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DESCRIPCION
Composicion inyectable de polidesoxirribonucle6tido para el tratamiento de enfermedades osteoarticulares

Esta invencién se refiere a un nuevo uso de una composicién que contiene polidesoxirribonucledtidos (en lo
sucesivo en el presente documento PDRN).

La composicién usada segun la invencion comprende una fraccién de cadenas de polimero de PDRN de diferente
peso molecular, obtenido de fuentes naturales, de origen animal o vegetal, tales como la placenta y el esperma de
peces o plantas.

Se conocen composiciones a base de PDRN tal como se definieron anteriormente y estan disponibles
comercialmente.

El documento FR 2676926 describe composiciones farmacéuticas que contienen polidesoxirribonucleotidos
altamente polimerizados obtenidos del esperma de peces y usados para el tratamiento o la prevencién de déficits
inmunitarios; se describen composiciones que contienen polidesoxirribonucleétidos en un disolvente no iénico que
pueden usarse por via parenteral, particularmente por via intramuscular y/o por via intravenosa.

En el documento EP 0226254 se describen procedimientos para la preparacion de polidesoxirribonucleétidos
obtenidos de placentas de mamiferos.

Esta invencién se refiere a composiciones de PDRN extraidos de fuentes naturales para su uso en el tratamiento
terapéutico y/o como coadyuvante terapéutico en el tratamiento de enfermedades osteoarticulares, en particular
osteoartritis, administradas dentro de la articulacion.

Otro objeto de la invencion es el uso de una composicién de PDRN para la produccién de un dispositivo médico util
en el tratamiento coadyuvante de enfermedades degenerativas de las articulaciones.

En el contexto de la invencion se usan formulaciones inyectables intraarticulares que contienen una fraccion de
PDRN altamente purificada, preferiblemente de una pureza mayor del 95% y mas preferiblemente mayor del 98%,
preferiblemente obtenida de esperma de peces.

Los PDRN usados tienen un peso molecular de entre 20 kDalton y 2500 kDalton, mas preferiblemente entre 70
kDalton y 240 kDalton.

Normalmente, en las formulaciones usadas la fraccién de PDRN esta presente en una concentracion de desde el
0,1% hasta el 10% en peso, preferiblemente de desde el 0,5% hasta el 3% en peso en disolvente salino acuoso,
refiriéndose dicho peso al peso total de la formulacion.

El disolvente salino acuoso contiene preferiblemente cloruro de sodio y una mezcla de dihidrogenofosfato de sodio e
hidrogenofosfato de sodio.

Los PDRN usados pueden obtenerse de una fuente animal o vegetal que es rica en ADN usando los procedimientos
descritos en la bibliografia mencionada anteriormente; prefiriéndose la eleccion de esperma de peces. A modo de
ejemplo, un PDRN que puede usarse en el contexto de la invencion puede obtenerse por un procedimiento que
comprende las etapas de:

1) lisis enzimética de la matriz organica proteica

2) filtracion clarificante de la disolucion resultante

3) precipitacion con sales de amonio cuaternario

4) descomplejacion del precipitado

5) seleccién molecular usando cromatografia en columna

6) precipitacion del eluato usando alcohol

En particular, se proporciona un producto inyectable, farmaco o dispositivo médico segun la invenciéon en forma de
un vial o frasco o en forma de una jeringa precargada que contiene una cantidad medida de PDRN, por ejemplo de
desde 1 ml hasta 4 ml (preferiblemente 2 ml) de disolucion de PDRN en una concentracién de desde 1 mg/ml hasta

100 mg/ml (preferiblemente 5-30, y en particular aproximadamente 20 mg/ml) con un pH de desde 6,5 hasta 7,5 y
que tiene una consistencia viscosa con funcién humectante, lubricante y tréfica.
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Una composicion segun la invencion, denominada a continuacion en el presente documento CONDROTIDE, tiene
las siguientes caracteristicas:

- Aspecto: disolucion transparente

- Color: incolora

-pH 6,5-7,5

- Volumen que puede ser extraido de la jeringa: 2,00-2,05 ml
- Osmolaridad: 270-330 mOs/kg

- Identificacién UV de PDRN: absorcion maxima a 258 t 2 nm
- Medicion UV de PDRN: 18-22 mg/mi

- Esterilidad: estéril (esterilizacion realizada a T > 100, normalmente 120-121°C durante tiempos de preferiblemente
15 minutos)

- Endotoxina bacteriana: < 70 EU/mI

El nuevo uso de la composicion de PDRN al que se refiere la invencion se basa en las siguientes observaciones
experimentales.

Investigaciones farmacologicas experimentales in vitro realizadas cuando se desarrollaba la invencion han mostrado
que las moléculas PDRN presentes en la composicién segun la invencion tienen una importante accion trofica sobre
cultivos primarios de células sinoviales, condrocitos y biopsias cartilaginosas, concordando esta observacion con la
observacion clinica de que los resultados de la actividad de dichas composiciones (CONDROTIDE) pueden mejorar
y mantenerse a lo largo del tiempo, a diferencia de los resultados producidos por el acido hialurénico.

En particular se ha mostrado (a través de analisis de citofluorimetria y tincién especifica) que la produccién de matriz
extracelular (colageno tipo Il y agrecano) se induce fuertemente en cultivos celulares mantenidos en un medio
complementado con el 0,01% de CONDROTIDE durante dos semanas; cultivos control mantenidos en un medio
complementado con el 1% de &cido hialurénico mostraron una produccion de matriz celular significativamente
menor.

También se han llevado a cabo analisis histolégicos de biopsias cartilaginosas mantenidas en cultivo durante tres
semanas usando un medio convencional con &cido hialurénico (1%) o CONDROTIDE (0,01%) anadido. El examen
histolégico mostré de nuevo una mayor produccion de matriz extracelular en muestras tratadas con CONDROTIDE
en comparacién con aquellas a las que se les habia afadido acido hialurénico.

En particular, lo que se notifica anteriormente es el resultado de los siguientes experimentos.

Experimento 1: Biopsias cartilaginosas

La investigacion se llevd a cabo para evaluar los efectos de CONDROTIDE (formulacién indicada anteriormente) y
acido hialurénico sobre fragmentos de tejido cartilaginoso ex vivo (durante tres semanas), comparandolos con los de
una disolucién convencional usada normalmente en el laboratorio para el mantenimiento de biopsias cartilaginosas.

Muestra: biopsias cartilaginosas obtenidas de cirugia

Grupos experimentales:

1. PN: biopsias mantenidas en medio “cartilaginoso” + el 0,01% de CONDROTIDE,
2. HA: biopsias mantenidas en medio “cartilaginoso” + el 1% de &cido hialurénico,

3. CT: biopsias mantenidas en medio “cartilaginoso” sin complementos.

Criterio de valoracién: Analisis histolégico.
Resultados

Los resultados del analisis histologico de las biopsias se ilustran en las figuras 1 a 3, que se refieren a secciones de
hematoxilina-eosina obtenidas de biopsias cartilaginosas fijadas en formalina e impregnadas en parafina, donde:
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- Figura 1: una biopsia para el grupo control (CT): se observaran un fragmento descalcificado de cartilago articular,
una matriz cartilaginosa normal ligeramente eosindfila y un agrupamiento celular sumergido en la matriz del
cartilago,

- Figura 2: biopsia para el grupo HA: se observaran un fragmento descalcificado de cartilago, la presencia de tejido
similar a hueso y la ausencia de matriz cartilaginosa normal,

- Figura 3: biopsias después de tres semanas para el grupo PN: se observaran un fragmento descalcificado de
cartilago, una matriz cartilaginosa ligeramente eosindfila y una matriz cartilaginosa normal que rodea los condrocitos.

El andlisis histologico para el grupo PN también indica una situacién que es casi idéntica a la del control positivo CT,
es decir se mantienen las caracteristicas fenotipicas especificas del cartilago articular hialino. A la inversa, el grupo
tratado con HA desarrolld caracteristicas anémalas, tales como la formacion de elementos éseos inmaduros y
ausencia de una matriz extracelular normal.

Experimento 2: Células cartilaginosas aisladas (condrocitos)

La investigacion se llevd a cabo para evaluar los efectos de la formulacion segun la invencién (CONDROTIDE) y
acido hialurénico sobre condrocitos (cultivo de dos semanas), comparandolos con los de un medio convencional
usado normalmente en laboratorio en el cultivo de condrocitos.

Muestra: Condrocitos humanos aislados.

Grupos experimentales:

4. PN: células mantenidas en medio “cartilaginoso” + el 0,01% de CONDROTIDE.
5. HA: células mantenidas en medio “cartilaginoso” + el 1% de acido hialurénico,
6. CT: células mantenidas en medio “cartilaginoso” sin complemento.

Criterio de valoracién: Inmunohistoquimica, analisis de FACS, tincién con azul alcian

Resultados

Las figuras 4 y 6 ilustran los resultados de la tincién con azul alcian (que puede revelar la presencia de matriz
extracelular):

- Figura 4: grupo control: matriz altamente expresada,
- Figura 5: Grupo HA: matriz débilmente expresada,
- Figura 6: Grupo PN: matriz altamente expresada.

Se concluye que el 0,01% de CONDROTIDE puede inducir la produccién de matriz extracelular en cantidades que
son mucho mayores que el acido hialurénico en cultivos de condrocitos aislados.

Estos datos se han confirmado por un andlisis de FACS y un analisis inmunohistoquimico que ha demostrado que el
perfil de la expresién y produccion de agrecano y colageno tipo Il es significativamente menor en el grupo HA en
comparacion con los grupos PNy CT.

Los resultados de la investigacién in vitro preliminar apoyan la observacion de que el acido hialurénico es
Unicamente (til para mejorar los sintomas durante un corto periodo de tiempo, mientras que la formulacion segun la
invencion (CONDROTIDE) ha demostrado que es mucho mas activa en el tratamiento de enfermedades articulares,
con resultados duraderos.

En apoyo de las pruebas in vifro mencionadas anteriormente, se realiz6 un experimento para comprobar los efectos
de la formulacién segun la invencion administrada por via intraarticular a pacientes que padecen osteoartritis de la
rodilla, con el objetivo especifico de evaluar la eficacia, seguridad y tolerancia para esa formulacion (CONDROTIDE,
dispositivo médico de clase )

La investigacion se llevd a cabo segin las directrices de la Declaracién de Helsinki de 1974 y posteriores
actualizaciones y los principios generales de “ICH Harmonized Tripartite Guidelines for Good Clinical Practice (GCP)”
Antes de comenzar se obtuvo la aprobacion de la investigacién del Comité de Bioética de la Fondazione IRCCS
Policlinico San Matteo de la Universidad de Pavia. Se informé a todos los pacientes sobre el ensayo clinico y el
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investigador obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los pacientes antes de su inclusién.

El disefio de la investigacién y el ensayo clinico controlado frente a acido hialurénico era doble ciego y aleatorizado
en grupos paralelos.

Cada paciente se asigno aleatoriamente a uno de los siguientes grupos de tratamiento:

- Grupo A: PDRN (formulacion CONDROTIDE mencionada anteriormente),

- Grupo B: acido hialurénico (SINOVIAL).

Se realizé un seguimiento de cada paciente durante un periodo de dieciséis semanas. Debido a que las dos
preparaciones diferentes podian identificarse por el operario en el proceso de instilacién, se us6 la técnica del
observador ciego para mantener condiciones doble ciego. El investigador que administr6é el producto era diferente
del investigador que examiné al paciente clinicamente y evalu6 la eficacia y seguridad del producto. De este modo,
ni el paciente ni el investigador eran conscientes de la naturaleza del tratamiento.

Tamano de muestra

El célculo del tamafio de muestra se bas6 en una prueba de la t desapareada con un nivel de probabilidad del 5%,
una desviacion estandar de 3 cm y un poder deseado del 80% de detectar una diferencia de 1,6 cm en la reduccion
del dolor medido a través de EVA (Rheumatology 2002; 41:1240-1248). Se calculd un tamafio total de muestra de 56
pacientes y, por tanto, se dispuso la inclusién de al menos 60 pacientes, 30 por grupo.

Pacientes

Se reclutaron pacientes que padecian osteoartritis de la rodilla (segun la clasificacion de ACR - Arthritis Rheum.
1986; 29(8):1039-49) En particular, el producto usado en la investigacién tenia la siguiente composicién:

- Polidesoxirribonucleétidos: 20 mg

- Cloruro de sodio: 4 mg

- Dihidrogenofosfato de sodio dihidratado: 0,2 mg

- Hidrogenofosfato de sodio dodecahidratado: 1 mg

- agua para preparaciones inyectables: c.s. hasta 1 ml

Se usd como producto control una disolucion de acido hialurénico con el nombre comercial SINOVIAL, que contiene
la sal de sodio altamente purificada de &cido hialurénico que tiene un peso molecular de entre 800 kDalton y 1200

kDalton.

Composicion: Sal de sodio de acido hialurénico: 0,8%, cloruro de sodio, fosfato de sodio y agua para preparaciones
inyectables USP (c.s.)

Forma farmacéutica: Jeringa precargada con 16,0 mg de acido hialurénico en 2 ml de solucién salina de cloruro de
sodio salino tamponada.

Dosificacién y método de administracién del tratamiento

El tratamiento intraarticular con gel de PDRN comprendié cinco instilaciones de 2 ml semanalmente.

El grupo control con &cido hialurénico se trat6 con instilaciones intraarticulares de hialuronato de sodio (16,0 mg de
acido hialurénico en 2 ml). Esta disolucion también se aplic6 como cinco instilaciones semanalmente.

El producto (CONDROTIDE o SINOVIAL) se inyect6 en la cavidad articular de la rodilla afectada usando una aguja
estéril.

Duracién del tratamiento

El tratamiento se administré con una instilacién por semana en la rodilla afectada para un total de cinco instilaciones;
el tiempo de tratamiento fue por tanto de cuatro semanas, pero se realiz6 el seguimiento de cada paciente durante
un total de dieciséis semanas.

Evaluaciones clinicas
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Se realizaron las evaluaciones clinicas de cada paciente al inicio de la investigacion (T0), y en las semanas uno (T1),
dos (T2), tres (T3) y cuatro (T4) después del inicio de la investigacion. T4 corresponde al final de la fase de
tratamiento. Se realizaron evaluaciones clinicas de seguimiento un mes después del final del tratamiento (T8) y tres
meses después del final del tratamiento (T16).

El parametro de evaluacién principal (criterio de valoracion primario) era el nivel de dolor evaluado en reposo, con
carga y con actividad fisica. Se usé una escala visual analdgica (EVA en cm de desde 0 hasta 10) para evaluar el
dolor. También se evaluaron la crepitacion al moverse, la restriccion de la movilidad articular y el edema articular,
registrados con una puntuacion de desde 0 hasta 3 (0 = ausente, 1 = leve, 2 = moderado, 3 = grave) en cada
examen.

También se recopild un cuestionario de autovaloracion por los pacientes, Knee and Osteoarthritis Outcome Score,
KOOQOS. KOOS es una escala para evaluar el grado de osteoartritis desarrollado como una extension del indice de
osteoartritis WOMAC (Western Ontario and MacMaster University) para generar una herramienta 0til y
universalmente aceptada para determinar la eficacia de tratamientos en ensayos clinicos.

El cuestionario es una herramienta especifica para evaluar las opiniones de los pacientes acerca de sus rodillas. El
cuestionario comprende cinco subescalas (dolor, figura 7), otros sintomas (figura 8), funcién articular en la vida diaria
(ADL, figura 9), funcion articular en deportes/actividades recreativas (deporte/rec, figura 10) y calidad de vida (QOL,
figura 11).

Se recopilaron los cuestionarios KOOS por los pacientes en el momento de los siguientes examenes, T0, T4, T8 y
T16, considerando la semana que precedia al examen en sus respuestas a las preguntas. Se proporcionaron cinco
opciones de respuesta en el cuestionario KOOS, obteniendo cada respuesta una puntuacién de entre 0 y 4.

Basandose en el andlisis estadistico de los datos, los polinucleétidos demostraron tener un efecto mayor
estadisticamente significativo sobre el dolor en reposo, el dolor con carga, la crepitacién y la reduccion del edema y
la movilidad articular restringida que el control con acido hialurénico.

Estos datos muestran el efecto mejor estadisticamente significativo de PDRN en comparacién con acido hialurénico.

En lo que respecta a los datos que se refieren al dolor en reposo, analizando las diferencias entre los valores
basicos y su cambio en el transcurso del tratamiento (Delta), se obtuvieron los datos ilustrados a continuacién e
indican una tendencia global obvia por parte de los PDRN a alcanzar valores finales que son mejores que los
obtenidos en pacientes tratados con acido hialurénico.

Los resultados se ilustran en la figura 12, en donde la linea vertical discontinua en el gréafico divide cada diagrama en
dos partes, que corresponden al periodo de tratamiento (mitad de la izquierda) y el periodo de seguimiento (mitad de
la derecha).

En el transcurso de la investigacién, se permitio a los pacientes el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINE) si
era necesario para reducir sintomas de dolor. Los datos registrados referentes al uso de AINE (véase el diagrama en
la figura 13) muestran un mayor consumo obvio al comienzo del ensayo clinico (TO) en el grupo de pacientes
tratados en comparacion con los controles, produciendo una diferencia estadisticamente significativa porque habia
una reduccion en el uso de estos farmacos en el grupo tratado que no se observo en el grupo control.

Ademas de esto, a medida que progresaba el tratamiento, habia una reduccién rapida y marcada en el consumo de
AINE en el grupo tratado con PDRN después de s6lo una instilacion intraarticular (T1). Ademas de esto habia un uso
menor continuado de AINE en el grupo de PDRN en todos los tiempos posteriores, con una diferencia particular
entre los dos tratamientos a T4 y T8.

Tal como se observara a partir de los datos en las figuras 7 hasta 11, durante el periodo de tratamiento los productos
sometidos a prueba provocaron una mejora en todos los indicadores de KOOS; esta mejora fue ligeramente mas
rapida en el grupo control. Sin embargo, si se observa la forma de los graficos en el periodo de seguimiento, se
observara que la puntuacion para el grupo de acido hialurénico disminuye o permanece constante, mientras que la
puntuacion para el grupo de PDRN continda aumentando.

Tres meses después del final del tratamiento (T16) las puntuaciones para el grupo de PDRN eran en todos los casos
superiores a las del grupo de acido hialurénico; la diferencia es particularmente obvia para los sintomas y las
subescalas deporte/rec.

En la Gltima escala, que representa la funcién articular durante y después de la actividad motora, el grupo control
(acido hialurénico) experimentd reversion hasta casi los valores iniciales, mientras que el grupo tratado con PDRN
mostré una mejora global de 14,55 puntos (no se olvidara que una mejora en la escala KOOS es clinicamente
significativa si la puntuacién aumenta en 8-10 puntos en el transcurso del tratamiento).
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Los datos obtenidos apoyan el uso de la formulaciéon segun la invencién en el tratamiento terapéutico y como
coadyuvante terapéutico en el tratamiento de enfermedades degenerativas de las articulaciones, tales como en
particular la osteoartritis.

Actualmente no hay tratamiento definitivamente eficaz para estas enfermedades; los tratamientos propuestos
incluyen antiinflamatorios, analgésicos, esteroides, fisioterapia y cirugia, asi como complementacion de la viscosidad
del liquido sinovial a través de la instilacion intraarticular de acido hialurénico, usado en las pruebas de control
descritas anteriormente.

Debe tenerse en cuenta que el mejor efecto revelado por la formulacién de PDRN incluida en la formulacion segun la
invencion se debe al hecho de que los PDRN pueden unir una cantidad apreciable de agua y reorganizar su propia
estructura, orientando y coordinando los médulos de agua, de modo que se forma un gel apropiado.

El dispositivo segun la invencion, inyectado por via intraarticular, proporciona un complemento viscoelastico para el
liquido sinovial y puede lubricar exhaustivamente las superficies articulares. Ademas de esto, puede suponerse que
las micromoléculas de polidesoxirribonucleétidos se someten al mismo tiempo a la accién de enzimas liticas que
liberan progresivamente PDRN de tamario progresivamente mas pequefio en la cavidad articular.

La instilacién intraarticular usando la formulacion segin la invencion enriquece progresivamente el liquido sinovial,
inicialmente con macromoléculas de polinucleétido que tienen una accién viscoelastica y a lo largo del tiempo con
polinucleétidos y nucleétidos que se usan por los tejidos para mejorar la actividad celular y para proteger y promover
los mecanismos fisiolégicos de regeneracién del cartilago articular.

Por tanto, la accién viscoelastica y lubricante del producto se combina con un efecto bioestimulante y tréfico sobre el
cartilago articular.

Se concluye a partir de esto que la formulacién segln la invenciéon es de uso general para el tratamiento de
enfermedades articulares dolorosas que pueden atribuirse a estados degenerativos o postraumaticos o cambios en
las articulaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion a base de polidesoxirribonucleétidos, extraidos de fuentes naturales, para su uso mediante
administracion intraarticular en el tratamiento terapéutico y/o como coadyuvante terapéutico en el tratamiento de un
estado degenerativo o postraumatico de las articulaciones, en la que dichos polidesoxirribonucleétidos tienen pesos
moleculares de entre 70 kDalton y 240 kDalton.

2. Composicién segun la reivindicacion 1, en forma de una disolucién acuosa inyectable que contiene desde 1 hasta
100 mg/ml, preferiblemente desde 5 hasta 30 mg/ml de polidesoxirribonucleétidos en un disolvente acuoso salino.

3. Composicion segun las reivindicaciones 1 6 2, para el tratamiento de la osteoartritis.

4. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende una fraccion de
polidesoxirribonucleétidos extraida de esperma de peces, teniendo dichos polidesoxirribonucleétidos cadenas de
polimero con diferentes pesos moleculares de entre 70 kDalton y 240 kDalton.

5. Composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que tiene un pH de desde 6,5 hasta 7,5.

6. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que contiene sales de cloruro de sodio y fosfato de
sodio.

7. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso en el tratamiento del dolor en un paciente
que padece un estado degenerativo o postraumatico doloroso de las articulaciones.

8. Uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para preparar un producto farmacéutico o
un dispositivo médico Util como coadyuvante terapéutico en el tratamiento de patologias osteoarticulares,
particularmente osteoartritis mediante inyeccién intraarticular de dicha composicion.

9. Uso de una composicidén segun la reivindicacién 8, en el que dicho producto farmacéutico o dispositivo médico
para administracién mediante inyeccion esta en forma de un vial, un frasco para medicamentos o una ampolla o en
forma de una jeringa precargada.
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