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DESCRIPCION
Extracto de Petasites y composicion para tratar infecciones viricas

La presente invencion se refiere a un extracto de Petasites o composicion farmacéutica de la misma para usar en el
tratamiento de un mamifero, preferentemente una enfermedad virica humana.

Antecedentes de la invencion

Las infecciones viricas constituyen enfermedades ampliamente diseminadas producidas por un gran numero de
diferentes virus. En los animales, en particular, mamiferos, las infecciones viricas conducen normalmente a reacciones
de inflamaciéon en sus hospedadores como parte de la respuesta de defensa inmunitaria. Dichas reacciones de
inflamacién pueden producir incomodidad y, en determinados casos, complicaciones médicas adicionales en el sujeto
infectado. Por tanto, es deseable reducir la inflamacién producida por infecciones viricas.

La planta Petasites se denomina también comunmente Petasita y se pueden obtener extractos de Pefasites de la
planta, en particular de las hojas y/o del rizoma. La produccion de extractos de Petasites es bien conocida en la técnica.
Sin embargo, dependiendo del protocolo de extraccion, los extractos pueden comprender alcaloides de pirrolizidina
que pueden ser hepatotdxicos, carcinogénicos y mutagénicos.

Se sabe que los extractos de Petasites presentan propiedades espasmoliticas y analgésicas. El documento DE-A1
198 38 848 divulga extractos de Petasites para usar en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, asma,
polinosis, dismenorrea, eczemas, migrafia, psoriasis, tension arterial alta y/o espasmos. El documento EP 1 499 334
B1 describe el uso de un extracto polar de Petasites para usar en el tratamiento de dolores. Se describe en la técnica
el uso de los extractos de Petasites para tratar la rinitis. Para mas informacion sobre la utilidad médica de los extractos
de Petasites se hace referencia a, por ejemplo, Schapowal et al., 2002, BMJ, 324, 144-6; Thomet et al., 2002, Intern.
Immunopharmacol.; Brattstrom et al., 2003, Phytomedicine, 10, Supl 4, 50- 2; Schapowal et al., 2004, Arch.
Otolaryngol. Head Neck Surg., 130, 1381-6; Schapowal ef al., 2005, Phytother. Res., 19, 530-7; Keusch et al., 2004,
Ars Medici; Kaufeler et al., 2006, Adv. Ther., 23, 373-84; Brattstrom et al., 2010, Phytother. Res., 24, 680-5; Dumitru
etal., 2011, J. Allergy Clin. Immunol., 127, 1515-21; y Nebel et al., 2014, Planta Med., 80).

El objetivo subyacente de la presente invencion es la provisién de una nueva composicion para el tratamiento de
infecciones viricas, preferentemente de virus del tracto respiratorio o infecciones viricas de la piel.

Se ha descubierto de forma sorprendente que un extracto de Petasites tiene excelente utilidad para usar en el
tratamiento de infecciones viricas en mamiferos.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la invencion se dirige a un extracto de Petasites para usar en el tratamiento de una
enfermedad virica en mamifero.

Generalmente, el término "extracto" como se usa en la técnica y en el presente documento se refiere a cualquier
producto de extraccion independientemente de la composicion quimica o de la forma fisica final, por ejemplo, liquida,
viscosa, pastosa o sélida. Como es evidente, se entiende que un extracto de planta para uso farmacéutico se refiere
a un producto de extracto vegetal que comprende el o los agentes activos de la planta en una forma y cantidad
fisiolégicamente eficaz. De forma tipica, una extraccion basada en disolvente, por ejemplo, una extraccion en medio
acuosa, no acuoso, liquida, gaseosa, con gases criticos, por ejemplo, una extraccion con didxido de carbono subcritico
o supercritico, dara como resultado componentes extraidos que se separan opcionalmente de las materias primas
restantes, por ejemplo, separadas de las materias vegetales solidas restantes, y cuyos componentes pueden, de forma
opcional, procesarse adicionalmente, por ejemplo, purificarse. En el Ejemplo 1 se describe un protocolo ilustrativo
preferido y no limitante para la fabricacion de un extracto de Petasites para usar en la presente invencion.

Dependiendo del tipo y del modo de extraccién, un extracto de Petasites puede también comprender alcaloides de
pirrolizidina y derivados de alcaloides de pirrolizidina toxicos tales como N-6xidos en una extension variable. En una
realizacion preferida, el extracto de Petasites para usar en la presente invencion esta libre de alcaloides de pirrolizidina
incluyendo cualesquiera derivados de alcaloides de pirrolizidina tales como, por ejemplo, N-6xidos.

Libre de alcaloides de pirrolizidina significa que el extracto de Petasites comprende cantidades no tdxicas de alcaloides
de pirrolizidina, preferentemente < 2 ppm de alcaloides de pirrolizidina, mas preferentemente < 1 ppm de alcaloides
de pirrolizidina, lo mas preferentemente sin alcaloides de pirrolizidina.

Generalmente, los extractos de Petasites se pueden distinguir en extractos de Petasites polares y no polares. En una
realizacion preferida, el extracto para usar en la invencién es un extracto de Petasites no polar, preferentemente uno
producido por extraccion con didxido de carbono liquido, mas preferentemente mediante extraccién con dioxido de
carbono liquido en condiciones de temperatura subcriticas. Las condiciones de temperatura subcriticas en el contexto
de la extraccion con diéxido de carbono son preferentemente temperaturas de extraccion < 31°C, mas
preferentemente, temperaturas de extraccion entre 0 y 30 °C. Por ejemplo, una extraccion de Petasites usando un
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protocolo de extraccion subcritica con diéxido de carbono para obtener extractos de Petasites no polares para usar en
la presente invencion se describe en la patente europea EP 1 023 079 B1.

En una realizacion preferida alternativa, el extracto para usar en la invencién es un extracto de Petasites polar,
preferentemente un extracto de Petasites polar que esta libre de alcaloides de pirrolizidina, mas preferentemente un
extracto de Petasites polar que tiene un valor Rf (TLC, gel de silice 60, eluyente de tolueno/acetato de etilo 93:7) de 0
a 0,21, por ejemplo, como se describe en la patente europea concedida EP 1 499 334 B1. Un ejemplo de un
procedimiento para el analisis por TLC de los extractos de Petasites se describe en detalle en el Ejemplo 2 mas
adelante. El principal método de analisis TLC es bien conocido por la persona experta y se describe, por ejemplo, en
Hans Rudolf Christen y Fritz Vogtle, "Organische Chemie - von den Grundlagen zur Forschung - Volumen 1, 36-37,
1988.

La capacidad de un extracto de Petasites ilustrativo para reducir la inflamacion mediada por virus se demuestra en los
Ejemplos 3 y 4 siguientes, donde el acido poliinosinico:policitidilico (Poly IC) y también Poly IC LyoVec™ (Invivo-Gen,
Francia) se usan en células epiteliales nasales humanas ex vivo como inmunoestimulantes para simular infecciones
viricas (Fortier et al., 2004, Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol., 287, 759-66). Este modelo es generalmente
aceptado en la técnica como representativo de una infeccion virica en mamiferos, en particular, seres humanos. Como
lectura para la inflamacion, los niveles de expresion de las citoquinas del factor de estimulacién de colonias de
granulocitos (GCSF), proteinas inflamatorias de macréfagos (MIP-1a y MIP-1), interleuquina 6 (IL-6), interleuquina
1a (IL-1a), factor a de necrosis tumoral (TNF-a) y el ligando 5 de la quimioquina (motivo C-C) (CCL5) se usaron con y
sin la coadministracion del extracto de Petasites polar "Tesalin" (Max Zeller Soehne AG, Romanshorn, Schweiz).

Sorprendentemente, la eficacia del extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin", Max Zeller Séhne AG) era
especifica para inflamaciones mediadas por virus. Cuando se llevaron a cabo los anteriores experimentos usando
estimulantes inflamatorios bacterianos tales como el analogo de lipoproteina bacteriana Pam(3)CSK(4), flagelina u el
oligonucledtido CpG bacteriano, no se observé disminucion en la expresion de las citoquinas tras la coadministracion
del extracto de Petasites polar "Ze 339" (véase el Ejemplo 5).

El extracto de Petasites para usar en la presente invencion no esta limitado a cualquier especie de Petasites especifica
ya que sustancialmente todas las plantas de Petasites comprenden cualitativamente los mismos principios
fisioldgicamente activos. Por tanto, y en una realizacién preferida adicional, la invencién se dirige al uso de extractos
de Petasites obtenidos de plantas y/o partes de plantas seleccionadas entre el grupo que consiste en Petasites
hybridus, Petasites albus, Petasites amplus, Petasites fragrans Petasites formosanus, Petasites frigidus, Petasites
georgicus, Petasites japonicus, Petasites laevigatus, Petasites kalbikianus, Petasites niveus, Petasites paradoxus,
Petasites pyrenaicus, Petasites tricholobus, Petasites radiates, Petasites sagittatus y Petasites spurius.

Se prefiere ademas que los extractos de Petasites para usar en la presente invencion se usen en el tratamiento de
una enfermedad respiratoria virica o una enfermedad cutanea virica.

La enfermedad respiratoria virica que se va a tratar se selecciona preferentemente entre el grupo que consiste en la
reagudizacion de enfermedades inflamatorias cronicas de las vias respiratorias producidas por virus, sinusitis cronica
producida por virus, pdlipos en los senos nasales producidos por virus, infecciones rinoviricas, infecciones por gripe y
paragripales, infecciones por virus sincitial respiratorio (VSR), infecciones por adenovirus, infecciones de la familia del
virus del herpes, preferentemente herpes simple y herpes zoéster, infecciones por rotavirus, enterovirus,
preferentemente virus coxsackie, infecciones por el virus del papiloma humano (VPH). Mas preferentemente, la
enfermedad respiratoria virica que se va a tratar se selecciona entre el grupo que consiste enfermedades del tracto
aerodigestivo superior y sinunasal, incluyendo otitis media con y sin supuracion, rinitis, rinosinusitis, gingivoestomatitis,
aftosis, faringitis, amigdalitis, faringoamigdalitis, laringitis, traqueitis, bronquitis, bronconeumonia, neumonia, gripe,
rinitis y resfriado comun.

La enfermedad cutanea virica que se va a tratar de acuerdo con la invencion se selecciona preferentemente del grupo
que consiste en infecciones de tipo 1y 2 de la familia del virus del herpes, lesiones por herpes zoster, preferentemente,
infecciones por herpes en el contexto de eccema atdpico, molusco contagioso y lesiones asociadas con el virus del
papiloma humano (VPH), mas preferentemente condilomas y verrugas producidas por el VPH incluyendo serotipos de
riesgo alto y bajo.

La presente invencion es adecuada para tratar todas las respuestas inflamatorias inducidas por virus y hasta ahora se
ha validado experimentalmente para las rutas inflamatorias relacionadas con el receptor asociadas con la familia de
receptores de tipo toll (TLR) y la familia de receptores analogos al gen | inducible por acido retinoico (RIG-I). En otra
realizacién preferida, la enfermedad virica que se va a tratar de acuerdo con la invencién es preferentemente una
enfermedad virica que da como resultado una inflamaciéon que implica un receptor seleccionado entre el grupo que
consiste en la familia de receptores de tipo toll (TLR) y la familia de receptores analogos al gen | inducible por acido
retinoico (RIG-I), mas preferentemente el receptor 3 de tipo toll (TLR3), RIG-l y la proteina 5 asociada a la
diferenciacion del melanoma (MDAS). Mas preferentemente, la enfermedad virica es una enfermedad de un virus de
ARN.
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El extracto para usar en la presente invencion puede constituir o formularse en una composiciéon farmacéutica. Por lo
tanto, en otro aspecto, la presente invencion se dirige también a una composiciéon farmacéutica para tratar infecciones
viricas que comprende un extracto de Petasites, y opcionalmente, un excipiente fisiolbgicamente aceptable.

Un extracto o una composicién farmacéutica, es decir, un medicamento para usar de acuerdo con la invencion
comprende normalmente un extracto de Petasites en una cantidad farmacéuticamente eficaz adecuada para la
administracion, formulada opcionalmente junto con aditivos, transportadores, adyuvantes y excipientes
farmacéuticamente aceptables y/o agentes farmacéuticamente activos adicionales. Dichos transportadores,
adyuvantes y excipientes incluyen, por ejemplo, intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio, lecitina,
proteinas séricas, sustancias tamponantes, agua, sales, electrolitos y sustancias basadas en celulosa. Ademas, se
puede usar maltodextrina o silice para producir un extracto seco de flujo libre que es particularmente adecuado para
el procesamiento adicional. Se contemplan también formas farmacéuticas de liberacién controlada con o sin porciones
de liberacion inmediata. Se conocen los métodos para preparar dichas formas farmacéuticas (véase, por ejemplo, H.
C. Ansel y N. G. Popovish, Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 52 ed., Lea y Febiger (1990)).
Los niveles y requisitos de dosificacion estan bien reconocidos en la técnica y las personas normalmente expertas en
la técnica pueden seleccionarlos a partir de métodos y técnicas disponibles adecuados para un paciente concreto. Un
experto en el campo de la preparacion de formulaciones puede seleccionar faciimente la forma y el modo de
administracion adecuados para usar un extracto de Petasites en la presente invencion dependiendo de las
caracteristicas concretas del extracto del producto seleccionado, la enfermedad virica o la dolencia relacionada con el
virus que se va a tratar, la etapa de la enfermedad o dolencia, el paciente especifico y otras circunstancias relevantes
(véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (1990)).

Como apreciara la persona experta en la técnica, se pueden requerir dosis inferiores o superiores dependiendo de
factores concretos. Por ejemplo, las dosis y los regimenes de tratamiento especificos dependeran de factores tales
como el perfil de salud general del paciente, la gravedad y el curso del trastorno del paciente o la disposicion del
mismo, y el criterio del médico a cargo del tratamiento que incluye potenciales interacciones con otra medicacion
necesaria.

En una realizaciéon preferida, la composicién farmacéutica para usar en la presente invencidon comprende de 5 a
600 mg de extracto de Petasites, preferentemente de 10 a 500 mg, mas preferentemente de 200 a 300 mg,
dependiendo por supuesto de la intensidad requerida del tratamiento.

Aunque puede ser suficiente una dosis por dia, se pueden aplicar hasta 5 o mas dosis al dia, por ejemplo, por via oral
o intranasal. Mas preferentemente, se pueden administrar hasta 3 dosis al dia. Como apreciara la persona experta en
la técnica, se pueden requerir dosis inferiores o superiores dependiendo de factores concretos.

Ademas de agentes farmacéuticamente aceptables, el extracto o composicion para usar de acuerdo con la invencion
puede comprender también agentes fisioldgicamente activos adicionales. De este modo, y en una realizacion preferida
adicional, la composicion farmacéutica para usar en la invencion puede comprender adicionalmente al menos un
ingrediente seleccionado del grupo que consiste en

- antiflogisticos, analgésicos, agentes reductores de la fiebre;

- extractos de chamomilla recutita, rizoma de curcumae longae, rizoma de curcumae canthorrhizae, curcumae
canthorrhiza, cortex salicis, salicis purpurea, salicis daphenoides, tanacetum parthenium;

- elementos traza, preferentemente sales de hierro, yodo, cobre, cobalto, magnesio, manganeso, selenio, cinc;

- secretoliticos, agentes secretomotores, preferentemente extractos de la raiz de regaliz, tomillo, aceite de menta
piperita;

- agentes broncoespasmoliticos, preferentemente extractos de hojas de hiedra, caléndula, viola;

- vitaminas, preferentemente vitamina A, B, C, D, E, K;

- antioxidantes, preferentemente luteina, zeaxantina, bioflavonoides, extractos de semillas de uvas; y

- mediadores del gusto, preferentemente, un agente artificial o natural, mas preferentemente un agente edulcorante,
mas preferentemente un azucar o un edulcorante de poliol.

Los extractos para usar en la presente invencion pueden administrarse del mismo modo que otros farmacos quimicos
o extractos vegetales y composiciones farmacéuticas de los mismos.

En una realizacién preferida, el extracto o composicidon farmacéutica para usar de acuerdo con la invencion se
administra por via oral, topica, subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, intranasal, mediante inhalacién o como
pulverizacién, preferentemente por via oral, mediante inhalacién, por via tdpica o intranasal.

Se prefiere que el extracto o la composiciéon farmacéutica para usar de acuerdo con la invenciéon sea una forma
farmacéutica seleccionada entre el grupo que consiste en una pulverizaciéon, un aerosol, una espuma, un inhalante,
un polvo, un comprimido, una capsula, una capsula de gelatina blanda, un té, un jarabe, un granulo, un comprimido
masticable, una pomada balsamica, una crema, un gel, un supositorio, una pastilla masticable, una composicion de
liposomas o una solucion adecuada para la inyeccion, preferentemente en una forma farmacéutica de liberacion
temporalizada o de liberacién continua de lo anterior.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2811 951 T3

Aunque se cree que todos los tipos de aplicaciones del medicamento son adecuados para usar de acuerdo con la
invencion, se prefieren las administraciones orales, topicas, inhaladoras e intranasales para muchos fines, y el extracto
se puede usar como tal o en dilucidon con aditivos sélidos y/o liquidos y/o contienen aditivos, transportadores,
adyuvantes, excipientes y/u otros constituyentes farmacolégicamente activos.

En una realizaciéon mas preferida, el extracto o la composicién farmacéutica para usar de acuerdo con la invencion es
una forma farmacéutica seleccionada entre el grupo que consiste en un comprimido, una capsula, un polvo, un granulo,
un té, un jarabe, un aerosol, un inhalante, una pulverizacién, y una forma farmacéutica de liberacion temporalizada o
de liberacion continua de lo anterior.

El extracto o la composicién farmacéutica para usar en la presente invencion es para usar en el tratamiento de una
infeccion virica, preferentemente una infeccion virica del tracto respiratorio o una infecciéon cutanea virica, mas
preferentemente una rinitis virica o una sinusitis virica, que comprende la etapa de administrar un extracto de Petasites
0 una composicion del mismo, preferentemente un extracto de Petasites 0 una composicién para usar como se ha
descrito anteriormente, a un mamifero, preferentemente un ser humano que lo necesita en una cantidad eficaz.

El término "tratamiento” como se usa en el presente documento se refiere al tratamiento profilactico y/o terapéutico de
una enfermedad o dolencia médica. Por ejemplo, el extracto o la composicién para usar de acuerdo con la presente
invencion puede administrarse antes o después de una infeccién a fin de inhibir o aliviar las consecuencias fisiolégicas
inducidas por el virus, en particular, las reacciones inflamatorias inducidas por el virus.

A continuacion, la invencion se ilustrara con mas detalle mediante ejemplos practicos y con referencia a figuras,
ninguna de las cuales debe interpretarse como limitante del alcance de la invencion mas alla de las reivindicaciones
que se adjuntan.

Figuras

Las Figs. 1a a c muestran placas de TLC (gel de silice 60, eluyente de tolueno/acetato de etilo 93:7) de diferentes
extractos de Petasites visualizados a una longitud de onda de 254 nm (1a), con luz diurna (1b) y a una longitud de
onda de 366 nm (1c). Leyenda: Carril 1: referencia: isopetasina, Carril 2: extracto de Petasites polar (extraccion
etandlica de P. hybridus, fase polar), Carril 3: extracto de Petasites polar (extraccion etandlica de P. hybridus,
disolvente extraido con aceite de colza), Carril 4: extracto de Petasites no polar (extraccion etanolica de P. hybridus,
fase no polar), Carril 5: extracto de Petasites no polar (extracto nativo de hojas de P. hybridus procedente de
extraccion con didxido de carbono), Carril 6: referencia: acido linoleico

La Fig. 2 muestra el nivel de expresion del factor estimulador de colonias de granulocitos (GCSF) en células
epiteliales nasales 24 h después de la administracion de cualquiera de acido poloinosinico:policitidilico (Poly IC)
con o sin coadministracion del extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin"). Los asteriscos indican un valor
p de 0,01 an=5-8.

La Fig. 3 muestra el nivel de expresion de la proteina 1 inflamatoria de macréfagos (MIP-18) en células epiteliales
nasales 24 h después de la administracion de cualquiera de acido poliinosinico:policitidilico (Poly IC) con o sin
coadministracion del extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin"). Los asteriscos indican un valor p de 0,01
an=538.

La Fig. 4 muestra el nivel de expresion de la interleuquina 6 (IL-6) en células epiteliales nasales 24 h después de
la administracion de cualquiera de acido poliinosinico:policitidilico (Poly IC) con o sin administracion de extracto de
Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin"). Los asteriscos indican un valor p de 0,01 a n = 5-8.

La Fig. 5 muestra el nivel de expresion de la interleuquina 1a (IL-1a) en células epiteliales nasales 24 h después
de la administracion de cualquiera de acido poliinosinico: policitidilico (Poly IC) con o sin la coadministracion del
extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin"). Los asteriscos indican un valor p de 0,05 a n = 5-8.

La Fig. 6 muestra el nivel de expresion del factor a de necrosis tumoral (TNF-a) en células epiteliales nasales 24 h
después de la administracion de cualquiera de acido poloinosinico:policitidilico (Poly IC) con o sin coadministracion
del extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin"). Los asteriscos indican un valor p de 0,01 a n = 5-8.

La Fig. 7 muestra el nivel de expresion del ligando 5 de quimioquina (motivo C-C) (CCL5) en células epiteliales
nasales 24 h después de la administracion de cualquiera de acido poliinosinico:policitidilico (Poly IC) con y sin
coadministracion del extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin"). Los asteriscos indican un valor p de 0,05
an=8.

La Fig. 8 muestra el nivel de expresion de la proteina 1a inflamatoria de macréfagos (MIP-1a) en células epiteliales
nasales 24 h después de la administracion de cualquiera de acido poliinosinico:policitidilico (Poly IC) LyoVec™
(InvivoGen, Francia) con o sin coadministracion de extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin"). Los
asteriscos indican un valor p de 0,05 a n = 5-8.

La Fig. 9 muestra el nivel de expresion de interleuquina 6 (IL-6) en células epiteliales nasales 24 h después de la
administracion de cualquiera de acido poliinosinico:policitidilico (Poly IC) LyoVec™ (InvivoGen, Francia) con o sin
coadministracion del extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin"). Los asteriscos indican un valor p de 0,05
an=538.

Ejemplos
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Ejemplo 1 - Preparacion de extracto de Petasites no polar "Ze 339"

Cantidades pesadas con precision de hojas de Petasites hybridus molidas y adsorbente se transfirieron a recipientes
de extraccion de la planta de extraccion con didxido de carbono. Se llevé a cabo la extraccion con didxido de carbono
subcritico bajo presion a una temperatura predefinida durante 2-3 h con una cantidad definida de diéxido de carbono
por kg de sustancia vegetal y un flujo definido de dioxido de carbono. En la siguiente etapa de proceso, el extracto y
el diéxido de carbono se separaron bajo presiéon a una temperatura definida. Durante la separacion se recogieron
sublotes de extracto nativo en un recipiente de acero inoxidable. Después de la separacion, se homogeneizaron los
extractos mezclando a una temperatura maxima de 40 °C. Se llevé a cabo la homogeneizacion hasta que la solucion
fue trasparente y se evaporo todo el diéxido de carbono.

Ejemplo 2 - Andlisis por TLC de extractos de Petasites

Métodos: 5 pl de una muestra de extracto de Petasites (5 ml de un extracto de Petasites polar (extraccion etandlica
de P. hybridus, fase inferior), 5 yl de un extracto de Petasites polar (extraccion etandlica de P. hybridus, disolvente
extraido con aceite de colza), 5 pl de un extracto de Petasites no polar (extraccion etandlica de P. hybridus, fase
superior), 5 pl de un extracto de Petasites no polar (extracto nativo de hojas de P. hybridus procedente de la extraccion
con diéxido de carbono)), que contenia 5 mg de una muestra de extracto de Petasites por 1 ml de metanol se afiadieron
a la linea de salida de una placa de vidrio de gel de silice 60 F254 (obtenida de la compafia Merck) para cromatografia
en capa fina (TLC). Isopetasina y acido linoleico se mancharon simultdaneamente sobre las placas como compuestos
de referencia. Después las muestras se secaron al aire sobre la placa de TLC, la placa se introdujo en una camara de
vidrio de TLC precargada con el eluyente (tolueno/acetato de etilo en una relacion de 93:7) y se eluyd sin saturacion
de la camara a temperatura ambiente. La camara de TLC se cerré con una tapa. Después, el frente del disolvente se
hizo viajar a una distancia de 5,6 cm sobre la placa de TLC, determinado desde la linea de partida, la placa de TLC
se retird de la camara y se seco a 140 °C en una placa calefactora durante aproximadamente 30 segundos, la placa
de TLC se sumergi6 en un reactivo de inmersion (Anisaldehido: acido acético: metanol: acido sulfurico 0,5: 10 : 85 :
5 (VIVIVIV)) y se reveld a 140 °C en la placa calefactora durante aproximadamente 50 segundos. Se detectaron las
sustancias cromatograficamente separadas mediante irradiacion de luz diurna asi como de luz a 254 nm y 366 nm de
longitud de onda.

Resultados: Las Figs. 1a a ¢ muestran imagenes de las placas de TLC. Extractos de Petasites polares (Carriles 2 'y
comprende solo con componentes con valores de Rf de aproximadamente 0. Los extractos de Petasites no polares
muestran adicionalmente una multitud de componentes con valores Rf entre 0,1 y 1. Ademas, isopetasina (como
ejemplo de un isdbmero de petasina, compuesto de referencia en el Carril 1) no esta presente en los extractos de
Petasites polares (Carriles 2 y 3) pero esta claramente presente en los extractos de Petasites no polares (Carriles y
5). Por tanto, los extractos de Petasites se pueden distinguir claramente en extractos de Petasites polares y no polares
mediante el analisis por TLC anteriormente descrito.

Ejemplo 3 - Determinacién de los efectos antiinflamatorios de un extracto de Petasites no polar sobre células epiteliales
nasales humanas - Estimulo virico Poly IC

Métodos: Células epiteliales nasales humanas procedentes de biopsias de cirugia de turbinoplastia se cultivaron en
medio basal para células epiteliales nasales humanas (Promocell®) incluyendo antimicéticos/antibiéticos (1 %) y
gentamicina (0,5 %). Para la estimulacion, las células se sembraron sobre placas de cultivo de 6 pocillos (250 000-
170 000 células/pocillo) o placas de cultivo de 24 pocillos (62 000 - 42 000 células/pocillo) en 1 ml de medio basal y
se incubaron durante al menos 12 h. Después, las células se cultivaron durante 24 h en 1 ml de medio basal (no
tratado) o se estimularon adicionalmente con 10 ug/ml de acido poliinosinico:policitidilico (Poly IC) a 37 °C en
presencia y ausencia del extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin") (3 pg/ml). Se sabe que el estimulante
virico Poly IC interactia con el receptor 3 de tipo toll receptor (TLR3), que se expresa en las membranas de los
linfocitos B, macréfagos y células dendriticas. El Poly IC, como estimulante virico, estimula por tanto el sistema
inmunitario del hospedador infectado por el virus mediante la ruta del TLR3, de la que se sabe en general que esta
implicada en multiples rutas inflamatorias (Lee J. et al., 2012, Cell, 151, 547-58). Los experimentos se iteraron 8 veces.
El medio basal para células epiteliales nasales humanas se usé como control. La medicién de los niveles de citoquina
y quimioquina se realizé de la siguiente forma: Los niveles de CCL-5 se midieron por ELISA (BD Bioscience) y (R&D
Systems, Abingdon, Reino Unido). Los niveles de MIP-18, IL-1 a, IL-6, GCSF y TNF-a se midieron con un ensayo
multiplexado (Panel de perlas magnéticas MILLIPLEX MAP para citoquinas/quimioquinas humanas). Los ensayos se
realizaron segun las instrucciones de los fabricantes con patrones y muestras por duplicado, incubacién nocturna con
agitacion a 4 °C (18 h, 750 rpm) y uso de un bloque magnético manual para las etapas de lavado. Los datos se
adquirieron con un sistema Bio-Plex 200 validado y calibrado (Bio-Rad, EE.UU.) y se analizaron con el programa
informatico Bio-Plex Manager 6.0 (Bio-Rad, EE.UU.).

Resultados: La administracion del extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin") junto con el estimulante virico
Poly IC redujo significativamente los niveles de expresion de las citoquinas inflamatorias tipicas GCSF, MIP-1(3, IL-6,
IL-1a, TNF-a y CCL5, cuando se compararon con la administracion de Poly IC en solitario (véanse las Figs. 2 a 7).
Por lo tanto, Los extractos de Petasites demostraron la disminucién de las cantidades expresadas de los mediadores
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de la inflamacion inducidos por virus ex vivo en células epiteliales nasales humanas vivas y, por tanto, son eficaces
para el tratamiento de infecciones viricas.

Ejemplo 4 - Determinacion de los efectos antiinflamatorios de un extracto de Petasites no polar sobre células epiteliales
nasales humanas - Poly IC LyoVec™ (Invivo-Gen, Francia)

Métodos: Células epiteliales nasales humanas procedentes de biopsias de cirugia de turbinoplastia se cultivaron como
se ha descrito en el Ejemplo 3. Las células se estimularon durante 24 h a 37 °C con acido poliinosinico:policitidilico
(Poly IC) LyoVec™ (InvivoGen, Francia) a 10 ug/ml en presencia y ausencia de 2 ug/ml del extracto de Petasites no
polar "Ze 339" ("Tesalin"). El estimulante virico Poly IC LyoVec™ (InvivoGen, Francia) es un polimero de ARN sintético
bicatenario que se detecta mediante el gen | inducible por acido retinoico (RIG-1)/receptor de la proteina 5 asociada a
la diferenciacion del melanoma (MDAS5) en el hospedador infectado por virus, que funciona como un receptor de
reconocimiento de patrones reconociendo el ARN bicatenario y es, por tanto, un sensor cominmente aceptado para
virus (Gitlin L. et al., 2008, PNAS, 103, 8459-8464; Kato H. et al., 2005, Immunity, 23, 19-28; Kato H. et al., 2008, J.
Exp. Med., 205, 1601-1610). Los experimentos se iteraron 8 veces. El medio basal para células epiteliales nasales
humanas se usé como control. La medicién de los niveles de citoquina y quimioquina se realiz6 de la siguiente forma:
Los niveles de MIP-1a e IL-6 se midieron con un ensayo multiplexado (Panel de perlas magnéticas MILLIPLEX MAP
para citoquinas/quimioquinas humanas). Los ensayos se realizaron segun las instrucciones de los fabricantes con
patrones y muestras por duplicado, incubaciéon nocturna con agitacién a 4 °C (18 h, 750 rpm) y uso de un bloque
magnético manual para las etapas de lavado. Los datos se adquirieron con un sistema Bio-Plex 200 validado y
calibrado (Bio-Rad, EE.UU.) y se analizaron con el programa informatico Bio-Plex Manager 6.0 (Bio-Rad, EE.UU.).

Resultados: La administracion del extracto de Petasites "Ze 339" ("Tesalin") junto con el estimulante virico Poly IC
LyoVec™ (InvivoGen, Francia) redujo significativamente los niveles de expresion de las citoquinas inflamatorias tipicas
MIP-1a e IL-6, cuando se compararon con la administracion de Poly IC LyoVec™ (InvivoGen, Francia) en solitario
(véanse las Figs. 8 y 9). Por lo tanto, Los extractos de Petasites demostraron la disminucion de las cantidades
expresadas de los mediadores de la inflamacién inducidos por virus ex vivo en células epiteliales nasales humanas
vivas también para un estimulante virico diferente y, por tanto, son eficaces para el tratamiento de infecciones viricas.

Ejemplo 5 - Determinacion de los efectos antiinflamatorios de un extracto de Petasites no polar sobre células epiteliales
nasales humanas - Estimulo bacteriano Pam(3)CSK(4), flagelina y el oligonucleétido CpG

Métodos: Células epiteliales nasales humanas obtenidas de biopsias de cirugia de turbinoplastia se cultivaron como
se ha descrito en el Ejemplo 3. El procesamiento y la estimulacion de las células se realizaron en las mismas
condiciones que las descritas en el Ejemplo 3. Las células se estimularon especificamente durante 24 h a 37 °C con
200 ng/ml de Pam(3)CSK(4), 5 ug/ml de flagelina y el oligonucleétido CpG a 1-5 uM en presencia y ausencia de
3 pg/ml del extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin").

Resultados: La administracion del extracto de Petasites no polar "Ze 339" ("Tesalin") junto con el estimulo bacteriano
Pam(3)CSK(4), flagelina y el oligonucleétido CpG no mostré reduccion en el nivel de expresion de las citoquinas GCSF,
MCP-1, IL-1q, IL-6, IL-8, IP-10 y TNFa, cuando se comparé con la administracion del estimulo bacteriano en solitario.
Por lo tanto, el extracto de Petasites no es capaz de disminuir la cantidad expresada de mediadores de la inflamacion
inducidos por bacterias ex vivo en células epiteliales nasales vivas y, por tanto, son especificamente eficaces para el
tratamiento de infecciones viricas.

En conclusion, el extracto de Petasites es especificamente reactivo con inflamaciones inducidas por virus y las rutas
de inflamacién normalmente activadas de forma bacteriana no se ven afectadas por la administracion del extracto de
Petasites.
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REIVINDICACIONES

1. Extracto de Petasites para usar en el tratamiento de una enfermedad virica de un mamifero, preferentemente
humana.

2. El extracto de Petasites para usar de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el extracto de Petasites esta libre
de alcaloides de pirrolizidina.

3. El extracto de Petasites para usar de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en donde el extracto de Petasites es
un extracto de Petasites no polar, preferentemente producido por extraccion con didxido de carbono liquido, mas
preferentemente mediante extraccion con didxido de carbono liquido en condiciones de temperatura subcritica.

4. El extracto de Petasites para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el extracto de
Petasites se obtiene de plantas y/o partes de plantas seleccionadas del grupo que consiste en Petasites hybridus,
Petasites albus, Petasites amplus, Petasites fragrans, Petasites formosanus, Petasites frigidus, Petasites georgicus,
Petasites japonicus, Petasites laevigatus, Petasites kablikianus, Petasites niveus, Petasites paradoxus, Petasites
pyrenaicus, Petasites tricholobus, Petasites radiates, Petasites sagittatus y Petasites spurius.

5. El extracto de Petasites para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la enfermedad
virica es una enfermedad respiratoria virica o una enfermedad cutanea virica.

6. El extracto de Petasites para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la enfermedad
respiratoria virica se selecciona del grupo que consiste en

reagudizacion de enfermedades inflamatorias crénicas de las vias respiratorias producidas por virus, sinusitis
cronica producida por virus, polipos en los senos nasales producidos por virus, infecciones rinoviricas, infecciones
por gripe y paragripales, infecciones por virus sincitial respiratorio (VSR), infecciones por adenovirus, infecciones
de la familia del virus del herpes, preferentemente herpes simple y herpes zoster, infecciones por rotavirus,
enterovirus, preferentemente virus coxsackie, infecciones por el virus del papiloma humano (VPH),
preferentemente seleccionadas del grupo que consiste enfermedades del tracto aerodigestivo superior y sinunasal,
incluyendo otitis media con y sin supuracion, rinitis, rinosinusitis, gingivoestomatitis, aftosis, faringitis, amigdalitis,
faringoamigdalitis, laringitis, traqueitis, bronquitis, bronconeumonia, neumonia, gripe, rinitis y resfriado comun.

7. El extracto de Petasites para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la enfermedad
cutanea virica se selecciona del grupo que consiste en infecciones de la familia del virus del herpes de tipos 1 y 2,
lesiones por herpes zoster, preferentemente, infecciones por herpes en el contexto de eccema atdpico, molusco
contagioso y lesiones asociadas con el virus del papiloma humano (VPH), preferentemente condilomas y verrugas
producidas por el VPH incluyendo serotipos de riesgo alto y bajo.

8. El extracto de Petasites para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la enfermedad
virica da como resultado una inflamacion que implica un receptor seleccionado entre el grupo que consiste en la familia
de receptores de tipo toll (TLR) y la familia de receptores analogos al gen | inducible por acido retinoico (RIG-I),
preferentemente receptor 3 de tipo toll (TLR3), RIG-l y la proteina 5 asociada a la diferenciacién del melanoma (MDAS5).

9. Una composicion farmacéutica que comprende un extracto de Petasites para usar de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8, y opcionalmente un excipiente fisioldgicamente aceptable.

10. La composicién farmacéutica para usar de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde la composicion comprende
de 5 a 600 mg de extracto de Petasites, preferentemente de 10 a 500 mg, mas preferentemente de 200 a 300 mg.

11. La composicion farmacéutica para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, en donde la
composicion comprende adicionalmente al menos un ingrediente seleccionado del grupo que consiste en

- antiflogisticos, analgésicos, agentes reductores de la fiebre;

- extractos de chamomilla recutita, rizoma de curcumae longae, rizoma de curcumae canthorrhizae, curcumae
canthorrhiza, cortex salicis, salicis purpurea, salicis daphenoides, tanacetum parthenium;

- elementos traza, preferentemente sales de hierro, yodo, cobre, cobalto, magnesio, manganeso, selenio, cinc;

- secretoliticos, agentes secretomotores, preferentemente extractos de raiz de regaliz, tomillo, aceite de menta
piperita;

- agentes broncoespasmoliticos, preferentemente extractos de hojas de hiedra, caléndula, viola;

- vitaminas, preferentemente vitamina A, B, C, D, E, K;

- antioxidantes, preferentemente luteina, zeaxantina, bioflavonoides, extractos de semillas de uvas; y

- mediadores del gusto, preferentemente, un agente artificial o natural, mas preferentemente un agente
edulcorante, mas preferentemente un azicar o un edulcorante de poliol.

12. El extracto para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o la composicion farmacéutica para
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usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en donde el extracto o la composiciéon se administra
por via oral, tépica, subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, intranasal, mediante inhalacién o como pulverizacion,
preferentemente por via oral, mediante inhalacién, por via topica o intranasal.

13. El extracto para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o la composicion farmacéutica para
usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en donde el extracto o la composicién es una forma
farmacéutica seleccionada del grupo que consiste en una pulverizacién, un aerosol, una espuma, un inhalante, un
polvo, un comprimido, una capsula, una capsula de gelatina blanda, un té, un jarabe, un granulo, un comprimido
masticable, una pomada balsamica, una crema, un gel, un supositorio, una pastilla masticable, una composicion de
liposomas o una solucion adecuada para la inyeccion, preferentemente en una forma farmacéutica de liberacion
temporalizada o de liberacién continua de lo anterior.

14. El extracto o la composiciéon farmacéutica para usar de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en donde el extracto o la
composicion es una forma de dosificacion seleccionada del grupo que consiste en un comprimido, una capsula, un
polvo, un granulo, un té, un jarabe, un aerosol, un inhalante, una pulverizacién, y una forma farmacéutica de liberacion
temporalizada o de liberacién continua de lo anterior.
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