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DESCRIPCION
Tratamiento de la enfermedad de Dupuytren
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al tratamiento de trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos tales como
fioromatosis y, en particular, enfermedad de Dupuytren. En particular, se refiere a una composicién o agente
terapéutico o a una combinacion de tales composiciones o agentes terapéuticos para el tratamiento, profilaxis o
prevencion de la progresion de trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos, especialmente, la enfermedad de
Dupuytren, al uso de tal composicion/agente terapéutico o combinacién de composiciones/agentes terapéuticos para
el tratamiento, profilaxis o prevencion de la progresién de trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos,
especialmente, la enfermedad de Dupuytren y a un método de tratamiento de trastornos fibroproliferativos
musculoesqueléticos, especialmente, la enfermedad de Dupuytren.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Dupuytren, que se conoce de forma alternativa como fibromatosis palmar (0 en su estado de
enfermedad establecido contraccion de Dupuytren), es una enfermedad asociada con la formaciéon de materiales de
matriz extracelulares tales como colageno sobre el tejido conectivo de la mano (la fascia palmar) que provoca su
engrosamiento y acortamiento con el efecto fisico de provocar que los dedos se curven, mas cominmente el dedo
anular y el dedo mefique.

La enfermedad de Dupuytren afecta aproximadamente al 5 % de la poblacidén caucésica blanca. La manifestacion
mas comun es la contraccion por flexion progresiva de los dedos de la mano, dando como resultado una funcién
significativamente afectada. Afecta tanto a varones como a mujeres, pero la incidencia es superior en varones.

Las causas de la enfermedad de Dupuytren no son bien conocidas y la enfermedad subyacente no es curable en la
actualidad.

El tratamiento de la enfermedad de Dupuytren han sido tradicionalmente técnicas quirlrgicas invasivas.
Principalmente, el tratamiento ha implicado la escision quirlrgica del tejido ofensivo. En enfermedades graves o
recurrentes, la escisién quirlrgica puede combinarse con la escisién de la piel palmar subyacente y renovar el
defecto cutdneo con un injerto cutaneo de espesor completo. La cirugia se sigue tipicamente por una prolongada
rehabilitacion, que dura normalmente 3 meses y se han dado a conocer complicaciones en hasta el 20 % de los
casos. Tal correccion quirtrgica es el pilar principal de tratamiento de la enfermedad en fase tardia cuando se han
desarrollado cambios secundarios en tendones y articulaciones. Una intervencion quirdrgica menos invasiva es la
fasciotomia con aguja en la que las bandas fibrosas (contracciones) en el tejido conectivo se dividen usando el
sesgo de la aguja.

La escisién enzimatica del tejido afectado ha sido el foco de desarrollo para reducir la invasividad asociada con la
cirugia y mejorar el tiempo de recuperacién. Este enfoque ha llevado a ensayos de colagenasa. Una colagenasa
bacteriana, colagenasa clostridial, ha sido concedida aprobada por la FDA como Xiaflex™ a Pfizer y Auxilium. los
documentos USRE39941, US5589171 y US6086872 describen el uso de colagenasa bacteriana para la escision
enzimatica de tejido conectivo en el tratamiento de la enfermedad de Dupuytren. Las colagenasas bacterianas tienen
determinados inconvenientes: por ejemplo, carecen de escisién no selectiva de diversos materiales de colagenos
que incluyen colageno tipo IV asociado con vasos sanguineos; y, en el caso de Xiaflex™, posibles reacciones
alérgicas e potencial inmunogenicidad; y su administracién puede causar hemorragias mientras que una actividad
prolongada de colagenasa limita la dosis que puede administrarse localmente debido al riesgo de efectos colaterales
segun se dispersa el farmaco.

El documento WO 2010/102202 describe una colagenasa recombinante sensible a la temperatura novedosa en la
que la actividad se observa a una temperatura significativamente por debajo de la corporal, pero que resulta
comparativamente inactiva a temperatura corporal. De este modo, se puede tratar el sindrome de Dupuytren
mediante la administracién de tal colagenasa recombinante a bajas temperaturas, lo que se reivindica restringe la
duracion de la actividad, aumenta la posible dosis local y reduce los efectos colaterales relacionados con la
colagenasa.

Hasta la fecha, las terapias de colagenasa han aparecido relativamente eficaces en el tratamiento de la contraccion
de la articulacién de la metacarpofalangica, mientras que la correccién de articulaciones interfalangicas proximales
ha sido mucho menos satisfactoria. Ademas, como con las intervenciones quirdrgicas, se espera su reaparicion,
pero en el caso de ensayos de colagenasa temprana, que implican el corte enzimatico del cordén, la reaparicién es
elevada, especialmente para enfermedades que afecta la articulacién interfalangica proximal.
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Otros tratamientos no quirdrgicos que se han propuestos incluyen la aplicaciéon de crema de vitamina E aplicada
como terapia topica, terapia ultrasénica y terapia de radiacién de baja dosis (para ralentizar la progresion de la
enfermedad de fase temprana), tal como rayos X y terapia de haz de electrones.

La mayoria de investigaciones para el tratamiento de la enfermedad de Dupuytren se han centrado en la deteccion
de la predisposicion a Dupuytren (por ejemplo, el documento US-A-2004/0161761) y sobre las matrices
extracelulares producidas, lo que ha resultado en los tratamientos a base de colagenasa. Ha habido muy pocas
pruebas concluyentes sobre los potenciales tratamientos obtenidos a partir de estudios en la trayectoria bioquimica
de la enfermedad de Dupuytren.

El documento WO-A-2005/07419 describe composiciones y métodos que se refieren a afecciones asociadas con
movilidad reducida o pérdida de funcién y articulacion que surge de tejido cicatrizal y tejidos anormales asociados
con quemaduras, isquemia, trastorno metabdlico, lesiones, intervenciones quirdrgicas. Se incluye una gran lista de
afecciones y tipos de compuestos con formulaciones de paclitaxel ejemplificadas.

Khanna y col. en ’Infliximab may be effective in the treatment of steroid-resistant eosinophilic fasciitis: report of three
cases’, Rheumatology, 49(6), pag.1184-1188, describe tres casos en los que los pacientes con sintomas
establecidos de EF son tratados, después de una terapia con esteroides, con infliximab con una reduccién en los
sintomas mostrados.

Permanece la necesidad de una intervencién terapéutica novedosa en el tratamiento y/o prevencion de (por ejemplo,
progresion de) la enfermedad de Dupuytren y otros trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos.

Los presentes inventores han encontrado que la administracion de un antagonista del TNF-a es sorprendentemente
eficaz por si mismo o en combinacién con otro tratamiento de Dupuytren en la prevencién de la progresiéon de le
enfermedad de Dupuytren de fase temprana y la reversién de la enfermedad de Dupuytren de fase tardia asi como
la reduccién de la reaparicion de la enfermedad.

PROBLEMA A RESOLVER POR LA INVENCION

Permanece la necesidad de mejoras en el tratamiento de la enfermedad de Dupuytren y otros trastornos
fibroproliferativos musculoesqueléticos, en particular, fioromatosis y enfermedades similares que incluyen y se
seleccionan preferentemente de fibromatosis plantar (o enfermedad de Ledderhose), capsulitis adhesiva (hombro
congelado) y enfermedad de Peyronie (fibromatosis del pene).

Es un objeto de la presente invencidn proporcionar una composicion y método para el tratamiento o profilaxis (por
ejemplo, prevencién de la progresion o reaparicion) de una o méas de enfermedad de Dupuytren, fibromatosis plantar,
capsulitis adhesiva y enfermedad de Peyronie.

Sumario de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona una composicion para su uso en el tratamiento de
un trastorno fibroproliferativo musculoesquelético de estado de enfermedad temprana, comprendiendo la
composicion una cantidad terapéutica, profilactica o eficaz en la inhibicion de la progresion de un antagonista del
TNF-a, en donde el trastorno se caracteriza por la presencia de indicaciones de enfermedad, pero en ausencia de
contraccién significante.

En un segundo aspecto de la invencidn, se proporciona el uso de un antagonista del TNF-a en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno fibroproliferativo musculoesquelético de estado de enfermedad
temprana, en donde el trastorno se caracteriza por la presencia de indicaciones de enfermedad, pero en ausencia de
contraccion significante.

VENTAJAS DE LA INVENCION

Las composiciones y métodos de la presente invencién permiten la ralentizacion o detencién de la progresion de
Dupuytren (y otras fibromatosis y enfermedades similares). Tiene ventajas particulares en que Dupuytren de estado
de enfermedad temprana (y otras fibromatosis y enfermedades similares) pueda prevenirse su progresion a una
enfermedad de estado establecido y evitar la intervencién quirdrgica y el tiempo de recuperacion asociado.

Las composiciones y métodos de la presente invencion permiten el tratamiento, prevencion e inhibicion de la
progresion de adhesiones musculoesqueléticas tales como capsulitis adhesiva y adhesion de tendén (tal como
adhesion de la articulacién interfalangica proximal en enfermedad de Dupuytren de estado de enfermedad
establecido).
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Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra imagenes de nddulos y cord6n de una vista intraoperativa;

La Figura 2 es un diagrama que muestra una distribucién de células ricas en a-SMA en tejido escindido de distintas
partes de tejido de Dupuytren enfermo;

La Figura 3 es una fotografia de un Monitor de Fuerza de Cultivo usado en experimentos in vitro para evaluar el
comportamiento contractil de células en una matriz de colageno tridimensional;

La Figura 4 muestra graficos de contraccion frente a tiempo para distintos cultivos celulares (en un Monitor de
Fuerza de Cultivo de Figura 3) durante un periodo de 24 horas;

La Figura 5 es un diagrama que muestra la tasa media de contraccién de células de derivacion de tejido distinto de
pacientes con Dupuytren;

La Figura 6 son graficos de la tasa media de contraccion de células de distinto tejido de pacientes con Dupuytren, la
cantidad de ARN mensajero, la cantidad y distribucién intracelular de la proteina a actina del muasculo liso (a-SMA);

La Figura 7 muestra imagenes de células inflamatorias (macréfagos, CD68, mastocitos, triptasa de mastocitos) en el
nédulo y cordén de Dupuytren;

La Figura 8 muestra imagenes de secciones de muestras de cordén de Dupuytren tefiidas para a-SMA y RAGE;

La Figura 9 muestra imagenes de secciones de muestras de piel de pacientes con Dupuytren tefiidas para RAGE y
que muestran una distribucion diferencial en piel no palmar y palmar;

La Figura 10 proporciona diagramas que muestran el andlisis FACS de células que derivan de fibroblastos de piel
nodular, no palmar y palmar para la expresion de RAGE;

La Figura 11 proporciona diagramas que muestran el andlisis FACS de células que derivan de conjuntos
emparejados de piel no palmar y palmar para la expresion de RAGE;

La Figura 12 proporciona un diagrama de contractilidad de fibroblastos dérmicos de piel palmar tratados con TNF-q,
HMGB1 o TGF-B1;

La Figura 13 es un diagrama que muestra la contractilidad de células derivadas de nddulos de pasaje primario (de
un paciente con Dupuytren) y en presencia o ausencia de anti-TNF-a.

La Figura 14 es un diagrama que muestra la contractilidad de fibroblastos dérmicos palmares expuestos a AGE

La Figura 15 es un diagrama que muestra la produccién de TNF-a a partir de monocitos humanos expuestos a
determinados DAMP. LPS es un PAMP, que se muestra como control positivo.

La Figura 16 es un diagrama que muestra la produccién de TNF-a a partir de monocitos humanos expuestos a
determinados DAMP en presencia de determinados bloqueadores de receptores.

La Figura 17 es un diagrama que muestra la produccién de TNF-a a partir de células de médula ésea murina en
presencia de S100 A8 a su vez en células que tienen deficiencia de TLR-4 y deficiencia de MyD88.

La Figura 18 es un diagrama que muestra la produccion de TNF-a a partir de monocitos humanos expuestos a
determinado DAM solo y en combinacién con LPS.

La Figura 19 es un esquema del mecanismo propuesto de la funcién del traumatismo y Alarminas en la patogénesis
de la enfermedad de Dupuytren.

La Figura 20 es un diagrama de induccidén plegada en la contraccion de fibroplastos cuando se exponen a
sobrenadante de monocitos estimulados con AGE, con o sin anti-TNF-a.

La Figura 21 es un diagrama que muestra la contractilidad de fibroblastos dérmicos palmares y respuesta a la dosis
de TGF-B1.
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La Figura 22 es un diagrama que muestra que los fibroblastos dérmicos palmares de pacientes con enfermedad de
Dupuytren expuestos a TNF-a se vuelven mas contractiles mientras que los fibroblastos dérmicos no palmares no lo
hacen.

La Figura 23 es un diagrama que muestra una dosis relacionada con la inhibicion de la contractilidad de células de
nédulos de Dupuytren expuestos a antagonista de TNF-a.

La Figura 24 es una imagen que muestra células de un nédulo de Dupuytren en un gel de colageno tridimensional
expuesto solo a anticuerpo IgG de control tefiido con faloidina y que muestra alineacion en el eje de tension.

Las Figuras 24b y 24c son imagenes que muestran células de un nédulo de Dupuytren tefido con faloidina y a-SMA
respectivamente, tratadas con un antagonista de TNF-a, que muestra pérdida de alineacion en el eje de tension.

La Figura 25 es un esquema de una funcién propuesta de glicacion avanzada de productos finales, lesion y
alarminas en la patogénesis de trastornos fibroproliferativas, destacando la funcién fundamental del TNF-a en la
trayectoria comun final.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion proporciona un tratamiento mejorada de un trastorno fibroproliferativo musculoesquelético,
especialmente, enfermedad de Dupuytren (u otra fiboromatosis y enfermedad similar tal como fibromatosis plantar,
capsulitis adhesiva y enfermedad de Peyronie), que comprende la administracion a un paciente que lo necesita, que
muestra sintomas de estado de enfermedad temprana, una cantidad terapéutica, profilactica o de inhibicién de la
progresion de un antagonista del TNF-a. Ademads, la invencién proporciona, mediante la administracion de un
antagonista del TNF-a a un paciente que tiene o que muestra sintomas de desarrollo de enfermedad de Dupuytren,
la prevencién de la manifestacion y/o progresion de la enfermedad, opcionalmente como una terapia complementaria
(o simultanea) a una principal intervencion quirdrgica (por ejemplo, una fasciotomia o fasciectomia) o principal
tratamiento terapéutico (por ejemplo, una degradacién de matriz extracelular, empobrecimiento o agente de escision,
tal como una metaloproteinasa o colagenasa de matriz). Adn mas, la invencion proporciona, mediante la
administracién de un antagonista del TNF-a a un paciente, la prevencion de la reapariciéon de la enfermedad como
una terapia complementaria a la principal intervencién quirdrgica o tratamiento terapéutico de la enfermedad
establecida.

Los trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos se caracterizan por una produccién excesiva o incontrolada de
matriz extracelular en asociaciéon con una estructura musculoesquelética, a menudo asociada con la contraccién en
una enfermedad de etapa tardia. Como se ha mencionado anteriormente, los trastornos fibroproliferativos
musculoesqueléticos incluyen trastornos de fibromatosis. (Las expresiones "trastornos fibroproliferativos
musculoesqueléticos” y "enfermedad de fibromatosis" se pueden usar indistintamente en el presente documento,
cuando el contexto lo permita). La presente invencién esta relacionada con el tratamiento y, en particular, la
inhibicién de la progresion y reaparicion (por ejemplo, después de un tratamiento principal mediante cirugia o
terapia) de tales enfermedades. En particular, la presente invencion se refiere a enfermedades seleccionadas entre
enfermedad de Dupuytren, fibromatosis plantar, capsulitis adhesiva y enfermedad de Peyronie, especialmente, la
enfermedad de Dupuytren. El resto del presente documento describira composiciones y métodos para el tratamiento
de trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos en general, con referencia especifica a la enfermedad de
Dupuytren. cuando el contexto lo permita, se entendera que la divulgacion se puede leer también con la generalidad
de otras enfermedades especificadas en lugar de la enfermedad de Dupuytren.

Se cree que la eficacia de los antagonistas del TNF-a en los tratamientos de la presente invencién se debe a la
dependencia en el TNF-a de la diferenciacién de fibroblastos en miofibroblastos, que se entiende que son principales
responsables de la actividad contractil e induccién de generacién de matriz extracelular incontrolada en la
enfermedad de Dupuytren (y otras enfermedades de fibromatosis). Los inventores han demostrado esta
dependencia del TNF-a y han identificado los antagonistas de TNF-a como terapéutica viable (al contrario de las
ensefanzas de Goldberg y col., J Invest Dermatol. noviembre de 2007; 127(11): 2645-2655, que mostraba la
supresion del TNF-a de diferenciacién de miofibroblastos).

El consenso clinico actual es que los nédulos clinicos son los precursores de la enfermedad de Dupuytren
establecida. La enfermedad de Dupuytren aparece en personas con una predisposicion genética y factores de riesgo
adicionales de manifestaciéon de la enfermedad de Dupuytren incluyen traumatismo local, malos habitos de vida (por
ejemplo, fumar y beber alcohol y una dieta pobre), enfermedad de higado y diabetes. La enfermedad establecida
presenta una contraccion por flexion que puede presentarse tipicamente como una contraccion de las articulaciones
metacarpofalangicas (MCPJ) solo, menos frecuentemente contraccién de las articulaciones interfalangicas
proximales (PIPJ) solo y a menudo ambas. Un ensayo clinico de fase Ill de fasciotomia enzimatica que usa
colagenasa bacteriana dio a conocer que (Hurst y col., N. Engl J. Med, 2009, 361, 968-979) el 77 % de las
contracciones MCPJ se trataron eficazmente (hasta dentro de 5° de extensién completa) en comparacion con el 40
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% de contracciones PIPJ. Un ensayo de fase mas temprana (Badalamente y col., J Hand Surg Am, 2007, 32, 767-
774) mostro tasas de reaparicion del 57 % en pacientes con contracciones PIPJ en un seguimiento de 2 afnos.

Numerosos estudios han demostrado que la presencia de miofibroblastos es simultanea con una enfermedad
temprana y activa y que tales células estan implicadas en la generaciéon o deposicion de matriz extracelular (ECM)
proliferativa y, en particular, deposicién de colageno. El TGF-B1 lleva al desarrollo del fenotipo de miofibroblastos.
Los miofibroblastos también se cree que son los responsables del comportamiento contractil. Los miofibroblastos
expresan caracteristicamente a actina del muasculo liso (a-SMA), que es la isoforma de la actina tipica de las células
del musculo liso vasculares. Se cree que la a-SMA es la proteina responsable de la contractilidad de los
miofibroblastos y es el marcador mas fiable para los miofibroblastos.

Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencién comprende preferentemente una composicion y un
método para el tratamiento y, mas preferentemente inhibiendo o deteniendo la progresion o reaparicion de,
trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos, tales como enfermedad de fibromatosis, especialmente, la
enfermedad de Dupuytren, mediante la administracién a un paciente una cantidad terapéutica, profilactica o de
inhibicién de la progresion de un antagonista del TNF-a. Preferentemente, la administracién es administracion local
(por ejemplo, mediante inyeccion en o adyacente al tejido afectado).

La invencion comprende una composicion y un método para el tratamiento de trastornos fibroproliferativos
musculoesqueléticos de estado de enfermedad temprana, especialmente enfermedad de Dupuytren de estado de
enfermedad temprana, mediante la administracién a un paciente que presenta enfermedad de estado temprana, por
ejemplo, antes de la presencia de un corddn palpable, una cantidad eficaz de un antagonista del TNF-a.

De acuerdo con la primera realizacion, se puede administrar una composicién que comprende un antagonista del
TNF-a a un paciente para evitar la progresion de la enfermedad (a un estado de enfermedad establecido) y
contraccion por flexion resultante. Preferentemente, el método comprende la administracién local (por ejemplo,
mediante inyeccion) directamente en el/los nédulo(s) clinico(s). En una realizacion preferida, el método comprende
ademas administrar al paciente, preferentemente de forma local (y mas preferentemente directamente al/los
nédulo(s) clinico(s) identificado(s)), una degradacién de matriz extracelular, empobrecimiento o agente de escisién,
que es preferentemente una degradacion de colageno, empobrecimiento o agente de escisién y puede ser, por
ejemplo, metaloproteinasa de matriz (MMP) y/o una colagenasa (pero puede ser, por ejemplo, una MMP o
colagenasa que se regula positivamente o un agente inductor). Se cree que la metaloproteinasa o colagenasa de
matriz pueden interrumpir el colageno y la matriz extracelular local al/los nédulo(s) clinico(s) potenciando, de este
modo, el acceso de antagonista del TNF-a administrado a los focos fibréticos proliferativas y, de este modo,
aumentar la eficacia del tratamiento. Se cree que la administracion de antagonista del TNF-a de este modo puede
considerarse tratamiento profilactico o de detencion o inhibicién de la progresion. De acuerdo con esta realizacion, el
tratamiento principal es el antagonista del TNF-a al cual es complementario la degradacién de la matriz extracelular
0 agente de escision.

En una realizacion preferente que implica el tratamiento combinado de un paciente que presenta trastornos
fibroproliferativos musculoesqueléticos de estado de enfermedad temprana, especialmente, la enfermedad de
Dupuytren, con un antagonista del TNF-a y una degradacién de matriz extracelular, empobrecimiento o agente de
escision (por ejemplo, metaloproteinasa y/o colagenasa de matriz), el antagonista del TNF-a y la degradaciéon de
matriz extracelular, empobrecimiento o agente de escision (por ejemplo, colagenasa) se puede administrar de forma
simultanea o secuencial, junto o por separado. Preferentemente, tanto el antagonista del TNF-a como la
degradacion de matriz extracelular, el empobrecimiento o agente de escision (por ejemplo, colagenasa) se
administran localmente, por ejemplo, mediante inyeccion. Opcionalmente, se pueden administrar simultdaneamente,
por ejemplo, administrando una composicion que comprende tanto antagonista del TNF-a como colagenasa (por
ejemplo, mediante solucion inyectable) o aplicando dos composiciones separadas al mismo tiempo. Como
alternativa, el antagonista del TNF-a y la degradacién de matriz extracelular, el empobrecimiento o agente de
escision (por ejemplo, colagenasa) se administran separadamente. Cuando se administra separadamente, se
pueden administrar en cualquier orden en un espaciado de tiempo adecuado. Preferentemente, cuando se
administra separadamente la degradacion de matriz extracelular, empobrecimiento o agente de escisiéon (por
ejemplo, colagenasa) se administra, en primer lugar, seguido del antagonista del TNF-a, que puede administrarse en
un tiempo adecuado después del antagonista del TNF-a, por ejemplo, no menos de 5 minutos y preferentemente
dentro de 48 horas, mas preferentemente 24 horas, todavia mas preferentemente dentro de 6 horas y lo mas
preferentemente dentro de 15 minutos a 3 horas.

Preferentemente, el antagonista del TNF-a y la degradacion de matriz extracelular, empobrecimiento o agente de
escision se administran simultdneamente para el tratamiento de trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos de
estado de enfermedad temprana. Preferentemente, se proporciona una composicion para su administracion local
(por ejemplo, solucién inyectable, composicion de liberacién prolongada o implante) para tratar trastornos
fibroproliferativos musculoesqueléticos de estado de enfermedad temprana, preferentemente, enfermedad de
Dupuytren, cuya composicién comprende una cantidad eficaz de un antagonista del TNF-a (o configurada para
liberar una cantidad eficaz de un antagonista del TNF-a si, por ejemplo, la composicién es una composiciéon de
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liberacion prolongada) opcionalmente en combinacion con una degradacion de matriz extracelular, empobrecimiento
0 agente de escision (preferentemente una metaloproteinasa y/o colagenasa de matriz) preferentemente en una
cantidad complementaria y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Preferentemente, de acuerdo con esta realizacion, el antagonista del TNF-a se proporciona en una cantidad eficaz
para inhibir la progresion de la enfermedad sin inducir complicaciones sistémicas. Opcionalmente, por lo tanto, el
antagonista del TNF-a se proporciona en una cantidad para reducir la actividad de miofibroblastos en tejido de
nédulos clinicos en al menos un 10 %, preferentemente al menos el 30 %, mas preferentemente al menos el 50 %,
todavia mas preferentemente al menos el 75 % y lo mas preferentemente al menos el 90 %, como se indica, por
ejemplo, una poblacion de células de miofibroblastos positiva de a-SMA promedio en tejido de nddulo clinico de al
menos un 10 %, preferentemente al menos el 30 %, mas preferentemente al menos el 50 %, todavia mas
preferentemente al menos el 75 % y lo mas preferentemente al menos el 90 %, cuya reduccion de actividad o
reduccion de poblacion celular es preferentemente observable a las 48 h, mas preferentemente 24 h, desde su
administracion. Preferentemente, una cantidad eficaz de antagonista del TNF-a es aquella que da como resultado
una reduccion en el tamafo del nddulo clinico (por ejemplo, al menos un 20 % o incluso al menos un 50 %,
reduccion en tamano, medido mediante grado de protrusién o grado lateral o longitudinal) en hasta dos semanas
después de su administracion. La eficacia del tratamiento con antagonista del TNF-a es observable preferentemente
por una reduccién completa en la progresion de la enfermedad.

Preferentemente el antagonista del TNF-a puede administrarse en una cantidad que se encuentra en el intervalo de
0,01 a 0,5 de la dosis indicada (o se indicaria) para el tratamiento sistémico de artritis reumatoide (por ejemplo, por
referencia a la autorizacion de comercializacion o aprobacion de la FDA), preferentemente de 0,05 a 0,2 y, mas
preferentemente, de 0,095 a 0,15 de la dosis. Preferentemente, el antagonista del TNF-a se selecciona de uno o una
combinacién de Infliximab, Adalimumab, Certolizumab pegol, Golimumab o Etanercept y lo mas preferentemente el
antagonista del TNF-a es Certolizumab pegol, que se administra preferentemente en una cantidad de 1 a 100 mg,
preferentemente de 5 a 50 mg y lo mas preferentemente de 10 a 40 mg, por ejemplo, como una inyeccién en el/los
nédulo(s) clinico(s). Cuando se proporciona mas de una inyeccién (por ejemplo, dos nédulos clinicos distintos), la
dosis se divide preferentemente de modo que la dosis total proporcionada se encuentra en el intervalo anterior.

Preferentemente, de acuerdo con esta realizacién, una degradacion de matriz extracelular, empobrecimiento o
agente de escisién, por ejemplo, se proporciona una metaloproteinasa y/o colagenasa de matriz, en una cantidad
complementaria de antagonista del TNF-a, mediante la cual se refiere a una cantidad eficaz para potenciar la
eficacia del antagonista del TNF-a. En cualquier caso, se prefiere que la degradacion de matriz extracelular,
empobrecimiento o agente de escision (por ejemplo, metaloproteinasa o colagenasa de matriz) se proporciona en
una cantidad de hasta 1 mg. Preferentemente, la degradacién de matriz extracelular, empobrecimiento o agente de
escision (por ejemplo, metaloproteinasa o colagenasa de matriz) se administra en una cantidad significantemente
por debajo de la dosis de (por ejemplo, de 0,01 a 0,5 veces) la degradacion de matriz extracelular, empobrecimiento
0 agente de escision (por ejemplo, metaloproteinasa o colagenasa de matriz) que se requeriria para conseguir una
fasciotomia enzimatica en fibromatosis de estado de enfermedad establecida. Preferentemente, la degradaciéon de
matriz extracelular, empobrecimiento o agente de escision (por ejemplo, metaloproteinasa o colagenasa de matriz)
se proporciona en una cantidad de 0,01 a 0,5 mg, mas preferentemente de 0,05 a 0,2 mg.

La degradacion de matriz extracelular, empobrecimiento o agente de escisién, por ejemplo, la metaloproteinasa o
colagenasa de matriz, puede ayudar al antagonista del TNF-a a acceder a la masa celular, asi como ayudar en la
desagregacion de la matriz extracelular del nédulo clinico.

Se puede utilizar cualquier antagonista del TNF-a conocido en la implementacion de la invencion, una amplia de los
cuales se conoce y desvela en la técnica. El antagonista del TNF-a es preferentemente un antagonista del TNF-a
humano. Opcionalmente, el antagonista del TNF-a puede ser un anticuerpo, tal como un anticuerpo monoclonal o
fragmento del mismo; un anticuerpo monoclonal quimérico (tal como un anticuerpo monoclonal quimérico humano-
murino); un anticuerpo monoclonal humano completo; un anticuerpo monoclonal humano recombinante; un
fragmento de anticuerpo humanizado; un antagonista del TNF-a soluble, incluidos agentes de bloqueo del TNF-a de
molécula pequena tales como talidomida o analogos de los mismos o inhibidores del PDE-1V; un receptor del TNF o
una proteina de fusién de receptor del TNF, por ejemplo, un receptor del TNF p55 o p75 soluble o una proteina de
fusion del receptor del TNF.

Opcionalmente, el antagonista del TNF-a es un fragmento funcional o proteina de fusion que comprende un
fragmento funcional de un anticuerpo monoclonal, por ejemplo, de los tipos mencionado anteriormente, tal como un
Fab, F(ab)z, Fv and preferentemente Fab. Preferentemente un fragmento estd pegilatado o encapsulado (por
ejemplo, para estabilidad y/o liberacién prolongada).

Opcionalmente, el antagonista del TNF-a se proporciona como un anticuerpo bi-funcional (o biespecifico) o
fragmento de anticuerpo bifuncional (o biespecifico). El anticuerpo de antagonista del TNF-a bifuncional o fragmento
del mismo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo, tal como un anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo, un
anticuerpo monoclonal quimérico (tal como un anticuerpo monoclonal quimérico humano-murino, un anticuerpo
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monoclonal humano completo, un anticuerpo monoclonal humano recombinante, un fragmento de anticuerpo
humanizado. Cuando el antagonista del TNF-a comprende un fragmento o porciéon de anticuerpo bifuncional, es
preferentemente un fragmento bifuncional F(ab’)2 o ScFv divalente, por ejemplo, un di-ScFv en tdndem biespecifico.
En cualquier caso, el anticuerpo bifuncional (o biespecifico) o fragmento del mismo puede comprender como un
dominio variable (por ejemplo, porcion de unién a antigeno) un antagonista del TNF-a (por ejemplo, una porcién de
antagonista del TNF-a de Infliximab, Adalimumab, Certolizumab, Golimumab o Etanercept) y como el otro dominio
variable (por ejemplo, porciéon de unién a antigeno) un segundo dominio variable distinto del antagonista del TNF-a.
Opcionalmente, el segundo dominio variable puede comprender un inhibidor de la movilidad de anticuerpo, que
puede ser, por ejemplo, una matriz extracelular, por ejemplo, colageno, aglutinante o antagonista. De este modo, se
puede administrar una dosis mas alta de antagonista del TNF-a puesto que el anticuerpo o fragmento del mismo
serd autolocalizante, minimizando la absorcion sistémica y, de este modo, los efectos colaterales sistémicos.
Opcionalmente, el segundo dominio variable puede comprender un antagonista DAMP (tal como un antagonista para
100A8 y/o S100A9, por ejemplo, como se describe en el documento US-B-7553488) o un inhibidor AGE (por
ejemplo, siendo dominios variables del anticuerpo de antagonista DAMP o anticuerpo inhibidor de AGE). Métodos
para la produccién de anticuerpos bifuncionales y fragmentos de anticuerpo bifuncionales son conocidos en la
técnica, cuyos métodos pueden aplicarse al presente fin.

Preferentemente, el antagonista del TNF-a se selecciona de aquellos en los que la administracion (por ejemplo,
administracion local, tal como inyeccion en el nddulo o corddn clinico) provocan una irritacion en el sitio de
administracion manifestada como una hinchazon local palpable, rojez y pruritos en menos del 40 % de los pacientes,
preferentemente menos del 20 % y mas preferentemente menos del 10 %.

El antagonista del TNF-a se puede seleccionar, por ejemplo, entre uno o una combinaciéon de Infliximab,
Adalimumab, Certolizumab pegol, Golimumab o Etanercepto fragmento funcional del mismo. Mas preferentemente,
el antagonista del TNF-a es Certolizumab pegol, puesto que provoca baja reaccién en el sitio de inyeccion y dolor.

Resulta particularmente ventajoso de acuerdo con la presente invencién minimizar la inflamacién, irritacién y dolor
asociados con la administracion puede que la irritacién local puede limitar la aceptabilidad del paciente y ademas la
inflamacién local puede llevar a la reaparicion de la enfermedad. En una realizacién, el antagonista del TNF-a puede
administrarse con o0 antes de una degradacion de matriz extracelular (MEC) o agente de escisién (por ejemplo,
colagenasa) mediante la cual la respuesta inflamatoria a la degradacion de MEC puede minimizarse, reduciendo, de
este modo, las probabilidades de reaparicién inducida por el tratamiento.

La degradacién de matriz extracelular (MEC), empobrecimiento o agente de escisién puede ser cualquier agente
adecuado capaz de degradarse, escindirse o provocar o inducir la degradacion o escisién de la matriz extracelular,
que incluye fibronectina y colageno. Por ejemplo, la degradacién de MEC o agente de escisién puede ser una
enzima de degradacién de MEC o un regulador positivo de la expresion enzimatica de degradacién de la MEC (por
ejemplo, relaxina). Preferentemente la degradacion de la MEC o agente de escisién es una metaloproteinasa o
colagenasa de matriz, mas preferentemente una colagenasa, tal como una colagenasa bacteriana (por ejemplo,
colagenasa clostridial), colagenasa humana o humanizada o colagenasa mutante o recombinante o
metaloproteinasa de matriz recombinante (por ejemplo, metaloproteinasa de matriz recombinante |, preferentemente
metaloproteinasa de matriz recombinante I). Preferentemente, la colagenasa depende del tiempo o temperatura o
esta fotodinamicamente activada o desactivada, para permitir que se administren dosis locales superiores sin efectos
colaterales sistémicos o de larga duracién. Opcionalmente, es una Catespina-L o un mutante o recombinante de la
misma. Ejemplos de colagenasa adecuada para su uso en la presente invencion incluyen aquellos descritos en: Los
documentos GB-A-2323530, US 5589171, USRE39941, US6086272 y WO-A-2010/102262 (y para enfermedad
establecida opcionalmente en las cantidades que se describen en los mismos, la divulgacion de los cuales de
colagenasas y cantidades y modos de administracion se incorporan en el presente documento por referencia).

Por estado de enfermedad temprana se refiere a que los sintomas de la enfermedad estan presentes, por ejemplo,
marcadores histoldégicos o mas particularmente nédulos clinicos en tejido, pero hay ausencia de, por ejemplo, cordon
palpable o contraccion significante. Por enfermedad de Dupuytren de estado de enfermedad temprana, se refiere a
que los sintomas de la enfermedad de Dupuytren estan presentes, por ejemplo, marcadores histolégicos o mas
particularmente nddulos clinicos en tejido palmar y/o digital, pero hay ausencia de contraccién por flexién significante
(por ejemplo, al menos 5°), por ejemplo, corddn palpable).

Por estado de enfermedad establecido, se refiere a que los nédulos clinicos estan presentes, el cordén palpable esta
presente y la contraccion es evidente. Por enfermedad de Dupuytren de estado de enfermedad establecido, se
refiere a que los nédulos clinicos estan presentes sobre la palma y los dedos de la mano y la contraccién por flexion
es evidente (por ejemplo, al menos 5°).

Las etapas histologicas variantes de la enfermedad de Dupuytren se han categorizado en la literatura, de forma mas
concisa por Rombouts (J Hand Surg Am, 14, 644-652, 1989) y autores mas tardios, en tres etapas distintas: 1) una
etapa proliferativa con alta celularidad y la presencia de figura mitoticas; 2) una etapa fibrocelular caracterizada por
una alta celularidad pero sin figuras mitéticas y la presencia de red de reticulina; y 3) una etapa fibrosa con pocas

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2715204 T3

células separadas por amplias agrupaciones de fibras de colageno. Etapa 1) la enfermedad se cree que esta
correlacionada con un estado de enfermad temprano tal como se ha descrito anteriormente (es decir, la presencia de
ndédulos pero sin contraccién) y las etapas de Dupuytren 2) y 3) se cree que estan correlacionadas con nuestro
Estado de Enfermedad Establecido (caracterizado por contraccion digital). Los presentes inventores han encontrado
que durante un estado de enfermedad establecido temprano, se recogen miofibroblastos en los nédulos y cordones
establecidos, especialmente, en relacion con las articulaciones del MCP y PIP y estas conducen a la progresion de
contracciones por flexion del dedo de la mano.

Por nédulo clinico, se refiere a un nédulo palmar o digital evidente como un bulto subcutaneo palpable.

Por nodulo histolégico (o histopatologico), se refiere a una coleccion de células (principalmente células de
miofibroblastos con algunas células inflamatorias tales como macréfagos y mastocitos) tipicamente en un patrén en
vortice y la cual puede variar desde pequefnos focos de células a colecciones mas grandes de células, pero no
clinicamente palpable.

Sin pretender quedar vinculado por teoria alguna, se cree que el/los nédulo(s) clinicamente palpable(s) inicial(es)
son el centro de proliferacion de fibroblastos en la progresién de enfermedades, pero que se formaran numerosos
ndédulos histolégicos en diversos emplazamiento en la palma y/o dedos de la mano que contribuiran en ultima
instancia a la formacién del corddn, contraccion y contractura por flexién.

Cuando se usa "ndédulo” en el presente documento pueden ser nddulos clinicos o histolégicos (0 ambos) como
resultara evidente a partir del contexto.

De acuerdo con dos realizaciones alternativas especificas a Dupuytren, una primera realizacion puede referirse a
una composicién y método para el tratamiento de la enfermedad de Dupuytren caracterizada por contracciones de la
articulacién de menos de 20° y una segunda realizaciéon se pueden referir a una composicion y un método para el
tratamiento de la enfermedad de Dupuytren caracterizada por contracciones de la articulacién de al menos 20°. La
contraccion de 20° se identifica como una fase de transicién, puesto que en una contraccién de menos de 20°,
muchos pacientes escogen detener la progresion de la enfermedad sin querer someterse a ninguna cirugia puesto
que su movilidad y uso operativo de la mano es aln en gran medida adecuado, mientras que superior a 202, muchos
pacientes encuentran que la cirugia u otra terapia de empobrecimiento de colageno (tal como fasciotomia
enzimatica) es esencial para recuperar la funcion completa de la mano.

Las investigaciones de los inventores revelan TNF-a como diana terapéutica éptica para enfermedad de Dupuytren
temprana (es decir, estado de enfermedad temprana). En la enfermedad de Dupuytren de estado de enfermedad
establecido, una combinacion ideal es una metaloproteinasa de matriz tal como colagenasa con un antagonista del
TNF-a para inhibir la reaparicion, que se asocia tipicamente con la fasciotomia enzimatica.

Como se ha mencionado anteriormente, los miofibroblastos estan implicados en dos modos en el desarrollo de
trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos y, en particular, enfermedad de Dupuytren. Son responsables de la
produccién de matriz extracelular o deposicion y comportamiento contractil. Se cree que la actividad de los
miofibroblastos esta medida por a-SMA, que se sobre expresa en células de miofibroblastos activas. Sin pretender
quedar vinculado por teoria alguna, los presentes inventores han encontrado que el TNF-a esta involucrado en la
actividad de miofibroblastos en la enfermedad de Dupuytren de al menos dos modos - en primer lugar, reduciendo la
actividad del miofibroblasto; y, en segundo lugar, potenciando la produccion o atraccién de miofibroblastos.

El antagonista del TNF-a puede proporcionarse en multiples administraciones durante un periodo extendido (o
continuo) para prevenir o inhibir la progresién o reaparicion de la enfermedad. Cuando se necesita evitar la
reaparicion, se puede proporcionar tratamiento intermitente mediante, por ejemplo, la administracion de una baja
dosis quincenal, mensual o cada seis meses. Como alternativa, se puede proporcionar tratamiento continuo
mediante un implante o parche de liberacion prolongada o intermitente retardada de bajas dosis. Como alternativa,
se pueden iniciar dosis repetidas mediante sintomas de progresion de la enfermedad en estado de enfermedad
temprana y pueden comprender una combinacion de degradaciéon de matriz extracelular o agente de escision (por
ejemplo, una metaloproteinasa o colagenasa de matriz) y un tratamiento de antagonista del TNF-a (por ejemplo,
consistente con la primera realizacién descrita anteriormente).

En una realizacion de la invencion, se puede prevenir, inhibir o detener la progresion de enfermedad de estado
temprano (por ejemplo, enfermedad de Dupuytren) a un estado de enfermedad establecido, mediante la
administracion local de un antagonista del TNF-a.

Preferentemente, el antagonista del TNF-a se puede administrar separadamente o simultdneamente en combinacion
con o complementariamente con una metaloproteinasa de matriz y/o colagenasa. Una colagenasa, especialmente
una colagenasa foto receptiva o dependiente de la temperatura, se puede administrar para el efecto local de
aumentar el efecto de inhibicién de la progresion de la enfermedad por antagonista del TNF-a potenciando el acceso
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a los sitios de tratamiento escindiendo la formacion de matriz extracelular de fase temprana. Una colagenasa
dependiente de la temperatura es una que (tipicamente una colagenasa recombinante o mutante) tiene una actividad
de colagenasa dependiente de la temperatura y tipicamente es activa a baja temperatura corporal, por ejemplo, a 25
°C e inferior, permitiendo, de este modo, que dosis extremadamente altas de colagenasa actien muy localmente
(por ejemplo, inyectado en el sitio de la enfermedad a, digamos 20 °C sin tener ninguna accién sistémica y otros
efectos colaterales asociados con la longevidad de la accién). El antagonista de TNF-a tiene un efecto beneficioso
adicional puesto que reducird la inflamacion en el sitio del nédulo y, de este modo, reducira el desarrollo y
reagrupacion de otros miofibroblastos.

La composicion y método de la presente invencion puede utilizar cualquier medio adecuado de administracion, que
es, preferentemente, local. En particular, el antagonista del TNF-a debe administrarse localmente, por ejemplo,
aplicandose directamente en una incision quirargica durante la cirugia, mediante inyeccién (preferentemente
directamente en el/los n6dulo(s) clinico(s) y/o tejido del corddn), mediante liberacion de una gragea de liberacion
prolongada y/o retardada o dispositivo que puede implantarse en o cerca del sitio de la enfermedad o una
formulacion en parche de liberacion prolongada y/o retardada, mediante aplicaciéon tépica o cualquiera otra via
adecuada. Se formula de forma adecuada preferentemente una composicién y comprende tipicamente la dosis
requerida de antagonista del TNF-a junto con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Formulaciones para la administracion parenteral pueden comprender tipicamente una preparacion acuosa estéril del
principio activo, que es preferentemente isoténico con la sangre del receptor. Formulaciones para la administracion
intraarticular pueden estar en forma de una preparacion acuosa estéril del principio activo. Formulaciones adecuadas
para la administracion topica pueden incluir preparaciones liquidas y semiliquidas tales como linimentos, lociones y
aplicaciones; emulsiones de aceite en agua y agua en aceite tales como cremas, ungiientos o pastas; y soluciones y
suspensiones.

En un aspecto adicional, se proporciona una formulaciéon para la aplicacion topica frecuente, por ejemplo, diaria,
periddica u ocasional (preferentemente, diaria), en la zona del trastorno fibroproliferativo musculoesquelético (por
ejemplo, las manos y, en particular, las palmas y los dedos de las manos, en el caso de la enfermedad de
Dupuytren) para su uso, por ejemplo, por pacientes de estado de enfermedad temprana o post-operatorio para la
inhibicién de la progresion o reaparicion de la enfermedad, la formulacion comprende un antagonista del TNF-a
adecuado para la administracion topica (por ejemplo, seleccionado de tales antagonistas del TNF-a definidos
anteriormente) y un excipiente adecuado. La formulacién puede proporcionarse como una crema o una locion, un
parche o un guante medicado (en el que el guante esta impregnado para la liberacion del principio activo desde la
superficie interna). Preferentemente, la formulacién comprende antagonista del TNF-a en una concentracién para su
administraciéon mediante aplicacion tipica de una baja dosis, tal como de 0,001 a 0,05, preferentemente de 0,001 a
0,01, de la dosis sistémica del antagonista del TNF-a. Opcionalmente, la formulacién comprende adicionalmente un
antagonista de DAMP y/o un inhibidor de AGE.

Opcionalmente, las composiciones y métodos de la presente invencion pueden comprender adicionalmente
principios activos adicionales que pueden ser eficaces en el tratamiento o progresion-inhibicion de trastornos
fibroproliferativos musculoesqueléticos tales como enfermedad de Dupuytren. Por ejemplo, la terapia de
combinacién o co-administracion simultdnea o complementaria de un antagonista del TNF-a y un agente de la
familia del factor de crecimiento endotelial vascular, tal como VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C o VEGF-D o un agente que
codifica dicho VEGF o un fragmento funcional del mismo (tal como se describe en el documento WO-A-
2004/082705), cuya combinacion es preferentemente una combinacion (o composicion) de retraso del desarrollo
para su uso junto con la cirugia o fasciotomia enzimatica o de aguja. De forma adicional o alternativa tal método o
composicion tal como se describe en el presente documento comprende adicionalmente un activador de PPARYy (tal
como pioglitazona) para reducir las poblaciones de miofibroblastos locales al sitio de la enfermedad (y potenciar la
actividad del antagonista del TNF-a).

En el tratamiento de trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos y, preferentemente, enfermedad de
Dupuytren, se proporciona un aspecto adicional de una composicién para su uso en tal tratamiento que comprende
una metaloproteinasa o colagenasa de matriz (o regulador positivo de metaloproteinasa o colagenasa de matriz) en
combinacién con un regulador negativo de la actividad de miofibroblastos y/o un inhibidor de la produccién (o
diferenciacion) de miofibroblastos cada uno preferentemente en cantidades terapéuticas adecuadas de acuerdo con
la respectiva realizacién tal como se ha descrito anteriormente. El regulador negativo de la actividad de
miofibroblastos preferente y/o inhibidor de la produccién (o diferenciacion) de miofibroblastos es el antagonista del
TNF-a.

Por adhesiones musculoesqueléticas, se refiere a un subconjunto de trastornos fibroproliferativos
musculoesqueléticos en los que se forma exceso de tejido fibrotico o tejido cicatrizal adyacente o en asociacién con
un tendon, musculo, articulacién, ligamento o fascia provocando una adhesion. Ejemplos de tales adhesiones
musculoesqueléticas incluyen fibrosis periarticular (por ejemplo, sobre la articulacion interfalangica proximal) y
capsulitis adhesiva. Preferentemente, de acuerdo con este aspecto, se proporciona una composicion y tratamiento
de una afeccion seleccionado de fibrosis periarticular (por ejemplo, de la articulacién interfalangica proximal),
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adhesiones espinales (por ejemplo, postquirurgica) y capsulitis adhesiva.

En una realizacion particular, hay un método para la prevencion de la reparacion de la enfermedad de Dupuytren
que comprende la administracion (por ejemplo, postcirugia, post-fasciotomia por aguja o después o en asociacion
con fasciotomia enzimatica) de un antagonista del TNF-a al/los n6dulo(s) y/o cordén y la administracion de un
antagonista del TNF-a al tejido adyacente a la articulacion interfalangica proximal, mediante la cual el tratamiento
simultaneo puede conseguir evitar la aparicion de la enfermedad de Dupuytren (y la contraccion digital) y la
reduccion en la formacién y persistencia de tejido cicatrizal fibrético sobre la articulacion. Se considera que la
eficacia de, por ejemplo, un tratamiento con colagenasa, de la enfermedad de Dupuytren (que padece de una alta
tasa de reaparicion especialmente sobre la articulacion interfalangica proximal) se potenciard mediante co-terapia
con un antagonista del TNF-a (u otro agente para la desactivacion de miofibroblasto y/o inhibicion de la produccién
de miofibroblasto) mediante la administracién del mismo a los nddulos clinicos y/o tejido de cordon y a tejido
subcutaneo (por ejemplo, tejido cicatrizal fibrético) adyacente a la articulacién interfalangica proximal.

Para la capsulitis adhesiva (u hombro congelado), preferentemente el tratamiento comprende uno o ambos de un
antagonista del TNF-a y un inhibidor de AGE o antagonista de DAMP.

En una realizacién alternativa en cada uno de los anteriormente mencionados aspectos y realizaciones, una
produccién de TNF-a o inhibidor de actividad se puede usar en lugar de o junto con un antagonista del TNF-a.

La composicién puede formularse para la administracion a y/o adyacente al tejido afectado (por ejemplo, mediante
inyeccion, deposicion, durante la cirugia o preferentemente mediante aplicacion topica) mediante las cuales las dosis
en los intervalos descritos anteriormente con respecto a los trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos (por
ejemplo, enfermedad de Dupuytren) se consigue/proporciona. También se incluyen formulaciones tépicas y
combinaciones tal como se ha descrito anteriormente.

A continuacion, la invencion se describira e ilustrard con mayor detalle, sin limitacién, haciendo referencia a los
siguientes Ejemplos.

Ejemplos

Se llevaron a cabo los siguientes estudios para comprender mejor la progresion de la enfermedad de Dupuytren. Se
tomod tejido de nddulos y cordones de pacientes con Dupuytren y se compar6 con tejido palmar sin enfermedad de
los mismos pacientes. Los estudios se llevaron a cabo en un monitor de fuerza de cultivo desarrollado para asegurar
que las poblaciones de miofibroblastos puedan controlarse en un entorno mas afin al presente en el tejido enfermo
(en linea con lo que se indica en Verjee y col., J Hand Surg Am, 34, 1785-1794 and J Cell Physiol 224, 681-690). A
continuacioén se describen cuatro ejemplos - El Ejemplo 1 se refiere a la presencia, distribucién y comportamiento de
células de miofibroblastos en tejido enfermo; El Ejemplo 2 se refiere a la funcion de la inflamacién en la enfermedad
de Dupuytren; El Ejemplo 3 examina los productos finales de glicacién avanzada en Dupuytren; y el Ejemplo 4
examina la funcién de DAMP en Dupuytren.

Ejemplo 1

Se recogieron sobre 100 muestras de pacientes con Dupuytren para examinar su distribucion de miofibroblastos.
Nuestros datos sobre >100 cordones de Dupuytren muestran que en la mayoria de pacientes, los miofibroblastos se
concentran en nédulo, ubicados en la palma y al nivel de las articulaciones afectadas (véase, Figura 1). De acuerdo
con la Figura 1, los nédulos ricos en miofibroblastos se ubican en las proximidades de las articulaciones de los
dedos. La Figura 1 muestra: A: vista intraoperativa del cordéon de Dupuytren, con una ubicacién de la articulacion
interfalangica proximal (PIPJ; 1) marcada; B: Fotomicrografico de baja magnificacién de seccién histoldgica tefido
para a actina de musculo liso. Una coleccién de células ricas en a-SMA en un nédulo se ubica en las proximidades
del PIPJ; C: Visién de alta magnificacién de zona nodular, que muestra células positivas de a-SMA (miofibroblastos).

De méas de 100 cordones analizados, mas del 60 % contenia nodulos. Aunque habia una remarcada
heterogeneidad, los nddulos eran muy celulares, con aproximadamente 2,5 miles de células por mm? dispuestas en
verticilos. De media, el 99 % de las células eran a-SMA positivas. En zonas perinodulares, habia menos células,
aproximadamente 800 por mm? y, en promedio, un tercio eran a-SMA positivas.

La Figura 2 muestra que los nddulos son la mayoria celulares y son ricos de células positivas de a-SMA. La
examinacion de 24 muestras de pacientes con Dupuytren mediante microscopia electronica mostré que la
reaparicion clinica no estaba con la edad del paciente en la aparicion, duraciéon o gravedad de la enfermedad. Se
observaron nddulos histolégicos tan frecuentemente en muestras de tanto enfermedad primaria como de reaparicion
(dos tercios de cordones en cada caso) y también no hubo una diferencia significante en la contraccién digital entre
la enfermedad primaria y la de reaparicion. Ademas, no hubo ninguna diferencia en la zona de superficie nodular
entre muestras de dermofasciectomia primaria, fasciectomia primaria, fasciectomia secundaria o dermofasciectomia
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después de una enfermedad de reaparicion (p=0,5). Una patogénesis similar en tanto enfermedad primaria como de
reaparicion es probable y la nodularidad es improbable que se regule negativamente después de la anterior cirugia.
De hecho, el movimiento aumentado después de la cirugia inicial puede facilitar la diferenciacion y persistencia de
miofibroblastos. Es posible que tejido de Dupuytren no escindido residual después de una fasciotomia o fasciectomia
y dermofasciectomia cortafuegos, puede servir como un desencadenante para su reaparicién. La persistencia de
miofibroblastos puede explicar las elevadas tasas de reaparicion observadas después de la fasciotomia quirargica
posterior o inyeccién de colagenasa. Por lo tanto, un elemento clave de prevencion de enfermedad de reaparicién
puede ser regular negativamente los miofibroblastos restantes.

El 95 % (36/38) de los nddulos se encontraban en las proximidades del PIPJ y también se observaron nédulos sobre
el MCPJ en los solos dos casos marcados intraoperativamente para el MCPJ y un caso marcado para el DIPJ. En la
enfermedad temprana o activa, la tension puede actuar intermitentemente sobre el tejido de Dupuytren como
extension activa del PIPJ ofrece resistencia frente a la fascia palmar espesada y contraida. La tensién aumentada
detectada por células puede promover la diferenciacion de miofibroblastos a través de la reagrupacién de a-SMA
para tensionar las fibras y la formacién de sitio de unién especializado bajo control estricto del TGF-1. Esto, a su
vez, lleva a la generacién de una fuerza mayor. Un noédulo celular densamente empaquetado podria entonces
ejercer tedricamente una fuerza suficiente para promover o sostener la contraccion digital. Las células entonces
remodelan la matriz circundante en una configuracién méas acortada. La deformidad de flexion aumentada resultante
alteraria su funcion y el movimiento reducido en la articulacion llevaria, a su vez, a una reduccion en la tensién
detectada por los miofibroblastos nodulares. Es posible que con contracciones digitales avanzadas, una tension
reducida a través de la extensién de articulacion activa limitada pueda llevar a la apoptosis de miofibroblastos,
mediante la cual los nédulos ricos en miofibroblastos no persistirian. Esto puede explicar la progresion desde
cordones nodulares a no nodulares y también explicaria por qué los pacientes con cordones no nodulares tenian
tendencia a tener deformidades de flexion mas graves. Por tanto, la agregacion de miofibroblastos en nédulos en las
proximidades de las articulaciones puede llevar a la contraccion digital y con el remodelado de la matriz posteriores
resultaria en el acortamiento de la fascia afectada. Finalmente, la deformidad de flexion fija se desarrolla llevando a
un entorno mecanico alterado con pérdida de tension, apoptosis de miofibroblastos y, de este modo, podria explicar
los cordones no nodulares residuales. Se puede concluir que el fenotipo de miofibroblastos depende de la tension en
la matriz circundante.

El monitor de fuerza de cultivo (MFC) utilizado y las condiciones de cultivo se muestran en la Figura 3: (A) Se
fusionaron geles de colageno sembrados rectangulares y se suspendieron en el medio, atados entre dos barras de
flotacién una de las cuales se mantiene inmévil mientras que la otra se une a un transductor de fuerza. (B) Fuerzas
tensionales generadas por células en el gel de colageno se detecta mediante el transductor de fuerza y se registran
datos en directo cada 15 segundos proporcionando una salida continua de fuerza (dinas, 1x10° N) generada. (C)
Después de una contraccién de 24 horas, se recogen los geles y se procesan para ARNm de a-SMA, proteina e
inmunofluorescencia. (D) Se sembraron rutinariamente células en geles con un enrejado de colageno de relacion de
alto aspecto, aunque también se usaron enrejados de relaciéon de bajo aspecto (E) en experimentos para comparar
los efectos de menos cepa sobre la contractilidad celular.

Cordones escindidos quirdrgicamente se biseccionaron y medio procesaron para el cultivo celular, mientras que la
superficie de corte de la otra mitad en espejo se procesd para identificar muestra con nddulos ricos en a-SMA
(condensacion de células) mediante inmunohistoquimica. La cuantificacion posterior mediante inmunofluorescencia
demostré un promedio del 35 % de células expresé fibras de tension de a-SMA en histologia confirmé muestras
nodulares, en comparacion con un 10 % de fibras de tensién de a-SMA en muestras no nodulares. Aunque esto no
constituye una poblacion homogénea de miofibroblastos, este método de muestreo de células ricas en a-SMA
representa una significante mejora sobre estudios previos, que han dado a conocer un promedio de entre el 9,7 % y
15 % de células positivas para a-SMA aisladas de nédulos clinicos y no histolégicamente definidos. Se encontré que
del 1-4% de fibroblastos dérmicos tenian fibras de tensién positivas para a-SMA.

La Figura 4 muestra la contraccién isométrica de geles de colageno mediante fibroblastos dérmicos y células
derivadas de nédulos de Dupuytren. Se sembraron geles de colageno con 1,5 millones de fibroblastos no palmares
(A), fibroblastos palmares (B) o células derivadas de nédulos de Dupuytren (C), se cultivaron durante 24h en el MFC
y se cuantificacién la contraccion de la fuerza isométrica en tiempo real. Los datos mostrados representan
experimentos por triplicado usando células derivadas de un paciente. Los fibroblastos dérmicos en enrejados de
colageno con poblacién de fibroblastos (FPCL) en nuestro MFC alcanz6 un plateau, mientras que células derivadas
de nddulos continuaron contrayéndose de un modo dependiente a la dosis durante un periodo de ensayo de 24
horas.

La Figura 5 muestra que las células aisladas de nédulos tenian una tasa mucho mayor de contraccion medida como
tasa promedio de contraccién entre 6 y 24 horas en el MFC en comparacion con fibroblastos dérmicos palmares y no
palmares. Una alta contractilidad es una de las caracteristicas de los miofibroblastos y es la responsable de la
contraccion digital en la enfermedad de Dupuytren.

En la figura 6, se muestra que la contractilidad de células derivadas de nédulos de Dupuytren se regula mediante
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cambios post-transcripcionales en ao-SMA: (A) [tasa de contraccion (dinas(h)] Fuerza isométrica en geles de
colagenos con miofibroblastos derivados de nddulos (nédulo), fibroblastos dérmicos (PS) palmares y no palmares
(NPS) durante 24 horas (+SEM). Después de 24 h (B) se comparé ARNm de a-SMA con RPLPO mediante RT-pcr,
(C) ARNm de a-SMA en comparacion con GAPDH y (D) proteina de a-SMA en comparaciéon con vimentina. Se
llevaron a cabo experimentos por triplicado y los datos se muestran como la mediana (+SEM) de un total de 3
muestras de pacientes emparejadas nodulares y no nodulares distintas.

Después de cosechar FPCL después de una contraccién de 24 horas en el MFC, se realizaron comparaciones entre
los niveles de ARNm de a-SMA, expresion de proteinas de a-SMA y localizacion de proteinas de a-SMA mediante
inmunofluorescencia en los tipos celulares emparejados. No se observaron diferencias en los niveles de ARNm de o-
SMA entre células derivadas de n6dulos y fibroblastos dérmicos, aunque se observaron aproximadamente niveles de
proteinas de a-SMA 3 veces superiores en células derivadas de nédulos en comparacion con fibroblastos dérmicos
emparejados. Ademas, mediante el uso de inmunofluorescencia encontramos que en los fibroblastos dérmicos, o-
SMA se distribuyd tipicamente en un "halo" dentro del citoplasma perinuclear, mientras que en células derivadas de
nédulos, se localizé frecuentemente a-SMA en fibras de tension por todos los procesos celulares hasta los sitios de
unién de matriz celular, tal como puede observarse en la Figura 6E.

También se cultivaron células sobre portaobjetos de vidrio durante 24 horas, se fijaron y a continuacién se marcaron
con inmunofluorescencia usando anticuerpos de a-SMA (rojo), faloidina (verde) y DAPI (azul). Nuestros datos de
inmunofluorescencia demuestran que los fibroblastos palmares y no palmeres cuando se cultivan en monocapa
adquirieron un fenotipo de protomiofibroblastos, con la expresion del a-SMA citosélico de novo. Por el contrario, se
observaron miofibroblastos significativamente mas diferenciados con a-SMA incorporado en fibras de tension en
células derivadas de nédulos. No se habian dado a conocer anteriormente estas diferencias observadas entre
células de piel derivadas de nédulos palmares y no palmares de muestras emparejadas. Examinamos
simultaneamente los niveles de proteinas de a-SMA, la localizacién de proteinas y los niveles de ARNm en células
aisladas del mismo paciente. Nuestros hallazgos sugieren que cambios post-transcripcionales en a-SMA se
producen en células genéticamente emparejadas para mediar el fenotipo celular de miofibroblastos de Dupuytren.

Ejemplo 2 - Funcion de la inflamacion en la enfermedad de Dupuytren

A continuacién, se examinaron los nédulos para la presencia de otros tipos celulares, especificamente células
inflamatorias. Encontramos que habia presentes grandes numeros de tanto macréfagos como mastocitos en ndédulos
pero no en regiones no nodulares de los cordones.

La Figura 7 muestra células inflamatorias del nédulo de Dupuytren y el cordén. Se tifieron en serie secciones de
cordones digitales para a-SMA, macréfagos positivos de CD68 y triptasa de mastocitos. Las imagenes son
representativas de 15 muestras de pacientes.

Cuantificamos sistematicamente el nimero de células inflamatorias observadas por todo el tejido del cordon de
Dupuytren escindido en 10 muestras de pacientes. Para cada regién se recont6 (nédulo, cordén distal al nédulo y
corddn no nodular), el nimero total de células, el nimero de células positivas para a-SMA y células tefidas para
elastasa de neutrdfilos, triptasa de mastocitos, linfocitos T positivos para CD3, linfocitos T positivos para CD 4,
macréfagos positivos de CD68 (magnificaciéon x20) (Tabla 1).

Tabla 1. Cuantificacion de numero células totales: Células positivas para a-SMA, Linfocitos T positivos para CD3,
Linfocitos T positivos para CD4, macrofagos positivos para CD68 y células positivas para triptasa de mastocitos y
elastasa de neutrofilos por todo el corddn de Dupuytren escindido. Nédulos, corddn distal con respecto a ndédulo y
corddn no nodular se analizaron (presentados como recuento medio (SDEV) por mm?2) Seis campos de vision se

recontaron dentro de cada region.

Tincion para IHC Mediana Mediana de SDV mediana de cordén no
p de nédulos SDEV distal a nédulo SDEV nodular

Células totales 1515 181 416 104 504 163

a-SMA 1493 199 12 8 8 7

Elastasa de 2 1 0 1 0 0

neutrofilos

Linfocitos T 99

positivos de CD3 220 2 2 1 2
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Tincion para IHC Mediana Mediana de SDV mediana de cordon no
p de nédulos SDEV distal a nédulo SDEV nodular

Linfocitos T

positivos de CD4 2 1 0 0 0 0

Macréfagos

positivos de CD68 |282 54 1 1 1 1

Triptasg de 48 11 1 1 0 1

mastocitos

Estos datos muestran que lo macréfagos positivos de CD68, linfocitos T para CD3 y células positivas de triptasa de
mastocitos eran comunes dentro de nédulos celulares y escasas dentro del tejido del cordon. Se observaron células
positivas de elastasa de neutrofilos y linfocitos T positivos para CD4 infrecuentemente en tejido de Dupuytren. Los
noédulos de Dupuytren contenian numerosos mastocitos, que son una fuente rica de TNF-a (Krishnaswamy y col.,
2006). Mientras que el tejido nodular de Dupuytren esta poblado con miofibroblastos altamente contractiles, la
presencia de células inflamatorias sugiere que la inflamacion puede ser importante en la patogénesis de la
enfermedad. En cordon no nodular, casi no se observaron células inflamatorias y también resulta de interés que
practicamente no habia células tefidas positivas para elastasa de neutréfilos ni en cordén nodular ni en no nodular.
Esto es al contrario que a la inflamacién durante la curacién de una herida, cuando se observan comdnmente
neutrofilos y estan implicados en la limpieza de restos y bacterias y la iniciacion de contraccion de la herida
dependiente de miofibroblastos. Sin embargo, es importante destacar que mientras que las muestras de cordon
digital contienen nédulos, no reflejan necesariamente los procesos en las etapas mas tempranas de la enfermedad.

Ejemplo 3 - Productos finales de glicacion avanzada y su receptor

Examinamos la distribucion de RAGE en tejido de Dupuytren y piel tanto palmar como no palmar. Encontramos
tincion abundante para RAGE en nddulos de Dupuytren, donde se colocalizé con los miofibroblastos (véase Figura
8). Se biseccionaron longitudinalmente muestras de cordén digital y se fijaron en formalina. Se tomaron secciones
histoldgicas desde la superficie cortada del corddn y se tifieron secciones en serie para anticuerpos (A, C) a-SMA y
(B, D) RAGE. Escala de barras tal como se muestra. Las imagenes son representativas de 15 muestras de
pacientes. RAGE se colocaliza con una distribuciéon de a-SMA en nddulos de Dupuytren.

También encontramos una tincién aumentada para RAGE en las capas superficiales de la epidermis en piel palmar
en comparaciéon con piel no palmar y la tincion de FACS mostré expresion RAGE significativamente superior por
fibroblastos dérmicos de piel palmar en comparacion con piel no palmar. Véase la figura 9.

Se fijaron muestras de piel no palmar y palmar en formalina. Se tifieron secciones histolégicas para RAGE. (A, C)
Piel no palmar y (B, D) piel palmar. Se muestra escala de barras. Las imagenes son representativas de 6 muestras
de pacientes emparejadas. La Figura 9 ilustra la distribucion diferencial de RAGE dentro de piel no palmar y palmar.

También demostramos que células derivadas de ndédulos expresan niveles superiores de superficie celular RAGE
que fibroblastos dérmicos emparejados. Células derivadas de nédulos, fibroblastos palmares y no palmares (1x10*
células por experimento) se tifieron con anticuerpo RAGE, se marcaron fluorescentemente y se evalué la intensidad
de fluorescencia media mediante andlisis de FACS. (Figura 10 A, C) Niveles de expresiéon RAGE de superficie
celular en células derivadas de nédulos en comparacion con fibroblastos dérmicos emparejados. (B,D) Niveles de
expresion RAGE de superficie celular en células no nodulares en comparacion con fibroblastos dérmicos
emparejados. Se muestran los resultados en A y B para 4 pacientes nodulares emparejados y muestras no
nodulares (+x SEM). * representa p=0,01. (E) Rastro de intensidad fluorescente de RAGE que muestra células
derivadas de nddulos, fibroblastos no palmares, fibroblastos palmares y control de isotipos a partir de 1 muestra de
paciente emparejada nodular representativa y (F) de 1 muestra de paciente emparejada no nodular representativa.
Véase la figura 10.

Demostramos que la expresion de superficie celular RAGE es superior en fibroblastos palmares que en no palmares.
Se tifieron fibroblastos (1x10%) de piel palmar y no palmar emparejada con anticuerpo RAGE, se marcaron
fluorescentemente y se analizé la intensidad de fluorescencia media mediante FACS. Los niveles de expresion de
RAGE de superficie celular eran consistentemente superiores en fibroblastos palmares que en fibroblastos no
palmares. Se muestran datos de 8 muestras de pacientes emparejadas. Véase la figura 11.

En un experimento adicional para investigar el efecto de AGE sobre la formacion de miofibroblastos, se sembraron
geles de colageno con 1,5 de fibroblastos palmares y se cultivaron durante 24 h en ausencia (PS solo) o presencia
de albumina de suero bovino (BSA) (15 ug/ml), o AGE-BSA (150 ug/ml) durante periodos variantes y se cuantificé la
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contraccion de fuerza isométrica en el monitor de fuerza de cultivo. Los datos se muestran como +/-SEM a partir de
experimentos por triplicado con muestras de 3 pacientes distintos en la Figura 14. Resulta evidente a partir de la
Figura 14 que la contractilidad de fibroblastos dérmicos palmares no se ve afectada cuando se expone a AGE.

Seguimos investigando si los productos finales de glicacion avanzada también actian a través de células
inflamatorias y en otros sistemas han mostrado llevar a la liberacién de citoquinas proinflamatorias (Uribarri y col.,
2005). Los geles de colagenos sembrados con fibroblastos palmares se cultivaron durante 24 h con sobrenadantes
de monocitos (M) estimulados con AGE-(100 pg/ml) en ausencia o presencia de anti TNF-a (10 ug/ml) y se cuantificd
la contraccion de fuerza isométrica. Los experimentos se realizaron por duplicado. De forma interesante, el
sobrenadante de los monocitos humanos co-cultivados con AGE estimularon la contraccion de fibroblastos palmares
de un modo dependiente de TNF-a (Figura 20).

Ejemplo 4

Examinamos el efecto de adicion de HMGB1 exdgeno a fibroblastos palmares. Geles de colagenos sembrados con
fibroblastos palmares se cultivaron durante 24 h en ausencia (PS solo) o presencia de TNF-a (1ng/ml), o HMGB1 (1
ng/ml) o TGF-B1 (10 ng/ml) y se cuantificé la contraccién de fuerza isométrica (utilizando la técnica de monitor de
fuerza de cultivo, tal como se describe en Verjee y col., Hand Surg Am, 34, 1785-1794, 2009 and Verjee y col., J Cell
Physiol, 2010). Se muestran datos del experimento en la FIGURA 12 como +/-SD a partir de experimentos por
triplicado (excepto HMGB1 que es duplicado).

Mientras que habia una tendencia hacia la contraccién aumentada resultante de HMGB1, no fue estadisticamente
significante (Figura 12). Nuestros datos mostraron una contractilidad de fibroblastos palmares aumentada
significante (P=0,0001) con 10ng/ml TGF-B1 en comparacion con fibroblastos palmares no tratados.

Encontramos que monocitos humanos expuestos a S1T00A8 y en algin grado a S100A9 (otras Alarminas) produjeron
TNF-a de un modo dependiente de la dosis, como se ilustra en Figura 15. Como se puede observar en la Figura 15,
S100A8 es mas activo que S100A9 y S100A12 dentro del intervalo sometido a ensayo. LPS, un patrén molecular
asociado a patdégenos (PAMP) se muestra como control positivo.

Los receptores conocidos para S100A8 son el receptor para productos finales de glicacion avanzada (RAGE) y los
receptores tipo Toll 2 y 4. Monocitos humanos a 1x105ml se incubaron en 10 % de FCS con S100 A8 humano a
0,5 pg/ml con la adicion de cualquier anticuerpo a TLR4, TLR2 o controles de isotipos (no se muestra) o RAGE
soluble (sSRAGE)) durante 14 horas. Se determinaron los niveles TNF-a mediante ELISA. Hemos encontrado que el
receptor predominante para unir ST00A8 en monocitos que llevan a la produccién de TNF-a es TLR-4 y no RAGE o
TLR-2 (Figura 16).

Hemos confirmado que S100A8 se une predominantemente a TLR-4 y que la sefializacién intracelular que lleva a la
produccién de TNF-a por monocitos es completamente dependiente de la proteina MyD88 adaptora comparando el
efecto de S100A8 murino sobre la produccion de TNF-a por células de médula 6sea derivadas de ratones
deficientes de TLR-4 o MyD88 con células de médula ésea de animales C57B1/6 de tipo silvestre (Figura 17). En la
figura 17, TNF-a producido por células de médula ésea murinas de tipo silvestre, ratones TLR4 7~y MyD88 - cuando
se exponen a S100A8 murino se midié mediante ELISA.

Es mas complicado mostrar in vitro que HMGB1 también actia sobre monocitos que lleva a la liberaciéon de
citoquinas proinflamatorias. Esto se debe a que el in vivo actda junto con otros ligandos de TLR y el HMGB1
altamente purificado solo no lleva a la producciéon de TNF-a por los monocitos in vitro (Figura 18). Nuestro
experimento, cuyos resultados se muestran en la Figura 18, implicaban monocitos humanos a 1x105/ml incubados
en un 10 % de FCS con HMGB1 o LPS solo o juntos en concentraciones que se muestran durante 14 horas. Se
determinaron los niveles TNF-a mediante ELISA. Se encontré que el HMGB1 solo no estimula la produccién de TNF-
a por monocitos pero es activo en combinacion con LPS.

La Figura 19 muestra un esquema del mecanismo propuesto de la funcion del traumatismo y alarminas en la
patogénesis de la enfermedad de Dupuytren. Tal como se puede observar, el traumatismo (101) provoca lesién
celular (103) y la consiguiente liberacién de alarminas (105) tal como S100A8, que se une a TLR-4 (107) en una
célula inflamatoria tal como un macréfago (109) provocando que se produzcan citoquinas proinflamatorias tales
como TNF-a (113) sefaladas a través de Myd88 (111). El TNF-a puede entonces unirse a TNFR (115) sobre el
precursor de fibroblastos (117) dando como resultado la formacién de miofibroblastos (119).

Ejemplo 5

Se trataron células cultivadas del primer pasaje de un nodulo de Dupuytren (que comprendia células de
miofibroblasto), usando el monitor de fuerza de cultivo descrito anteriormente, con un anticuerpo TNF-a humano
monoclonal (cultivo de IgG1 monoclonal n.2 1825, como disponible a partir de R&D Systems de Canada) en una
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cantidad de 10 pg/ml. En comparacion con un cultivo de control de tales células de pasaje primario, se encontré que
células tratadas con anti-TNF-a a las 24 horas se contraian en una cantidad superior al 30 % menos que el control
(que se cree que se corresponde con la desactivacion de miofibroblastos eficaz superior al 30 % en comparacion
con el control). Esto se muestra en la Figura 13, en la que el gradiente (o tasa de contraccion; en dinas/h) durante 24
horas se ilustra para cada una de las células de control de las células tratadas con anticuerpos de TNF-a.

Esto muestra directamente que las células de miofibroblastos cultivadas a partir de un clinico de un paciente con
enfermedad de Dupuytren tienen actividad reducida (por ejemplo, comportamiento contractil reducido y/o abundancia
reducida) cuando se trata con un antagonista de TNF-q, incluso sobre solo 24 horas. Puesto que el efecto del
antagonista de TNF-a sobre los miofibroblastos en la situacion clinica continuara y el régimen terapéutica en un
paciente puede implicar aplicaciones repetidas, se cree que este experimento muestra que la actividad de
miofibroblastos puede gestionarse eficazmente, reduciendo, de este modo, la progresiones y/o inhibiendo la
reaparicion de trastornos fibroproliferativos musculoesqueléticos y, en particular, enfermedad de Dupuytren mediante
la aplicacion local de un antagonista de TNF-a en el sitio de la enfermedad.

Fuimos capaces de confirmar que la adicién de fibroblastos palmares humanos de TGF-1 en un enrejado de
colageno en condiciones isoméricas potencié la contractilidad (véase la figura 21). Los geles de colagenos
sembrados con fibroblastos palmares se cultivaron durante 24 h en ausencia (PS solo) o presencia de TGF-g1 (10
ng/ml). Los datos se muestran como +/-SD a partir de experimentos por triplicado usando células de 3 pacientes.

A continuacién, comparamos el efecto de TNF-a sobre la tasa de contraccién en piel palmar y piel no palmar de un
paciente con Dupuytren. Los geles de colagenos sembrados con fibroblastos palmares se cultivaron durante 24 h en
ausencia (PS o NPS solo) o presencia de TNF-a (1 ng/ml). Los datos se muestran como +/-SD a partir de
experimentos por triplicado usando células de 3 pacientes para piel palmar y piel no palmar de un paciente (**
p=0,0012, ns = no significante). Encontramos contraccion significativamente potenciada en el monitor de fuerza de
cultivo (Figura 22) cuando se afade TNF-a a los fibroblastos de piel palmar. Sin embargo, no hubo cambio, ni una
ligera reduccién, en la tasa de contraccion cuando se afiadi6 TNF-a a fibroblastos dérmicos no palmares también
obtenidos a partir de pacientes que padecia dermofasciectomia de enfermedad de Dupuytren. Resulta interesante
destacar que la enfermedad de Dupuytren solo afecta a las palmas de las manos y raramente a las plantas de los
pies o tunica albuginea del pene (enfermedad de Peyronie).

La siguiente cuestion clave era si la contractilidad del os miofibroblastos en la enfermedad de Dupuytren podria
invertirse mediante la adicion de anti-TNF-a de un modo dependiente de la dosis. Los geles de colageno sembrados
con 1,5 millones de miofibroblastos/fibroblastos de Dupuytren se cultivaron dura 24 h en presencia de anti TNF-a
(antihumano murino R&D Systems, MAB2010) y se cuantificé la contraccion de fuerza isométrica. Se llevaron a cabo
experimentos en triplicado usando células a partir de 5 pacientes no seleccionados consecutivos. No hubo efecto
con anticuerpo de control de isotipos o con 0,1 pg/ml de anti TNF-a. Los valores representan + SEM de mediana. En
la figura 23 se muestran los resultados. Ademas de anti-TNF-a en un intervalo de dosis de 1-10 pug/ml con respecto a
miofibroblastos a partir del cordon de Dupuytren regulé negativamente su contraccién en el monitor de fuerza de
cultivo de un modo dependiente de la dosis (Figura 23).

A continuacion evaluamos el efecto del anti-TNF-a sobre la morfologia de miofibroblastos. Todas las células en los
genes no tratados o los expuesto al anticuerpo de control de isotipos de IgG se conformaron por rotacién y se
alinearon en el eje de maxima tension (Fig 24a). Sin embargo, en los geles tratados con 10 pg/ml de anti-TNF-q,
muchas de las células mostraron una morfologia estrellada, sin ninguna alineacién con respecto a la direccion de
tension (Fig 24b,c).

Para los experimentos de la Figura 24, los geles de los experimentos que se muestran en la Fig 23 se fijaron en 3 %
de paraformaldehido y se marcaron inmunofluorescentemente usando anticuerpos de aactina de musculo listo (rojo),
faloidina (verde) y DAPI (nucleos-azul). La Figura 24a muestra células de un gel expuesto a anticuerpo de IgG de
control de isotipos. Las Figuras 24b y ¢ muestras células de un gel expuesto a 10 pg/ml de anticuerpo anti-TNF-a
tefiido con faloidina y anticuerpo a a actina de musculo liso respectivamente. Las imagenes originales se
fotografiaron a x100.

La Figura 25 ilustra un esquema de una funciéon propuesta de glicacién avanzada de productos finales, lesién y
alarminas en la patogénesis de trastornos fibroproliferativas, destacando la funcién fundamental del TNF-a en la
trayectoria comun final. De este modo, TNF-a es una diana terapéutica clave tanto para enfermedad de Dupuytren
temprana como para prevenir la reaparicion después de un tratamiento con colagenasa.

Estos Ejemplos ilustran hallazgos iniciales que potencian la comprension de material de nddulos de Dupuytren y
comportamiento contractil especialmente referido a la funciéon y comportamiento de miofibroblastos activos. Estos
hallazgos implican TNF-a en actividad de miofibroblastos asi como DAMP y AGE, con ayuda del hallazgo de que los
antagonistas de TNF-a, Los antagonistas de DAMP y/o inhibidores de AGE pueden usarse para prevenir o inhibir la
aparicion o progresion de la enfermedad desde una enfermedad de estado temprano hasta enfermedad de estado
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establecido y prevenir o inhibir la reaparicion de la enfermedad en enfermedad establecido cuando los pacientes han
sido sometidos a un tratamiento correctivo principal.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para su uso en el tratamiento de un trastorno fibroproliferativo musculoesquelético de estado de
enfermedad temprana, comprendiendo la composicion una cantidad terapéutica, profilactica o eficaz en la inhibicion
de la progresién de un antagonista del TNF-a, en donde el trastorno se caracteriza por la presencia de indicaciones
de enfermedad, pero en ausencia de contraccion significante.

2. Una composicion tal como se reivindica en la reivindicacion 1 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde los sintomas de enfermedad son la presencia de nddulos histolégicos y/o la presencia de nédulos clinicos.

3. Una composicion tal como se reivindica en la reivindicacién 1 o reivindicacién 2 para su uso de acuerdo con la
reivindicacién 1 o reivindicacion 2, en donde el trastorno fibroproliferativo musculoesquelético es una enfermedad de
fibromatosis.

4. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el trastorno fibroproliferativo musculoesquelético se selecciona
entre enfermedad de Dupuytren, fibromatosis plantar, enfermedad de Peyronie y adhesiones musculoesqueléticas.

5. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 4, para el uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde las
adhesiones musculoesqueléticas se seleccionan entre capsulitis adhesiva y adhesiones de tendon.

6. Una composicién tal como se reivindica en una cualquiera de las anteriores reivindicaciones para su uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el trastorno fibroproliferativo
musculoesquelético es la enfermedad de Dupuytren.

7. Una composicién tal como se reivindica en la reivindicacién 6 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en
donde el trastorno se caracteriza por una contraccién de articulacion de menos de 20°.

8. Una composicién tal como se reivindica en una cualquiera de las anteriores reivindicaciones para su uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es para su aplicacion local al sitio de la
enfermedad o sitio de manifestacion de sintomas de la misma.

9. Una composicién tal como se reivindica en una cualquiera de las anteriores reivindicaciones para su uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende un antagonista del TNF-a y una
degradacion de matriz extracelular, empobrecimiento o agente de escision.

10. Una composicion tal como se reivindica en la reivindicacion 9 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en
donde la degradacion de matriz extracelular, empobrecimiento o agente de escision es una metaloproteinasa de
matriz y/o una colagenasa.

11. Una composicién tal como se reivindica en una cualquiera de las anteriores reivindicaciones para su uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, cuya composicion se formula para su inyeccion
directamente en el tejido enfermo.

12. Una composicién tal como se reivindica en la reivindicacién 11 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11,
cuya composicion es para su inyeccién directamente en nédulos.

13. Una composicion tal como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, cuya composicién se formula para su aplicacion tépica.

14. Una composicion tal como se reivindica en una cualquiera de las anteriores reivindicaciones para su uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el antagonista del TNF-a se selecciona
entre uno o mas de Infliximab, Adalimumab, Certolizumab pegol, Golimumab o Etanercept.
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