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DESCRIPCION

Composiciones inyectables de uso intraarticular que asocian un agente de viscosuplementacion y un medio de
crecimiento de fibroblastos

La presente invencion se registra en el desarrollo de soluciones inyectables a nivel intraarticular para el tratamiento
de las degeneraciones de las articulaciones, en particular artrosis.

Propone asociar un agente de viscosuplementacion, tal como acido hialurénico o una de sus sales, con un medio de
crecimiento de fibroblastos de composicion bien determinada, y opcionalmente otro polisacarido, de forma ventajosa
de origen natural.

Estado de la técnica anterior

Al nivel de ciertas articulaciones de los miembros, al lado de las extremidades 6seas, protegidos por los cartilagos
de la articulacion, se insertan en una capsula tapizada con un tejido conjuntivo, denominado membrana sinovial.

El liquido sinovial es el fluido viscoso que rellena la calidad de la articulacion, y que esta formado por acido
hialurénico (AH), secretado por las células de tipo fibroblasto de la membrana sinovial (sinoviocitos), y de liquido
intersticial filtrado del plasma sanguineo. El liquido sinovial tiene como funcion reducir la friccion mediante la
lubricacién de la articulacion, absorber los impactos, proporcionar oxigeno y nutrientes a los condrocitos del cartilago
articular y eliminar, de estos ultimos, el didxido de carbono y los residuos metabdlicos, en la medida en la que el
cartilago no esta vascularizado.

La artrosis es una afeccion degenerativa de las articulaciones frecuente, de etiologia multifactorial, asociada a una
pérdida de material al nivel de los cartilagos las articulaciones. En el transcurso del desarrollo de la afliccion, se
observa una reduccién de la concentracion y del peso molecular del AH presente en el liquido sinovial. Este
fendmeno se explica, por una parte, por una disminucién de la sintesis endégena de acido hialurénico y, por otra
parte, por la inflamacién que genera radicales libres, responsables de una degradacion radicalaria.

Estas alteraciones conducen a una reduccién de las propiedades viscoelasticas del AH y conducen de forma
progresiva a la pérdida de su papel esencial de proteccién de la articulacion. La erosion del cartilago, presencia de
fragmentos de cartilago o de hueso en la calidad de la articulacion, dolor, rigidez pueden ser el resultado de estas
alteraciones.

La viscosuplementacion es una opcioén terapéutica bien establecida que consiste en inyectar AH en la articulacion
interesada para ayudar a lubricar mejor la articulacién, aumentar la movilidad y reducir el dolor. De acuerdo con el
grado de gravedad de la artrosis, series de 3 a 5 inyecciones a la semana, por ejemplo al nivel de la rodilla,
proporcionan una eficacia de 6 meses a 1 afio en una mayoria de los pacientes. Esta opcion terapéutica es
extremadamente util, en particular para los pacientes que no toleran, o que no responden a los tratamientos
convencionales tales como antiinflamatorios y analgésicos orales, pero que aun no justifican un tratamiento
protésico.

La mejora de las soluciones de viscosuplementacion ha hecho referencia, hasta el momento actual, al aumento del
tiempo de permanencia del AH en la articulacion, con el objeto de aumentar su eficacia.

Por lo tanto, se han descrito métodos de modificacién quimica del AH, de reticulacion del AH (documento WO
2007/070547), o la combinacion del AH con un poliol (documento WO 2009/024670), para ralentizar la degradacion
radicalaria, térmica o mecanica del gel de AH in vivo.

Sin embargo, la duracién intraarticular de los productos de viscosuplementacién a base de AH, modificado o no, en
los que la semivida es de varios dias, permanece muy inferior al periodo de duracion de su eficacia terapéutica. En
efecto, ésta se basa en varias funciones acumuladas:

- funcion de amortiguador directo de los impactos sobre el cartilago;

- propiedades de captacion de los residuos intraarticulares disminuyendo de ese modo su efecto abrasivo;
- proteccion contra las células de la inflamacion y las enzimas que secretan; y

- posible accién directa sobre los receptores del dolor.

Por lo tanto existe una necesidad evidente de desarrollar las soluciones terapéuticas para el tratamiento de las
degeneraciones de las articulaciones, en particular de la artrosis.
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Descripcion de la invencion

En este contexto, el Solicitante ha adoptado una iniciativa totalmente nueva. En efecto, la presente invencion
propone actuar en dos niveles distintos para restablecer un buen funcionamiento de las articulaciones, en particular
para el tratamiento de las degeneraciones de las articulaciones, en particular de la artrosis.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a una composicién inyectable, que asocia a la vez un agente de
viscosuplementacion y por otra parte, un medio de crecimiento de fibroblastos tal como se define en las
reivindicaciones, destinado a revitalizar los componentes celulares de los tejidos conjuntivos de la articulacion, en
particular sinoviocitos y condrocitos, y en consecuencia para asegurar su regeneracion celular asi como que la
estimulacion de sus sintesis enddgenas (en acido hialurénico y los GAG, elementos constitutivos y funcionales
fundamentales de las articulaciones).

De forma mas precisa, los componentes susceptibles de desempefiar el papel de agente de viscosuplementacion en
una composicion de inyeccion intraarticular de acuerdo con la invencion se eligen entre el listado que sigue a
continuacién: acido hialurénico, sulfato de condroitina, queratano, sulfato de queratano, heparina, celulosa y sus
derivados, quitosano, xantanos, galactomanano, les alginatos y sus respectivas sales.

En la practica, el agente de viscosuplementacion que se aplica en particular en la presente aplicacion intraarticular
es el acido hialurénico o una de sus sales. Es por esto por lo que en un modo de realizacién en particular, la
composiciéon prevista no contiene mas que 4&cido hialurénico o una de sus sales como agente de
viscosuplementacion en asociacion con el medio de crecimiento de fibroblastos.

En un modo de realizaciéon alternativa, el acido hialurénico o una de sus sales se prevé como agente de
viscosuplementacion principal y se combina, en la combinacion prevista, con al menos otro polisacarido, de forma
ventajosa de origen natural para asegurar su caracter biocompatible y no inmunégeno. De forma ventajosa este otro
polisacarido es un glicosaminoglicano polisulfurado — en particular sulfato de condroitina, queratano, sulfato de
queratano -, o incluso heparina, celulosa y sus derivados, quitosano, xantanos, galactomanano, alginatos y sus
respectivas sales. La composicién contiene ademas el medio de crecimiento de fibroblastos, y opcionalmente otros
componentes.

En la practica, por lo tanto se trata de combinar una accion mecanica de lubricacion y de proteccion de la articulacion
con una accion trofica de reactivacion fibroblastica que sostiene las sintesis celulares a nivel de la membrana
sinovial y del cartilago articular. La primera accién se asegura con el agente de viscosuplementacion, de forma
ventajosa el acido hialurénico - reticulado o no, o una de sus sales -, opcionalmente en combinacién con uno u otros
varios polisacaridos de origen natural. La segunda accién se asegura con el medio de crecimiento de fibroblastos tal
como se define a continuacion.

De manera conocida, el &cido hialurénico que se usa en el contexto de la presente invencién se puede presentar en
diferentes formas: sales, derivados tales como ésteres o amidas, en forma lineal o bien quimicamente reticulados
(“cross-linked”). Todas estas formas son posibles en el contexto de la presente invencion. Si la reticulacion permite
aumentar el periodo de duraciéon de las moléculas de acido hialurénico en el organismo, estas modificaciones
afectan sin embargo sus caracteristicas fisicoquimicas, sus propiedades biolégicas y su inmunogenicidad potencial.

Como se ha mencionado para el acido hialurénico, el o los polisacaridos de forma ventajosa de origen natural,
pueden estar reticulados o no reticulados, injertados o no injertados, de acuerdo con las técnicas de reticulacién e
injerto que se han descrito en la técnica anterior.

En la busqueda de una solucion técnica tan neutra como sea posible para las estructuras de las articulaciones,
denominada “biomimética”, el acido hialurénico no reticulado, asi como sales fisioldgicamente aceptables, tiene
preferencia como el primer componente en la medida en la que esta molécula es un componente natural del liquido
sinovial. Por sales de acido hialurdnico fisiolégicamente aceptables se hace referencia en particular a las sales de
sodio y de potasio, asi como sus mezclas.

De manera ventajosa, el agente de viscosuplementacion, de forma ventajosa del acido hialurénico, esta presente en
la composicion a una concentracion comprendida entre 1 y 100 mg/ml, de forma ventajosa comprendida entre 10 y
25 mg/ml.

Por lo tanto el segundo componente esencial de la composicién de acuerdo con la invencion es un medio de
crecimiento de fibroblastos tal como se define en las reivindicaciones.

En el contexto de la presente invenciéon, un medio de crecimiento de fibroblastos se define como un medio completo
que permite no solamente el mantenimiento de los fibroblastos in vivo, pero también estimulando su multiplicacién Y
sus sintesis celulares (componentes de la matriz extracelular y del liquido sinovial).
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La realizacién de un ensayo funcional de crecimiento permite determinar si un medio dado corresponde a un medio
de crecimiento de fibroblastos de acuerdo con la invencién. En particular, un ensayo funcional adaptado bien
conocido por el experto en la materia es el ensayo de observacion de la densidad de las células vivas con método
colorimétrico, usando el reactivo WST-1 y una lectura a 450 nm (Berridge, M. V. y al. (1996): The Biochemical and
Cellular Basis of Cell Proliferation Assays That Use Tetrazolium Salts. Biochemica 4, 15-19.)

Por ejemplo un medio de crecimiento de fibroblastos esta disponible en el mercado: se trata del medio de cultivo
convencional DMEM (Sigma) suplementado con factor de crecimiento celular SVF (suero bovino fetal), hasta un
maximo de un 10 % en masa.

De manera general, los medios de este tipo contienen extractos de origen animal o celular que efectivamente tienen
un efecto estimulador en el crecimiento de los fibroblastos, pero que presentan el inconveniente de no tener una
composicion determinada o de contener elementos exdgenos no trazables tales como el SVF, extractos de glandula
pituitaria de buey, factores de crecimiento celulares EGF (“epidermal growth factor”), FGF (“fibroblast growth
factors”), insulina o toxina de célera, hidrocortisona, piperazina, ...

El medio de crecimiento de fibroblastos que se utiliza en el contexto de la presente invenciéon no contiene factor de
crecimiento celular o extracto biolégico de origen animal o celular, en particular si éstos no se trazan o no se pueden
trazar Ibarra o no tienen una composicion determinada.

La expresién “no trazado” o “que no se puede trazar” se refiere a que la fuente de material bioldgico en cuestion y/o
el tratamiento experimentado por el mismo no se pueden establecer o controlar.

En la practica, de forma ventajosa dicho medio esta desprovisto (exento) de extracto biolégico de origen animal o
celular, de compuesto o factor de crecimiento celular, o de una hormona.

En un modo de realizacién preferente, por lo tanto se trata de introducir mediante inyeccion intraarticular un medio
de crecimiento de fibroblastos tan compatible como sea posible con el entorno natural de las articulaciones, a saber
un medio que comprende componentes biomiméticos y/o biocompatibles (elementos bioldgicos presentes de forma
natural en el organismo o neutros con respecto al mismo, que no induzcan reacciones alérgicas o inflamatorias). De
hecho, este medio comprende de forma ventajosa componentes de la sustancia fundamental de los tejidos como
conjuntivos.

Un medio de este tipo permite proporcionar de forma especifica a los fibroblastos un aporte nutricional optimizado en
forma de vitaminas, oligoelementos, aminoacidos, sales minerales, azucares sencillos (tales como glucosa, ribosa,
desoxirribosa) y/o complejos (tales como HA), y factores de crecimiento naturales en forma de componentes de
acidos nucleicos (bases nitrogenadas y pentosas necesarias para la formacién de los nucleétidos, asi como
nucléosidos). Ademas presenta de forma ventajosa caracteristicas de pH (entre 6,5 y 7,9, de forma ventajosa entre
7,4y 7,6 yde osmolaridad (entre 280 y 450 mOsm, de forma ventajosa entre 300 y 350 mOsm) fisioldgicas.

Se debe indicar que el acido hialurénico puede ser a la vez un ingrediente del medio de crecimiento y el agente de
viscosuplementacion. La diferencia reside a la vez en la forma del AH (necesariamente una sal fisiolégica de
hialuronato en el medio) y por su cantidad (cantidades mas bajas en el medio).

Para estimular el crecimiento de los fibroblastos, un medio de este tipo se puede enriquecer con la ayuda de una
sustancia exégena para el organismo, pero de origen natural, que se puede trazar y de composicién determinada.
Una sustancia que responde a esta definicion es por ejemplo una mezcla de péptidos extraidos de la leche, o
complejo MPC (“Milk Peptide Complex”), obtenido por precipitaciones sucesivas de la leche y a continuacién
separacion de ciertas proteinas sometidas a hidrdlisis enzimatica.

Esta sustancia que se presenta en forma de un polvo deshidratado se afiade de forma ventajosa al medio a un
maximo de 0,5 a 5 mg/ml, incluso de forma mas ventajosa de 4 a 5 mg/ml.

El medio complejo que responde a una definicion de este tipo fue desarrollado por el Solicitante y corresponde a la
asociacion de una sesentena de compuestos en cantidades definidas de forma precisa como sigue a continuacion:

DENOMINACION INTERNACIONAL CONCENTRACION FINAL
NOMENCLATURA DEL INGREDIENTE Solucién 1 X
COSMETICO (en mgl/l)
(INCI)

AGUA c.s.p. 1 litro
CLORURO SODICO 5000 a 8000
L-GLUTAMINA o 100 a 3000
L-ALANIL-GLUTAMINA
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DENOMINACION INTERNACIONAL

CONCENTRACION FINAL

NOMENCLATURA DEL INGREDIENTE Solucion 1 X
COSMETICO (en mg/l)
(INCI)
BICARBONATO SODICO 0 a 2000
D-GLUCOSA 2000 a 5000
HCI de L-ARGININA 300 a 500
ACETATO SODICO 200 a 450
FOSFATO DISODICO NazHPO, 100 a 1500
L-LEUCINA 50 a 200
L-SERINA 50 a 200
CLORURO DE MAGNESIO MgCly, 6H,0 50 a 200
CLORURO POTASICO 50 a 200
L-VALINA 20 a 150
PIRUVATO SODICO 10a75
HCI de L-LISINA 10a75
HCI de L-HISTIDINA, H,0O 10a75
HCI de L-CISTEINA H,0 10a75
ADENINA (HCI) 5a50
L-TREONINA 5a50
CLORURO CALCICO CaCl,, 2H,0 0a225
MIO- INOSITOL 5a50
ACIDO L-GLUTAMICO 15a75
L-ASPARAGINA H,0 15a75
L-METIONINA 10 a 50
L-TIROSINA 2Na, 2H,0 10 a 50
L-FENILALANINA 2a20
L-TRIPTOFANO 2a20
L-ALANINA 5a30
GLICINA 5a30
L-ISOLEUCINA 5a30
ACIDO L-ASPARTICO 10 a 50
SULFATO SODICO 1a10
SULFATO FERROSO FeSOQy4, 7H.0 1a10
ACIDO FOLICO 1a5
TIMIDINA 0,1a3
CIANOCOBALAMINA 0,1a3
PANTOTENATO D-CALCICO 1a5
HCI de TIAMINA 1a5
AcIDO TIOCTICO 0,1a1
SULFATO DE CINC ZnS0.,7H,0 0,05a0,5
SILICATO SODICO Na,SiO3,4H,0 0,05a0,5
HCI DE PIRIDOXINA 0,5a3
NIACINAMIDA (NICOTINAMIDA) 05a3
RIBOFLAVINA 0,05a0,5
d-BIOTINA 0,01 a 0,05
SULFATO DE COBRE CuSO04, 5H,0 0a 0,005
MOLIBDATO AMONICO 0a 0,005
(NH4)5MO7024, 4H,0
VANADATO AMONICO NH,VO3; 0a 0,001
CLORURO DE MANGANESO MnCly, 4H,0 0 a 0,0001
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DENOMINACION INTERNACIONAL CONCENTRACION FINAL
NOMENCLATURA DEL INGREDIENTE Solucién 1 X
COSMETICO (en mg/l)
(INCI)
HIALURONATO SODICO 100 a 1000
L-PROLINA 10 a 100
HIDROXIPROLINA 10 a 100
ACIDO ASCORBICO 0,1a10
ADENOSINA 0,01a1
GUANINA 0,01a1
DESOXIRRIBOSA 0,01a1
RIBOSA 0,01a1
CLORURO DE COLINA 0a3
MPC 0 a 5000

Como se demuestra a continuacion, un medio de este tipo enriquecido posee una capacidad in vitro para estimular el
crecimiento de los fibroblastos en varios dias. Ademas, permite un crecimiento de los fibroblastos estimulados en
presencia de suero. Por lo tanto constituye un candidato particularmente adecuado en el contexto de una inyeccion
intraarticular, en la medida en la que una parte del liquido sinovial se exfiltra del plasma sanguineo.

Ademas y como se demuestra en la presente solicitud, la incubacion de fibroblastos en este medio aumenta la
capacidad de estas células para hacer frente al estrés oxidativo, teniendo por lo tanto propiedades antirradicalarias.

Por lo tanto, in vitro, el medio enriquecido ejerce un efecto inhibidor sobre el exceso de producciéon mitocondrial de
las especies reactivas de oxigeno (ion superoxido) por fibroblastos expuestos a un inhibidor de la cadena respiratoria
(antimicina A). La cinética de expresion de un control fluorescente de oxidacion (DCFDA) también se reduce de
forma significativa para fibroblastos humanos incubados previamente en el medio de crecimiento y sometidos a un
shock oxidativo quimico (AAPH), con respecto a los fibroblastos de control incubados previamente en medio DMEM
convencional. Por lo tanto las propiedades antirradicalarias del medio de crecimiento de fibroblastos le proporcionan
también un papel de proteccion del acido hialurénico con respecto a la degradacion radicalaria en la articulacion,
susceptible de aumentar la duraciéon de este compuesto in situ y para poder prolongar la eficacia terapéutica de la
viscosuplementacion.

Por lo tanto, el “medio de crecimiento de fibroblastos” de acuerdo con la invencién que se puede denominar “medio
natural completo de supervivencia y de crecimiento de los fibroblastos”, debe presentar las siguientes
caracteristicas:

al/ composicion determinada, trazable, que no comprenda factores de crecimiento celular presentes de forma natural
en el organismo o neutros con respecto al mismo (aminoacidos, péptidos, vitaminas, oligoelementos, sales
minerales, azucares sencillos y complejos, acidos nucleicos), con la exclusion de cualquier sustancia de origen no
natural, de composicion no definida o incluso medicamentosa;

b/ que permita por una parte, por si solo, la supervivencia de los fibroblastos en cultivo;
¢/ y por otra parte que estimule su crecimiento y su metabolismo (y por lo tanto sus producciones celulares).

Una composicién de acuerdo con la invencion puede contener ademas otros ingredientes o excipientes, usados en
particular en la presente aplicacion, en particular derivados o fracciones purificadas del AH. Sin embargo, de acuerdo
con un modo de realizacion en particular, la composicién inyectable no comprende mas de los dos componentes que
se han descrito anteriormente: agente de viscosuplementacion, de forma ventajosa acido hialurénico combinado
opcionalmente con uno o varios otros polisacaridos de origen natural por una parte, y medio de cultivo de
fibroblastos por otra parte.

Como ya se ha mencionado, la presente composicion tiene como objeto su inyeccion a nivel intraarticular, en la
cavidad de la articulacion de un sujeto.

En el sentido de la presente invencion, el término “sujeto” se refiere a un mamifero, preferentemente un ser humano,
pero también se puede referir a un animal sometido a un tratamiento veterinario, en particular los animales de
compaiiia o de ocio (por ejemplo perros, gatos o caballos).

A priori, todas las articulaciones se pueden tratar con la ayuda de una composicién de acuerdo con la invencion. La
rodilla es una articulaciéon a la que se dirige preferentemente en el sujeto humano. En el perro, una articulacion
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tratada en particular es la cadera, mientras que en el caballo, de forma ventajosa se trata del carpo, el menudillo o el
corvejon.

De acuerdo con un modo de realizacién ventajosa, la composicion, de forma ventajosa acuosa, se presenta en forma
de un gel, debido a la aplicacion inyectable que forma el objeto de la invencion. De manera notable, esta limitacion
es exactamente compatible con los medios de crecimiento de los fibroblastos que se han descrito anteriormente, que
se pueden formular en forma de gel, gracias a la incorporacidon de acido hialurénico, sin adicion de excipientes
exogenos.

Incluso de forma mas ventajosa, la composicidon se presenta en forma de un hidrogel monofasico, a saber un
hidrogel en forma de una sola fase homogénea. La viscosidad de la composicion obtenida se puede ajustar
facilmente, en particular adaptando la composiciéon y la cantidad del acido hialurénico para obtener propiedades
reolégicas similares a las del liquido sinovial.

Por lo tanto y a modo de ejemplo, se ha mostrado que una composicién de acuerdo con la invencion que presenta
una osmolaridad comprendida entre 300 y 350 mOsm, un pH comprendido entre 7,4 y 7,6 y una concentracion de
acido hialurénico de peso molecular de 1,3 a 1,8 MDa comprende entre 10 y 25 mg/ml siendo totalmente compatible
con la aplicacién que se tiene como objeto.

La composicion inyectable de acuerdo con la invencion también puede ser el objeto de un kit que comprende
ademas jeringas para contener dicha composicion. Por ejemplo se trata de jeringas de una sola dosis de 2 a 20 ml.
En un kit de este tipo, los 2 componentes esenciales de la composicidon se pueden presentar como mezcla en una
misma jeringa, o en 2 jeringas distintas para una mezcla extemporanea.

Teniendo en cuenta el caracter inyectable y el objeto terapéutico de una composicion de este tipo, ésta se somete de
forma ventajosa a esterilizacion, esterilizacion que tiene lugar de forma ventajosa en frio con el fin de no
desnaturalizar los componentes presentes. Esta etapa se puede realizar por ejemplo mediante filtracion sobre una
membrana de 0,22 ym para el medio de crecimiento de los fibroblastos, y mediante esterilizacion separada de
acuerdo con un proceso conocido por el experto en la materia para el acido hialurénico.

Otra alternativa consiste en proponer la composicién inyectable en forma de un polvo (AH y medio de crecimiento de
fibroblastos), en frascos de vidrio, de polipropileno, de polietileno o cualquier otro material que pueda resistir una
esterilizacion por radiacion ionizante o por punto de inflamacion térmico. En este modo de realizacion, el hidrogeno
monofasico se reconstituye por adicion de agua estéril en el frasco, con la ayuda de una jeringa (estéril), antes de la
inyeccion del producto en la articulacion. En este caso, el producto se debe reconstituir en las 2 a 72 horas antes de
la inyeccion.

Teniendo en cuenta su modo de accidén complementaria, los componentes de la composicion de acuerdo con la
invencion se pueden mezclar y/o administrar de manera simulténea, separada o extendida en el tiempo.

Una aplicacion directa de la composicion de acuerdo con la invencion es el tratamiento de las degeneraciones de las
articulaciones, en particular de la artrosis.

Una composicién de acuerdo con la invencién esta destinada por lo tanto a su utilizacién como dispositivo médico
y/o medicamento.

A continuacion la invencion se ilustrard de manera no limitante con los ejemplos que siguen a continuacién, con el
apoyo de las figuras adjuntas.

Leyendas de las figuras

La figura 1 ilustra el crecimiento comparado de fibroblastos humanos en cultivo en un medio de crecimiento de
fibroblastos de acuerdo con la invencién y el medio DMEM convencional (sigma), sin factor de crecimiento.

La figura 2 representa los fendomenos de oxidacion medidos en un cultivo de fibroblastos humanos expuestos a un
estrés oxidativo después de incubacion en diferentes medios.

Ejemplos de realizacién

1/ Utilizacién de un medio de crecimiento de fibroblastos en una composicién inyectable:

a) Composicion del medio:
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DENOMINACION INTERNACIONAL

CONCENTRACION FINAL

NOMENCLATURA DEL INGREDIENTE Solucion 1 X
COSMETICO (en mg/l)
(INCI)

AGUA c.s.p. 1 litro
CLORURO SODICO 5000 a 8000
L-GLUTAMINA 100 a 3000
o L-ALANIL-GLUTAMINA
BICARBONATO SODICO 0 a 2000
D-GLUCOSA 2000 a 5000
HCI de L-ARGININA 300 a 500
ACETATO SODICO 200 a 450
FOSFATO DISODICO NazHPO,4 100 a 1500
L-LEUCINA 50 a 200
L-SERINA 50 a 200
CLORURO DE MAGNESIO MgCly, 6H,0 50 a 200
CLORURO POTASICO 50 a 200
L-VALINA 20 a 150
PIRUVATO SODICO 10a75
HCI de L-LISINA 10a75
HCI de L-HISTIDINA, H.0 10a75
HCI de L-CISTEINA H,0 10a75
ADENINA (HCI) 5a 50
L-TREONINA 5a 50
CLORURO CALCICO CaCly, 2H,0 0a225
MIO- INOSITOL 5a 50
ACIDO L-GLUTAMICO 15a75
L-ASPARAGINA H,0 15a75
L-METIONINA 10 a 50
L-TIROSINA 2Na; 2H,0 10 a 50
L-FENILALANINA 2a20
L-TRIPTOFANO 2a20
L-ALANINA 5a 30
GLICINA 5a 30
L-ISOLEUCINA 5a30
ACIDO L-ASPARTICO 10 a 50
SULFATO SODICO 1a10
SULFATO FERROSO FeSO0y4, 7H20 1a10
ACIDO FOLICO 1a5
TIMIDINA 0,1a3
CIANOCOBALAMINA 0,1a3
PANTOTENATO D-CALCICO 1a5
HCI de TIAMINA 1a5
ACIDO TIOCTICO 0,1a1
SULFATO DE CINC ZnS04,7H,0 0,05a0,5
SILICATO SODICO Na,SiO3,4H,0 0,05a0,5
HCI DE PIRIDOXINA 0,5a3
NIACINAMIDA (NICOTINAMIDA) 0,5a3
RIBOFLAVINA 0,05a0,5
d-BIOTINA 0,01 a 0,05
SULFATO DE COBRE CuSO,, 5H,0 0a 0,005
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DENOMINACION INTERNACIONAL CONCENTRACION FINAL
NOMENCLATURA DEL INGREDIENTE Solucion 1 X
COSMETICO (en mg/l)
(INCI)

MOLIBDATO AMONICO 0a 0,005
(NH4)6M07024, 4H20
VANADATO AMONICO NH,VO3; 0a 0,001
CLORURO DE MANGANESO MnCly, 4H,0 0 a 0,0001
HIALURONATO SODICO 100 a 1000
L-PROLINA 10 a 100
HIDROXIPROLINA 10 a 100
ACIDO ASCORBICO 0,1a10
ADENOSINA 0,01a1
GUANINA 0,01a1
DESOXIRRIBOSA 0,01a1
RIBOSA 0,01a1
CLORURO DE COLINA 0a3
MPC 0 a 5000

b) Cultivo de fibroblastos humanos

Protocolo

Fibroblastos humanos sembrados a baja densidad en placas de 96 pocillos en medio de cultivo
convencional DMEM, suplementado con factor de crecimiento celular SVF (Suero Bovino Fetal);

Después de 24 h, cultivo en el medio de acuerdo con la invencion puro o en el medio DMEM convencional
sin factor de crecimiento;

Ausencia de renovacion de los medios en el transcurso del experimento;

Densidad de las células vivas evaluada a TO y a continuacidon después de 2, 4, 7 y 9 dias, con método
colorimétrico (reactivo WST-1).

Resultados

El medio de cultivo de acuerdo con la invencion permite mantener, solo, el crecimiento de los fibroblastos
durante un periodo de duracién de 9 dias. A partir del 7° dias se observa una ralentizacion del crecimiento
celular que se explica por la no renovacion del medio (Fig. 1).

En medio DMEM sin SVF, se observa una disminucion de la viabilidad celular al cabo de 2 dias y la
ausencia de crecimiento celular a lo largo de todo el estudio (Fig. 1).

En conclusién, vuelve a surgir que el medio de crecimiento de fibroblastos usado de acuerdo con la invencion
permite la supervivencia y estimular el crecimiento de fibroblastos humanos normales en ausencia de factores de
crecimiento exdgenos.

c) Aumento de la resistencia de los fibroblastos al estrés oxidativo

£

Protocolo

Fibroblastos humanos normales en fase de crecimiento sembrados en placas de 96 pocillos, en medio
DMEM complementado (10 % de suero de bovino fetal).

48 h después, colocacién en el medio DMEM (control negativo), en el medio de acuerdo con la invencion, o
a-tocoferol (control antioxidante positivo) durante 2 h.

Aclarado e incubacion 25 min con un donante masivo de ROS (shock oxidativo con AAPH) y un revelador
(DCFDA) que se hace fluorescente cuando se oxida.

Velocidad de aparicion de la fluorescencia (proporcionara la produccién de ROS celular) medida cada
3 minutos.

Resultados

%

Inhibicién significativa de la fluorescencia (oxidacién) para las células incubadas previamente en el medio
de acuerdo con la invencién (Matricium) con respecto al control negativo DMEM (Fig. 2). El medio de
acuerdo con la invencidon aumenta la capacidad de las cédulas para hacer frente al shock oxidativo.
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5 Efecto inhibidor indirecto del estrés oxidativo (mejora de la homeostasis redox de las células) con una
intensidad comparable a la de un antioxidante con un efecto clasico directo (a-tocoferol captador de
radicales libres).

En conclusién, vuelve a surgir que este medio ejerce un efecto inhibidor sobre el exceso de produccién mitocondrial
de especies reactivas del oxigeno (ion superdxido) por fibroblastos expuestos a un inhibidor de la cadena
respiratoria (antimicina A). La cinética de expresién de un control fluorescente de oxidacion (DCFDA) también se
reduce de forma significativa para fibroblastos humanos incubados previamente en el medio de crecimiento y
sometidos a un shock oxidativo quimico (AAPH), con respecto a los fibroblastos de control incubados previamente
en medio DMEM convencional.

2/ Preparacion de un gel inyectable a la inyeccidn intraarticular:

- Medio de crecimiento de fibroblastos.

- HA afadido a una concentraciéon comprendida entre 1 y 100 mg/ml y preferentemente a una concentracion
comprendida entre 10 y 25 mg/ml.

- Formulacion de un gel: el acido hialurénico (AH) se pone en solucién en el medio de cultivo de fibroblastos.
La concentracion de AH determina la viscosidad de la preparacion final. A modo de ejemplo, el AH utilizado
es hialuronato sédico cuyo peso molecular esta comprendido entre 1,3 y 1,8 MDa. El gel inyectable de
acuerdo con la invencién no comprende ningun aditivo, con el conjunto de los componentes de la formula
desempefiando a la vez el papel de excipientes y de principios activos.

- Esterilizacion: por filtracién sobre membrana de 0,22 uym para el medio de crecimiento de fibroblastos, y por
esterilizacion separada de acuerdo con un proceso conocido por el experto en la materia para el HA. Otra
alternativa consiste en proponer la composicion inyectable en forma de un polvo (AH y medio de
crecimiento de fibroblastos), en frascos resistentes a una esterilizacion por radiaciéon ionizante o por.
Inflamacién térmico. El hidrégeno monofasico se reconstituye por adicion de agua estéril en el frasco, antes
de inyeccion del producto en la articulacion.

- Protocolo de inyeccion: de acuerdo con la articulacién a tratar y la gravedad de la artrosis, se recomienda
realizar una inyeccion a la semana durante 3 a 5 semanas. La duracién de la accién es funcién de la
gravedad de las lesiones de la articulacion y de la edad del sujeto.

10
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REIVINDICACIONES
1. Composicion inyectable por via intraarticular que comprende:

- al menos un agente de viscosuplementacion elegido entre el grupo: acido hialurénico, sulfato de
condroitina, queratano, sulfato de queratano, heparina, celulosa y sus derivados, quitosano, xantanos,
galactomanano, alginatos y sus respectivas sales; y

- un medio de crecimiento de fibroblastos exento de cualquier factor de crecimiento celular y exento de
cualquier extracto biolégico de origen animal o celular, no trazado y/o de composicion indeterminada,
constituido por:

Cloruro sédico a una concentracion final comprendida entre 5000 y 8000 mg/;

L-glutamina o L-alanil-glutamina a una concentracion final comprendida entre 100 y 3000 mg/l;
Bicarbonato sédico a una concentracion final comprendida entre 0 y 2000 mg/l;

D-glucosa a una concentracion final comprendida entre 2000 y 5000 mg/l;

HCI de L-arginina a una concentracion final comprendida entre 300 y 500 mg/I;

Acetato sddico a una concentracion final comprendida entre 200 y 450 mg/I;

Fosfato disddico (Na;HPO4) a una concentracion final comprendida entre 100 y 1500 mg/l;
L-leucina a una concentracion final comprendida entre 50 y 200 mg/l;

L-serina a una concentracion final comprendida entre 50 y 200 mg/l;

Cloruro de magnesio (MgCl,, 6H20) a una concentracion final comprendida entre 50 y 200 mg/l;
Cloruro potasico a una concentracion final comprendida entre 50 y 200 mg/l;

L-valina a una concentracion final comprendida entre 20 y 150 mg/l;

Piruvato sddico a una concentracion final comprendida entre 10 y 75 mgl/l;

HCI de L-lisina a una concentracion final comprendida entre 10 y 75 mg/l;

HCI de L-histidina, H>.O a una concentracion final comprendida entre 10 y 75 mg/l;

HCI de L-cisteina H>O a una concentracion final comprendida entre 10 y 75 mg/l;

Adenina (HCI) a una concentracion final comprendida entre 5 y 50 mg/l;

L-treonina a una concentracion final comprendida entre 5 y 50 mg/I;

Cloruro calcico (CaCl,, 2H,0) a una concentracién final comprendida entre 0 y 22,5 mg/l;
Mio- inositol a una concentracion final comprendida entre 5 y 50 mgl/l;

Acido L-glutamico a una concentracion final comprendida entre 15 y 75 mg/l;

L-asparagina H-O a una concentracion final comprendida entre 15y 75 mg/l;

L-metionina a una concentracion final comprendida entre 10 y 50 mg/l;

L-tirosina Naz 2H,0 a una concentracion final comprendida entre 10 y 50 mg/l;

L-fenilalanina a una concentracion final comprendida entre 2 y 20 mg/l;

L-triptéfano a una concentracion final comprendida entre 2 y 20 mgl/;

L-alanina a una concentracion final comprendida entre 5 y 30 mg/l;

Glicina a una concentracion final comprendida entre 5 y 30 mgl/l;

L-isoleucina a una concentracion final comprendida entre 5y 30 mgl/l;

Acido L-aspartico a una concentracion final comprendida entre 10 y 50 mg/l;

Sulfato sodico a una concentracion final comprendida entre 1y 10 mgl/l;

Sulfato ferroso (FeSO4, 7H20) a una concentracion final comprendida entre 1y 10 mgl/l;
Acido félico a una concentracion final comprendida entre 1y 5 mgl/l;

Timidina a una concentracion final comprendida entre 0,1 y 3 mg/l;

Cianocobalamina a una concentracion final comprendida entre 0,1 y 3 mg/l;

Pantotenato D-calcico a una concentracion final comprendida entre 1 y 5 mgl/l;

HCI de tiamina a una concentracion final comprendida entre 1y 5 mg/l;

Acido tiéctico a una concentracion final comprendida entre 0,1y 1 mg/l;

Sulfato de cinc (ZnSO4, 7H20) a una concentracion final comprendida entre 0,05 y 0,5 mg/l;
Silicato sddico (Na2SiO3, 4H,0) a una concentracion final comprendida entre 0,05 y 0,5 mgl/l;
HCI de piridoxina a una concentracion final comprendida entre 0,5 y 3 mg/l;

Niacinamida (nicotinamida) a una concentracion final comprendida entre 0,5 y 3 mg/l;
Riboflavina a una concentracion final comprendida entre 0,05 y 0,5 mg/l;

D-biotina a una concentracion final comprendida entre 0,01 y 0,05 mg/I;

Sulfato de cobre (CuSOs, 5H20) a una concentracion final comprendida entre 0 y 0,005 mg/I;
Molibdato aménico ((NH4)sMo7024, 4H>QO) a una concentracion final comprendida entre 0 y 0,005 mg/l;
Vanadato amdnico (NH4VO3) a una concentracion final comprendida entre 0 y 0,001 mg/l;
Cloruro de manganeso (MnCl,, 4H-O) a una concentracion final comprendida entre 0 y 0,0001 mg/I;
Hialuronato sédico a una concentracion final comprendida entre 100 y 1000 mg/I;

L-prolina a una concentracion final comprendida entre 10 y 100 mg/l;

Hidroxiprolina a una concentracion final comprendida entre 10 y 100 mg/I;

Acido ascoérbico a una concentracion final comprendida entre 0,1y 10 mg/l;

Adenosina a una concentracion final comprendida entre 0,01 y 1 mgl/l;
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Guanina a una concentracion final comprendida entre 0,01 y 1 mg/l;

Desoxirribosa a una concentracion final comprendida entre 0,01 y 1 mg/l;

Ribosa a una concentracion final comprendida entre 0,01 y 1 mg/l;

Cloruro de colina a una concentracion final comprendida entre 0 y 3 mg/l;

Mezcla de péptidos de leche (MPC) a una concentracion final comprendida entre 0 y 5000 mg/l;
Agua csp 1 litro.

2. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que esta constituida por:

- acido hialurénico o una de sus sales como agente de viscosuplementacion; y
- medio de crecimiento de fibroblastos.

3. Composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que comprende:

- acido hialurénico o una de sus sales como agente de viscosuplementacion;

- al menos otro polisacarido, de forma ventajosa de origen natural, e incluso de forma mas ventajosa elegido
entre el grupo de: sulfato de condroitina, queratano, sulfato de queratano, heparina, celulosa y sus
derivados, quitosano, xantanos, galactomanano, alginatos y sus respectivas sales; y

- medio de crecimiento de fibroblastos.

4. Composicion de acuerdo con la reivindicacién 3, caracterizada por que esta constituida por:

- acido hialurénico o una de sus sales como agente de viscosuplementacion;

- al menos otro polisacarido, de forma ventajosa de origen natural, e incluso de forma mas ventajosa elegido
entre el grupo: sulfato de condroitina, queratano, sulfato de queratano, heparina, celulosa y sus derivados,
quitosano, xantanos, galactomanano, alginatos y sus respectivas sales; y

- medio de crecimiento de fibroblastos.

5. Composicién de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que se presenta en
forma de un gel, de forma ventajosa un gel acuoso estéril.

6. Composicién de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes caracterizada por que el agente de
viscosuplementacion, de forma ventajosa acido hialurénico, esta presente en la composicion a una concentracion
comprendida entre 1 y 100 mg/ml, de forma ventajosa comprendida entre 10 y 25 mg/ml.

7. Kit que se presenta en forma de jeringas y que contiene una composicion de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 a 6.

8. Dispositivo médico que comprende una composicion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6.

9. Composicion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6 o kit de acuerdo con la reivindicacion 7 o
dispositivo médico de acuerdo con la reivindicacion 8 para utilizacién en el tratamiento de las degeneraciones de las
articulaciones, en particular de la artrosis.

10. Productos que contienen un agente de viscosuplementacion y un medio de crecimiento de fibroblastos tal como
se han definido en una de las reivindicaciones 1 a 6 como producto de combinacién para una utilizacién simultanea,
separada o extendida en el tiempo, para el tratamiento de las degeneraciones de las articulaciones, en particular de
la artrosis.
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