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DESCRIPCION
Administracion intraarticular de pepstatina para la artrosis

La presente invencion se refiere a preparaciones farmacéuticas y medicamentos para la administracién intraarticular
que contienen pepstatina, asi como su preparacion y, en particular, su uso en el tratamiento y/o la profilaxis de
artrosis, lesiones condrales traumaticas, artritis, dolor, alodinia o hiperalgesia, prefiriéndose en especial para la
artrosis.

Antecedentes de la invencion

La artrosis es la enfermedad articular mas extendida a nivel mundial y se encuentran indicios radioldgicos de artrosis
en la mayoria de personas de méas de 65 afnos. A pesar de esta importancia fundamental para el sistema sanitario,
hasta este momento las causas de la artrosis todavia no se han aclarado y las medidas preventivas eficaces todavia
continan siendo un objetivo lejano. La reduccion de la cavidad articular (debido a la destruccion del cartilago
articular) junto con alteraciones de los huesos subcondrales y la formacion de osteofitos son las caracteristicas
radiologicas de la enfermedad. Para los pacientes, no obstante, la prioridad son los dolores (dolores en reposo
nocturnos y relacionados con cargas) con la subsiguiente limitacién funcional. Esto es también lo que lleva a los
pacientes al aislamiento social con las correspondientes deuteropatias.

El concepto artrosis se refiere, segun una definicion no oficial en Alemania, a un «desgaste articular» que sobrepasa
los niveles habituales de la edad. Se considera que las causas son un exceso de carga (peso corporal algo elevado),
causas congénitas o traumaticas, como alineacion incorrecta de las articulaciones, o también deformaciones éseas
debidas a osteopatias como la osteoporosis. Asimismo, la artrosis puede originarse como consecuencia de otras
enfermedades (artrosis secundaria), por ejemplo de una inflamacién articular (artritis), o ir acompafada del
desarrollo de derrames debido a sobrecargas (reaccion inflamatoria secundaria) (artrosis activada). La literatura
especializada angloamericana distingue entre la osteoartrosis (osteoarthritis [OA] en inglés), en la que la destruccién
de las superficies articulares probablemente se debe fundamentalmente a efectos de carga, y la artritis (arthritis,
rheumatoid arthritis [RA] en inglés), en la que tiene prioridad la degeneracion articular debido a un componente
inflamatorio.

Fundamentalmente, las artrosis se diferencian segun su causa. La artrosis alcaptonurica se basa en un aumento de
los depositos de acido homogentisico en las articulaciones en caso de la susodicha alcaptonuria. En la artrosis
hemofilica se presentan con regularidad hemorragias intraarticulares en caso de hemofilia (hemartrosis). La artrosis
urica se produce por el efecto mecanico de cristales de urato (acido Urico) en el cartilago sano (W. Pschyrembel y
col.: Klinisches Worterbuch mit klinischen Syndromen und einem Anhang Nomina Anatomica. Editorial Walter de
Gruyter & Co, 2532 edicion, 1977).

La displasia de las articulaciones representa la causa clasica de una artrosis. En el ejemplo de la cadera esta claro
que la zona méas cargada mecanicamente en una posicion fisiolégica de cadera presenta una superficie claramente
mas grande que en el caso de una cadera displasica. Sin embargo, las cargas debidas a las fuerzas que actdan
sobre la articulacién son en su mayor parte independientes de la forma de la articulacién. Se reparten
fundamentalmente sobre la(s) zona(s) de carga principal(es). De esta manera, se produce una mayor carga por
presién en una zona pequefia que en una zona mas grande. Por lo tanto, en una cadera displasica la carga
biomecanica por presion del cartilago articular es mayor que en una posicion fisiolégica de cadera. En general, se
considera que este principio es la causa de la aparicion frecuente de alteraciones artrosicas en las articulaciones de
soporte que difieren de la forma anatémica ideal.

Si las consecuencias de una lesion son las responsables de un desgaste prematuro, se habla de una artrosis
postraumatica. Como otras causas de una artrosis secundaria se habla de razones mecanicas, inflamatorias,
metabdlicas, quimicas (quinolonas), tréficas, hormonales, neuroldgicas y genéticas. En la mayoria de casos, sin
embargo, se declara como diagnostico una artrosis idiopatica en la que el médico expresa la aparente falta de una
enfermedad causal (H. I. Roach y S. Tilley, Bone and Osteoarthritis F. Bronner y M. C. Farach-Carson (editores),
editorial Springer, volumen 4, 2007).

Las causas medicamentosas de una artrosis pueden ser, por ejemplo, antibiéticos del tipo inhibidores de girasa
(fluoroquinolonas, como ciprofloxacino, levofloxacino). En tejidos con una mala vascularizacién (cartilago articular
hialino, tejidos de tendo6n), estos medicamentos provocan una complejacion de iones magnesio, lo cual tiene como
consecuencia que se producen lesiones irreversibles en el tejido conjuntivo. Normalmente estas lesiones son mas
marcadas en nifios y jovenes en fase de crecimiento. Las tendopatias y artropatias son efectos secundarios
conocidos de esta clase de medicamentos. En adultos, segun informaciones de farmacoélogos y reumatélogos
independientes, estos antibidticos provocan una degradacién fisiol6gica acelerada del cartilago articular hialino (M.
Menschik y col., Antimicrob. Agents Chemother. 41, 1997, pags. 2562-2565; M. Egerbacher y col., Arch. Toxicol. 73,
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2000, pags. 557-563; H. Chang y col., Scand. J. Infect. Dis. 28, 1996, pags. 641-643; A. Chaslerie y col., Therapie
47,1992, pag. 80). También un tratamiento prolongado con fenprocumdn puede favorecer una artrosis a causa de la
reduccion de la densidad ésea en caso de cargas de la estructura interna de la articulacion.

Ademas de la edad, se conocen como factores de riesgo de la osteoartrosis las sobrecargas mecanicas,
(micro)traumatismos, desestabilizaciones de la articulacion provocadas por la pérdida de mecanismos de seguridad,
asi como factores genéticos. Sin embargo, no se han aclarado completamente ni el origen ni las posibilidades de
intervencion (H. I. Roach y S. Tilley, Bone and Osteoarthritis F. Bronner y M. C. Farach-Carson (editores), editorial
Springer, volumen 4, 2007).

En una articulacion afectada por artrosis el contenido de mondxido de nitrdgeno aumenta temporalmente. De un
modo similar, podria observarse a causa de una irritacion mecanica elevada del tejido condral (P. Das y col., Journal
of Orthopaedic Research 15, 1997, pags. 87-93. A. J. Farrell y col. Annals of the Rheumatic Diseases 51, 1992,
pags. 1219-1222; B. Fermor y col., Journal of Orthopaedic Research 19, 2001, pags. 729-737), mientras que una
estimulacién mecanica moderada repercute de una forma mas bien positiva. Con ello, los efectos de fuerza
mecanica intervienen como causa en el avance de la osteoartrosis (X. Liu y col., Biorheology 43, 2006, pags. 183-
190).

Fundamentalmente, la terapia de la artrosis persigue dos objetivos. Por un lado, la ausencia de dolor bajo una carga
habitual y, por otro lado, impedir las limitaciones mecanicas o las alteraciones de una articulacion. Estos objetivos no
se pueden conseguir a largo plazo mediante un tratamiento del dolor como Unico método terapéutico sintomatico, ya
que con este tratamiento no se puede impedir el avance de la enfermedad. Si se quiere conseguir esto ultimo, se
debe detener la destruccion del cartilago. Puesto que en pacientes adultos el cartilago articular no se puede
regenerar, es de suma importancia, ademas, la eliminacién de factores patogenéticos como displasias articulares o
alineaciones incorrectas que provocan un aumento de cargas de presion puntuales del cartilago articular.

Finalmente, con la ayuda de medicamentos se intenta impedir o detener los procesos degenerativos en los tejidos
condrales.

La matriz extracelular, que estd compuesta en primer lugar de colageno, proteoglucanos y agua, es fundamental
para el estado funcional del cartilago articular y, con ello, para su capacidad de resistencia frente a cargas. Entre las
enzimas que intervienen en la degradacion de la matriz extracelular se encuentran, en particular, las
metaloproteinasas, las agrecanasas y las enzimas catepsinas. Pero también otras enzimas pueden descomponer
principalmente la matriz condral, como por ejemplo la plasmina, la calicreina, la elastasa de neutrdfilos, la triptasa y
la quimasa.

Las catepsinas pertenecen a la superfamilia papaina de las proteasas lisosomales. Las catepsinas participan en la
protedlisis normal y en la transformacion de proteinas diana y tejidos, asi como en la iniciacion de cascadas
proteoliticas y activaciones de proenzimas. Ademas, participan en la expresién del CMH clase Il (Baldwin (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci., 90: 6796-6800; Mixuochi (1994) Immunol. Lett., 43: 189-193). En realidad, una expresion
andémala de la catepsina puede provocar enfermedades graves. Asi, se pudo comprobar una expresion aumentada
de catepsina en células cancerosas, por ejemplo en cancer de mama, de pulmén, de prostata, de glioblastoma y de
cabeza y cuello, y se pudo demostrar que la catepsina esta asociada con un éxito terapéutico insuficiente en cancer
de mama, de pulmdn, de cabeza y cuello, asi como en tumores cerebrales (Kos y col. (1998) Oncol. Rep., 5: 1349-
1361; Yan y col. (1998) Biol. Chem., 379: 113-123; Mort y col.; (1997) Int. J. Biochem. Cell Biol., 29: 715-720;
Friedrick y col. (1999) Eur. J Cancer, 35: 138-144). Ademas, al parecer una expresion andmala de la catepsina esta
implicada en el desarrollo de enfermedades inflamatorias y no inflamatorias, como por ejemplo la artritis reumatoide
y la osteoartrosis (Keyszer (1995) Arthritis Rheum., 38: 976-984).

El mecanismo molecular de la actividad de la catepsina no se ha esclarecido completamente. Por un lado, se ha
descubierto que, por ejemplo, una expresién inducida de catepsina en células B cuyo suero se extrae protege de la
apoptosis y que un tratamiento de las células con oligonucleétidos antisentido de la catepsina B induce una
apoptosis (Shibata y col. (1998) Biochem. Biophys. Res. Commun., 251: 199-20; Isahara y col. (1999) Neuroscience,
91: 233-249). Estos estudios sugieren un papel antiapoptoético de las catepsinas. Sin embargo, se encuentran en
oposicion total respecto a estudios previos que describen las catepsinas como mediadoras de la apoptosis (Roberts
y col. (1997) Gastroenterology, 113: 1714-1726; Jones y col. (1998) Am. J. Physiol., 275: G723-730).

Las catepsinas se sintetizan como zimdgenos inactivos en los ribosomas y se transfieren al sistema lisosomal. Tras
la disociacion proteolitica del propéptido N terminal aumenta la concentracion de catepsina en el medio acido de los
lisosomas hasta 1 mMy los lisosomas liberan las catepsinas hacia el medio extracelular.

Entre las catepsinas se distinguen las cisteina catepsinas B, C, H, F, K, L, O, S, Vy W, las aspartil catepsinas Dy E
y la serina catepsina G.
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Ejemplos de inhibidores de catepsina en el desarrollo clinico son inhibidores de catepsina K para el tratamiento de la
artrosis e inhibidores de catepsina S para el tratamiento de la artritis, el dolor neuropatico y la psoriasis.

Entre las aspartil proteasas también se encuentran, ademas de la catepsina D, la aspartil proteasa VIH (proteasa
VIH-1), la renina, la pepsina A y C, BACE (Asp2, memapsina), la plasmepsina y las aspartil hemoglobinasas
(Takahashi, T. y col., Ed. Aspartic Proteinases Structure, Function, Biology and Biomedical Implications (Plenum
Press, New York, 1995), Adams, J. y col., Ann. Rep. Med. Chem. 31, 279-288, 1996; Edmunds J. y col., Ann. Rep.
Med. Chem. 31, 51-60, 1996; Miller, D. K. y col., Ann. Rep. Med. Chem 31, 249-268, 1996). La catepsina D participa
normalmente en la degradacion de proteinas intracelulares o fagocitadas y por ello desempefa un papel importante
en el metabolismo proteico (Helseth, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 3302-3306, 1984), en el catabolismo
proteico (Kay, y col., Intracellular Protein Catabolism (eds. Katunuma, y col., 155-162, 1989) y en el procesamiento
de antigenos (Guagliardi, y col., Nature, 343, 133-139, 1990; Van Noort, y col., J. Biol. Chem., 264, 14159-14164,
1989).

Los niveles elevados de catepsina D se han relacionado con una serie de enfermedades. Asi, los niveles elevados
de catepsina D estan en correlacion con pronésticos malos en caso de cancer de mama y con invasion celular
elevada y mayor riesgo de metéastasis, asi como con un tiempo de supervivencia menor sin recidivas tras la terapia y
una tasa de supervivencia mas reducida en conjunto (Westley B. R. y col., Eur. J. Cancer 32, 15-24, 1996;
Rochefort, H., Semin. Cancer Biol. 1:153, 1990; Tandon, A. K. y col., N. Engl. J. Med. 322, 297, 1990). La tasa de
secrecion de catepsina D en caso de cancer de mama se obtiene a través de una sobreexpresion del gen y a través
de un procesamiento modificado de la proteina. Unos niveles elevados de catepsina D y de otras proteasas, como
por ejemplo colagenasa, fabricada en las inmediaciones de un tumor en crecimiento, podrian incluso degradar la
matriz extracelular alrededor del tumor y asi provocar el desprendimiento de células tumorales y la invasion de
nuevos tejidos a través del sistema linfatico y sanguineo (Liotta L. A., Scientific American Feb:54, 1992; Liotta L. A. y
Stetler-Stevenson W. G., Cancer Biol. 1:99, 1990; Liaudet E., Cell Growth Differ. 6:1045-1052, 1995; Ross J. S., Am.
J. Clin. Pathol. 104:36-41, 1995; Dickinson A. J., J. Urol. 154:237-241, 1995).

Ademas, la catepsina D esta relacionada con alteraciones degenerativas del cerebro, como por ejemplo la
enfermedad de Alzheimer. Asi, la catepsina D esta asociada con la descomposicién del precursor de la proteina (-
amiloide o de un precursor mutante que aumenta la expresion de la proteina amiloide en las células transfectadas
(Cataldo, A. M. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. 87: 3861, 1990; Ladror, U. S. y col., J. Biol. Chem. 269: 18422, 1994,
Evin G., Biochemistry 34: 14185-14192, 1995). La proteina B-amiloide, que resulta de la protedlisis del precursor de
la proteina -amiloide, provoca la formacion de placas en el cerebro y parece ser la responsable del desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer. También se han encontrado niveles elevados de catepsina D en el liquido
cefalorraquideo de pacientes de alzhéimer y se pudo demostrar una elevada actividad proteolitica de la catepsina D
frente al precursor mutante de la proteina B-amiloide (Schwager, A. L., y col. J. Neurochem. 64:443, 1995). Ademas,
se mide un aumento significativo de la actividad de la catepsina D en biopsias de pacientes con la enfermedad de
Huntington (Mantle D., J. Neurol. Sci. 131: 65-70, 1995).

En la manifestacién de una artrosis, la catepsina D probablemente desempefia un papel fundamental en varios
niveles. Asi, se miden niveles mas elevados de ARNm de catepsina D en perros con artrosis espontanea en
comparacién con perros sanos en el cartilago articular del condilo de cadera (Clements D. N. y col., Arthritis Res.
Ther. 2006; 8(6): R158; Ritchlin C. y col., Scand. J. Immunnol. 40: 292-298, 1994). También Devauchelle V. y col.
(Genes Immun. 2004, 5(8): 597-608) muestran tasas de expresion diferentes de catepsina D en pacientes humanos
en caso de artrosis en comparacion con la artritis reumatoide (véase también Keyszer G. M., Arthritis Rheum. 38:
976-984, 1995). La catepsina D también parece estar implicada en caso de mucolipidosis (Kopitz J., Biochem. J.
295, 2: 577-580, 1993).

La endopeptidasa lisosomal catepsina D es la proteinasa mas extendida en los condrocitos (Ruiz-Romero C. y col.,
Proteomics. 2005, 5(12): 3048-59). La actividad proteolitica de la catepsina D se ha demostrado ademas en liquidos
sinoviales cultivados de pacientes con osteoartrosis (Bo G. P. y col., Clin. Rheumatol. 2009, 28(2): 191-9) y también
en tejidos de sinovectomia de pacientes con artritis reumatoide se encuentra una elevada actividad proteolitica
(Taubert H. y col., Autoimmunity. 2002, 35(3): 221-4). Lorenz y col. (Proteomics. 2003, 3(6): 991-1002) también
escriben que todavia no se ha estudiado con detalle la aspartil proteasa catepsina D lisosomal y secretada en
contraste con las catepsinas B y L con respecto a la artritis y artrosis, sin embargo, Lorenz y col. han encontrado
niveles proteicos mas elevados de catepsina D en tejidos sinoviales de pacientes con artrosis en comparacion con
pacientes con artritis reumatoide.

Gedikoglu y col. (Ann. Rheum. Dis. 1986, 45(4): 289-92) han podido demostrar igualmente una actividad proteolitica
elevada de catepsina D en tejidos sinoviales y Byliss y Ali (Biochem. J. 1978, 171(1): 149-54) en el cartilago de
pacientes con artrosis.
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En la artrosis se produce una reduccion local del valor de pH en las zonas del cartilago. Esta reduccion del valor de
pH tiene una importancia crucial para entender los procesos catabdlicos del cartilago.

En la artrosis también se encuentra una correlacion directa del valor de pH reducido en el tejido articular y la
gravedad y la evolucién de la enfermedad. A un valor de pH de 5,5 se produce una autodigestion del cartilago. Esto
se puede inhibir casi completamente en cultivos de explantes (por ejemplo, de ratén, bévido o humano) mediante
pepstatina o ritonavir. Esto sugiere un papel fundamental, si no incluso un papel clave, de la catepsina D en la
artrosis, ya que la pepstatina inhibe las aspartil proteasas con una excepciéon — BACE1 — y hasta ahora solo se han
identificado estas dos aspartil proteasas en los tejidos condrales. Asi, Bo G. P. y col. (Clin. Rheumatol. 2009, 28(2):
191-9) también describen el importante papel de la catepsina D en las alteraciones patoldgicas de las articulaciones.

El inhibidor de aspartil proteasas mas conocido es la pepstatina, un péptido que se aislé originalmente de un cultivo
de Streptomyces. La pepstatina es eficaz frente a pepsina, catepsina y renina. Por eso, muchos inhibidores de
aspartil proteasas se han basado en el modelo de la estructura de la pepstatina (patente de EE. UU. n.® 4,746,648;
Umezawa, H., y col., J. Antibiot (Tokio) 23: 259-62, 1970; Morishima, H., y col., J. Antibiot. (Tokio) 23: 263-5, 1970;
Lin, T. y Williams, H. R., J. Biol. Chem. 254: 11875-83, 1979; Jupp, R. A., y col., Biochem. J. 265: 871-8, 1990;
Agarwal, N. S. y Rich, D. H., J. Med. Chem. 29: 2519-24, 1986; Baldwin, E. T., y col., Proc. Natl. Acad. Sci., EE. UU.
90: 6796-800, 1993; Francis, S. E. y col., EMBO J 13: 306-17, 1994).

Las aspartil proteasas o la catepsina D se describen con frecuencia como proteinas diana de principios activos para
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, trastornos cognitivos, demencia, alzhéimer, cancer, malaria,
infeccion por VIH y enfermedades del sistema cardiocirculatorio y vascular y se revelan inhibidores de aspartil
proteasas o catepsina D para el tratamiento de estas enfermedades, por ejemplo, en los documentos WO
2009013293, EP 1987834, EP 1872780, EP 1867329, EP 1745778, EP 1745777, EP 1745776, WO 1999002153,
WO 1999055687, US 6150416, WO 2003106405, WO 2005087751, WO 2005087215, WO 2005016876,
US 2006281729, WO 2008119772, WO 2006074950, WO 2007077004, WO 2005049585, US 6251928 y US
6150416.

El documento WO 2012107153 da a conocer compuestos peptidicos, asi como también pepstatina, como
antagonistas de la catepsina D que se pueden emplear para el tratamiento de la artrosis y se pueden administrar por
via intraarticular para ello.

Los inhibidores de catepsina D conocidos y los dos compuestos modelo pepstatina y ritonavir inhiben con eficacia la
actividad de la catepsina D, sin embargo presentan una selectividad muy reducida frente a otras aspartil proteasas.
El papel del sistema renina-angiotensina (RAS, por sus siglas en inglés) en la regulacion de la tension arterial y del
contenido de liquido y electrolitos (Oparil, S. y col., N. Engl. J. Med. 1974; 291: 381-401/446-57) y la eficacia de los
inhibidores de renina y pepsina en enfermedades del sistema cardiocirculatorio y vascular son suficientemente
conocidos y, por tanto, en particular en la administracién oral o sistémica de estos inhibidores poco selectivos de
catepsina D se debe contar con numerosos efectos secundarios y también en la administracion local se debe contar
con complicaciones sistémicas debido a la difusién esperada de los compuestos en la sangre.

Ademas, precisamente los compuestos peptidicos presentan por lo general una estabilidad baja en el plasma, el
liquido sinovial y liquidos de otros compartimentos y el metabolismo los degrada muy rapidamente de modo que se
espera un tiempo de permanencia reducido en la sangre, en la capsula articular y en otros compartimentos.

Powell, M. F. y col. (J. Pharm. Sciences, vol. 81, n.2 8, 731-735, 1992) investigaron la estabilidad de compuestos
peptidicos en suero humano unificado (mezcla) y en liquido sinovial unificado (mezcla) de pacientes con artritis
reumatoide (véase la pag. 731, columna derecha, penultimo parrafo). En las Tablas 1y 2, Powell y col., revelaron
que la mayoria de los péptidos de ensayo modificados y no modificados con una longitud de 10 a 25 aminoacidos
presentan una semivida inferior a una hora en los medios de ensayo, plasma humano (HS, por sus siglas en inglés),
liquido sinovial (SF, por sus siglas en inglés), suero de ternera fetal (FCS, por sus siglas en inglés) u homogeneizado
de higado de raton (MLH, por sus siglas en inglés) (véase la pagina 735, columna derecha, Ultimo parrafo). La
estabilidad de los compuestos peptidicos en el suero humano unificado y en el liquido sinovial unificado de pacientes
con artritis es basicamente igual de baja (véase la pagina 733).

En vista de la baja estabilidad y el reducido tiempo de permanencia de los compuestos peptidicos en el plasma y
debido a los efectos secundarios esperados descritos anteriormente, una administracion sistémica u oral de los
inhibidores peptidicos de catepsina D para el tratamiento de la artrosis no entra en consideracion.

Por lo general, los especialistas tampoco tienen en cuenta una administracion intraarticular de los compuestos
peptidicos debido a la reducida semivida esperada en el liquido sinovial, y especialmente debido al reducido tiempo
de permanencia esperado en la capsula articular (difusién mediante la membrana sinovial y degradacién) y debido a
los efectos secundarios sistémicos que se pueden esperar debido a la difusion al plasma.
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Debido sobre todo a la reducida semivida de unas pocas horas de los compuestos peptidicos segin Powell y col.
(1992), se necesitarian inyecciones intraarticulares frecuentes. No obstante, las inyecciones en la cavidad articular
estan vinculadas a dolores y a un riesgo de infeccion considerable para los pacientes y, por consiguiente, dichas
inyecciones no se deben realizar con una frecuencia superior a un intervalo de entre dos y cuatro semanas.

Por tanto, el objetivo de la presente invencién fue encontrar nuevos medicamentos y preparaciones farmacéuticas
que se puedan emplear para la prevencion y el tratamiento de la artrosis y que sean lo suficientemente estables para
la administracion local o intraarticular en el liquido sinovial y que solo tengan una difusion reducida al plasma a
través de la membrana sinovial y que, por consiguiente, presenten un tiempo de permanencia elevado en la capsula
articular de modo que la concentracién del principio activo se mantenga en un intervalo terapéuticamente eficaz
durante el mayor tiempo posible tras la inyeccion.

Resumen de la invencion

Sorprendentemente, pese a su elevado aclaramiento en la administracion intravenosa u oral, se ha descubierto que
la pepstatina permanece en la capsula articular o el liquido sinovial con una concentracion considerablemente
superior a Clso y, por tanto, con una concentracién farmacéuticamente eficaz en caso de inyeccién intraarticular de
una suspensién durante un periodo de tiempo prolongado. Ademas, pese a su estructura peptidica, la pepstatina
muestra una estabilidad sorprendentemente elevada en el liquido sinovial (véase el ejemplo) y, con ello, la
pepstatina supera considerablemente incluso las maximas estabilidades de compuestos peptidicos medidas por
Powell y col. en el liquido sinovial (véase Powell y col., Tabla Il en la pagina 733: n.? 8 toxina pertussis con una
semivida de casi dos dias en el liquido sinovial, n.2 15 Myobacterium leprae con una semivida de unas siete horas y
media, todos los demas compuestos peptidicos con semividas de unos pocos minutos) y precisamente esta
estabilidad sorprendentemente elevada y el tiempo de permanencia sorprendentemente alto en la capsula articular
permiten una aplicacion médica relevante de la pepstatina en el tratamiento de la artrosis, ya que la pepstatina no
permanece en la capsula articular solamente unas pocas horas con niveles clinicamente relevantes, como cabria
esperar segun Powell y col., sino que esta presente con una concentracién considerablemente superior a Clso
durante mas de dos semanas.

De esta forma, la pepstatina es sorprendentemente adecuada para medicamentos y preparaciones farmacéuticas
que se administran de forma local o intraarticular para la prevencion o el tratamiento de la artrosis y que mantienen
niveles elevados durante un periodo de tiempo prolongado, de modo que el medicamento y las preparaciones
farmacéuticas segun la invencién se deben administrar intraarticularmente como maximo de forma semanal,
preferentemente en intervalos de uno a varios meses.

La pepstatina inhibe la catepsina D con una elevada eficacia y se esperan pocos efectos secundarios en la
administracion intraarticular para el tratamiento de la artrosis, puesto que la pepstatina en administracion
intraarticular alcanza solamente un bajo nivel sistémico (nivel plasmatico) debido a su elevado tiempo de
permanencia en la capsula articular y a su lenta liberacion desde el liquido sinovial.

En particular, el elevado tiempo de permanencia de la pepstatina en la cépsula articular es sorprendente y
terapéuticamente valioso, ya que, por ejemplo, a partir de las investigaciones de Powell y col. (1992) cabria esperar
una baja estabilidad de los compuestos peptidicos en el liquido sinovial y habria que contar con una elevada
liberacion de compuestos peptidicos de pequefio tamafio desde el liquido sinovial al plasma. Estos dos procesos
causarian un bajo tiempo de permanencia en la capsula articular. No obstante, sorprendentemente la pepstatina
cuenta con un tiempo de permanencia prolongado en la cépsula articular, pese a lo esperado, ya que su estabilidad
en el liquido sinovial es elevada y la liberacién desde el liquido sinovial aparentemente es muy baja.

La pepstatina contiene varios centros quirales, de modo que también es objeto de la invencién el uso de las formas
Opticamente activas (estereoisomeros), los enantidmeros, los racematos, los diasteredmeros asi como los hidratos y
los solvatos de pepstatina.

Se entendera por derivados farmacéutica o fisiolégicamente compatibles, por ejemplo, las sales de pepstatina, asi
como los compuestos llamados profarmacos. Se entendera por profarmacos derivados de pepstatina modificados,
por ejemplo, con grupos alquilo o acilo (véanse también los grupos protectores de amino e hidroxi a continuacion),
azlcares u oligopéptidos que en el organismo se disocian o se liberan rapidamente para dar las moléculas de
pepstatina eficaces. Entre estos se encuentran también los derivados poliméricos biodegradables de pepstatina,
como se describe, por ejemplo, en Int. J. Pharm. 115 (1995), 61-67.

La pepstatina se puede usar en su forma no salina definitiva. Por otro lado, la presente invencion abarca también el
empleo de pepstatina en forma de sus sales farmacéuticamente aceptables, que pueden derivarse de diversas
bases organicas e inorganicas segun las formas de proceder conocidas en el sector. Las formas de sales
farmacéuticamente aceptables de la pepstatina se elaboran en su mayor parte de forma convencional. Dado que la
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pepstatina contiene un grupo de &cido carboxilico, podra formarse una de sus sales adecuadas mediante la reaccion
de la pepstatina con una base adecuada para dar la correspondiente sal de adiciéon de base. Tales bases son, por
ejemplo, los hidréxidos de los metales alcalinos, entre los cuales se encuentran el hidréxido de potasio, el hidréxido
de sodio y el hidroxido de litio; los hidroxidos de los metales alcalinotérreos tales como el hidroxido de bario y el
hidroxido de calcio; los alcoholatos de los metales alcalinos, por ejemplo el metanolato de potasio y el propanolato
de sodio; asi como diversas bases organicas tales como la piperidina, la dietanolamina y la N-metilglutamina. Las
sales de aluminio de la pepstatina pertenecen igualmente a este grupo.

De igual modo, a las sales con bases de pepstatina pertenecen las sales de aluminio, de amonio, de calcio, de
cobre, férricas(lll), ferrosas(ll), de litio, de magnesio, manganicas(lll), manganosas(ll), de potasio, de sodio y de cinc,
lo cual no debe representar ningun tipo de limitacion.

Entre las sales anteriormente citadas se prefieren el amonio; las sales de metales alcalinos de sodio y de potasio,
asi como las sales de metales alcalinotérreos de calcio y de magnesio. Entre las sales de pepstatina que se derivan
de las bases no toxicas organicas farmacéuticamente aceptables se encuentran las sales de aminas primarias,
secundarias y terciarias, aminas substituidas, entre las cuales se encuentran también las aminas substituidas de
origen natural, las aminas ciclicas asi como las resinas intercambiadoras de iones bésicas, por ejemplo la arginina,
la betaina, la cafeina, la cloroprocaina, la colina, la N,N'-dibenciletilendiamina (benzatina), la diciclohexilamina, la
dietanolamina, la dietilamina, el 2-dietilaminoetanol, el 2-dimetilaminoetanol, la etanolamina, la etilendiamina, la N-
etilmorfolina, la N-etilpiperidina, la glucamina, la glucosamina, la histidina, la hidrabamina, la iso-propilamina, la
lidocaina, la lisina, la meglumina, la N-metil-D-glucamina, la morfolina, la piperazina, la piperidina, las resinas
poliaminicas, la procaina, la purina, la teobromina, la trietanolamina, la trietilamina, la trimetilamina, la tripropilamina
asi como la tris-(hidroximetil)-metilamina (trometamina), lo cual no debe representar ningun tipo de limitacion.

Tal como se ha mencionado, se forman las sales de adicion de base de pepstatina farmacéuticamente aceptables
con metales o con aminas tales como los metales alcalinos y los metales alcalinotérreos o con las aminas organicas.
Los metales preferentes son el sodio, el potasio, el magnesio y el calcio. Las aminas organicas preferentes son la
N,N'-dibenciletilendiamina, la cloroprocaina, la colina, la dietanolamina, la etilendiamina, la N-metil-D-glucamina y la
procaina.

Las sales de adicion de base de pepstatina se preparan poniéndose en contacto la forma de acido libre con una
cantidad suficiente de la base deseada, con lo cual se forma la sal de manera usual. Puede regenerarse el acido
libre poniendo en contacto la forma salina con un &cido y aislando el acido libre de manera usual. Las formas de
acido libre se diferencian en cierto sentido de sus formas salinas correspondientes en lo que se refiere a
determinadas propiedades fisicas, tal como la solubilidad en disolventes polares; en el ambito de la invencién las
sales corresponden, sin embargo, por lo demas a sus correspondientes formas de acido libre.

En lo que se refiere a lo que se ha dicho anteriormente, se observa que debe entenderse por el concepto de «sal
farmacéuticamente aceptable» en el presente contexto un producto activo que contenga pepstatina en forma de una
de sus sales, especialmente cuando esta forma salina proporcione propiedades farmacocinéticas mejoradas al
producto activo en comparacion con la forma libre del producto activo o en comparacién con cualquier otra forma
salina del producto activo que hubiera sido empleada con anterioridad. La forma salina farmacéuticamente aceptable
del principio activo podra proporcionar a este principio activo por primera vez una propiedad farmacocinética
deseada, de la cual no disponia anteriormente, e incluso puede influenciar positivamente en el cuerpo sobre la
farmacodinamica de este principio activo en lo que se refiere a su actividad terapéutica.

Se entendera por solvatos de pepstatina los compuestos de adicion de moléculas inertes de disolventes de
pepstatina que se formen debido a su fuerza de atraccién mutua. Los solvatos son, por ejemplo, hidratos, como
monohidratos o dihidratos, o alcoholatos, es decir, compuestos de adicion con alcoholes como, por ejemplo, metanol
o etanol.

Se ha descubierto que la pepstatina se tolera bien y posee propiedades farmacolégicas valiosas ya que inhibe
selectivamente las aspartil proteasas y, en particular, la catepsina D.

Como estados fisiolégicos y/o patofisiolégicos se entiende estados fisiologicos y/o patofisiolégicos que son
médicamente relevantes como, por ejemplo, enfermedades o afecciones, disfunciones, dolencias, sintomas o
complicaciones médicos y similares, en particular enfermedades.

El dolor es una percepcion sensorial compleja que como fendémeno agudo muestra el caracter de una senal de
alarma y orientacion, pero como dolor crénico ha perdido este caracter y en este caso (como Sindrome del dolor
cronico) hoy en dia debe considerarse y debe tratarse como un cuadro clinico independiente. En medicina, se
denomina hiperalgesia a una sensibilidad y reaccion excesivas al dolor en relacion a un estimulo generalmente
doloroso. Los estimulos que pueden provocar los dolores son, por ejemplo, la presion, el calor, el frio o las
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inflamaciones. La hiperalgesia es una forma de hiperestesia, término genérico para una sensibilidad excesiva en
relacién a un estimulo. En medicina, se denomina alodinia a una sensacion de dolor producida por un estimulo que
generalmente no provoca dolor.

La pepstatina presenta una actividad biolégica ventajosa que puede demostrarse facilmente en ensayos enzimaticos
y experimentos con animales, como se describe en los ejemplos. En este tipo de ensayos basados en enzimas, la
pepstatina muestra y provoca un efecto inhibidor que se documenta usualmente por medio de los valores Clso en un
intervalo adecuado, preferentemente en el intervalo micromolar y mas preferentemente en el intervalo nanomolar.

La pepstatina puede administrarse a humanos o animales, en particular mamiferos tales como monos, caballos,
perros, gatos, ratas o ratones, y se puede utilizar en el tratamiento terapéutico del cuerpo humano o del cuerpo
animal asi como en la lucha contra las enfermedades citadas anteriormente. También puede utilizarse como agente
de diagndstico o como reactivo.

La pepstatina se puede emplear para la elaboracién de preparaciones farmacéuticas para la administracion
intraarticular, en particular de un modo no quimico. Para ello, se mezcla con al menos un vehiculo o excipiente
solido, liquido y/o semiliquido y, dado el caso, se combina con uno o varios principio(s) activo(s) adicional(es) en una
forma de dosificacion adecuada.

Las preparaciones farmacéuticas segun la invencion pueden utilizarse en forma de medicamentos en medicina
humana o veterinaria. El paciente o receptor puede pertenecer a cualquier especie de mamifero, por ejemplo, una
especie de primate, en especial humanos; roedores, incluidos ratones, ratas y hamsteres; conejos, caballos,
bovidos, perros, gatos, etc. Los modelos animales son de interés para estudios experimentales en los que ofrecen
un modelo para el tratamiento de una enfermedad humana.

Se tienen en consideracion como vehiculos sustancias organicas o inorganicas que son apropiadas para la
administracion intraarticular y que no reaccionan con los compuestos segln la invencion. Los excipientes adecuados
para la formulacién farmacéutica deseada son conocidos por el especialista gracias a sus conocimientos
especializados. Ademas de disolventes como agua, solucién salina fisiolégica o alcoholes como, por ejemplo, etanol,
propanol o glicerina, soluciones de azucares como glucosa o soluciones de manitol o una mezcla de los disolventes
mencionados y otros vehiculos para el principio activo, pueden utilizarse estabilizadores y/o agentes reticulantes,
emulsionantes, sales para modificar la presién osmética, antioxidantes, dispersantes, antiespumantes, tampones,
conservantes o solubilizantes. Si se desea, las preparaciones o medicamentos segun la invencion pueden contener
uno o varios principios activos, por ejemplo una o varias vitaminas o principios activos que sean eficaces para la
profilaxis y/o el tratamiento de las indicaciones médicas mencionadas anteriormente.

Si se desea, las preparaciones o medicamentos segun la invencién pueden contener uno o varios principios activos
adicionales y/o uno o varios adyuvantes.

Los términos «formulacion farmacéutica» y «preparacion farmacéutica» se utilizan como sin6nimos en el marco de la
presente invencion.

En el presente documento «farmacéuticamente compatible» se refiere a medicamentos, reactivos de precipitacion,
vehiculos, excipientes, estabilizantes, disolventes y otros agentes que permiten la administracién de las
preparaciones farmacéuticas obtenidas de ellos sin efectos secundarios fisioldgicos no deseados en mamiferos.

En el caso de preparaciones farmacéuticas para la administracién parenteral se exige que sean isotonicas y
euhidricas, asi como que la formulacion, los excipientes utilizados y el material de envasado primario sean tolerables
y seguros (baja toxicidad). Sorprendentemente, la pepstatina tiene preferentemente la ventaja de que es posible un
uso directo y de que antes del uso en formulaciones farmacéuticas no es necesaria ninguna otra etapa de
purificacién para eliminar agentes peligrosos desde un punto de vista toxicolégico como, por ejemplo, elevadas
concentraciones de disolvente organico u otros excipientes peligrosos desde un punto de vista toxicolégico.

Las preparaciones farmacéuticas segun la invencién para la administracion intraarticular pueden contener pepstatina
en forma precipitada no cristalina, precipitada cristalina o en disolucién o en suspension, asi como, dado el caso,
vehiculos y/o excipientes y/o principios activos farmacéuticos adicionales.

Preferentemente, la pepstatina permite elaborar formulaciones con concentraciones elevadas sin que se produzcan
agregaciones desfavorables no deseadas de pepstatina. Asi, se pueden elaborar soluciones listas para su aplicacién
con una elevada proporcién de principio activo con ayuda de pepstatina con disolventes acuosos o en medios
acuosos.
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La pepstatina y/o sus sales y solvatos fisiol6gicamente compatibles también pueden liofilizarse y los liofilizados
obtenidos pueden utilizarse, por ejemplo, para la elaboracién de preparados para inyeccion para la administracion
intraarticular.

Se pueden elaborar preparaciones acuosas para la administracién intraarticular disolviendo o suspendiendo la
pepstatina en una solucién acuosa y, dado el caso, afadiendo excipientes. Para ello, resulta apropiado anadir a una
solucién o suspension con una concentracion definida de pepstatina volimenes definidos de solucion madre que
contiene los excipientes adicionales mencionados en una concentraciéon definida y, dado el caso, diluirla con agua
hasta la concentracion previamente calculada. Como alternativa, se pueden afadir los excipientes en forma sélida. A
continuacion, a la soluciébn o suspension acuosa obtenida se pueden anadir las cantidades necesarias
correspondientes de solucién madre y/o agua. También resulta apropiado poder disolver o suspender la pepstatina
directamente en una solucion que contiene todos los demas excipientes.

De un modo ventajoso, las soluciones o suspensiones que contienen pepstatina se elaboran con un valor de pH de 4
a 10, preferentemente con un valor de pH de 5 a 9, y una osmolalidad de 250 a 350 mOsmol/kg. Por consiguiente, la
preparacion farmacéutica puede administrarse mayoritariamente sin dolor directamente por via intraarticular.
Ademas, a la preparacion para la administracion intraarticular también pueden afadirse soluciones de infusién como,
por ejemplo, solucién de glucosa, solucién salina isoténica o soluciéon de Ringer, que pueden contener principios
activos adicionales de modo que se pueden administrar mayores cantidades de principio activo.

La pepstatina se tolera bien fisiologicamente, es facil de elaborar, se puede dosificar con exactitud vy,
preferentemente, es estable en cuanto al contenido, los productos de descomposicion y los agregados a lo largo del
almacenamiento y del transporte y en caso de mdltiples procesos de congelacién y descongelacion. Se puede
conservar de forma estable preferentemente a lo largo de un periodo de al menos tres meses hasta dos afos a
temperatura de frigorifico (2-8 °C) y a temperatura ambiente (23-27 °C) y con una humedad relativa (H.r.) del 60 %.

A modo de ejemplo, la pepstatina puede conservarse de forma estable mediante secado y cuando se necesita,
transferirse a una preparacion farmacéutica lista para usar mediante disolucion o suspensién. Son métodos posibles
para el secado, por ejemplo, sin quedar limitados a estos ejemplos, secado con nitr6geno gas, secado en un horno
de vacio, liofilizacién, lavado con disolvente organico y posterior secado al aire, secado en lecho fluido, secado en
lecho fluidizado, secado por atomizacion, secado en tambor, secado a capas; secado al aire a temperatura ambiente
y otros métodos.

El concepto «cantidad activa» significa la cantidad de un medicamento o de un principio activo farmacéutico que
provoca una respuesta biolégica o medicinal en un tejido, en un sistema, en un animal o en un ser humano, que sea
buscada o pretendida, por ejemplo, por el investigador o por el médico.

Ademas, el concepto «cantidad terapéuticamente activa» significa una cantidad que, en comparacién con un sujeto
correspondiente que no ha recibido esta cantidad, tiene como consecuencia lo siguiente: un tratamiento mejorado, la
curacién, la prevencién o supresién de una enfermedad, de un cuadro clinico, de un estado clinico, de un
padecimiento, de una disfuncion o evitar efectos secundarios o también la disminucion del avance de una
enfermedad, de un padecimiento o de una disfuncién. El concepto de «cantidad terapéuticamente activa» abarca
también aquellas cantidades que son eficaces para aumentar la funcién fisiolégica normal.

Al usar preparaciones o medicamentos segun la invencién para la administracion intraarticular, por lo general se usa
pepstatina y/o sus sales y solvatos fisiologicamente compatibles de forma analoga a preparaciones o preparados
conocidos y comerciales. La dosificacion depende de la edad, el peso, el estado de salud y la constitucion del
paciente, asi como de la gravedad de la enfermedad y de otros factores individuales.

Las preparaciones farmacéuticas segun la invencion para la administracion intraarticular se administran de forma
intraarticular preferentemente con una frecuencia entre semanal y anual, prefiriéndose en especial entre cada 14
dias y semestralmente, muy en especial, desde mensualmente hasta trimestralmente.

Por tanto, es objeto de la presente invencién una preparacion farmacéutica que contenga pepstatina y/o una de sus
sales, solvatos y estereoisdmeros fisiologicamente compatibles, incluidas sus mezclas en todas las proporciones, y
otros vehiculos y/o excipientes, para su uso como medicamento en el tratamiento y/o la profilaxis de estados
fisiolégicos y/o patofisiolégicos seleccionados del grupo compuesto por artrosis, lesiones condrales traumaticas,
artritis, dolor, alodinia o hiperalgesia, en los que la preparacion farmacéutica se administra por via intraarticular de la
siguiente manera:

a) desde semanalmente hasta anualmente,
b) desde cada 14 dias hasta semestralmente o
c) desde mensualmente hasta trimestralmente.
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También es un objeto preferido de la presente invencién una preparacion farmacéutica citada anteriormente, la cual
contenga al menos otro principio activo farmacéutico.

Un objeto especialmente preferido de la presente invencién es una preparacion farmacéutica citada anteriormente
para su uso como medicamento en el tratamiento y/o la profilaxis de la artrosis.

Otro objeto de la presente invencion es la pepstatina y/o una de sus sales, solvatos y estereoisbmeros
fisiologicamente compatibles, incluidas sus mezclas en todas las proporciones, para su uso como medicamento en el
tratamiento y/o la profilaxis de estados fisioldgicos y/o patofisioldgicos seleccionados del grupo compuesto por
artrosis, lesiones condrales traumaticas, artritis, dolor, alodinia e hiperalgesia, en los que la pepstatina y/o una de
sus sales, solvatos y estereoisémeros fisiol6gicamente compatibles, incluidas sus mezclas en todas las
proporciones, se administra intraarticularmente de la siguiente manera:

a) desde semanalmente hasta anualmente,
b) desde cada 14 dias hasta semestralmente o
c) desde mensualmente hasta trimestralmente.

Es un objeto preferido de la invencion la pepstatina citada anteriormente y/o sus sales, solvatos y estereocisémeros
fisiologicamente compatibles, incluidas sus mezclas en todas las proporciones, para su uso como medicamento en el
tratamiento y/o la profilaxis de la artrosis.

Sin embargo, la dosificacién individual y los intervalos de administraciéon para un paciente también dependen de un
gran numero de factores individuales como, por ejemplo, la eficacia del correspondiente compuesto utilizado, la
edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo, la alimentacion, del momento y via de administracion, de
la velocidad de excrecion, de la combinacion con otros medicamentos y de la gravedad y duraciéon de la
correspondiente enfermedad.

Una medida de la absorcién de un principio activo farmacéutico en un organismo es su biodisponibilidad. Si el
principio activo farmacéutico se suministra por via intraarticular al organismo en forma de una solucion para
inyeccion, su biodisponibilidad absoluta, es decir, la proporcién del farmaco que llega inalterado a la cavidad articular
es del 100 %. Se pueden obtener datos respecto a la farmacocinética, es decir respecto a la biodisponibilidad, de
forma analoga al método de J. Shaffery col. (J. Pharm. Sciences, 88 (1999), 313-318).

De igual modo, pueden prepararse tales medicamentos con un procedimiento conocido en general en el sector
farmacéutico.

Los medicamentos se pueden adaptar para la administracién por via intraarticular. Tales medicamentos pueden
prepararse segun todos los procedimientos conocidos en el sector farmacéutico, combinandose, por ejemplo, el
principio activo con el o con los vehiculos o con el o con los excipientes.

La administracién intraarticular tiene la ventaja de que el compuesto segun la invencién se administra directamente
cerca del cartilago articular en el liquido sinovial y desde ahi también puede difundirse hacia el tejido condral. Por lo
tanto, las preparaciones farmacéuticas segun la invencién también pueden inyectarse directamente en la cavidad
articular y asi desarrollan su efecto directamente en el sitio objetivo previsto. EI compuesto segun la invencién
también es adecuado para la elaboracién de medicamentos para la administracién intraarticular con liberacion del
principio activo controlada, sostenida y/o retardada (slow-release, sustained-release, controlled release). Por lo tanto,
la pepstatina también es adecuada para la elaboracion de formulaciones depot, que son ventajosas para los
pacientes, ya que es necesaria una aplicacion solo a grandes intervalos de tiempo.

A los medicamentos adaptados para la administracion intraarticular pertenecen las soluciones para inyeccién
estériles acuosas y no acuosas que contengan antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos mediante los
cuales la formulaciéon se vuelve isotonica con el liquido sinovial del receptor que debe ser tratado; asi como las
suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden contener agentes de suspension y espesantes. Las
formulaciones pueden suministrarse en recipientes que contengan una dosis individual 0 que contengan dosis
multiples, por ejemplo, ampollas y viales sellados, y pueden conservarse en estado secado por congelacién
(liofilizado) de tal manera que Unicamente se requiera la adicion de vehiculos liquidos estériles, por ejemplo, agua
para inyectables, justo antes de su utilizacion. Pueden prepararse las soluciones para inyeccion y las suspensiones,
preparadas de acuerdo con una receta, a partir de polvos estériles, de granulados y de tabletas.

La pepstatina puede administrarse también en forma de sistemas de aporte en liposomas, tales como, por ejemplo,
vesiculas unilamelares pequenas, vesiculas unilamelares grandes y vesiculas multilamelares. Los liposomas pueden
formarse a partir de diversos fosfolipidos, tales como, por ejemplo, la colesterina, la estearilamina o las
fosfatidilcolinas.
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La pepstatina puede acoplarse también con polimeros solubles a titulo de excipientes medicinales orientados a su
objetivo. Tales polimeros pueden comprender la polivinilpirrolidona, los copolimeros de pirano, el
polihidroxipropilmetacrilamidofenol, el polihidroxietilaspartoamidofenol o el 6xido de polietileno-polilisina substituido
con restos de palmitoilo. Ademas, la pepstatina puede estar acoplada a una clase de polimeros biolégicamente
degradables que son adecuados para conseguir una liberacién controlada de un medicamento, por ejemplo, acido
polilactico, poliepsilon-caprolactona, &acido polihidroxibutirico, poliortoéster, poliacetal, polidihidroxipirano,
policianoacrilato, acido polilacticocoglicélico, polimeros como conjugados entre dextrano y metacrilato, polifosfoéster,
distintos polisacaridos y poliaminas tales como poli-e-caprolactona, albumina, quitosano, colageno o gelatina
modificada y copolimeros de bloque reticulados o anfipaticos de hidrogeles.

Se entiende que el medicamento segun la invencion puede contener, ademas de los componentes mencionados en
especial anteriormente, otros agentes habituales en el campo en relacién al correspondiente tipo de la formulacién
farmacéutica.

Asimismo, los medicamentos seguln la invencién pueden emplearse para preparar efectos aditivos o sinérgicos en el
caso de ciertas terapias conocidas, y/o ademas podrian emplearse para restablecer la eficacia de ciertas terapias
existentes.

Las preparaciones farmacéuticas segun la invencién pueden contener, ademas de pepstatina, otros principios
activos farmacéuticos adicionales, por ejemplo para el uso en el tratamiento de artrosis, otros inhibidores de
catepsina D, AINE, inhibidores de Cox-2, glucocorticoides, acido hialurdnico, azatioprina, metotrexato, anticuerpos
anti-CAM, como por ejemplo anticuerpos anti-ICAM-1 y/o FGF-18. Para el tratamiento de las otras enfermedades
mencionadas, las preparaciones farmacéuticas segun la invencion pueden contener, ademas de pepstatina, otros
principios activos farmacéuticos conocidos por el especialista para su tratamiento.

Incluso sin otras formas de realizacion, se asume que un especialista puede utilizar la descripcion anterior en el
alcance mas amplio

Si no se indica lo contrario, los datos de porcentaje son porcentajes en peso. Todas las temperaturas se indican en
grados Celsius. «Tratamiento habitual»: en caso necesario se afiade agua, en caso necesario se ajusta el valor de
pH entre 2 y 10 segun la constitucion del producto final, se extrae con acetato de etilo o con diclorometano, se
separa, se seca la fase organica sobre sulfato de sodio, se filtra, se concentra por evaporacién y se purifica
mediante cromatografia sobre gel de silice y/o mediante cristalizacion.

Valores Rf en gel de silice; espectrometria de masas: El (ionizacién por impacto electronico, por sus siglas en
inglés): M*, FAB (Fast Atom Bombardment): (M+H)*, THF (tetrahidrofurano), NMP (N-metilpirrolidona), DMSO
(dimetilsulfoxido), AE (acetato de etilo), MeOH (metanol), CCF (cromatografia en capa fina)

Se ha sintetizado y caracterizado la pepstatina. No obstante, el especialista también puede llevar a cabo la
elaboracién y caracterizacion de la pepstatina por otras vias.

Ejemplo 1: Pepstatina: un inhibidor peptidico de catepsina D

Tabla 1
Clso [M] de | Clso [M] de
Estructura Cat D Cat D
segun el segun el
ejemplo 2 ejemplo 3
D G O R i
z N N g
N N N H
WH IR gH onwo™ of oo 1.6-1,90E- |  0.69-
09 2,40E-09
Pepstatina: Acido (3S,4S)-3-hidroxi-4-[(S)-2-((3S,4S)-3-hidroxi-6-
metil-4-{(S)-3-metil-2-[(S)-3-metil-2-(3-metil-butirilamino)-
butirilamino]-butirilamino}-heptanoilamino)-propionilamino]-6-metil-
heptanoico

asi como sus sales, derivados, solvatos, profarmacos y estereoisémeros fisiol6gicamente compatibles, incluidas sus
mezclas en todas las proporciones.
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Ademas, la pepstatina se caracteriza por su elevada selectividad para la catepsina D frente a la renina (Clso
>10 000 nM), su buena penetracién en el cartilago y por no presentar toxicidad o genotoxicidad medible.

Ejemplo 2: Ensayo de fluorescencia in vitro para la identificacion de inhibidores de catepsina D

Para la identificacién de moduladores de la actividad de la catepsina D se llevé a cabo una prueba enzimatica
continua con un péptido sintético que presenta un grupo fluorescente (MCA=(7-metoxicoumarin-4-il)acetilo) que se
extingue mediante transferencia de energia de un grupo Dpn (2,4-dinitrofenilo) de la misma molécula en placas de
microtitulacion nb de 384 pocillos de Greiner. La disociacion del sustrato peptidico mediante catepsina D provoca un
aumento de la intensidad de fluorescencia. Para determinar la eficacia de las sustancias se compardé el aumento de
intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo en presencia de la sustancia con el incremento de fluorescencia
en funcién del tiempo en ausencia de las sustancias. Como sustancia de referencia se emple6 pepstatina A (Sigma-
Aldrich). Como sustrato se utilizo MCA-GKPILFFRLK(Dnp)d-R-NHz (Enzo Life Sciences, Lérrach, Alemania). Como
enzima se empleé catepsina D aislada de higado humano (Sigma-Aldrich) en una concentracién final de 1,4 nM. La
prueba se realizdé en tampo6n sodio-acetato 100 mM, DMSO al 1,25 % (v/v), Chaps al 0,25 % (p/v), pH 5,5. Por cada
4 ul de solucion de catepsina D se afadieron 2 pl de solucion de la sustancia con concentraciones de sustancia
diluidas en serie y se incubd 10 min a temperatura ambiente. La reaccion se inici6 mediante la adicién de 2 pl de
solucién de sustrato (concentracion final 5 uM). Tras realizar una medicién de fluorescencia inicial (longitud de onda
de excitacion 340 nm/longitud de onda de emision 450 nm) con un lector Envision Multilabel (Perkin Elmer) se
incubd la reaccion 60 min a temperatura ambiente. A continuacion se midié la cantidad de fragmento peptidico
disociado durante el tiempo de reaccién mediante la determinacion del aumento de intensidad de fluorescencia a
450 nm (longitud de onda de excitacién 340 nm).

Resultado: La pepstatina inhibe la catepsina D en el intervalo nanomolar (véase la Tabla 1).
Ejemplo 3: Prueba con explante de cartilago

Para estudiar el efecto de potenciales inhibidores de catepsina D sobre la degradacién condral se utiliza un modelo
inducido por pH que se basa en explantes bovinos. Asi, el valor de pH del medio en el que se cultivan los explantes
se ajusta al valor de pH patofisiolégico de una rodilla artrética. Este valor de pH es de pH 5,5. A continuacién, en
este modelo ex vivo se estudian potenciales inhibidores de catepsina D respecto a su eficacia en cuanto a un
bloqueo del proceso de debilitamiento condral. Si el cartilago se destruye, se liberan glucosaminoglucanos (GAG) en
el sobrenadante del cultivo celular. La cantidad de GAG liberados puede determinarse cuantitativamente con ayuda
de DMMB (hidrocloruro de azul de dimetilmetileno). En la comprobacién de GAG sulfatados con hidrocloruro de azul
de dimetilmetileno se aprovecha la reduccion de la absorcion a 633 nm. Puesto que también se puede trabajar a
concentraciones muy bajas de GAG, no precipita ningin complejo colorante/GAG ni tras una larga incubacion de
DMMB con GAG, como sucede en otros métodos de medicion en ocasiones solo al cabo de poco tiempo. Para
determinar la concentracién se realiza simultaneamente una grafica de referencia con sulfato de condroitina.
Mediante los valores GAG se pueden calcular los valores Clso, es decir una concentracion a la que una sustancia
muestra un 50 % de su eficacia.

Soluciones:

Medio de incubacién, pH 7.4:

DMEM sin FBS, adicion de Pen/Strep al 1 % y 30 pg/ml de acido ascorbico, el medio no se conserva.

Medio de incubacién, pH 5,5:

DMEM sin FBS, el valor de pH se ajusta mediante la adicion de MES y se controla con un pH-metro, adicién de
Pen/Strep al 1 % y 30 pg/ml de &cido ascorbico.

Soluciones para la medicién de GAG:

Solucién colorante con DMMB (V = 500 ml):

Disolver 8 mg de DMMB (azul de dimetilmetileno) en 2,5 ml de etanol + 1 g de formiato sédico+ 1 ml de &cido
férmico, enrasar con agua bidest. a 500 ml.

Medio de incubacién: FBS (medio sin FBS)

Soluciones de sulfato de condroitina (curva de referencia)
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Lote de soluciones estandar con las siguientes concentraciones: 50 pg/ml; 25 pg/ml; 12,5 pg/ml; 6,25 pg/ml;
3,125 pg/ml; 1,56 pg/ml; 0,78 pg/ml asi como un blanco del medio. El lote de la solucién estandar se realiza en el
medio en el que también se ha llevado a cabo el estudio.

1.) Ejecucién: degradacién condral inducida por pH de explantes bovinos

Primero se preparan los explantes bovinos. La induccion de la degradacion condral se realiza en placas de 96
pocillos. Para ello, se cultiva un explante por pocillo. Se realiza la adicion en cada uno de 200 yul de DMEM (medio
de incubacion pH 5,5) sin FBS + 30 pg/ml de acido ascérbico. Como control negativo se incuban explantes (n=4) a
pH 7.4 (sin FBS). Este control no entra en el célculo de los datos, sino que asegura que la modificacién del valor de
pH tiene el efecto deseado en la liberacion de GAG. En este punto se realiza la adicién de las sustancias de estudio.
No se realiza ninguna incubacion previa de los explantes. Los explantes se cultivan con las sustancias
correspondientes 3 dias en una incubadora a 37 °C y 7,5 % de COa.

2.) Desarrollo de la incubacion

Para estudiar el efecto de los inhibidores de catepsina D en la liberacion de GAG (glucosaminoglucano), se utilizan
las sustancias en las concentraciones deseadas y se cultivan durante 3 dias. Para ello, los compuestos de estudio
Se ensayan en un primer experimento a una concentracién de 1 uM y DMSO al 1 %. Las sustancias que tienen un
efecto de >50 % en la liberacién de GAG (que corresponde a <50 % del control en el Assay Explorer), se ensayan
en un experimento posterior a 100 nM y DMSO al 1 %. Las sustancias que en estas condiciones tienen un efecto de
>50 % en la liberacion de GAG (que corresponde a <50 % del control en el Assay Explorer), se ensayan en una
relacién entre concentracién y eficacia. Para ello se estudian los compuestos en las siguientes concentraciones:
30 uM, 10 uM, 3 uM, 1 uM, 0,3 uM, 0,1 uM, 0,03 puM, 0,01 pM.

Como control positivo se utiliza pepstatina A con una concentracion de 0,01 uM. La ventana de eficacia (assay
window) se define mediante el control (pH 5,5), definido como un 0 % de efecto, y el control pH 5,5 + 0,01 uM de
pepstatina A, definido como un 100 % de efecto. Tras 3 dias de incubacion, se recogen los sobrenadantes del cultivo
celular y se conservan a -20 °C o se miden directamente. Para ello se mide fotométricamente la cantidad de GAG
liberado.

Se expresan para concentraciones de 1 pM y 100 nM del efecto (valor 1) de la sustancia correspondiente en %
referido al control positivo (pH 5,5 + 0,01 pM de pepstatina A) y al control negativo (pH 5,5). El valor representa el
valor medio de 4 replicados. Para determinar una relacién entre concentracion y eficacia se expresa un valor Clso en
el banco de datos (Assay Explorer).

3.) Medicién

Los sobrenadantes del cultivo celular (200 pl) se miden directamente o bien se conservan a -20 °C. Para garantizar
una determinacion exacta de la concentracion (ug/ml de GAG en el sobrenadante) de GAG, los valores medidos
deben encontrarse en la zona lineal de la curva de referencia. Para garantizar esto, se afaden rutinariamente
distintas diluciones (1/5, 1/10, 1/20, 1/40). Las diluciones se preparan con medio y se afiaden (15 pl) de modo
automatizado (Hamilton) en una placa de 384 pocillos. De un modo igualmente automatizado (o0 con pipetas
multicanal) se afiaden 60 pl de solucion de DMMB. Se produce una reaccién de coloracién rapida que seguidamente
se mide a 633 nm con un lector de placas (p. ej. Envision).

Segun la cantidad de muestra disponible, se lleva a cabo al menos una determinacion doble.

Los datos se obtienen del lector MTP en forma de archivos csv o xlIs y en base a este formato (xIs) se guardan como
datos primarios 0 se preparan para calcular el efecto porcentual del compuesto correspondiente.

4.) Controles de calidad

Como control para la induccion de la degradacién condral inducida por el pH se incuban 4 explantes a pH 7,4. Este
valor corresponde al valor de pH fisiolégico del cartilago y, por lo tanto, en este caso no se debe esperar ningin
efecto en la liberacion de GAG. Estos valores de GAG (ug/ml de sobrenadante) siempre son, por lo tanto,
significativamente mas bajos que los valores de GAG en una incubacion con pH 5,5.

Otro control que sirve para comprobar el experimento y también es importante para la definicion de la ventana de
eficacia, es el control con pepstatina (pH 5,5 + 0,01 uM de pepstatina A). Esta sustancia bloquea de forma no
especifica la actividad de la mayoria de proteasas y, por lo tanto, establece el efecto maximo posible de un
compuesto.
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5.) Resultados
En el ensayo de GAG, la pepstatina muestra un valor de Clso en el intervalo nanomolar (véase la Tabla 1).

(1) Klompmakers, A. y Hendriks, T. (1986) Anal. Biochem. 153, 80-84, Spektrophotometrischer Nachweis fir
sulfatierte Glycosaminoglycane.

(2) Groves, P.J. Y col. (1997) Anal. Biochem. 245, 247-248
Use of Polyvinyl Alcohol to Stabilize Binding of Sulfated Glycosaminoglycans to Dimethylmethylene Blue.
Ejemplo 4: Estudio del efecto antihiperalgésico en animales

Para inducir una reaccion inflamatoria se inyecto intraarticularmente por un lado una solucién de carragenano (CAR,
1 %, 50 pl) en una articulaciéon de rata. El lado no inyectado se consulté para fines de control. Se utilizaron seis
animales por grupo. La hinchazén se determind mediante un micrometro (medial-lateral en la articulacion de la
rodilla) y la hiperalgesia térmica se determindé mediante una fuente de luz de infrarrojos dirigida de acuerdo con el
método de Hargreaves (Hargreaves y col. 1988) en la parte inferior del pie. Puesto que el lugar de la inflamacion
(articulacion de la rodilla) difiere del lugar de la medicién (parte inferior de la pata), en este caso se habla de
hiperalgesia térmica secundaria, cuyos mecanismos son importantes para encontrar analgésicos eficaces.

Descripcion del experimento de hiperalgesia térmica (prueba de Hargreaves): El animal de experimentacion se
coloca en una camara de plastico sobre un cristal de cuarzo. Antes del experimento, primero se le dan al animal de
experimentacion aproximadamente entre 5 y 15 minutos de tiempo para que se acostumbre al entorno. En cuanto el
animal de experimentacion, tras la fase de exploracién, ya no se mueve tan a menudo (fin de la fase de exploracion),
se coloca la fuente de luz de infrarrojos, cuyo foco se encuentra en el nivel del suelo de cristal, directamente debajo
de la pata trasera que debe estimularse. En este momento se inicia una ejecucién del experimento pulsando un
botén: a través de los infrarrojos se produce el aumento de temperatura de la piel de la pata trasera. El experimento
se termina o bien porque el animal de experimentacién levanta la pata trasera (como expresién de haber alcanzado
el umbral de dolor) o bien porque se alcanza una temperatura maxima fijada mediante el apagado automatico de la
fuente de luz de infrarrojos. Mientras el animal de experimentacion esta sentado quieto, se registra la luz que se
refleja de la pata. Si retira la pata, se interrumpe esta reflexion, con lo cual se apaga la fuente de luz de infrarrojos y
se registra el tiempo desde el encendido hasta el apagado. El aparato esta calibrado de modo que la fuente de luz
de infrarrojos aumenta la temperatura de la piel hasta aproximadamente 45 grados Celsius en 10 s (Hargreaves y
col. 1988). Para el experimento se utiliza un aparato de la empresa Ugo Basile fabricado para esta finalidad.

El CAR se compr6é a Sigma-Aldrich. La administracién de los inhibidores especificos de catepsina D segln la
invencion se realizé intraarticularmente 30 minutos antes del CAR. Como control positivo se utilizé 10 pg/articulacion
de triamcinolona (TAC) y como control negativo se utilizé el disolvente (vehiculo). La hiperalgesia se indica como la
diferencia de los tiempos de retirada entre la pata inflamada y la no inflamada.

Resultado: ElI TAC pudo reducir la hinchazén inducida por CAR, pero no la pepstatina. A diferencia de esto, la
pepstatina pudo reducir la magnitud de la hiperalgesia térmica segun la dosis.

Valoracion: Se ha podido demostrar que la pepstatina ejerce un efecto antihiperalgésico. Esto puede postularse
porque la pepstatina no ha demostrado ningin efecto en la hinchazén inflamatoria y, por lo tanto, en el

desencadenante de la hiperalgesia. Por consiguiente, puede aceptarse que la pepstatina muestra un efecto reductor
del dolor en humanos.

Ejemplo 5: Estabilidad de la pepstatina en liquido sinovial bovino

1.) Obtencién de liquido sinovial bovino

Para la preparacion de explantes bovinos (para la camara de difusion u otras pruebas) se utilizan o bien pezufas de
vacuno (articulaciones metacarpianas) o bien rodillas de vacuno. El liquido sinovial se puede obtener de las dos
articulaciones. Para ello, en el orificio de la articulacién se retira con cuidado el liquido sinovial de la articulacion con
una jeringa de 10 ml y una canula y se vierte en recipientes Eppendorf de 2 ml ya listos. Los recipientes Eppendorf
se rotulan segun el animal (identificacion del vacuno disponible). Para ello se debe prestar atenciéon a que en la
preparacion de la articulacién no entre sangre en la cavidad articular. Si es asi, el liquido sinovial se tifie de rojo vy,
por lo tanto, debe desecharse. El liquido sinovial en principio es muy viscoso y tiene un color de transparente a
amarillo. Se documenta la extraccion junto con un analisis macroscopico del liquido sinovial.

2.) Planteamiento del analisis de estabilidad de las sustancias en LS
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Para estudiar la estabilidad de los compuestos individuales se mezcla un conjunto de 4 liquidos sinoviales bovinos
distintos. Para ello se utiliza aproximadamente 1 ml de cada LS. La mezcla se coloca directamente en un recipiente
de cristal de 5ml para minimizar los posibles efectos de absorcién. Los LS se mezclan concienzuda pero
cuidadosamente. Con ello, no deben formarse burbujas de aire ni espuma. Para ello se utiliza un aparato tipo vértex
al nivel minimo. Los compuestos de estudio se analizan en una concentracion inicial de 1 uM (si no se requiere de
otro modo). Tras la adicion de la sustancia, se vuelve a realizar una mezcla concienzuda y cuidadosa del lote. Para
el control 6ptico se fotografian todos los lotes de LS y las fotografias se guardan en la carpeta elLabBio del
experimento correspondiente. Los lotes se incuban durante 48 h a 37 °C y COz al 7,5 % en una incubadora.

3.) Toma de muestras

La toma de muestras se realiza de acuerdo con los tiempos previamente consensuados (si no se requiere de otro
modo, véase abajo). Para ello, se toman cuatro veces respectivamente 200 ul del LS de la mezcla y se transfieren
directamente a recipientes Eppendorf «Low-binding» de 0,5 ml. Se utilizan recipientes Eppendorf «Low-binding»
para minimizar una interaccién de las sustancias con el plastico de los recipientes. En el recipiente Eppendorf ya se
habian afiadido respectivamente 200 pl de acetonitrilo, de modo que luego se obtiene una mezcla 1 + 1 del LS. Esto
facilita el posterior analisis, pero justo tras la adicién del LS puede producirse la precipitacion de la proteina. Esto
debe anotarse en el protocolo. Justo tras la adicion de la sustancia se toma la muestra 0 h. Esto corresponde al valor
100 % del calculo de la estabilidad. Lo ideal seria que aqui se volviera a encontrar la concentracion utilizada. Las
muestras pueden congelarse a -20 °C.

. 0h
« 6h

. 24nh
. 48h

Como control negativo se utiliza LS sin sustancia. Como control positivo se utiliza LS con 1 pM de sustancia. Esto
corresponde al valor 0 h y, por lo tanto, a una estabilidad del 100 %.

La conservacion de las muestras se lleva a cabo en recipientes Eppendorf «Low-binding» a -20 °C. A continuacion
las muestras se analizan cuantitativamente. La comprobacion de las sustancias correspondientes se realiza por
espectrometria de masas.

4.) Procesamientos de los datos

Las concentraciones medidas (ng/ml) se representan en una grafica (GraphPad Prism®) en funcién del tiempo. Con
esto se determina la estabilidad porcentual de la sustancia. Como valor 100 % se utiliza el valor de partida en el LS
en el momento 0 h. Los datos se guardan bajo el correspondiente niumero de experimento en elLabBio y se
comunican al banco de datos MSR (en forma de estabilidad porcentual de acuerdo con los correspondientes tiempos
de incubacion).

5.) Resultados

La pepstatina permanece estable en el liquido sinovial durante un periodo de tiempo de al menos dos semanas
(véase la Figura 1).

Ejemplo 6: Datos farmacocinéticos tras la inyeccién intraarticular

Para este estudio (KK-Rat-12-003) se han usado 14 ratas Lister Hooded macho. A todas las ratas se les administré
una vez una inyeccion intraarticular en ambas articulaciones de la rodilla en el momento «0». Una inyeccion estaba
compuesta por 30 pl, en los cuales se habian suspendido homogéneamente aprox. 700 pg de compuesto
(Suspensién = Compuesto en Methocel K4M 0,5 % con Tween20 0,25 % en PBS). La suspension se aplico
mediante una canula 25G. No se registraron particularidades respecto a posibles modificaciones de los parametros
in vivo, como p. ej. el peso corporal, hinchazones de rodilla o posturas para evitar dolores. En cada momento
indicado en la Tabla 2 se mataron animales, se prepararon las articulaciones de rodilla (eliminacién de tejidos
cutaneos y musculares) y se congelaron para el tratamiento ulterior.

Las articulaciones congeladas se descongelaron al poco rato, se desmenuzaron lo maximo posible con el cincel para
huesos y a continuacién se agreg6 el cuadruple de volumen de etanol al 80 %. A continuacién se homogeneiz6 con
el Ultraturrax, se agit6 el extracto durante 20 minutos a TA y después se almacen6 al menos 30 minutos a -20 °C.
Después se centrifugé 5 minutos a 13 000 rpm, se diluy6é una alicuota de 10 pl del sobrenadante con solucion
estandar interna en proporcion 1:5000, se transfirié a una placa de PCR y se analiz6.
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Se combinaron 20 pl de plasma con 20 pl de solucién estandar interna, se anadieron 100 pl de metanol y se agité
durante 5 minutos. Después se almacenaron los extractos al menos 30 minutos a -20 °C y a continuacion se
centrifugdé 5 minutos a 13 000 rpm. Se transfirieron 80 pl del sobrenadante a una placa de PCR y se analizaron.

Todas las muestras se analizaron con ayuda de un sistema UPLC-MS/MS. Los limites de deteccién para pepstatina
fueron 0,1 ng/ml en plasmay 8 pg/g en tejido.

Tabla 2: diametro de la articulacién de la rodilla en mm

Valor medio
del diametro
de la
Dias tras la | articulacién N (articulaciones
inyeccién [mm] SD inyectadas)
0 10,08 0,31746745 28
1 10,88 0,49042038 26
2 10,50 0,30862869 16
4 10,12 0,19734488 16
7 10,35 0,19478086 16
9 10,14 0,18101258 10
11 10,37 0,15579188 10
13 10,24 0,17707444 8
15 10,45 0,15238579 8
20 10,18 0,15942605 6
27 10,50 0,11189281 6

Tras la administracién intraarticular de una suspensién, la pepstatina muestra un tiempo de permanencia medio de
aprox. 106 horas en la articulacion de la rodilla de la rata y, debido a la liberacién lenta desde el liquido sinovial y al
aclaramiento muy elevado en la sangre, solo una exposicion sistematica muy baja. En el plasma, la pepstatina
muestra una cinética llamada Flip-Flop, es decir que la semivida del plasma terminal no se determina mediante la
eliminacion, sino mediante la liberacién de pepstatina desde la suspension y la difusién a través de la membrana
sinovial. Se pudo detectar la pepstatina en el plasma, no obstante en muy baja concentracion, hasta 28 dias tras la
administracion (véase la Figura 2).

Ejemplo 7: Datos farmacocinéticos tras la administracion intravenosa (i.v.) y oral (v.0.)

Los parametros farmacocinéticos de la pepstatina se determinaron en ratas Wistar (BW de aprox. 250 g), tras la
administracion de la sustancia de ensayo en un coctel de hasta 4 sustancias. Se administré pepstatina a las ratas
macho (n=3 por tipo de administracién) o bien mediante una inyeccion de bolo i.v. en la vena de la cola o mediante
una sonda oral con una canula de acero inoxidable. Las sustancias de ensayo se disolvieron en
DMSO/PEG200/agua (2/60/38 v/v) con una concentracion final de 0,8 mg/ml y se administré una dosis de 0,2 mg/kg
i.v. y 0,5 mg/kg por via oral. Las muestras de sangre (200 pl) se tomaron bajo anestesia ligera con isoflurano a
través de la vena sublingual en los siguientes momentos tras la administracion: iv: 0,1, 0,5, 1, 2, 4, 6 y 24 h; vo: 0,25,
0,5,1,2,4,6y24h.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos de centrifugacion con heparina de litio y se centrifugaron 3 minutos
a 4 °C con aprox. 10 000 g. El plasma resultante se congelé de inmediato a -20 °C y se guardd hasta el analisis. Las
concentraciones plasmaticas se determinaron mediante un método LC-MS/MS estadndar. Los parametros
farmacocinéticos (Clp, Vee, T1/2, F) se calcularon mediante un analisis NCA.

Tras la administracién intravenosa, la pepstatina muestra un aclaramiento muy elevado (> 100 % del flujo sanguineo
del higado), un volumen de distribucién medio y, en consecuencia, una semivida en plasma muy breve (aprox.
0,14 h). Tras la administracion oral, todas las concentraciones plasmaticas estaban por debajo del limite de
deteccion (véase la Figura 3).

Ejemplo 8: Eficacia (in vivo) de la pepstatina en la artrosis: modelo ACLT tMx
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Se seleccionaron ratas como animales de ensayo. Tras el afeitado y la desinfeccion se abre la zona de operacion
mediante una incisién medial en la piel de aprox. 1 cm de longitud. La capsula de la articulacion de la rodilla se
prepara y se presenta el ligamento patelar medial. Tras abrir la capsula articular, separar los ligamentos
parapatelares mediales y desplazar la rétula hacia el lateral, se corta el ligamento cruzado anterior con un bisturi
curvo de punta roma (ACLT = Anterior Cruciate Ligament Transection). A continuacién, se prepara el ligamento
anterior y posterior de fijacion del menisco y se corta y se saca el menisco tMx (resectomia del menisco medial).
Tras el reposicionamiento de la rétula, finalmente se lava la articulacion con solucion salina estéril para eliminar los
posibles coagulos de sangre formados.

La roétula se reposiciona y el ligamento rotular medial se fija de nuevo mediante sutura continua cerrando la capsula.
La musculatura también se sutura. A continuacion se cierra la piel mediante grapas individuales. La duracién de la
operacion es de aprox. 10 minutos. La duracion del ensayo postoperatorio fue de 6 semanas.

Para la inyeccion intraarticular se anestesiaron los animales con isoflurano al 1,5-2 % en volumen. Antes de la
inyeccién, se inyecta buprenorfina por via subcutanea. La zona de la inyeccién se afeité con cuidado y se desinfecté.
La articulacién de la rodilla se coloca en una posicién ligeramente flexionada y se inyecta la sustancia de ensayo o el
vehiculo en la articulacién.

Para el presente ensayo se us6 1 mg de pepstatina en 30 pul. Como control negativo, se inyecté solamente el
vehiculo en un grupo de ensayo. Como control positivo se usd respectivamente la pata trasera no operada de la
rata.

Procesamiento en la histologia

Las muestras de tejido tomadas se fijan en paraformaldehido (4 %) durante al menos 72 horas y al cabo de 24 horas
se enjuagan con agua corriente. A continuacién se descalcifican las muestras mediante Osteosoft durante un
periodo de 4 semanas. Después se realiza la infiltracién del tejido con parafina y la elaboracion de cortes
histolégicos con 7 pm de grosor. Para la evaluacion, se tifieron los cortes con safranina O Fast Green.

Evaluacion

De cada animal se seleccionan dos cortes en la zona de carga y dos personas experimentadas los evaluaron
mediante un sistema de evaluacidon. El sistema de evaluacion se basa en el trabajo de V.B. Kraus y col.
(Osteoarthritis & Cartilage, 18, pag. 3, 2010).

Resultados
La pepstatina también muestra una eficacia significativa in vivo para la artrosis (véase la Figura 4)
Ejemplo 9: Microdialisis

Los niveles de medicamento libre en el lugar de actuacioén son decisivos para el efecto de un medicamento. En las
inyecciones realizadas por via intraarticular, el area de distribucion en el liquido sinovial es de gran interés a este
respecto.

Se ha usado el procedimiento de microdialisis, ya que, por una parte, el liquido sinovial representa una matriz
compleja para la determinacién analitica de péptidos y, por otra parte, solo el medicamento libre, es decir no unido a
proteinas, es relevante para el efecto. El eluato obtenido en la microdidlisis permite un analisis de los niveles de
medicamento libre de la matriz compleja del liquido sinovial. El motivo es que se usa una membrana de bloqueo
(membrana de microdialisis) que solo pueden atravesar moléculas de hasta un determinado tamafo. Ademas de la
velocidad de flujo del eluato y de la concentracién libre disponible del medicamento en el liquido sinovial como
fuerza impulsora para el intercambio de sustancias, este «tamafio de poro» determina la concentracion del
medicamento en el eluato.

Para los presentes experimentos se usaron sondas de microdialisis de la empresa CMA (numero de referencia
000082; CMA 7; muestra de microdidlisis 1 mm 3/pkg) equipadas con una membrana de cuprofano y un tamario de
poro de 6 kDa. El flujo de eluato fue de 0,5 pl/min.

Primero se estudié la cinética de liberacion en liquido sinovial de bovino y se compard con triamcinolona (Triam
Injekt® 20 mg), un medicamento aprobado para la inyeccién intraarticular. Aqui la triamcinolona se usé en
suspension de cristales ya disueltos, mientras que los cristales de pepstatina se afadieron al liquido sinovial
directamente y sin disolver. Se emplearon 3 mg de medicamento por ml de liquido sinovial en un recipiente de
cristal, lo cual corresponde aproximadamente a las proporciones de concentracion tras la inyeccion intraarticular en
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la articulacién de la rodilla. Sorprendentemente y a diferencia de la triamcinolona, se midieron niveles muy elevados
de pepstatina no unida. Los niveles mas o menos constantes también indican una rapida velocidad de disolucién con
una elevada estabilidad de la pepstatina en el liquido sinovial (véase la Figura 5a).

Debido a la elevada solubilidad de la pepstatina en el liquido sinovial, los resultados de la microdidlisis articular en
conejillos de indias (Dunkin Hartley) son sorprendentes: Se pueden encontrar niveles significativos de pepstatina en
la articulacion hasta 14 dias después de la inyeccién intraarticular de pepstatina [1 mg/articulacion administrado en
50 ul como suspensidn] y ademas en casi todos los eluatos examinados (véanse las Figuras 5b y 5c).
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REIVINDICACIONES

1. Preparacion farmacéutica que contenga pepstatina y/o una de sus sales, solvatos y estereoisémeros
fisiologicamente compatibles, incluidas sus mezclas en todas las proporciones, y otros vehiculos y/o excipientes,
para su uso como medicamento en el tratamiento y/o la profilaxis de estados fisioldgicos y/o patofisioldgicos
seleccionados del grupo compuesto por artrosis, lesiones condrales traumaticas, artritis, dolor, alodinia o
hiperalgesia, en los que la preparacién farmacéutica se administra por via intraarticular de la siguiente manera:

a) desde semanalmente hasta anualmente,
b) desde cada 14 dias hasta semestralmente o
C) desde mensualmente hasta trimestralmente.

2. Preparacion farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1 que contiene al menos otro principio
activo farmacéutico.

3. Preparacion farmacéutica para el uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 para el uso como medicamento
en el tratamiento y/o la profilaxis de la artrosis.

4. Pepstatina y/o una de sus sales, solvatos y estereoisomeros fisioldgicamente compatibles, incluidas sus
mezclas en todas las proporciones, para su uso como medicamento en el tratamiento y/o la profilaxis de estados
fisiologicos y/o patofisiolégicos seleccionados del grupo compuesto por artrosis, lesiones condrales traumaticas,
artritis, dolor, alodinia e hiperalgesia, en los que la pepstatina y/o una de sus sales, solvatos y estereoisomeros
fisiologicamente compatibles, incluidas sus mezclas en todas las proporciones, se administra intraarticularmente de
la siguiente manera:

a) desde semanalmente hasta anualmente,
b) desde cada 14 dias hasta semestralmente o
c) desde mensualmente hasta trimestralmente.

5. La pepstatina y/o una de sus sales, solvatos y estereoisomeros fisiologicamente compatibles, incluidas sus
mezclas en todas las proporciones, de acuerdo con la reivindicacion 4 para el uso como medicamento en el
tratamiento y/o la profilaxis de la artrosis.
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Figura 1: Datos de estabilidad de la pepstatina en el liquido sinovial:

% restante
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Tiempo

Y%

(h) restante | N restante

0 100 0,000

6 100 0,002
24 98,4 0,016
48 92,0 0,083
72 90,3 0,102
144 91,3 0,0912
216 89,9 0,106
312 71,6 0,335
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Figura 2: Farmacocinética: tiempo de permanencia de la pepstatina en la
articulacién y en el plasma tras la administracién intraarticular
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Figura 3: Farmacocinética: tiempo de permanencia de la pepstatina en el plasma
tras la administracién intravenosa y oral

Concentraciones plasmaticas normalizadas para la dosis (C [ng/ml] / dosis [mg/ml] y
parametros farmacocinéticos de pepstatina tras la administracién intravenosa (iv) y oral

(vo) en ratas macho.

Mo oG, JOH 4 P
¢ ety «J« 3 /[ o, .?H} J. /in o
Estructura molecular MG e PP e T gl |
| " ;{_h [r eH D gx_ aH
Administracion iv VO
Dosis [mg/kg] 0,2 0,5
Matriz Plasma Plasma
Tiempo [h]
0,1 396 ND
0,25 ND <LLOQ
0,5 17,7 <LLOQ
1 4,19 <LLOQ
2 <LLOQ <LLOQ
4 <LLOQ <LLOQ
6 <LLOQ <LLOQ
24 <LLOQ <LLOQ
Parametros
Cmax [ng/ml] / Dosis [mg/kg] 396- <LLOQ
tmax[N] 0,100 NA
AUC [h « ng/ml] / Dosis [mg/kg]
0 - t dltimo 113 NA
0-- 114
tv2 [h]
0,1 - t dltimo 0,140
CL [L/h/kg] 8,76
Vee [L/kg] 1,31
Recuperacién [% de la dosis] de principio activo no modificado en las heces y la orina
(recoleccidon 0-24 h)
Heces 52 37
Orina 1,8 <1
Biodisponibilidad (%) <5
Clint [pl/min/mg] <10
Flib[%)] >29 NA
Cmax libre a 1 mg/kg [nM] >173
Clso bioquimico [nM] <1
Clso celular [nM] NA
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Figura 4: Modelo ACTL
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Figura 5a:

in vitro: Microdialisis en liquido sinovial bovino
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Figura 5b:

In vivo: Microdialisis en la articulacion de la rodilla (conejillo de indias)
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Figura 5c:
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