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DESCRIPCION

Uso de ciclodextrina para el tratamiento y la prevencién de enfermedades inflamatorias bronquiales.

La presente invencién se refiere al uso de un compuesto de ciclodextrina para el tratamiento y la prevencion de
enfermedades inflamatorias bronquiales.

Los compuestos para el tratamiento y la prevencioén de enfermedades inflamatorias bronquiales se clasifican en la
técnica como broncodilatadores, también llamados medicaciones aliviadoras, o agentes antiinflamatorios no bronco-
dilatadores, denominados agentes controladores, basdndose en sus efectos farmacodindmicos. Los broncodilatadores
de accion corta, tales como un agonista beta o anticolinérgicos inhalados, se consideran medicaciones aliviadoras. Los
corticosteroides, la cromolina sédica, el nedocromil sédico, la teofilina de liberacidn sostenida y un agonista beta de
accion prolongada se consideran medicaciones controladoras, ya que se usan para alcanzar y mantener el control de
los sintomas y se usan diariamente a largo plazo.

Entre la medicacién aliviadora, los agonistas 52-adrenérgicos son farmacos para el alivio de los sintomas debidos
a una obstruccién aguda de las vias respiratorias. Tienen un rdpido comienzo de accidn y una duracién de actividad de
3-6 h. Desgraciadamente, tienen efectos secundarios tales como taquicardia, palpitaciones y temblores que a menudo
desaparecen durante la administracion crénica. Los agentes anticolinérgicos inducen la relajacién del misculo liso de
las vias respiratorias. Su actividad no es eficaz como agonistas beta en el asma pero es mds prolongada (6 a 8 horas).

Entre las medicaciones controladoras, los glucocorticosteroides son agentes eficaces con efectos antiinflamato-
rios. Desgraciadamente, sus efectos secundarios incluyen supresién adrenal, osteoporosis, supresion del crecimiento,
aumento de peso, hipertension, diabetes, adelgazamiento dérmico, cataratas, miopatia y acciones psicéticas. Estos
efectos estan relacionados con la dosis y se observan habitualmente con la administracién sistémica. Pueden pro-
ducirse efectos secundarios locales, incluyendo candidiasis oral y disfonia, con dosis inferiores de glucocorticoides
inhalados.

La cromolina sédica y el nedocromil sédico también se clasifican como agentes controladores, debido a su perfil
clinico similar. Inhiben la broncoconstriccién inducida por episodios mediados neuralmente.

La teofilina se considera generalmente un broncodilatador pero tiene una actividad broncodilatadora débil en dosis
terapéuticas. También puede tener propiedades antiinflamatorias. Los efectos adversos relacionados con la dosis de la
teofilina son nauseas, nerviosismo, ansiedad y taquicardia.

Los inhibidores de lipoxigenasa y los agonistas de receptor de leucotrieno también son agentes controladores.
Alteran los efectos patoldgicos de leucotrienos derivados de la S-lipoxigenacién de acido araquidénico. Pueden inhibir
los efectos broncoespasticos de los alérgenos, el ejercicio, el aire seco frio y la alergia a la aspirina. Ambos son
eficaces para aliviar los sintomas y mejorar la funcién pulmonar durante 4-6 semanas de terapia en pacientes con asma
moderada. US4050736 divulga compuestos de clatrato de prostaglandinas o sus andlogos con ciclodextrinas ttiles
como remedios para el asma.

Por lo tanto, existe una necesidad de compuestos mejorados que puedan usarse para el tratamiento o la prevencién
de enfermedades inflamatorias bronquiales.

Se ha encontrado ahora sorprendentemente que la ciclodextrina es ttil como un componente activo para el trata-
miento o la prevencién de enfermedades inflamatorias bronquiales.

Por lo tanto, la invencién proporciona el uso de un compuesto de ciclodextrina para el tratamiento o la prevencién
una enfermedad inflamatoria bronquial en un mamifero huésped que necesite tal tratamiento, caracterizado porque
el compuesto de ciclodextrina se selecciona del grupo que consiste en: -ciclodextrina, hidroxipropil-Bciclodextrina,
sulfolbutiléter-Beiclodextrina, Bciclodextrina metilada aleatoriamente, dimetil-Sciclodextrina, trimetil-Sciclodextrina,
hidroxipropil-Bciclodextrina, hidroxibutil-Sciclodextrina, glucosil-Sciclodextrina, maltosil-Sciclodextrina, 2-O-metil-
Bciclodextrina o una combinacién de las mismas, y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Por compuesto de ciclodextrina se hace referencia a la ciclodextrina asi como a sus sales farmacéuticamente acep-
tables, formas enantiémeras, diastereoisémeros y racematos. Por ciclodextrina se hace referencia a oligosacaridos
ciclicos producidos por degradacién enzimdtica de almidén tal como se describe en “Cyclodextrin Technology, J Szej-
tli, Kluwer Academic Publishers 1998, pp 1-78”, y que estdn compuestas por un nimero variables de unidades de
glucopiranosa (n), principalmente 6, 7 u 8. Estas ciclodextrinas se denominan respectivamente ciclodextrinas o, 8y ¥
(aCD, BCD, yCD).
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La ciclodextrina también se representa por CD posteriormente en la presente memoria.

El compuesto de ciclodextrina es ciclodextrina de por si, alquil-ciclodextrina (R-CD), en donde R es metilo, etilo,
propilo y butilo; carboxialquil-ciclodextrina (CR-CD), ciclodextrina eterificada (RO-CD), sulfoalquil-ciclodextrina
(SR-CD), hidroxialquil-ciclodextrina (HR-CD), glucosil-ciclodextrina, di- y tri-glicéridos-ciclodextrina o una com-
binacidn de las mismas y sus sales farmacéuticamente aceptables que al menos son solubles en una cantidad de 0,5
2/100 ml a 25°C.

Compuesto de ciclodextrina soluble en agua se refiere a un compuesto de ciclodextrina que tienen una solubilidad
en agua de al menos la de la S-ciclodextrina (1,85 g/100 ml). Ejemplos de tal compuesto de ciclodextrina soluble
en agua son sulfobutilciclodextrina, hidroxipropilciclodextrina, maltosilciclodextrina, y sales de las mismas. En parti-
cular, sulfobutil-g-ciclodextrina, hidroxipropil-g8-ciclodextrina, maltosil-3-ciclodextrina, y sales de las mismas. Otros
compuestos de ciclodextrina son metilciclodextrinas (productos de la metilacién de ciclodextrinas) tales como 2-O-
metil-B-ciclodextrina; dimetilciclodextrina (DIMEB) (preferiblemente sustituida en 2 y en 6); trimetilciclodextrina
(preferiblemente sustituida en 2, 3 y 6); ciclodextrinas “metiladas aleatoriamente” (RAMEB o RM) (preferiblemente
sustituidas aleatoriamente en 2, 3 y 6, pero con un nimero de 1,7 a 1,9 metilos por unidad de glucopiranosa), hidro-
xipropilciclodextrinas (HPCD), ciclodextrinas hidroxipropiladas preferiblemente sustituidas aleatoriamente principal-
mente en la posicién 2 y 3 (HP-5-CD, HP-y-CD)), sulfobutileterciclodextrinas (SBECD), hidroxietilciclodextrinas,
carboximetiletilciclodextrinas, etilciclodextrinas, ciclodextrinas anfifilicas obtenidas injertando cadenas hidrocarbo-
nadas en los grupos hidroxilo y que son capaces de formar nanoparticulas, colesterol-ciclodextrinas y triglicéridos-
ciclodextrinas obtenidas injertando ciclodextrinas monoaminadas (con un brazo espaciador) segin se describe en Criti-
cal Review in Therapeutic drug Carrier Systems, Stephen D. Bruck Ed, Cyclodextrin-Enabling Excipient; their present
and future use in Pharmaceuticals, D. Thomson, Volumen 14, Edicién 1 p1-114 (1997).

Compuestos de ciclodextrina de acuerdo con la invencién son

- p-ciclodextrina opcionalmente con una funcién quimica injertada en las unidades de glucopiranosa, tal como hi-
droxipropil-Sciclodextrina (HPBCD), sulfonilbutiléter-Sciclodextrina (SBESCD), Beiclodextrina metilada alea-
toriamente (RMBCD), dimetil-Sciclodextrina (DIMEBCD), trimetil-Beiclodextrina-(TRIMEBCD), hidroxibu-
til-Beiclodextrina (HBBSCD), glucosil-Sciclodextrina, maltosil-Beiclodextrina y 2-O-metil-Sciclodextrina (Crys-
meb), o una combinacién de las mismas, y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos de ciclodextrina de acuerdo con la invencién se producen mediante la bien conocida degrada-
cién enzimdtica de almidén tal como el método descrito en “Cyclodextrin Technology, J Szejtli, Kluwer Academic
Publishers 1998, pp 1-78”, seguido por el injerto de un grupo quimico apropiado.

La invencién proporciona ademas el uso de tal compuesto de ciclodextrina para la fabricacién de un medicamen-
to para el tratamiento o la prevencién de enfermedades inflamatorias bronquiales para un paciente que necesite tal
tratamiento.

De acuerdo con la invencién, el compuesto de ciclodextrina tiene que administrarse a un paciente durante varios
meses o afios (especialmente en el caso de la prevencién). El compuesto de ciclodextrina se administra preferiblemente
como un aerosol, variando las dosis atxicas entre concentraciones nanomolares y molares.

La invenciodn se refiere al uso del compuesto de ciclodextrina para la fabricacién de un medicamento para tratar en-
fermedades inflamatorias bronquiales, preferiblemente asma y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD) en
un mamifero huésped que necesite tal tratamiento, p. €j., un paciente que sufra tal enfermedad, mediante la aplicacién
de un compuesto de ciclodextrina de acuerdo con la invencién en una cantidad farmacéuticamente eficaz. El asma es
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una enfermedad inflamatoria del arbol bronquial relacionada o no con una exposicién a alérgenos. Esta inflamacién
provoca sintomas en pacientes estimulando la contraccidn de los misculos lisos bronquiales, potenciando la secrecién
de moco e induciendo cambios morfolégicos bronquiales que se cree que son un factor agravante con respecto al curso
de la enfermedad. La hipersensibilidad de las vias respiratorias es un rasgo distintivo de la enfermedad y el responsa-
ble de la mayoria de los sintomas. El arbol bronquial es un tejido muy complejo con muchos tipos de células (como,
por ejemplo, células epiteliales, células del musculo liso, células inflamatorias, nervios, células que producen moco,
fibroblastos) y los episodios de remodelaciéon bronquial que comprenden muchos aspectos consisten principalmente
en una deposiciéon de componentes de la matriz extracelular en las paredes bronquiales, una hiperplasia del misculo
liso y una hiperplasia de las células que producen moco. El uso de compuestos de ciclodextrina de acuerdo con la
invencién inhibe el aflujo de células inflamatorias a los compartimentos de lavado broncoalveolar y al tejido peribron-
quial e inhibe la hipersensibilidad definida como respuesta anormal a agentes estimulantes tales como metacolina.
La enfermedad y los tratamientos actuales se revisan, p. ej., en GINA Workshop Report, Global Strategy for Asthma
Management and Prevention (Publicaciéon NIH N° 02-3659) y Fabbri, L.M., y Hurd, S.S., Eur. Respir. J. 22 (2003)
1-2.

Por lo tanto, la invencién se refiere ademas al uso del compuesto de ciclodextrina para la fabricacién de un me-
dicamento para tratar enfermedades inflamatorias bronquiales en un paciente que sufre tal enfermedad, usando un
compuesto de ciclodextrina de acuerdo con la invencién en una cantidad terapéuticamente eficaz. Preferiblemente, la
invencion se refiere ademds al uso del compuesto de ciclodextrina para la fabricacién de un medicamento para tratar
el enfisema en un paciente que sufre tal enfermedad, usando compuestos de ciclodextrina de acuerdo con la inven-
cion. En tal enfermedad, las paredes alveolares son destruidas por procesos proteoliticos y esta destruccion dificulta
la transferencia de oxigeno de la sangre. En esta enfermedad, también se producen problemas fisiolgicos debido a
la hiperinflacién derivada que provoca anormalidades en la ventilacién provocando una disfuncién de los misculos
respiratorios y debido a una hipertension en las arterias pulmonares que conduce a fallo cardiaco en fases avanzadas.

Preferiblemente, la invencion se refiere ademds al uso del compuesto de ciclodextrina para la fabricacién de un
medicamento para tratar enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD) en un paciente que sufre tal enferme-
dad, usando compuestos de ciclodextrina de acuerdo con la invencién. En tal enfermedad, las paredes bronquiales de
las vias respiratorias pequefias son remodeladas por procesos proteoliticos y esta remodelacién y la fibrosis inducen
una obstruccién de las vias respiratorias que puede medirse mediante espirometria. En tal enfermedad, también se
producen problemas fisioldgicos debido a la hiperinflacién derivada que provoca anormalidades en la relacién venti-
lacién/perfusion y provoca hipoventilacion y finalmente acumulacién de CO,.

De acuerdo con la invencion, el compuesto de ciclodextrina tiene que administrarse durante varios meses o afios al
paciente que necesite tal terapia. Los compuestos de ciclodextrina se administran preferiblemente mediante la aeroso-
lizacién de una composicién liquida o en polvo, con dosis atéxicas que varian entre concentraciones micromolares y
molares por kg y dia.

Un objetivo preferido adicional de la invencién es una composicién farmacéutica de compuesto de ciclodextrina
de acuerdo con la invencién para el tratamiento de enfermedades inflamatorias bronquiales, y su uso, que contiene
una ciclodextrina o una sal de la misma y preferiblemente un derivado de ciclodextrina soluble en agua (definiéndose
soluble en agua como una solubilidad de al menos 0,5 g/100 ml de agua a 25°C).

Las composiciones farmacéuticas son composiciones acuosas que tienen compatibilidad fisiolgica. Las composi-
ciones incluyen, ademds de ciclodextrina o una sal de la misma, sustancias auxiliares, tampones, conservantes, disol-
ventes y/o agentes moduladores de la viscosidad. Los sistemas tamponadores apropiados se basan en fosfato sédico,
acetato sddico o borato sédico. Se requieren conservantes para evitar la contaminacién microbiana de la composicién
farmacéutica durante el uso. Conservantes adecuados son, por ejemplo, cloruro de benzalconio, clorobutanol, metil-
parabén, propilparabén, alcohol feniletilico, dcido sérbico. Tales conservantes se usan tipicamente en una cantidad de
0,01 a 1% en peso/volumen.

El compuesto de ciclodextrina de la presente invencion exhibe sus efectos a través bien de administracién oral,
bien de administracién parenteral o bien de administracion topica, y se forma preferiblemente como una composicion
para la administracion parenteral, particularmente una composiciéon para inyeccion, o la administracion topica, parti-
cularmente una composicion en aerosol. Tal composicién en aerosol es, por ejemplo, una solucién, una suspension,
una mezcla en polvo micronizado y similares. La composicién se administra usando un nebulizador, un inhalador
de dosis medidas o un inhalador de polvo seco o cualquier dispositivo disefiado para tal administracién. Ejemplos
de composiciones galénicas incluyen comprimidos, cdpsulas, polvos, granulos y similares. Estas pueden producirse
a través de una técnica bien conocida y con el uso de aditivos tipicos tales como excipientes, lubricantes y agluti-
nantes. Sustancias auxiliares y composiciones farmacéuticas adecuadas se describen en Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16* ed., 1980, Mack Publishing Co., editado por Oslo et al. Tipicamente, se usa una cantidad apropiada de
una sal farmacéuticamente aceptable en la composicion para hacer la composicion isotonica. Ejemplos de sustancias
farmacéuticamente aceptables incluyen solucién salina, solucién de Ringer y solucién de dextrosa. El pH de la solu-
cién es preferiblemente de aproximadamente 5 a aproximadamente 8, y mds preferiblemente de aproximadamente 7 a
aproximadamente 7,5.

Una composicién farmacéutica preferida para la nebulizacion comprende ciclodextrina (CD), NaCl y agua. Esta
solucién se prepara disolviendo CD en 100 ml de agua purificada, afiadiendo NaCl mediante agitacién a fin de disol-
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verlos y completando con agua a fin de obtener 200 ml de solucién. Preferiblemente, la solucién se esteriliza mediante
filtracién a través de una membrana de polipropileno de 0,22 um o mediante un procedimiento de esterilizacién con
vapor de agua.

Una composicién especialmente preferida es una combinacion de (para 200 ml de solucién): 10-50 g de CD, pre-
feriblemente 20 g de CD, preferiblemente HPBCD; 1,2-1,5 g de cloruro sédico, preferiblemente 1,42 g (isotonicidad)
y agua, preferiblemente agua purificada estéril libre de pir6genos afiadida hasta 200 ml. Tal composicidn es ttil para
el tratamiento de enfermedades inflamatorias bronquiales.

La composicién mds preferida es una combinacién de 2-O-metil3CD con 1,2-1,5 g de cloruro sédico, prefe-
riblemente 1,42 g (isotonicidad) y agua, preferiblemente agua purificada estéril libre de pirégenos afiadida hasta
200 ml.

Los siguientes ejemplos, referencias y figuras se proporcionan para ayudar en la comprension de la presente inven-
cién. Se entiende que pueden realizarse modificaciones en los procedimientos indicados sin apartarse de la invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1-2 Efectos de la inhalacién de un compuesto de ciclodextrina sobre el porcentaje de eosinéfilos de BAL
(Fig 1) y valoracién de la inflamacion peribronquial (fig 2). Los controles son ratones expuestos a ova mediante
inhalacién y placebo mediante inhalacién (OVA)

Figura 3 Efectos de la inhalacion de un compuesto de ciclodextrina sobre eosinéfilos peribronquiales presentados
aqui como un niimero/mm de membrana de basamento epitelial.

Figura 4 Medidas de la sensibilidad de las vias respiratorias: Se midié la Pausa Mejorada (Penh) en ratones ex-
puestos a OVA durante 5 minutos después de una inhalacién de 2 minutos de ciclodextrina o placebo (OVA) y dosis
crecientes de metacolina (Mch).

Figura 5 Medida de citoquinas mediante Elisa. Se midi6 la eotaxina mediante incubacién en una rueda revestida
con un anticuerpo primario especificamente dedicado al reconocimiento de la proteina y, después de enjuagar, un
segundo anticuerpo contra eotaxina, acoplado con peroxidasa de rdbano picante, se usé para cuantificar las cantidades
de eotaxina en la solucion.

Figura 6 Medida de niveles de IgE especifica para alérgeno en suero.

Figura 7 Medida de eotaxina e IL-13 en Bal y extractos de proteina de pulmén. La IL-13 se midié mediante incu-
bacién en una rueda revestida con un anticuerpo primario especificamente dedicado al reconocimiento de la proteina
y, después de enjuagar, un segundo anticuerpo contra IL-13, acoplado con peroxidasa de rdbano picante, se us6 para
cuantificar las cantidades de eotaxina en la solucién.

Figura 8 Medidas de la sensibilidad de la vias respiratorias: La Pausa Mejorada (Penh) se midi6 en ratones después
de recibir tratamiento con Crysmeb o placebo

Figura 9 Valoracién de la inflamacién peribronquial medida en histologia cuando se trata con diversas concentra-
ciones de Crysmeb en comparacién con placebo (fig 9A) y con otra ciclodextrina y fluticasona (fig 9B)

Figura 10 Medidas de la sensibilidad de la vias respiratorias: comparacién de compuestos de ciclodextrina con
placebo y fluticasona. Medidas de la respuesta de las vias respiratorias inducida por metacolina en ratones expuestos
7 dias a alérgeno y que reciben una terapia inhalada 30 min antes de la exposicién al alérgeno.

Figura 11 Niveles de IL-13 medidos mediante Elisa en extractos de proteina de pulmoén.

Ejemplo 1

Uso de composiciones que contienen HP-S-ciclodextrina para la terapia de la inflamacién de las vias respiratorias
y la hipersensibilidad bronquial inducidas por alérgeno en un modelo de asma en ratones.

Materiales

La HP-g-CD (grado de sustitucién = 0,64) se obtuvo de Roquette (Francia). La @- y la HP-y-CD de obtuvieron de
Wacker Chemie Gmbh (Alemania). Una solucién salina tamponada con fosfato (PBS) pirégena se adquirié de Bio-
Wittaker (Verviers, Bélgica). La metacolina era de Sigma-Aldrich (Alemania).

Todos los otros materiales eran de calidad analitica. A lo largo de este estudio se usé agua estéril para inyeccion.
Se prepararon soluciones de CD estériles, apirégenas e isoténicas a 1, 7,5 y 50 mM para HP-3-CD y @-CD y a 50 mM
para HP-y-CD. Las ciclodextrinas se probaron siguiendo la prueba de endotoxinas bacterianas descrita en USP XXVI
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usando lisado de amebocitos de Limulus (LAL). Las osmolalidades de todas las soluciones se midieron mediante un
semimicroosmémetro automdtico Knauer y se ajustaron hasta el valor de 300 mOsm/kg mediante la adicién de una
cantidad adecuada de NaCl. Se realiz6 una esterilizacién terminal de las soluciones mediante un procedimiento de
esterilizacién con vapor de agua.

Meétodos

Se produjo un aerosol usando un nebulizador ultrasénico SYSTAM, cuya frecuencia de vibracién es 2,4 MHz con
intensidad de vibracion y niveles de ventilacion variables. La intensidad de vibracion se fij6 en la posicion 6 y el nivel
de ventilacién era 25 (t%2) 1/min.

- Caracterizacion del aerosol nebulizado

La distribucién de los tamafios del aerosol emitida a partir de soluciones de CD se determiné con un analizador de
tamafios por laser Mastersizer (Malvern, Orsay, Francia). Diez mililitros de cada solucién se nebulizaron directamente
en el haz lasérico. La boquilla se mantuvo a 1 cm del centro del haz lasérico. El aerosol resultante se aspir6 por el
lado opuesto del haz. La temperatura y la humedad relativa ambientales se mantuvieron constantes, es decir a 20°C y
40-45%. Se realizaron triplicados de cada medida y se compararon con controles de PBS. Los resultados se expresan
como el porcentaje de goticulas comprendido en el intervalo de 0,5 a 5,79 um y el didmetro mediano. La concentracién
de goticulas en el aire evaluada mediante el porcentaje de oscurecimiento del haz lasérico estaba en el mismo intervalo
para cada experimento (15-25%). Una comparaciéon del MMAD, la GSD y el porcentaje de goticulas comprendido en
el intervalo de 0,5 a 5,79 um de todas las soluciones de CD con los correspondientes valores para PBS demostraba que
la presencia de CD en la solucién no influia en la distribucién de tamafios de goticula en los aerosoles. Una fraccién
de goticulas comprendida en el intervalo de 0,5 a 5,79 um cercana al 65% se obtenia en cada experimento.

- Sensibilizacion, exposicion a alérgenos y protocolos terapéuticos

Para estudiar la modulacién de la inflamacién de las vias respiratorias, ratones BALB/c macho de 6 a 8 semanas
de edad se sensibilizaron mediante inyeccién intraperitoneal de 10 ug de ovoalbimina (OVA) (Sigma Aldrich, Schne-
Ildorf, Alemania) emulsionada en hidréxido de aluminio (Alumlnject; Perbio, Erembodegem, Bélgica) los dias 1 y 8.
Subsiguientemente, los ratones se expusieron a alérgenos mediante la inhalacién diaria de un aerosol de OVA al 1%,
durante 30 minutos, generado mediante un nebulizador ultrasénico (Devilbiss 2000), desde el dia 21 al 27. Los ratones
se sometieron a inhalacién de @-CD, HP-3-CD 1, 7,5, 50 mM y HP-y-CD 50 mM 30 minutos antes de la inhalacién de
OVA. Los ratones fueron sacrificados el dia 28 segin era presentado previamente por Cataldo y otros en Am. J. Pathol
2002; 161 (2):491-498.

- Fluido de lavado broncoalveolar (BAL)

Inmediatamente después de la determinacién de la sensibilidad de las vias respiratorias, y 24 horas después de la
ultima exposicidn a alérgeno, los ratones fueron sacrificados y se realiz6 un lavado broncoalveolar usando 4 x 1 ml de
PBS-EDTA 0,05 mM (Calbiochem, Darmstadt, Alemania) segin se describié previamente por Cataldo DD, Tournoy
KG, Vermaelen K et al. en Am J Pathol 2002; 161-(2):491-498. Las células se recuperaron mediante aspiracién
manual suave. Después de la centrifugacion del fluido broncoalveolar (BALF) (1200 rpm durante 10 minutos, a 4°C),
el sobrenadante se congel6 a -80°C para la determinacion de proteinas y la pella celular se resuspendié en 1 ml de PBS-
EDTA 0,05 mM. Los conteos celulares diferenciales se realizaron sobre preparaciones citocentrifugadas (Cytospin)
después de una tincién con Diff-Quick (Dade, Bélgica).

Histologia pulmonar y procesamiento tisular

Después del BAL, el torax se abrié y el bronquio principal izquierdo se pinzé. El pulmén izquierdo se extirpd y
se congeld inmediatamente a -80°C para la extraccion de proteinas y mRNA. El pulmén derecho se infundié con 4 ml
de paraformaldehido al 4%, se embebi6 en parafina y se uso para histologia. Secciones de 5 um de grosor se cortaron
de la parafina y se tifieron con hematoxilina-eosina. La extension de la inflamacién peribronquial se estimé mediante
una valoracién calculada mediante la cuantificacién de células inflamatorias peribronquiales, segin se describid pre-
viamente por Cataldo DD, Tournoy KG, Vermaelen K er al. en Am J Pathol 2002; 161-(2): 491-498. Se adjudicaba un
valor de 0 cuando la inflamacién no era detectable, un valor de 1 cuando habia ocasionalmente células inflamatorias,
un valor de 2 cuando la mayoria de los bronquios estaban rodeados por una capa delgada (de 1 a 5 células) de células
inflamatorias y un valor de 3 cuando la mayoria de los bronquios estaban rodeados por una capa gruesa (>5 células)
de células inflamatorias. Puesto que se valoraban 5-7 secciones de tejido seleccionadas aleatoriamente por ratén, las
valoraciones de inflamacién se expresan como un valor medio y pueden compararse entre grupos. Después de una
tincién con rojo Congo, la infiltracién eosinofilica en las paredes de las vias respiratorias se cuantificé mediante con-
teo manual y se present6 al perimetro de la membrana de basamento epitelial que define una valoracién inflamatoria
eosinofilica.

El pulmén izquierdo se trituré usando un Mikro-Dismembrator (Braun Biotech International, Gmbh Melsungen,
Alemania). Para la extraccién de proteinas, el tejido pulmonar triturado se incub6 durante la noche a 4°C en una
solucién que contenia urea 2 M, NaCl 1 M y Tris 50 mM (pH 7,5) y subsiguientemente se centrifugé 15 minutos a
16.000 x g. El sobrenadante se almacend a -80°C.
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- Medida de la sensibilidad bronquial

Veinticuatro horas después de la dltima exposicion a alérgeno, la hipersensibilidad bronquial se determiné midien-
do la Penh (Pausa mejorada) usando un pletismégrafo barométrico (Emka technologies, Paris) segtin se propuso por
Hamelmann, E., et al., Am. J Respir. Crit Care Med. 156 (1997) 766-775). La Penh se midi6 en la linea de base y 5
min después de la inhalacién de dosis crecientes (25, 50, 75 y 100 mM) de metacolina (Mch).

Medidas de citoquinas mediante ELISA

Los niveles de eotaxina e IL-13 se determinaron usando ELISA comerciales (R&D systems, Abingdon, Reino
Unido).

La eotaxina se midié mediante incubacién en una rueda revestida con un anticuerpo primario especificamente
dedicado al reconocimiento de la proteina y, después de enjuagar, un segundo anticuerpo contra eotaxina, acoplado
con peroxidasa de rdbano picante, se usé para cuantificar las cantidades de eotaxina en la solucidn.

Medida de IgE sérica especifica para alérgeno

Al final del experimento, se extrajo sangre del corazén para la medida de IgE sérica especifica para OVA. Las placas
de microvaloracién se revistieron con OVA. Se afadi6 suero seguido por una IgE antirratén de conejo policlonal bio-
tinilada (S. Florquin, ULB, Bruselas, Bélgica). Una fraccion sérica procedente de animales sensibilizados con OVA se
us6 como patrén interno de laboratorio; 1 unidad se defini6 arbitrariamente como una dilucién 1/100 de esta fraccion.

Medida de eotaxina e IL-13 en Bal y extractos de proteina de pulmon

La IL-13 se midi6 mediante incubacién en una rueda revestida con un anticuerpo primario especificamente de-
dicado al reconocimiento de la proteina y, después del enjuague, un segundo anticuerpo contra IL-13, acoplado con
peroxidasa de rdbano picante, se usé para cuantificar las cantidades de eotaxina en la solucién.

Andlisis estadistico

Los resultados del conteo de células de BAL, la histologia pulmonar, las citoquinas y los niveles de mRNA se
expresaron como media +/- SEM y la comparacién entre los grupos se realizé usando la prueba de Mann-Whitney.
La prueba de Mann-Whitney se realiz6 usando GRAPHPAD INSTAT versién 3.00 para WINDOWS 95 (GRAPH-
PAD SOFTWARE, San Diego, CA, EE. UU. de A., WWW.GRAPHPAD.Com.). Valores de p < 0,05 se consideraban
significativos.

Resultados farmacologicos
Células inflamatorias en el BAL

Después de la exposicién a alérgeno, los conteos de eosindfilos se disminufan significativamente después de la
inhalacién de HP-S8-CD y HP-y-CD ala dosis de 50 mM. Habia una disminucién dependiente de la dosis en eosindfilos
de BAL con la inhalacién de HP-5-CD 1, 7,5 y 50 mM. Otras células inflamatorias no estaban presentes en diferentes
cantidades en el BAL después de la inhalacién de HP-8-CD cuando se comparaban con el placebo. Por el contrario,
una inhalacién de a-CD conducia a una tendencia a incrementar el nimero de eosindfilos en BAL después de la
exposicion a alérgeno (figura 1).

Inflamacion peribronquial

Después de la exposicion a alérgeno, los ratones tratados con placebo presentaban un incremento significativo
en la inflamacién peribronquial segin se cuantificaba por la valoracién de la inflamacién peribronquial. Se observo
que los ratones tratados con HP-8-CD 1, 7,5 y 50 mM y HP-y-CD 50 mM tenian una valoracién de inflamacién
disminuida cuando se comparaban con ratones tratados con placebo. La inhalacién de a-CD no reducia la valoracién
de la inflamacién peribronquial (figura 2).

Infiltracion de eosindfilos peribronquiales

Como se demostré previamente, la exposicién a alérgeno inducia un incremento significativo en el nimero de
eosinéfilos detectable en el drea peribronquial. Todas las CD probadas inducian una disminucién de esta infiltracién y
esta disminucion alcanzaba una significacién estadistica para a-CD, HP-3-CD 1, 7,5, y HP-y-CD 50 mM (figura 3).
Sensibilidad bronquial

La inhalacién de HP-B-CD 50 mM reducia el incremento de Penh inducido por metacolina (figura 4). Cuando se
media el drea bajo la curva de respuesta a la dosis de metacolina (A.U.C) para diferentes CD, la HP-3-CD 50 mM era

la Gnica que mostraba una disminucién significativa (figura 5).
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Medidas de citoquina en BAL y extractos de proteina de pulmon

Cuando se comparaban con ratones expuestos a placebo, todas las dosis de HP-5-CD probadas inducian una dis-
minucién en los niveles de eotaxina medidos mediante ELISA en extractos de proteina de pulmén (figura 7a). Los
niveles de IL-13 se disminufan en BAL después de la exposicion a HP-8-CD vy, por el contrario, se incrementaban
después de una exposicion a @-CD (figura 7b).

Medidas de IgE especifica de alérgeno en suero

No habia diferencias significativas entre los grupos para la sensibilizacién a alérgeno segtin se determinaba por los
niveles similares de IgE especifica para OVA medidos mediante ELISA en suero (figura 6).

Ejemplo 2

Uso de composiciones que comprenden 2-O-metil-ciclodextrina para la terapia de la inflamacidén de las vias respi-
ratorias y la hipersensibilidad bronquial inducidas por alérgeno en un modelo de asma en ratones.

Materiales

Los materiales son idénticos al ejemplo 1, con la excepcion del compuesto de ciclodextrina que es aqui 2-O-
metilciclodextrina, KLEPTOSE CRYSMEB®, un producto comercializado por Roquette. Tiene, de media, 4 grupos
metilo por molécula de ciclodextrina natural y se caracteriza por un peso molecular promedio de 1135 y un grado de
sustitucién molar promedio de 0,57.

Se prepararon soluciones de CD estériles, apirdgenas e isoténicas con 10, 20, 50 y 75 mM para 2-O-metil-ci-
clodextrina. Las ciclodextrinas se probaron siguiendo la prueba de endotoxinas bacterianas descrita en USP XXVI
usando lisado de amebocitos de Limulus (LAL). Las osmolalidades de todas las soluciones se midieron mediante un
semimicroosmémetro automatico de Knauer y se ajustaron hasta el valor de 280-300 mOsm/kg mediante la adicién de
una cantidad adecuada de NaCl. Una esterilizacion terminal de las soluciones se realizé mediante un procedimiento
de esterilizacién con vapor de agua.

Métodos

Se usan los mismos métodos que en el ejemplo 1, pero en el presente ejemplo los ratones se expusieron a CRYS-
MEB aerosolizado (10, 20, 50, 100 6 200 mM) en una caja de exposicién estandar (20 X 30 X 15 cm) durante 30
min/dia durante 7 dias.

Resultados farmacoldgicos
Células inflamatorias en el BAL

La composicién celular del lavado broncoalveolar no se alteraba significativamente por la exposiciéon a CRYSMEB.
En particular, no habia diferencias referentes a los conteos de eosindfilos y neutréfilos (véase la tabla 1).

La eosinofilia del lavado broncoalveolar se disminufa significativamente en los grupos tratados mediante CRY S-
MEB. La disminucién en la eosinofilia del lavado era comparable a la obtenida con diferentes concentraciones de
HP-beta-ciclodextrinas o fluticasona, un esteroide de inhalacién comtinmente usado como una terapia de referencia
(tabla 2).

Inflamacion peribronquial

Después de la exposicion a alérgeno, los ratones tratados con placebo presentaban un incremento significativo
en la inflamacién peribronquial segin se cuantificaba mediante la valoracién de la inflamacién peribronquial. Se
observé que los ratones tratados con CRYSMEB 20 mM tenian una valoracién de inflamacién disminuida cuando se
comparaban con ratones tratados con placebo (figura 9A). La valoracién de la inflamacién peribronquial se midié y se
disminuia significativamente en cualquier grupo de tratamiento en comparacién con el placebo (figura 9B).

Sensibilidad bronquial
La inhalacién de CRYSMEB 10 mM reducia el incremento de Penh inducido por metacolina (figura 10).
La sensibilidad a metacolina se incrementaba después de la exposicion a alérgeno y el placebo y se reducia signi-

ficativamente mediante el tratamiento con CRYSMEB en una extension comparable con la obtenida con terapia con
fluticasona (figura 10).
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Medidas de citoquina en BAL y extractos de proteina de pulmon

Para desvelar los mecanismos implicados en el efecto farmacol6gico de CRYSMEB, se midi6 IL-13, una citoquina
Th2 principal implicada en la hipersensibilidad y la inflamacién de las vias respiratorias. Se encontré que los niveles de
IL-13 medidos mediante ELISA en extractos de proteina de pulmén enteros se disminuian significativamente mediante
la exposicion a CRYSMEB asi como a fluticasona y HP-beta-CD 50 mM. (véase la fig 11).
Ejemplo 3

Composicion farmacéutica que ha de administrarse en un aerosol a un paciente que necesite tratamiento para una
enfermedad inflamatoria bronquial:

HP betaCD 75 mM
La osmolalidad de la solucién es 308 mOs/kg. El pH es 7,2.

La concentracién de compuesto de CD puede modificarse en funcion de los requisitos. Se prefiere ajustar la toni-
cidad mediante la adicién de NaCl.

Una composicion preferida para la nebulizacion es:
Para 200 ml de solucion:

- HPBCD exenta de pir6genos 20,15 g (75 mM)
- Cloruro sédico 1,42 g (isotonicidad)

- Agua purificada estéril libre de pir6genos c.s. hasta 200 ml

a) Pésense 20,15 g de HPBCD exenta de pirdgenos (3,2% de H,O, de ROQUETTE) y disuélvanse en 100 ml de
agua purificada.
b) Pésense 1,42 g de cloruro sédico y afiddanse a una solucién (a) agitando enérgicamente a fin de disolverlos.

c) Complétese con agua a fin de obtener 200 ml de solucidn.
Esterilicese mediante filtracion a través de una membrana de polipropileno de 0,22 um.
TABLA 1

Conteos celulares diferenciales en el lavado broncoalveolar medidos después de la exposicion a diferentes
concentraciones de CRYSMERB inhalado

PLACEBO Crysmeb 20 mM | Crysmeb 50 mM | Crysmcb75 mM
Células epiteliales (%) | 15,9714+5,154 29,945,909 36,1375+4,52 30,8875&1,349
Eosinéfilos (%) 0,0428+0,0428 0,0375#0,0375 0,1125+0,0789 0,0375i0,0375
Neutréfilos (%) 0,1285=0,236 0,0375+0,1061 0,24:0,3505 0,0375+0,1061
Linfocitos (%) 0,1857+0,1421 0,425+0,1485 0,2754:0,1161 0,075=0,0491
Macrc;)fagos (%) 83,5857+1,179° 69,5+£5,956 63,1625+4,695 68,9=1,334
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de ciclodextrina para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfer-
medad inflamatoria bronquial en un mamifero huésped que necesite tal tratamiento, caracterizado porque

el compuesto de ciclodextrina se selecciona del grupo que consiste en:

B-ciclodextrina, hidroxipropil-Bciclodextrina, sulfolbutiléter-Bciclodextrina, Sciclodextrina metilada aleatoria-
mente, dimetil-SBciclodextrina, trimetil-Sciclodextrina, hidroxibutil-ciclodextrina, glucosil-Bciclodextrina, mal-
tosil-Bciclodextrina, 2-O-metil-Bciclodextrina o una combinacion de las mismas, y sus sales farmacéuticamente
aceptables.

2. Uso de un compuesto de ciclodextrina para la fabricacién de un medicamento para la prevencioén de una enfer-
medad inflamatoria bronquial en un mamifero huésped que necesite tal tratamiento, caracterizado porque
el compuesto de ciclodextrina se selecciona del grupo que consiste en:
B-ciclodextrina, hidroxipropil-Bciclodextrina, sulfolbutiléter-Bciclodextrina, Sciclodextrina metilada aleatoria-
mente, dimetil-Sciclodextrina, trimetil-Bciclodextrina, hidroxibutil-Sciclodextrina, glucosil-Sciclodextrina, mal-

tosil-Bciclodextrina, 2-O-metil-Bciclodextrina o una combinacion de las mismas, y sus sales farmacéuticamente
aceptables.

3. Uso de un compuesto de ciclodextrina de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que el compuesto de
ciclodextrina es hidroxipropil-Bciclodextrina.

4. Uso de un compuesto de ciclodextrina de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que el compuesto de
ciclodextrina es una 2-O-metil-Sciclodextrina.
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Valoracién de Inflamacion Peribronquial
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