cyanolis vaga.

Los extractos obtenidos se purifican de preferencia hasta el grado farmacéutico.

En un modo de realizacion, la 20-hidroxiecdisona esta en forma de un extracto de planta o de una parte de una planta,
eligiéndose dicha planta entre plantas que contienen al menos un 0,5 % de 20-hidroxiecdisona en peso seco de dicha
planta, comprendiendo dicho extracto al menos un 95 %, y de preferencia al menos 97%, de 20-hidroxiecdisona. El
dicho extracto se purifica de preferencia a grado farmacéutico. Dicho extracto se denomina posteriormente BIO101.
Es sorprendente que contenga entre un 0 y un 0,05%, en peso seco del extracto, de impurezas, tales como
compuestos menores, que puedan afectar a la seguridad, a la disponibilidad o a la eficacia de una aplicacion
farmacéutica de dicho extracto.

Segun una forma de realizacion de la invencidn, las impurezas son compuestos con 19 0 21 atomos de carbono, tales
como por ejemplo Rubrosterona, la Dihidrorubrosterona o la Poststerona.

La planta a partir de la cual se produce BIO101 se elige de preferencia entre Stemmacantha carthamoides (también
llamado Leuzea carthamoides), Cyanofis arachnoidea y Cyanofis vaga.

Los derivados de las fitoecdisonas y en particular de la 20-hidroxiecdisona se obtienen por semisintesis y pueden
obtenerse en particular del modo descrito en la solicitud de patente europea No. . EP 15732785.9.

Segun un modo de realizacién preferida, la invencion se refiere a la composicion para su utilizacién en mamiferos en
el tratamiento de una alteracién de la funcion respiratoria, mas particularmente una alteracion de la funcion respiratoria
resultante de una patologia neuromuscular adquirida o genética, por ejemplo una patologia neuromuscular del
neuronas motoras y/o la uniéon neuromuscular y/o el musculo estriado esquelético.

Segun un modo de realizacion particular, la invencion se dirige a la composicidén para su utilizacion en mamiferos en
el tratamiento de una alteracién de la funcién respiratoria ligada a una alteracion del musculo estriado y/o del musculo
liso.

En un modo de realizacién particular, la invencién se dirige a la composicion para su utilizacién en mamiferos en el
tratamiento de una alteracién de la funcion respiratoria causada al menos en parte por una modificacion del musculo
liso. Segun un modo de realizacion particular, la invencién se dirige a la composicion para su utilizacién en mamiferos
en el tratamiento de una alteracion de la funcion respiratoria ligada a la hiperreactividad bronquial.

En un modo de realizacién, la invencién se dirige a la composicion para su utilizacion en mamiferos en el tratamiento
de una alteracion de la funcién respiratoria en la que la hiperreactividad bronquial esta asociada con la funcion del
musculo liso bronquial.

En un modo de realizacién, la invencién se dirige a la composicion para su utilizacion en mamiferos en el tratamiento
de una alteracion de la funcion respiratoria ligada a una afeccién de al menos uno de los parametros respiratorios
elegidos entre el valor de Penh, el pico maximo de inspiracion, el pico maximo de espiracién, tiempo de relajacion y
frecuencia respiratoria. La composicidn reducira ventajosamente la afeccion de estos parametros respiratorios.

En un modo de realizacion, la invencion se dirige a la composicion que comprende para su utilizacién en mamiferos
el tratamiento de una alteracién de la funcién respiratoria ligada a una afeccion de al menos uno de los parametros
mecanicos del tejido pulmonar. Dichos parametros mecanicos del tejido pulmonar son elastancia, distensibilidad y
resistencia pulmonar.

En un modo de realizacion particular, la invencion se refiere a la composicion para su utilizacion en mamiferos en el
tratamiento de una alteracién de la funcién respiratoria ligada a una reduccion de la distensibilidad pulmonar y/o un
aumento de la resistencia pulmonar y/o una disminucion de la elastancia pulmonar.

En un modo de realizacion particular, la invencion se refiere a la composicion para su utilizacion en mamiferos en el
tratamiento de una patologia en la que la alteracién de la funcion respiratoria esta ligada a la retraccion y colapso de
los alvéolos pulmonares y/o a la aparicidn de fibrosis.

En un modo de realizacion particular, las fitoecdisonas se administran a una dosis comprendida entre 3 y 15 miligramos
por kilogramo por dia en humanos. Por fitoecdisona se entiende aqui tanto las fitoecdisonas en general como sus
derivados, asi como la 20-hidroxiecdisona (en particular en forma de extracto) y sus derivados.
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De preferencia, las fitoecdisonas se administran a una dosis de 200 a 1000 mg/dia, en una 0 mas dosis, en un ser
humano adulto, y a una dosis de 5 a 350 mg/dia, en una o mas dosis, en un ser humano, nifio o lactante. Por
fitoecdisona se entiende aqui tanto las fitoecdisonas en general como sus derivados, asi como la 20-hidroxiecdisona
(en particular en forma de extracto) y sus derivados.

En modos de realizacion, la composicion comprende al menos un compuesto considerado como un derivado de
fitoecdisona, siendo dicho al menos un compuesto de férmula general (l):

{Quim. 1}

CX @

en laque:

V-U es un enlace simple carbono-carbono y Y es un grupo hidroxilo:

X es un oxigeno,

Q es un grupo carbonilo;

R' se elige entre: un grupo (C4-Ce)W(C1-Cg) ; un grupo (C4-Ce)W(C1-Cs)W(C+-Cs) ; un grupo (C1-Ce)W(C+-Cs)CO2(C1-
Cs); un grupo (C+-Cg)A, A representa un heterociclo opcionalmente sustituido por un grupo de tipo OH, OMe, (C1-Cg),
N(C1-Cs), COZ(C']'CG) , un grupo CHzBr;

W. siendo un heteroatomo elegido entre N, O y S, de preferencia O y ain mas de preferencia S.

En el contexto de la presente invencidn nos referimos a “(C4-Cs)”, cualquier grupo alquilo de 1 a 6 atomos de carbono,
lineal o ramificado, en particular, los grupos metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, iso-butilo, sec-butilo, t-butilo, n
-pentilo, n-hexilo. Ventajosamente se trata de un grupo metilo, etilo, isopropilo o t-butilo, en particular un grupo metilo
0 etilo, mas particularmente un grupo metilo.

En un modo de realizacion preferida, en la férmula (1):

Y es un grupo hidroxilo;

R' se elige entre: un grupo (C4-Ce)W(C1-Cg) ; un grupo (C4-Ce)W(C1-Cs)W(C+-Cs) ; un grupo (C1-Ce)W(C+-Cs)CO2(C1-
Cs); un grupo (C+-Cg)A, A representa un heterociclo opcionalmente sustituido por un grupo de tipo OH, OMe, (C1-Cg),
N(C+-Cs), CO2(C+-C8) ;

W. siendo un heteroatomo elegido entre N, O y S, de preferencia O y mas de preferencia S.

En modos de realizacién, la composicién comprende al menos un compuesto elegido entre los siguientes compuestos:

No. 1: (28,3R,5R,10R,13R,148,178)-2,3,14-trihidroxi-10,13-dimetil-17-(2-morfolinoacetil)-2,3,4,5,9,11, 12,15,16,17-
decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona,

No. 2: (2S,3R,5R,10R,13R,14S,17S8)-2,3,14-trihidroxi-17-[2-(3-hidroxipirrolidin-1-il)acetil]-10,13-dimetil-
2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

No. 3 (2S,3R,5R,10R,13R,148,17S)-2,3,14-trihidroxi-17-[2-(4-hidroxi-1-piperidil)acetil]-10,13-dimetil-2,3
4,5,9,11,12,15,16,17-decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

No. 4: (2S,3R,5R,10R,13R,148,17S)-2,3,14-trihidroxi-17-[2-[4-(2-hidroxietil)- 1-piperidilJacetil]-10,13-dimetil-
2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

No. 5: (25,3R,5R,10R,13R,148,17S5)-17-[2-(3-dimetilaminopropil (metil)Jamino)acetil]-2,3,14-trihidroxi-10,13-dimetil-
2,3 ,4,5,9,11,12,15,16,17-decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

No. 6: 2-[2-0x0-2-[(2S,3R,5R,10R,13R,148,178)-2,3,14-trihidroxi-10,13-dimetil-6-0x0-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-
decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-illetil]sulfanilacetato de etilo;
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No. 7: (2S,3R,5R,10R,13R,148,178)-17-(2-etilsulfanilacetil)-2,3,14-trihidroxi-10,13-dimetil-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-
decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

No. 8: (2S,3R,5R,10R,13R,14S,178)-2,3,14-trihidroxi-17-[2-(2-hidroxietilsulfanil)acetil]-10,13-dimetil-2,3,4,
5,9,11,12,15,16,17-decahidro-1H ciclopentala]fenantren-6-ona.

En modos de realizacion, la composicion comprende al menos un compuesto considerado como un derivado de
fitoecdisona, teniendo dicho al menos un compuesto la formula general (l1):

[Quim. 2]
fi{ i
N w; s
HO j; > <x

e o :
S EE
O

# ©

HO

{0
El compuesto de férmula (ll) se denomina posteriormente BIO103.

En modos de realizacion, la composicion se incorpora a una formulacion farmacéutica aceptable capaz de
administrarse por via oral.

En el contexto de la presente invencion, el término "farmacéuticamente aceptable" significa aquello que es Util en la
preparacion de una composicién farmacéutica que es generalmente segura, no téxica y que es aceptable para uso
farmacéutico tanto veterinario como humano.

Breve descripcién de las figuras.

La invencion se comprendera mejor con la lectura de la siguiente descripcidn, dada a titulo de ejemplo no limitativo, y
realizada con referencia a las figuras que representan:

La Figura 1A representa la curva del valor de Penh antes del inicio del estudio, de ratones control sanos C57Black10
(n=12, circulos blancos) y ratones mdx (n=23, cuadrados blancos) antes de recibir el tratamiento (DO: dia cero), medido
por pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina con **p<0,001 y ***p<0,0001. En el resto de la
descripcion, n corresponde al tamafio de la muestra y p corresponde al “valor p” utilizado para cuantificar la
significancia estadistica de un resultado con *: p<0,05; **:p<0,001; ***p<0,0001 y ns: no significativo.

La Figura 1B representa la curva del pico maximo de inspiracién antes del inicio del estudio, de ratones control sanos
C57Black10 (n=12, circulos blancos) y ratones mdx (n=23, cuadrados blancos) antes de recibir el tratamiento (DO: dia
cero), medido por pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina con *p<0,05, **p<0,001;

La Figura 1C representa la curva de la espiracion maxima maxima antes del inicio del estudio, de ratones control sanos
C57Black10 (n=12, circulos blancos) y ratones mdx (n=23, cuadrados blancos) antes de recibir el tratamiento (DO: dia
cero ), medido por pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina con **p<0,001;

La Figura 1D representa la curva del tiempo de relajacion antes del inicio del estudio, de ratones C57Black10 de control
sanos (n=12, circulos blancos) y ratones mdx (n=23, cuadrados blancos) antes de recibir el tratamiento (DO: dia cero),
medido mediante pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina con **p<0,001 y ***p<0,0001;

La Figura 1E representa la curva de frecuencia respiratoria antes del inicio del estudio, de ratones C57Black10 de
control sanos (n=12, circulos blancos) y ratones mdx (n=23, cuadrados blancos) antes de recibir el tratamiento (DO:
dia cero), medida mediante pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina con *p<0,05 y **p<0,0001;

La Figura 2A representa la curva del valor de Penh antes del inicio del estudio (D0), medido por pletismografia, en
respuesta a dosis crecientes de metacolina con **p<0,001 y ***p<0,0001, después de la aleatorizacion de los animales
en los tres grupos diferentes: ratones C57Black10 de control sanos (n=12, circulos blancos), ratones mdx que no
recibiran tratamiento (n=11, cuadrados blancos, grupo “mdx”) y ratones mdx que seran tratados con BIO101 (n= 12,
cuadrados negros, grupo “mdx BIO1017);

La Figura 2B representa la curva del pico maximo de inspiracion antes del inicio del estudio (D0), medido por
pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina, después de la aleatorizacion de los animales en los
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tres grupos diferentes: ratones control sanos C57Black10 ( n=12, circulos blancos), ratones mdx que no recibiran
tratamiento (n=11, cuadrados blancos, grupo “mdx”) y ratones mdx que seran tratados con BIO101 (n=12, cuadrados
negros, grupo “mdx” mdx BIO101”); La Figura 2C representa la curva del pico maximo de espiracién antes del inicio
del estudio (D0), medido por pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina, después de la
aleatorizacion de los animales en los tres grupos diferentes: ratones control sanos C57Black10 ( n=12, circulos
blancos), ratones mdx que no recibiran tratamiento (n=11, cuadrados blancos, grupo “mdx”) y ratones mdx que seran
tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “mdx” mdx BIO1017);

La Figura 2D representa la curva del tiempo de relajacion antes del inicio del estudio (D0), medido por pletismografia,
en respuesta a dosis crecientes de metacolina, después de la aleatorizacion de los animales en los tres grupos
diferentes: ratones control sanos C57Black10 (n= 12, circulos blancos), ratones mdx que no recibiran tratamiento
(n=11, cuadrados blancos, grupo “mdx”) y ratones mdx que seran tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros,
grupo “mdx BIO1017) ;

La Figura 2E representa la curva de frecuencia respiratoria antes del inicio del estudio (D0), medida por pletismografia,
en respuesta a dosis crecientes de metacolina, después de la aleatorizacion de los animales en los tres grupos
diferentes: ratones control sanos C57Black10 (n=12, circulos blancos), ratones mdx que no recibiran tratamiento
(n=11, cuadrados blancos, grupo “mdx”) y ratones mdx que seran tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros,
grupo “mdx BIO1017);

La Figura 3A representa la curva del valor de Penh después de 30 dias de tratamiento, de ratones control C57Black10
sanos (n=12, circulos blancos), de ratones mdx no tratados (n=11, cuadrados blancos, grupo “mdx”) y de ratones mdx
tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “mdx BIO101”), medido por pletismografia, en respuesta a dosis
crecientes de metacolina con **p<0,001;

La Figura 3B representa la curva del pico maximo de inspiracion después de 30 dias de tratamiento, de ratones
C57Black10 control sanos (n=12, circulos blancos), de ratones mdx no tratados (n=11, cuadrados blancos, grupo
“‘mdx”) y mdx ratones tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “mdx BIO101”), medidos por
pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina con *p<0,05, **p<0,001;

La Figura 3C representa la curva del pico maximo de espiracion después de 30 dias de tratamiento, de ratones
C57Black10 de control sanos (n=12, circulos blancos), de ratones mdx no tratados (n=11, cuadrados blancos, grupo
“mdx”) y mdx ratones tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “mdx BIO101”), medido por pletismografia,
en respuesta a dosis crecientes de metacolina con *p<0,05;

La Figura 3D representa la curva del tiempo de relajacion después de 30 dias de tratamiento, de ratones C57Black10
de control sanos (n=12, circulos blancos), de ratones mdx no tratados (n=11, cuadrados blancos, grupo "'mdx") y de
ratones mdx tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “mdx BIO101”), medido por pletismografia, en
respuesta a dosis crecientes de metacolina con *p<0,05;

La Figura 3E representa la curva de la frecuencia respiratoria después de 30 dias de tratamiento, de ratones
C57Black10 de control sanos (n=12, circulos blancos), de ratones mdx no tratados (n=11, cuadrados blancos, grupo
“‘mdx”) y de ratones mdx tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “‘mdx BIO101”), medido por
pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina;

La Figura 4A representa la curva del valor de Penh después de 60 dias de tratamiento, de ratones control C57Black10
sanos (n=12, circulos blancos), de ratones mdx no tratados (n=11, cuadrados blancos, grupo “mdx”) y de ratones mdx
tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “mdx BIO101”), medido por pletismografia, en respuesta a dosis
crecientes de metacolina con ***p<0,0001;

La Figura 4B representa la curva del pico maximo de inspiracion después de 60 dias de tratamiento, de ratones
C57Black10 de control sanos (n=12, circulos blancos), de ratones mdx no tratados (n=11, cuadrados blancos, grupo
“‘mdx”) y mdx. ratones tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “mdx BIO1017), medidos por
pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina con *p<0,05;

La Figura 4C representa la curva del pico maximo de espiracion después de 60 dias de tratamiento, de ratones
C57Black10 de control sanos (n=12, circulos blancos), de ratones mdx no tratados (n=11, cuadrados blancos, grupo
“mdx”) y mdx ratones tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “mdx BIO1017), medidos mediante
pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina;

La Figura 4D representa la curva del tiempo de relajacion después de 60 dias de tratamiento, de ratones control
C57Black10 sanos (n=12, circulos blancos), de ratones mdx no tratados (n=11, cuadrados blancos, grupo "mdx") y de
ratones mdx tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “mdx BIO1017), medido mediante pletismografia,
en respuesta a dosis crecientes de metacolina;

La Figura 4E representa la curva de la frecuencia respiratoria después de 60 dias de tratamiento, de ratones
C57Black10 de control sanos (n=12, circulos blancos), de ratones mdx no tratados (n=11, cuadrados blancos, grupo
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“‘mdx”) y de ratones mdx tratados con BIO101 (n=12, cuadrados negros, grupo “‘mdx BIO101”), medido por
pletismografia, en respuesta a dosis crecientes de metacolina;

La Figura 5A representa la curva de la evolucién del valor de Penh medido por pletismografia, de ratones C57Black10
sanos al inicio del estudio (n=12, circulos negros, D0) y al final del estudio (n=12, circulos blancos), D60), sometido a
dosis crecientes de metacolina;

La Figura 5B representa la curva de la evolucion del valor de Penh medido por pletismografia, de ratones mdx no
tratados al inicio del estudio (n=23, circulos negros, D0) y al final del estudio (n= 12, circulos blancos), D60), sometido
a dosis crecientes de metacolina con ***p<0,0001;

La Figura 6A representa los valores de Penh al inicio del estudio (D0) de ratones C57Black10 sanos (n=12) y ratones
mdx no tratados (n=23) medidos mediante pletismografia a una dosis de metacolina de 40 mg/ml con ** *p<0,0001;

La Figura 6B representa los valores de Penh después de 60 dias de estudio (D60) de ratones C57Black10 sanos
(n=12), ratones mdx no tratados (n=12) y ratones mdx tratados con BIO101 (n=12) medidos mediante pletismografia
a una dosis de metacolina de 40 mg/ml con ***p<0,0001;

La Figura 7A representa la evolucion de la resistencia pulmonar medida por ventilador de piston (FlexiVent™) a dosis
crecientes de metacolina, en ratones C57Black10 sanos (n=10), ratones mdx no tratados (n=10) y ratones mdx
tratados con BIO101 (n=10) con **p<0,001 y ** *p<0,0001;

La Figura 7B representa la evolucion de la distensibilidad pulmonar medida por ventilador de piston a dosis crecientes
de metacolina, en ratones C57Black10 sanos (n=10), ratones mdx no tratados (n=10) y ratones mdx tratados con
BIO101 (n=10) con ** *p<0,0001;

La Figura 7C representa la evolucion de la elastancia pulmonar medida por ventilador de piston a dosis crecientes de
metacolina, en ratones C57Black10 sanos (n=10), ratones mdx no tratados (n=10) y ratones mdx tratados con BIO101
(n=10) con ** *p<0,0001;

La Figura 8Arepresenta los valores de resistencia pulmonar después de 60 dias de estudio de ratones C57Black10
sanos (n=10), ratones mdx no tratados (n=10) y ratones mdx tratados con BIO101 (n=10) medidos por el ventilador de
pistdn a una dosis de metacolina de 20 mg/ml con ***p<0,0001;

La Figura 8B representa los valores de distensibilidad pulmonar después de 60 dias de estudio de ratones C57Black10
sanos (n=10), ratones mdx no tratados (n=10) y ratones mdx tratados con BIO101 (n=10) medidos por el ventilador de
pistdn a una dosis de metacolina de 20 mg/ml con ***p<0,0001;

La Figura 8C representa los valores de elastancia pulmonar después de 60 dias de estudio de ratones C57Black10
sanos (n=10), ratones mdx no tratados (n=10) y ratones mdx tratados con BIO101 (n=10) medidos por un ventilador
de pistdn a una dosis de metacolina de 20 mg/ml con *p<0,05 y **p<0,001.

Descripcion de modos de realizaciéon

La invencidn se describira a continuacion en el contexto particular de algunos de sus campos de aplicacion preferidos,
sin limitacién.

1. Procedimiento de purificacion BIO101
BIO101 se prepara a partir de aproximadamente un 90 % de 20-hidroxiecdisona pura, siguiendo las siguientes etapas:

i) disolucién en caliente de 20-hidroxiecdisona pura a aproximadamente el 90% en metanol, filtracion y concentracion
parcial,

i) adicion de 3 volumenes de acetona,

i) enfriar a una temperatura comprendida entre 0 y 5°C, con agitacion,
iv) filtracion del precipitado obtenido,

V) enjuagues sucesivos con acetona y agua, y

vi) secado.

Esta purificacion implica un procedimiento de recristalizacion adecuado a esta molécula y susceptible de realizarse a
escala industrial.

La filtracion de la etapa i) se lleva a cabo utilizando un filtro de particulas de 0,2 um.
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La concentracion parcial de la etapa i) se lleva a cabo ventajosamente por destilacidn al vacio, a una temperatura de
alrededor de 50°C, en presencia de MeOH.

La etapa de secado vi) se lleva a cabo al vacio a una temperatura de aproximadamente 50°C.
2. Actividad bioldgica de BIO101

Se utilizaron ratones macho C57BL/10ScSnJ (ratones sanos denominados "CS57Black10" en las figuras) y
C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J (modelo de ratdn con distrofia muscular de Duchenne, denominado "mdx" en las figuras)
de doce semanas de edad. Los ratones se dividieron en tres grupos de 12 ratones cada uno: un grupo de ratones
C57Black10 de control sanos no tratados, un grupo de ratones mdx (mdx) no tratados y un grupo de ratones tratados
con una dosis de 50 mg/kg/dia por via oral, de manera crénica, en el agua potable.

La funcién respiratoria de todos los ratones se evaludé mediante pletismografia de cuerpo entero antes del inicio del
estudio, (D0), luego 30 dias (D30) y 60 dias (D60) después del inicio del tratamiento. Después de dos meses de
tratamiento, la funcion respiratoria fue evaluada de forma invasiva, justo antes del sacrificio del animal, mediante un
ventilador de pistdn controlado por una unidad de control central (comunmente llamada "ordenador"), utilizando dicho
ventilador la técnica de oscilacidn forzada como el dispositivo conocido como FlexiVent™, con el fin de determinar mas
directamente los parametros mecanicos del sistema respiratorio.

a. Analisis por pletismografia de los efectos del 810101 sobre la funcion respiraforia

Para controlar con precision el cambio en la funcion respiratoria durante el tratamiento, se llevaron a cabo analisis de
pletismografia de cuerpo entero (Emka Technologies, Paris, Francia) en ratones C57Black10 de control sanos, en
ratones mdx no tratados y en ratones mdx tratados con BIO101. Las ventajas de esta técnica residen en que permite
el seguimiento de un animal alerta, libre de moverse en un recinto hermético, de forma no invasiva. Por lo tanto, se
reduce el estrés debido al manejo de los animales y es posible repetir las mediciones durante periodos prolongados.
Por lo tanto, la pletismografia barométrica se utiliza ampliamente para medir la reactividad bronquial en animales
pequefos (Chong et al., 1998; Djuric et al., 1998; Hoffman et al., 1999).

Las variaciones de presién medidas con respecto a una camara de referencia permiten definir diferentes parametros
respiratorios como los picos y tiempos de presidn inspiratoria y espiratoria asi como una cantidad sin unidad
denominada Penh (Pausa mejorada) que permite evaluar la broncoconstriccion. En efecto, el valor del Penh, calculado
a partir de la sefial de presién en la camara (Pb), es un indice importante a obtener, porque las variaciones del Penh
evolucionan en paralelo con las de la resistencia respiratoria y, por tanto, representa un parametro predictivo de
cambios en las propiedades resistivas del sistema respiratorio (Hamelmann et al., 1997; Bergren, 2001; Onclinx et al.,
2003). Se calcularon los siguientes valores a partir del Pb filtrado: el cambio maximo en Pb durante la expiracion (PEP:
Peak expiratory Pressure), el cambio maximo en Pb durante la inspiracion (PIP. Peak Inspiratory Pressure) y el
intervalo de tiempo (TR). Luego, el Penh se calculo de la siguiente manera:

[Mat. 13 (PIP/PEP) x Pausa

0

{Mat. 2] Pausa = (TE-TR) / TE

siendo TE el tiempo espiratorio (Adler et al., 2004).

Ademas, también se midieron y representaron el pico maximo de inspiracion y el pico maximo de espiracion (PIF:
Peak Inspiratory Flow y PEF: Peak Espiratory Flow), el tiempo de relajacion (RT) y la frecuencia respiratoria (BF).

El valor de Penh se midié antes del inicio del tratamiento (D0), 30 dias después del inicio del tratamiento (D30) y 60
dias después del tratamiento (D60).

En primer lugar, se compard toda la cohorte de ratones mdx (n=24) con ratones C57Black10 sanos (n=12), antes de
recibir el tratamiento. Se expusieron ratones vigilantes a dosis crecientes de aerosoles de metacolina generados por
nebulizador que contenian de 0 a 40 mg/ml de metacolina en PBS. Como era de esperar y ya demostrado, los ratones
mdx presentan una alteracion de su funcién respiratoria (Huang et al., 2011; Gosselin et al., 2003; Gayraud et al.,
2007; Ishizaki et al., 2008) con un aumento significativo de Penh en respuesta a metacolina (p<0,001 y p<0,0001)
(Figura 1A) asociado con un pico de inspiracion y un pico de espiracion de manera significativa mas bajos (p<0,05y
p<0,001) (Figuras 1B y 1C) en comparacion con ratones sanos, particularmente antes o con dosis bajas de
broncoconstrictor. El tiempo de relajaciéon (RT) también es muy de manera significativa mayor en los ratones mdx en
comparacién con los ratones control (p<0,001 y p<0,0001) (Figura 1D). Los valores del tiempo inspiratorio (TI) y el
tiempo espiratorio (TE) se mantuvieron comparables entre 10s grupos en cada momento de medicién (datos no
mostrados). La frecuencia respiratoria de los ratones mdx también se reduce en comparacion con los ratones sanos
(p<0,05 y p<0,0001) (Figura 1E).
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Luego, los ratones mdx se dividieron en dos grupos diferentes: los ratones mdx que no recibiran ningun tratamiento
(cuadrados blancos) y los ratones mdx que recibiran la molécula BIO101 (cuadrados negros). Como se muestra en el
Figura 2A, 2B, 2C, 2D y 2E, estos dos grupos presentan las mismas capacidades de su funcion respiratoria sin
diferencia significativa entre los diferentes parametros respiratorios medidos, lo que demuestra que antes del
tratamiento, todos los ratones mdx no tratados tienen el mismo perfil respiratorio.

Después de 30 dias de tratamiento, los ratones mdx tratados con BIO101 muestran una disminucidn significativa en
Penh (p<0,001) en comparacion con los ratones mdx en DO, con una curva de Penh en respuesta a la metacolina
comparable a la de los ratones sanos C57Black10 (Figura 3A). La disminucién de Penh se asocia con un aumento en
el pico maximo de inspiracion, particularmente en estado estacionario o con dosis bajas de metacolina (p<0,05) (Figura
3C). Ademas, observamos una clara mejora en el tiempo de relajacidn en ratones mdx tratados con BIO101 en
comparacion con ratones mdx no tratados (p<0,05) (Figura 3D). Por otro lado, el pico maximo de inspiracion y la
frecuencia respiratoria se mantienen sin cambios respecto a los medidos en DO (Figuras 3B Y 3E).

Después de 60 dias de tratamiento, BIO101 mantuvo su efecto beneficioso sobre las funciones respiratorias de los
ratones mdx. De hecho, los resultados confirman lo observado tras 30 dias de tratamiento. Los ratones mdx tratados
con BIO101 muestran una disminucion significativa en el valor de Penh en comparacion con los ratones mdx no
tratados (p<0,0001) y el perfil de variaciones en el valor de Penh es similar al de los controles, independientemente
de la dosis de metacolina (Figura 4A). Se observa una mejora significativa en el pico maximo de inspiracion (p<0,05)
junto con una tendencia a la mejora en el tiempo de relajaciéon (Figuras 4B Y 4D). Por otro lado, el pico maximo de
espiracion y la frecuencia respiratoria se mantienen sin cambios (Figuras 4B Y 4E).

Para evaluar longitudinalmente la alteracion de la funcion respiratoria en ratones mdx, se comparé la variacion en el
valor de Penh entre DO y D60 en ratones control sanos, asi como entre DO y D60 en ratones mdx no tratados. Como
se esperaba, Penh no cambié entre DO y D60 en ratones control (p=ns) (Figura 5A). Por otro lado, la funcién
respiratoria se deterior6 de manera significativa en ratones mdx en D60 en comparacion con DO, como lo demuestra
el aumento de Penh en respuesta a la metacolina (p<0,0001) (Figura 5B).

Con una dosis de metacolina de 40 mg/ml, el valor promedio de Penh en ratones de control sanos (n=12) es de manera
significativa menor que el encontrado en ratones mdx (n=23) antes del tratamiento (respectivamente Penh=0,72) y
1,42 con p<0,0001) (Figura 6A). En D60, este valor de Penh aumenta ain mas en ratones mdx no tratados (n=12) en
comparacién con los ratones de control sanos (n=12) con valores respectivamente de 4 y 1,04 (p< 0,0001) (Figura
6B). De manera interesante, el tratamiento con BIO101 reduce de manera significativa este valor, con un valor de Penh
igual a 1,87 (p<0,0001) en comparacion con los ratones mdx no tratados (Figura 6B). El tratamiento reduce el valor de
Penh de los ratones mdx a un nivel no de manera significativa diferente del de los ratones sanos (Penh = 1,04 en
ratones C57Black10 versus 1,87 en ratones mdx con p<0,05).

b. Analisis del ventilador de piston de los efecfos del 810101 sobre la resistencia, distensibilidad y elastancia
pulmonares.

Para determinar mas directamente los parametros mecanicos del sistema respiratorio y el impacto del tratamiento
cronico durante dos meses con BIO101 (D60) sobre estos parametros, se midio la resistencia pulmonar dinamica
utilizando un sistema de ventilador con piston como se describid anteriormente, en respuesta dosis creciente de
metacolina.

Los ratones fueron anestesiados y conectados mediante una canula endotraqueal al sistema de ventilacion de piston.
Después del inicio de la ventilacidon mecanica, cada raton recibid una inyeccion intraperitoneal de 0,1 ml de solucion
de bromuro de rocuronio de 10 mg/ml. El animal fue ventilado a una frecuencia respiratoria de 150 respiraciones/minuto
y con un volumen corriente de 10 ml/kg frente a una presion espiratoria final positiva de 3 cm H,O. Los mecanismos
respiratorios se evaluaron mediante una maniobra de oscilacién forzada de 1,2 segundos (2,5 Hz) y una maniobra de
oscilacién forzada de banda ancha de 3 segundos que contenia 13 frecuencias primordiales entre 1y 20,5 Hz. La
resistencia del sistema respiratorio (R) se calculd utilizando una unidad central de procesamiento de tipo
microordenador conectada al sistema de ventilacion de pistdn y que incluye en particular un software configurado para
realizar dicho calculo. Las dos maniobras se realizan cada 15 segundos alternativamente después de cada
nebulizacion con un aerosol de metacolina para medir la evolucion en el tiempo y la respuesta de la broncoconstriccion
inducida por la metacolina. De este modo se pudieron determinar la resistencia, la distensibilidad y la elastancia
pulmonar.

En linea con los resultados obtenidos en pletismografia, se observa que los ratones mdx no tratados tienen mayor
resistencia de las vias respiratorias que los ratones sanos C57Black10 (p<0,001) (Figura 7A). Después de 60 dias de
tratamiento, en respuesta a dosis crecientes de metacolina de 0 a 20 mg/ml, los ratones mdx tratados con BIO101
exhiben una resistencia de las vias respiratorias de manera significativa menor que los ratones mdx no tratados
(p<0,0001), comparable al nivel de resistencia pulmonar observado en ratones de control sanos (Figura 8A). Asimismo,
el tratamiento crénico durante dos meses con BIO101 mejora de manera significativa la distensibilidad pulmonar
(p<0,0001) y la elastancia (p<0,0001), dos parametros que estan alterados en ratones mdx (Figuras 7B y 7C). De
hecho, con la dosis mas alta de metacolina probada (20 mg/ml), los ratones mdx exhiben una distensibilidad pulmonar
de manera significativa reducida en comparacion con los ratones C57Black10 de control (respectivamente 0,017
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ml/cmH2O y 0,031 ml/cmH>O con p<0,0001). Este defecto de distensibilidad pulmonar se corrige de manera
significativa con el tratamiento con BIO101 de ratones mdx (0,029 ml/cmH2O con p<0,0001) (Figura 8B). De manera
similar, la elastancia pulmonar se reduce considerablemente en ratones mdx en comparacion con los ratones control
C57Black10 (34,8 cmH2O/ml versus 62,8 cmH20/ml, con p<0,05) y el tratamiento con BIO101 permite mantener una
elastancia pulmonar similar a la de los ratones control sanos y de manera significativa mayor que la de los ratones
mdx no tratados (34,8 cmH2O/ml versus 69,1 cmH2O/ml con p<0,001) (Figura 8C).

3. Conclusién

Estos resultados demuestran que el tratamiento con BIO101 (50 mg/kg por dia en agua potable) mejora la funcion
respiratoria de ratones mdx (un modelo animal de distrofia muscular de Duchenne) de manera sostenida en el tiempo.
Este efecto sobre la funcion respiratoria se asocia no so6lo con los parametros respiratorios (duracién y frecuencia
inspiratoria y espiratoria), como lo demuestran los resultados de la pletismografia y, en particular, las mediciones de
Penh, sino que también demuestra una mejora en la estructura de la respiracién profunda demostrada por
experimentos utilizando el sistema de ventilacion de pistdn. De hecho, los datos de este sistema demuestran de
manera significativa los efectos beneficiosos del tratamiento con BIO101 sobre los parametros mecanicos respiratorios
de resistencia, distensibilidad y elastancia pulmonar en ratones mdx. Estas observaciones son consecuencia de la
proteccion del tratamiento con fitoecdisonas, en particular BIO101, frente al deterioro de las funciones pulmonares con
el tiempo, en un modelo murino de patologia neuromuscular.

De manera mas general, cabe sefialar que los modos de realizacion y de realizacion de la invencion considerados
anteriormente se han descrito a modo de ejemplos no limitativos y que, por lo tanto, son posibles otras variantes.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que comprende al menos una fitoecdisona y/o al menos un derivado semisintético de fitoecdisona
para su utilizacion en mamiferos en el tratamiento de una alteracion de la funcién respiratoria resultante de una
patologia neuromuscular adquirida o genética, o una alteracion de la funcién respiratoria ligada a una hiperreactividad
bronquial, eligiéndose dicho al menos un derivado semisintético de fitoecdisona entre:

- un compuesto de formula general (1):

[Quim. 1]

U]

en laque:

R' se elige entre: un grupo (C4-Ce)W(C1-Cg) ; un grupo (C4-Ce)W(C1-Cs)W(C+-Cs) ; un grupo (C1-Ce)W(C+-Cs)CO2(C1-
Ce); un grupo (C+1-Cg)A, A representando un heterociclo opcionalmente sustituido por un grupo de tipo OH, OMe, (C1-
Cs), N(C1-C6), COZ(C']'CG) , un grupo CHQBF;

W. siendo un heteroatomo elegido entre N, O y S, de preferencia O y ain mas de preferencia S.

- el compuesto de formula (11):

[Quim. 2]
O
“'\v‘"
(w
HO S
HO
{

2. Composicion para su utilizacion segun la reivindicacion 1, que comprende 20-hidroxiecdisona.

3. Composicion para su utilizacién segun la reivindicacion 2, en la que la 20-hidroxiecdisona esta en forma de extracto
de planta o parte de una planta, eligiéndose dicha planta entre vegetales que contienen al menos un 0,5% de 20-
hidroxiecdisona en peso seco de dicho vegetal, comprendiendo dicho extracto al menos 95%, y de preferencia al
menos 97%, de 20-hidroxiecdisona.

4. Composicion para su utilizacion segun la reivindicacion 3, que comprende notablemente entre un 0 y un 0,05%, en
peso seco del extracto, de impurezas que pueden afectar a la seguridad, la disponibilidad o la eficacia de una
aplicacion farmacéutica de dicho extracto.

5. Composicién para su utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4, en la que la planta se elige
entre Stemmacantha carthamoides, Cyanotis arachnoidea y Cyanofis vaga.

6. Composicion para su utilizacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la alteracion de la
funcién respiratoria resulta de una patologia neuromuscular de las neuronas motoras y/o de la unién neuromuscular
y/o del musculo estriado esquelético.
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7. Composicion para su utilizaciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1y 6, en la que la alteracion de la
funcién respiratoria esta ligada a una alteracién del musculo estriado y/o del muasculo liso.

8. Composicion para su utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la hiperreactividad
bronquial esta asociada a la funciéon del musculo liso bronquial.

9. Composicién para su utilizaciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la alteracién de la
funcién respiratoria esta ligada a una afeccion de al menos uno de los parametros respiratorios elegidos entre el valor
de Penh, el pico maximo de inspiracion, el pico maximo de espiracion, el tiempo de relajaciéon y la frecuencia
respiratoria.

10. Composicién para su utilizaciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que la alteracion de la
funcidn respiratoria esta ligada a una afeccion de al menos uno de los parametros mecanicos del tejido pulmonar.

11. Composicién para su utilizacidén segun la reivindicacién 10, en la que la alteracion de la funcidn respiratoria esta
ligada a una disminucion de la distensibilidad pulmonar y/o un aumento de la resistencia pulmonar y/o una reduccion
de la elastancia pulmonar.

12. Composicion para su utilizacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que las fitoecdisonas
se administran a una dosis de entre 3 y 15 miligramos por kilogramo por dia en humanos.

13. Composicién para su utilizacidon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que las fitoecdisonas
se administran a una dosis de 200 a 1000 mg/dia, en una 0 mas dosis, en un ser humano adulto, y a unatomade 5 a
350 mg /dia, en una 0 mas dosis, en nifios o lactantes humanos.

14. Composicion para su utilizacidén segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que dicho al menos un
compuesto de formula general (1) se elige entre:

- No. 1: (28,3R,5R,10R,13R,148,178)-2,3,14-trihidroxi-10,13-dimetil-17-(2-morfolinoacetil)-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-
decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

- No. 2: (2S,3R,5R,10R,13R,14S,178)-2,3,14-trihidroxi-17-[2-(3-hidroxipirrolidin-1-il)acetil]-10,13-dimetil-2,3
4,5,9,11,12,15,16,17-decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

- No. 3 (2S,3R,5R,10R,13R,148,17S)-2,3,14-trihidroxi-17-[2-(4-hidroxi-1-piperidil)acetil]-10,13-dimetil-2,3
4,5,9,11,12,15,16,17-decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

- No. 4. (28,3R,5R,10R,13R,14S,178)-2,3,14-trihidroxi-17-[2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperidilJacetil]-10,13-dimetil-
2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

- No. 5: (2S,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-17-[2-(3-dimetilaminopropil(metil)amino)acetil]-2,3,14-trihidroxi-10,13-dimetil-
2,3 ,4,5,9,11,12,15,16,17-decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

- No. 6: 2-[2-0x0-2-[(2S,3R,5R,10R,13R,148,178)-2,3,14-trihidroxi-10,13-dimetil-6-0x0-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-
decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-illetil]sulfanilacetato de etilo;

- No. 7: (28,3R,5R,10R,13R,14S,17S)-17-(2-¢etilsulfanilacetil)-2,3,14-trihidroxi-10,13-dimetil-2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-
decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona;

- No. 8: (2S,3R,5R,10R,13R,148,17S8)-2,3,14-trihidroxi-17-[2-(2-hidroxietilsulfanil)acetil]-10,13-dimetil-
2,3,4,5,9,11,12,15,16,17-decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-6-ona.
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[Fig. 1D]
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[Fig. 28]
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[Fig. 4A]
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[Fig. 4D]
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[Fig. 5B]
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