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DESCRIPCION

Uso de hialuronidasa para la fabricacién de una preparacién oftdlmica para la licuefaccién del humor vitreo en el
tratamiento de trastornos oculares.

Campo de la invencion

La presente invencién estd relacionada generalmente con preparaciones enzimaticas para la administracion tera-
péutica en los ojos de seres humanos u otros mamiferos, y mds particularmente a un método de utilizaciéon de una o
mads enzimas para tratar trastornos del ojo que afectan a la retina y/o al cuerpo vitreo del ojo mamifero.

Antecedentes de la invencion
Anatomia del ojo humano

En los seres humanos, la anatomia del ojo incluye un “cuerpo vitrea” que ocupa aproximadamente cuatro quintos
de la cavidad del bulbo ocular, detrés de la lente. El cuerpo vitreo estd formado de material gelatinosa, conocido como
el humor vitreo. Normalmente, el humor vitreo de un ojo humano normal contiene aproximadamente el 99% de agua
junto con el 1% de macromoléculas que incluyen: coldgeno, 4cido hialurénico, glicoproteinas solubles, aziicares y
otros metabolitos de bajo peso molecular.

La retina es esencialmente una capa de tejido nervioso formada en la superficie interna posterior del bulbo ocular.
La retina esta rodeada por una capa de células conocida como la capa coroidea. La retina puede ser dividido en una
parte Optica que participa en el mecanismo visual, y una parte no ptico que no participa en el mecanismo visual. La
parte 6ptica de la retina contiene los bastones y conos, que son eficaces 6rganos de visién. Varias arterias y venas se
introducen en la retina por su centro, y se extienden hacia afuera para proporcionar circulacién sanguinea a la retina.

La parte posterior del cuerpo vitreo estd en contacto directo con la retina. Las redes de membranas fibrilares se
extienden desde la retina y atraviesan o se insertan en el cuerpo vitreo para unir el cuerpo vitreo con la retina.

Causas, tratamientos y secuelas clinicas de la hemorragia del vitreo

La retinopatia diabética, trauma y otros trastornos oftalmoldgicos a veces suponen la rotura o fuga de los vasos san-
guineos retinales con sangrado resultante en el humor vitreo del ojo (es decir, “hemorragia del vitreo”). La hemorragia
del vitreo de este tipo normalmente se manifiesta como un nublado u opacificacién del humor vitreo.

Hemorragia del vitreo estd a veces, pero no siempre, acompafiada por un desgarro o desprendimiento de la retina.
En los casos en los que la hemorragia del vitreo estd acompafiada por una lagrima retinal o desprendimiento, es
importante que tal desgarro o desprendimiento retinal sea rdpidamente diagnosticado y reparado quirdrgicamente.
El fracaso en diagnosticar y reparar rapidamente el desgarro o desprendimiento retinal puede permitir que las células
fotorreceptoras de la retina, en la region del desgarro o desprendimiento, se vuelva necrético. Tal necrosis de las células
fotorreceptoras de la retina puede resultar en la pérdida de visién. Ademads, permitiendo que el desprendimiento retinal
permanezca sin reparar durante este tipo de periodo temporal extendido puede resultar en una hemorragia del vitreo
adicional y/o en la formacién de tejido fibroso en el lugar de la hemorragia. Tal formacién de tejido fibroso puede
resultar en la formacién de una fijacion fibrosa permanente indeseable entre el cuerpo vitreo y la retina.

El procedimiento tipico quirtirgico usado para la reparacion de los desgarres o desprendimientos retinales requiere
que el cirujano pueda mirar a través del humor vitreo, para visualizar la regién dafiada de la retina (es decir, “visién
transvitrea de la retina”). Cuando se produce la hemorragia, la presencia de sangre hemorrdgica dentro del vitreo
puede provocar que el vitreo se vuelva tan nublado que el cirujano no pueda visualizar la retina a través del vitreo.
Este nublado hemorragico del vitreo puede tardar 6-12 meses o mds en despejarse lo suficiente como para permitir una
visién transvitrea del la retina. No obstante, en vista de las complicaciones potenciales que pueden originarse por un
diagndstico o tratamiento tardio de un desgarro o desprendimiento de la retina, generalmente no es deseable esperar a
que se produzca esta limpieza natural de la sangre hemorrégica.

Ademds, incluso cuando la hemorragia del vitreo no estd acompanada por el desgarro o desprendimiento de la
retina, es frecuentemente dificil comprobar que el desgarro o desprendimiento de la retina no se haya producido, ya
que el vitreo nublado impide que el médico realice el examen funduscdpico de rutina de la retina. Ademads, la presencia
de sangre hemorragica dentro del vitreo puede perjudicar significativamente u oscurecer completamente la visioén del
paciente a través del ojo afectado, y seguird haciéndolo hasta que la sangre hemorrdgica haya sido sustancialmente o
completamente nitida.

Asi, la presencia de sangre hemorragica dentro del cuerpo vitreo causa multiples problemas clinicos que incluyen
a) incapacidad para examinar y diagnosticar visualmente el sitio y causa de la hemorragia y/o cualquier desgarro o
desprendimiento de la retina que la acompaiien, b) degradacién completa o parcial de vision en el ojo afectado, y
¢) degradacion o prevencion del rendimiento de los procedimientos quirtirgicos transvitreos del tipo de tratamiento
normalmente utilizado para reparar el lugar de la hemorragia y/o para reparar cualquier desgarro o desprendimiento
de la retina que la acompaiien.
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En los casos en los que la hemorragia del vitreo ha resultado en un nublado u opacificacién sustancial del vitreo, el
médico tratante puede tener la opcidn de ejecutar un procedimiento conocido como una vitrectomia, donde todo (o una
parte de) el cuerpo vitreo es quitado del interior del ojo, y sustituido con un liquido claro. El rendimiento de este pro-
cedimiento de vitrectomia se destina a permitir al cirujano ejecutar el examen de la retina necesario y/o la reparacién
quirdrgica de la hemorragia y de cualquier desgarro o desprendimiento de la retina que la acompaiien. Tales proce-
dimientos de vitrectomia requieren un conocimiento muy profundo, y estdn asociados con diferentes inconvenientes,
riesgos y complicaciones significantes. Entre estos inconvenientes, riesgos y complicaciones estd la posibilidad de que
la accidn de eliminar el vitreo provoque un desprendimiento o desgarro adicional de la retina y/o que tal eliminacién
del vitreo provoque una hemorragia posterior de los vasos sanguineos de la retina ya debilitados.

Aplicaciones oftdlmicas anteriores de la hialuronidasa y otras enzimas

En un esfuerzo para minimizar la posibilidad de provocar un desprendimiento o desgarro posterior de la retina
durante la realizacion de la vitrectomia, se ha propuesto anteriormente en la patente estadounidense n°. 5,292,509
(Hageman), inyectar ciertas enzimas glicosaminoglicanasas sin proteasa en el cuerpo vitreo, para hacer que el cuerpo
vitreo se desacople o “desinserte” de la retina, antes de la eliminacién del cuerpo vitreo. Tal desinsercioén o desacopla-
miento del cuerpo vitreo parece minimizar la probabilidad de que se produzca un desgarro o desprendimiento posterior
de la retina al quitar el cuerpo vitreo. Ejemplos de enzimas glicosaminoglicanasas sin proteasa especificas que pue-
den ser usadas para provocar esta desinsercion vitrea aparentemente incluyen: condroitinasa ABC, condroitinasa AC,
condroitinasa B, condroitina 4-sulfatasa, condroitina 6-sulfatasa, hialuronidasa y B-glucuronidasa.

Aunque la enzima hialuronidasa se conoce por ser utilizable para varias aplicaciones oftdlmicas, incluida la aplica-
cién adjunta de la vitrectomia descrita en la patente estadounidense n°. 5,292,509 (Hageman), los estudias previamente
publicados han indicado que la hialuronidasa es t6xica para la retina y/o otras estructuras anatémicas del ojo cuando
de administra por via intravitrea en dosis superiores a 1 Ul es decir, a 15, 30, 50 y 150 UI de hialuronidasa. Véa-
se, The Safety of Intravitreal Hyaluronidase; Gottlieb, J.L,; Antoszyk, A.N., Hatchell, D.L. and Soloupis, P., Invest
Ophthalmol Vis Sci 31:11, 2345-52 (1990).

La toxicidad oftdlmica de algunas preparaciones de hialuronidasa ha sido confirmada por otros investigadores, que
han propuesto que tales preparaciones de hialuronidasa se usan como un tdxico irritante para provocar la neovascu-
larizacion inducida experimentalmente en el ojo, en modelos de toxicidad animal. Véase, An Experimental Model of
Preretinal Neovascularization in the Rabbit: Antoszyk, A.N., Gottlieb; J.L., Casey, R.C., Hatchell, D.L and Machemer,
R.; Invest Ophthalmol Vis Sci 32: 1, 46-51 (1991).

WO97/18835 se refiere a la preparacion de la hialuronidasa para la administracion oftdlmica, en particular para
romper y eliminar la sangre del humor vitreo.

Desafortunadamente, no ha sido previamente conocido si las actividades terapéuticas y toxicidades de la hialuro-
nidasa son universalmente aplicables a todas las preparaciones de la hialuronidasa, o si tales eficacias y/o toxicidades
son aplicables sélo a las preparaciones de la hialuronidasa que contienen ciertos materiales excipientes o a las enzi-
mas hialuronidasas derivadas de fuentes especificas. Esta es una consideracién importante en vista de que la pureza y
caracterizacion (p. €j., distribucion del peso molecular) de las distintas preparaciones de la hialuronidasa usadas en la
técnica anterior pueden variar, dependiendo de la fuente de hialuronidasa y de los solventes y/u otros componentes de
la formulacién con los cuales se combina la hialuronidasa.

Pureza y caracterizacion de preparaciones de hialuronidasa previamente usadas para la administracion oftdlmica

El término “hialuronidasa” se utiliza de forma comtin para describir un grupo de enzimas endo-B-glucuronidasas
que despolimerizan ciertos mucopolisacdridos, tales como el dcido hialurénico. Myer, K. et al., The Enzymes Vol. 4,
2d, Ed., pp 447, Academic Press, Inc., New York (1960).

La hialuronidasa causa la hidrdlisis de los enlaces endo-N-acetil hexosaminicos del dcido hialurénico y de los
dcidos A y C de sulfato de condroitina, principalmente a residuos tetrasacaridos.

Una evidencia significante indica que las enzimas hialuronidasas derivadas de distintas fuentes difieren en cuanto
a la distribucién del peso molecular enzimatico y a las actividades enziméticas especificas. Tal variabilidad en la
distribucién del peso molecular y actividad especifica enzimdtica son excelentes consideraciones en vista de que las
enzimas hialuronidasas pueden ser aisladas de una variedad de fuentes, incluso de testiculos bovinos, testiculos ovinos,
ciertas bacterias tales como streptomyces y algunos animales invertebrados tales como las sanguijuelas.

La preparacioén de la hialuronidasa Wydase® est4 proporcionada por haber sido previamente administrada a ojos
mamiferos para varias aplicaciones clinicas y experimentales, incluyendo el tratamiento del glaucoma y la promocién
de la licuefaccidén del cuerpo vitreo durante los procedimientos de vitrectomia en los que el cuerpo vitreo es quitado
del ojo.

Aunque algunas preparaciones de la hialuronidasa han sido proporcionadas por presentar efectos terapéuticos
deseables al inyectarse en o al administrarse topicamente en el ojo, las toxicidades potenciales de la hialuronidasa y/o
el conservante timerosal son motivo de interés con respecto a la seguridad de la administracién clinica de rutina de
tales preparaciones por inyeccién intraocular.
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Por consiguiente, existe la necesidad en la técnica de la formulacién y el desarrollo de una preparacién de hialu-
ronidasa nueva que pueda ser administrada en el ojo con niveles de dosificacién que sean suficientes para provocar
efectos terapéuticos 6ptimos, pero que no provoquen toxicidad ocular.

Ademds, en vista de los problemas arriba discutidos en relacion con la lentitud de la limpieza natural de la sangre
hemorréagica del cuerpo vitreo, existe la necesidad en la técnica de elucidar y de desarrollar métodos nuevos y de
procedimientos para acelerar la limpieza de la sangre hemorrdgica del cuerpo vitreo del ojo para permitir la visién
transvitrea del aspecto posterior del ojo, incluso de la retina, sin necesidad de quitar el cuerpo vitreo (es decir, de
vitrectomia total o parcial).

Ademads, existe la necesidad de prevenir y tratar varios trastornos del ojo mamifero que resultan de un dafio o
patologia en la vascularizacién de la retina o que resultan en un dafio en la barrera de la retina-sangre.

Resumen de la invencion

Uso de una hialuronidasa tal y como se define en las reivindicaciones 1 a 18 para la preparacién de un medicamento
para inducir la licuefaccién de un humor vitreo para tratar un trastorno de un ojo mamifero tras la administracién
intravitrea en un humor vitreo sin sangre hemorragica permitiendo la visién de una retina del ojo mamifero no como un
complemento de la vitrectomia. Se define como causante de la hidrdlisis de los enlaces endo-N-acetil hexosaminicos
del 4cido hialurénico. La hialuronidasa estando: libre de timerosal, y esencialmente desprovista de fracciones de
un peso molecular de la hialuronidasa superior a 100.000, entre 50.000 y 60.000, e inferior a 20.000 como estd
determinado por electroforesis SDS PAGE con gradiente 4-20%.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 muestra un gel de electroforesis con los pozos 1-6. Dichos pozos indican 1) estdndares de peso molecular
desde 31.000 hasta 200.000, 2) hialuronidasa ACS ovina, 3) hialuronidasa bovina tipo VI-S, 4) hialuronidasa ovina
tipo V, 5) hialuronidasa bovina tipo IV-S y 6) hialuronidasa bovina tipo I.S.

Figura 2 es una tabla que resume el Usado del 4cido hialurénico determinado zimograficamente, actividades ge-
latinoliticas y caseinoliticas de la hialuronidasa ACS de la presente invencién, en comparacion con las hialuronidasas
bovinas de tipos VI-S, IV-S y I-S y la hialuronidasa ovina de tipo V.

Figura 3 es una tabla que resume los efectos toxicos de las inyecciones intravitreas en monodosis de BSS, BSS+
timerosal, hialuronidasa ACS y hialuronidasa Wydase® en conejos, conforme al ejemplo 1 a continuacién.

Figura 4 es una tabla que resume la eficacia de la hialuronidasa ACS intravitrea en monodosis en conejos, conforme
al Ejemplo 2 a continuacién.

Figura 5 es una tabla que resume la seguridad y la eficacia de la hialuronidasa ACS intravitrea en dosis multiples
en conejos, conforme al Ejemplo 2 a continuacion.

Figura 6 es una tabla que resume la eficacia de limpieza de hemorragia de la hialuronidasa ACS en monodosis en
pacientes humanos con retinopatia diabética, conforme al Ejemplo 9 a continuacién.

Descripcion detallada de la invencion

La siguiente descripcion detallada y los ejemplos del anexos estdn provistos Unicamente para fines de descripcion
y explicacion de ciertas formas de realizacién preferidas de la invencidn, y no estan destinados a limitar el objetivo de
la invencién de ninguna manera.

Método enzimdtico para acelerar la limpieza de la sangre hemorrdgica del vitreo del ojo

Conforme a la invencidn, el solicitante ha determinado que ciertos tipos de enzimas, al entrar en contacto con el
humor vitreo después de la hemorragia dentro de éste, acelerard el nivel en el cual la sangre hemorragica es limpiada
del humor vitreo.

En este aspecto, el solicitante ha concebido un método para acelerar la limpieza de la sangre hemorragica del vitreo
del ojo, dicho método generalmente comprende la fase de entrada en contacto, con el humor vitreo, con una cantidad de
hialuronidasa con una dosis que es suficiente para acelerar la limpieza de la sangre hemorragica del vitreo sin provocar
dafios en la retina u otros tejidos del ojo. Preferiblemente, la hialuronidasa esta seleccionada por tener una distribucién
del peso molecular que permite que la hialuronidasa sea administrada por via intravitrea en dosis superiores a 1 UL, y
preferiblemente superiores a 15 UI, y ventajosamente superiores a 75 U, en ausencia de timerosal, sin provocar dafios
téxicos a la retina u otros tejidos del ojo. Este método de limpieza de lahemorragia de la presente invencién puede
ser realizado sin ninguna vitrectomia u otra manipulacién quirdrgica o eliminacién del humor vitreo, evitando asi los
riesgos potenciales y las complicaciones asociadas con estos procedimientos de vitrectomia.

La forma de administracién preferida de estas enzimas limpiadoras de la hemorragia es por inyeccién intraocular
directamente en el cuerpo vitreo. Pe forma alternativa, no obstante, la(s) enzima(s) limpiadora(s) de la hemorragia,
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de la presente invencién puede(n) ser administrada(s) por cualquier otra forma de administraciéon adecuada (p. ej.,
tépicamente) resultando en una distribucion suficiente de la(s) enzima(s) en el cuerpo vitreo para causar el efecto
limpiador de la hemorragia deseado.

La solucién inyectable preferida puede contener, una hialuronidasa que tiene una distribucién de peso molecular
que le permite ser administrada por via intravitrea en dosis superiores a 1 Ul, y preferiblemente superiores a 15 UI,
y ventajosamente superiores a 75 UI, sin provocar dafio téxico al ojo, junto con ingredientes inactivos que provocan
que la solucién sea sustancialmente isoténica, y con un pH que sea conveniente para la inyeccién en el ojo. Esta
preparacién de la hialuronidasa preferida estd preferiblemente desprovista de timerosal. Tal solucién para inyeccién
puede ser inicialmente liofilizada a un estado seco y, luego, puede ser reconstruida antes del uso.

Una preparacion de la hialuronidasa preferida para la administracion oftdlmica

Una formulacién general para una preparacién de hialuronidasa inyectable sin timerosal, de la presente invencién
estd mostrada en la tabla 1 a continuacién:

TABLA 1
Formulacion general
Ingrediente Cantidad
Hialuronidasa ACS hasta 8000 unidades Internacionales
Lactosa USP 5,0 mg - 130,0 mg
Fosfato USP 0,01 - 100 mmoles

Estos ingredientes de la formulacién son inicialmente disueltos en agua estéril, filtrados con filtro estéril y pos-
teriormente liofilizados hasta una composicion seca. La composicion liofilizada estd envasada para la reconstitucién
posterior antes del uso, en un solvente adecuado tal como una solucién salina estéril isoténica o solucién salina
equilibrada. Tal solucién salina equilibrada normalmente contiene: 0,64% cloruro sédico, 0,075% cloruro de potasio,
0,048% dihidrato de cloruro de calcio, 0,03% hexahidrato de cloruro de magnesio, 0,39% trihidrato de acetato sédico,
0,17% dihidrato de citrato sédico, hidruro de sodio/4cido clorhidrico para ajustar el pH, y el agua (cantidad suficiente)
que sea necesaria para conducir la solucién hasta el volumen final para la inyeccion.

El término “hialuronidasa ACS” como se utiliza en este caso describe una solucién de la hialuronidasa preferida
para la inyeccion intravitrea que estd desprovista de timerosal y que estd desprovista de fracciones de pese molecular de
la hialuronidasa superiores a 100.000, entre 50.000-60.000 e inferiores a 20.000. Una tal hialuronidasa est4 disponible
comercialmente de Calbiochem Biochemicals, P.0 Box 12087, La Jolla, CA 92039-2087 (fabricada por Biozyme, San
Diego, CA). Los solicitantes han determinado que esto distribucién del peso molecular especifica de la hialuronidasa
ACS resulta en una toxicidad oftdlmica inferior que otras preparaciones de la hialuronidasa, mientras que presenta una
eficacia terapéutica en numerosas aplicaciones oftdlmicas.

Figura 1 muestra un gel de electroforesis (SDS-PAGE con gradiente 4-20%) que demuestra la distribucién del peso
molecular de la hialuronidasa ACS preferida en comparacién con las distribuciones del peso molecular de las hialuro-
nidasas bovinas tipo VI-S, IV S y I-S y ovinas tipo V obtenidas por SIGMA Chemical Company, P.O. Box 14508, St.
Louis, Missouri 63178. Unas cantidades estandarizadas (es decir, unidades equivalentes de actividad hialuronidasa)
de cada enzima fueron cargadas en cada pozo (pozos 2-6) del gel de electroforesis mostrado en la figura 1. El pozo 1
del gel de electroforesis mostrado en la figura 1 contiene marcadores del peso molecular a 200.000, 116.000, 97.400,
66.000, 45.000, y 31.000, respectivamente. Los pozos 2-6 del gel de electroforesis mostrados en la figura 1 contienen
las preparaciones de la hialuronidasa respectivas evaluadas, como sigue: u

Pozo Qué esta en el pozo
2 Hialuronidasa ACS
3 Hialuronidasa bovina tipo VI-S
4 Hialuronidasa ovina tipo V
5 Hialuronidasa bovina tipo IV-S
6 Hialuronidasa bovina tipo I-S

El pozo 2 muestra que la distribucién del peso molecular de la hialuronidasa ACS incluye fracciones de peso mo-
lecular de 97, 400, 50.000 (aprox) y 45.000 (aprox.), pero estd claramente desprovista de fracciones de peso molecular
superior a 100.000, entre 50.000-60.000 e inferior a 20.000.

5
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Los pozos 3, 4, 5y 6 del gel de electroforesis de la figura 1 muestran que todas las hialuronidasas testiculares
bovinas de tipos VI-S, IV-S y I-S y hialuronidasa testicular ovina de tipo V evaluada difieren de la hialuronidasa ACS
de la presente invencién puesto que incluyen fracciones de peso molecular entre 50.000-60.000 e inferior a 20.000.
También, tres (3) de las cuatro (4) hialuronidasas testiculares evaluadas (es decir, tipos VI-S, IV-S y I-S) incluian
fracciones de peso molecular de la hialuronidasa que fueron superiores a 100.000.

Ademds, se realizaron zimogramos para comparar las actividades relativas liticas de cantidades estandarizadas (es
decir, unidades equivalentes de actividad hialuronidasa) de la hialuronidasa ACS descrita anteriormente, hialuronidasa
tipo VI-S, V, IV-S y I-S después de 4cido hialurdénico, gelatina y caseina. Respecto a la figura 2, los métodos especificos
por los cuales cada uno de estos zimogramos fue realizado son los siguientes:

Zimogramo para la actividad gelatinolitica

GELATINA 1 mg/ml gelatina; 10% poliacrilamida; tamp6n durante toda la noche = 50 mM tris HCI, 5 mM CaCl,,
0,05% Tritén X-100 pH 7,5; tincidn con azul de Coomassie; destincion con 10% dcido acético/50% metanol.

Zimogramo para actividad caseinolitica

CASEINA 4 mg/ml; 15% poliacrilamida; tampdn durante toda la noche = 50 mM tris HCl, 5 mM CacCl,, 0,05%
Tritén X-100 pH 7,5; tincién con azul de Coomassie; destincién 10% dcido acético/50% metanol.

Zimogramo para la actividad de lisado del dcido hialurdnico

ACIDO HIALURONICO 2 mg/ml; 10% poliacrilamida; tampén durante toda la noche = suero salino tamponado
con fosfato, pH 7,4; tincién con 0,5% de azul alcidn en 3% &cido acético; destincién con 10% acido acético/S0%
metanol.

Los resultados de este dcido hialurénico, gelatina y zimogramos de la caseina estdn resumidos en la tabla de la
figura 2. Sobre todo, la hialuronidasa ACS preferida de la presente invencidn esta desprovista de fracciones de pelo
molecular de lisado del 4cido hialurénico superiores a aproximadamente 100.000 determinado por electroforesis SDS
PAGE al 10% mientras que cada una de las hialuronidasas testiculares evaluada (es decir, tipos VI-S, V, IV-S y II-S)
contenia fracciones de peso molecular de lisado del 4cido hialurénico superiores a 100.000.

De forma similar, la hialuronidasa ACS de la presente invencion estaba desprovista de fracciones de peso mole-
cular gelatinolitico entre aproximadamente 60.000-100.000, mientras que cada una de las hialuronidasas testiculares
evaluadas inclufa fracciones de peso molecular gelatinoliticas entre aproximadamente 60.000-100.000 000 cuando se
determind por electroforesis SDS PAGE al 10%.

También, la hialuronidasa ACS de la presente invencién fue desprovisto de fracciones de peso molecular caseinoli-
tico superiores a aproximadamente 45.000 mientras que cada una de las hialuronidasas testiculares (es decir, tipos VI-
S, V, IV-S y I-S) evaluada contenia fracciones de peso molecular caseinolitico superiores a aproximadamente 45.000
determinadas por electroforesis SDS PAGE al 10%.

La distribucién del peso molecular especifica y perfil de la actividad enzimatica especifica de la hialuronidasa ACS
preferida de la presente invencién, y/o la exclusion de timerosal de su formulacién, proporciona una preparacion de la
hialuronidasa que no es téxica para el ojo cuando se administra a niveles de dosificacién en los que otras preparaciones
de la hialuronidasa causan efectos toxicos.

Para el uso en los ejemplos expuestos a continuacion, la hialuronidasa ACS preferida se prepara en una formulacién
sin timerosal por el método y férmula general descrita a continuacion y mostrada en la tabla 1. Mds especificamente,
la hialuronidasa ACS usada en los ejemplos siguientes es preparada conforme a la formulacién especifica mostrada en
la tabla 2 a continuacién:

TABLA 2
Formulacion especifica A
Ingrediente Cantidad
Hialuronidasa ACS 7.200 1U
Lactosa USP 50 mg
Fosfato USP 0,02 mmoles
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De forma alternativa, otra formulacién especifica utilizable para aplicaciones en dosis unitarias estd mostrada en
la tabla 3 a continuacién:

5 TABLA 3
Formulacién especifica B
Ingrediente Cantidad
1 Hialuronidasa ACS 500-1000 1U
Lactosa USP 5,0-10,0 mg
15 Fosfato USP 0,01-10,0 mmoles

En otra formulacién alternativa especifica, la hialuronidasa ACS es suministrada en una forma liofilizada y los
componentes estdn mostrados en la tabla 4 a continuacion:

20

TABLA 4
Formulacion especifica C
25 Ingrediente Cantidad
Hialuronidasa ACS 450 Ul

20 Lactosa USP 10,0 mg

Fosfato potasico monobasico USP 0,098 mg

Fosfato potasico dibasico USP 10,0 mg
» Cantidad de diluyente (0,9% NaCl) 0.3mlo 0,18 ml
40 Volumen de inyeccion 0,5ml o 0,03 ml

Las cantidades de diluyente y volimenes de inyeccion estdn catalogados arriba para una dosis de 75 Ul Las
cantidades de diluyente pueden ser cambiadas para variar la dosificacion.
45
En otra formulacién alternativa especifica, la hialuronidasa ACS es suministrada en una forma liquida y estd mos-
trada en la tabla 5 a continuacidén:

TABLA 5

50

Formulacion especifica C

Ingrediente Cantidad
> Hialuronidasa ACS 1.500 Ul

Lactosa USP 1,25 mg
60 Fosfato potasico monobasico USP 0,305 mg

Fosfato potasico dibasico USP 0,48 mg
Volumen de inyeccidn 0,05 ml

° Dosis 75 Ul
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Esta contemplado que todos los ingredientes pueden ser reducidos proporcionalmente para conseguir dosificacio-
nes mds bajas con el mismo volumen de inyeccion. También, la cantidad de lactosa puede ser reducida a la mitad o a
un cuarto.

TABLA 6
Formulacion especifica D
Ingrediente Cantidad
Hialuronidasa ACS 6.500 Ul
Lactosa USP 5,0 mg
Fosfato USP 0,02 mmoles

Como se describe en los ejemplos siguientes, la formulacién especifica A de la hialuronidasa ACS expuesta en
la tabla 2 (arriba) puede ser inyectada directamente en la cdmara posterior del ojo a unos niveles de dosificacién
que provocan efectos terapéuticos deseables, que incluyen pero no se limitan necesariamente al efecto de limpieza
de la hemorragia del vitreo de la presente invencion, sin provocar toxicidad significante para el ojo o las estructuras
anatémicas asociadas. De forma alternativa, las formulaciones especificas B o C de hialuronidasa ACS pueden ser asi
inyectadas. Ademds otra alternativa proporciona el uso de la formulacién especifica D de hialuronidasa ACS expuesta
en la tabla 6 en los métodos de la presente invencion.

Toxicidades oftdlmicas de timerosal, hialuronidasa ACS y hialuronidasa (Wydase®) en Conejos
Ejemplo 1

Cincuenta y dos (52) conejos saludables de la raza cruzada de Nueva Zelanda (26 macho, 26 hembra) pesando
1,5 kg a 2,5 kg, fueron individualmente marcados para su identificacion y fueron alojados individualmente en jaulas
colgadas. Los animales recibieron un alimento para conejos en comprimidos comercialmente disponibles en una base
diaria, con agua corriente disponible ad libitum.

Los animales fueron divididos en trece grupos de 4 animales cada uno (2 macho, 2 hembra). Dos animales de cada
grupo (1 macho, 1 hembra) fueron seleccionados para una fotografia del fondo con pretratamiento y angiografia con
fluoresceina.

La fotografia del fondo fue realizada fijando los animales y visualizando el nervio 6ptico, los arcos de la retina con
el fondo con una cdmara para fondo KOWA® RC-3 cargada pelicula Kodak Gold 200 ASA.

La angiografia de fluoresceina implicaba una inyeccién de 1,5 ml de 2% solucién de fluoresceina estéril por medio
de la vena marginal de la oreja. Aproximadamente 30 segundos post-inyeccién la fluoresceina fue visualizada después
de la localizacién del nervio 6ptico, vasos retinales y fondo.

Al dia siguiente, cada animal fue anestesiado mediante la administracién intravenosa de una combinacién de 34
mg/kg de hidrocloruro de ketamina y 5 mg/kg xilazina. Los parpados fueron retraidos usando un blefarostato, y los
ojos fueron desinfectados con un lavado de providona yodada.

Se administraron tratamientos experimentales de solucidn salina equilibrada (BSS), BSS + timerosal, hialuronidasa
(Wydase®) o hialuronidasa ACS por inyeccién usando una jeringa tuberculina de 1 cc con una aguja de calibre 30,
de 0,5 pulgadas unida a ella. La solucién de hialuronidasa ACS utilizada en este ejemplo estaba libre de timerosal y
estaba constituida por la formulacién de la hialuronidasa ACS especifica expuesta en la tabla 2 mds arriba.

Los tratamientos experimentales administrados a cada grupo de animales fueron los siguientes:
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Grupo # Tratamiento

BSS

BSS + 0,0075 mg timerosal
BSS + 0,025 mg timerosal
Hialuronidasa (Wydase) 1 Ul
Hialuronidasa (Wydase) 15 Ul
Hialuronidasa (Wydase) 30 Ul
Hialuronidasa (Wydase) 50 Ul
Hialuronidasa (Wydase) 150 Ul

0 N O A W N =

9 Hialuronidasa ACS 1 Ul
10 Hialuronidasa ACS 15 Ul
11 Hialuronidasa ACS 30 Ul
12 Hialuronidasa ACS 50 Ul
13 Hialuronidasa ACS 150 Ul

El dia después de las inyecciones (dia 1), los 26 animales que fueron sometidos a la fotografia del fondo y angio-
grafia con fluoresceina fueron observados usando los mismos métodos que para el examen de predosificacion.

En el dia 2 después de las inyecciones, los 13 conejos macho que recibieron la fotografia del fondo y angiografia
con fluoresceina en la predosificacion y dia 1, asi como los 13 conejos hembra que no fueron seleccionados para la
fotografia fueron eutanizados con un farmaco a base de pentobarbital de sodio. Los ojos fueron luego extraidos quirtr-
gicamente y colocados en una solucion de fijacion del 2,5% de glutaraldehido con 0,1 M de suero salino tamponado
con fosfato a pH 7.37.

De forma alternativa, un conejo seleccionado de forma aleatoria fue eutanizado por inyeccién de pentobarbi-
tal pero después fue fijado por inyeccion intracardiaca de la solucién del glutaraldehido en el ventriculo izquier-
do para determinar el efecto del procedimiento de fijacién en las conclusiones de la histologia dentro de los ojos
enucleados.

En el dia 7, los 13 conejos hembra que fueron previamente fotografiados y en los que se realizé la angiografia
fueron sometidos a las mismas observaciones segtin los métodos previamente descritos.

Los 26 animales restantes fueron eutanizados segin el modo descrito anteriormente 7 dias después de la dosi-
ficacién. Los ojos fueron fijados de la misma manera que los que fueron fijados en el dia 2. También, un conejo
seleccionado de forma aleatoria fue sometido al mismo procedimiento de fijacién intracardiaca del glutaraldehido
descrito anteriormente para el animal seleccionado previamente de forma aleatoria.

Los ojos de los animales tratados en este ejemplo fueron examinados a fondo y por microscopio para evidenciar
las toxicidades relacionadas con el tratamiento. Una tabla que expone un resumen de la evidencia histoldgica de la
toxicidad o no toxicidad en cada grupo de tratamiento, estd expuesta en la figura 3.

En resumen, los ojos del grupo de control tratado con BSS no tuvieron toxicidad en los dias 2 y 7 post-dosis.

Los ojos de los animales del grupo n°. 2 tratados con BSS+timerosal (0,0075 mg) no tuvieron toxicidad en el dia
2, pero presentaron evidencia de que habia una descomposicion de la barrera de la retina-sangre en el dia 7.

Los animales del grupo n°. 3 tratados con BSS + timerosal (0,025 mg) presentaron efectos toxicos graves relacio-
nados con el tratamiento, en los dias 2 y 7 post-dosis.

Los animales del grupo n°. 4 tratados con Wydase® en la dosis de 1 Ul no tuvieron toxicidad en los dfas 2 y 7, no

obstante, los ojos de los animales en los grupos Nos. 5-8 tratados con Wydase® con dosificaciones entre 15 IU-150 UI
presentaron generalmente efectos toxicos relacionados con la dosis en los dias 2 y 7 post-dosis.

9
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Los ojos de animales en los grupos de tratamiento Nos. 9-13 tratados con hialuronidasa ACS, en dosificaciones
entre 1 UI-150 UI, generalmente no tenian evidencias de efectos téxicos en los dias 2 y 7 post-dosis. Sin embargo, se
observo cierta fuga de la fluoresceina en los animales tratados con las dosis de 150 UL

Por consiguiente, se concluye que el timerosal y la formulacién de Wydase® con timerosal causé efectos téxicos
en los ojos de conejos en las dosificaciones evaluadas, no obstante, la hialuronidasa ACS no provocé efectos toxicos
en estos animales con las dosificaciones evaluadas.

Los resultados de los exdmenes realizados en el dia 7 estdn resumidos en la figura 3. Como se muestra, en la figura
3, se observaron efectos toxicos significantes en el dia 7 en los ojos de los conejos tratados con BSS mas timerosal
(0,0075 mg) y hialuronidasa (Wydase) en todas las dosis entre 1 [U-150 UL Por el contrario, no se observaron efectos
toxicos en los ojos de los animales tratados con hialuronidasa ACS con dosis de 1-150 UL

Seguridad y eficacia de hialuronidasa ACS inyectada por via intravitrea en ojos de conejo
Ejemplo 2

En este ejemplo, 12 conejos saludables de la raza cruzada de Nueva Zelanda fueron marcados para su identificacién
y se alojaron individualmente en jaulas colgadas. Los animales recibieron alimento para conejos en comprimidos
comerciales en una base diaria y agua corriente estaba disponible ad libitum.

Los animales fueron divididos de forma aleatoria en cuatro (4) grupos de tratamiento de tres (3) animales cada
uno.

Inicialmente, los ojos de cada animal fueron examinados por dilatacién con 1-2 gotas del 10% tropicamida seguido
de examen extenso, oftalmoscopia indirecta usando una lente de 20 dioptrias, y examen con lampara de hendidura de
la anatomia anterior del ojo.

Siguiendo el examen inicial de los ojos de los animales, 100:1 o 10:1 de sangre fue inyectada por via intravitrea en
cada ojo de cada animal.

En el dia 2, los animales de cada grupo de tratamiento recibieron una tnica inyeccion intravitrea de BSS o hialu-
ronidasa ACS en el ojo derecho, conforme al siguiente plan de tratamiento:

Grupo # Tratamiento
Ojo izquierdo Ojo derecho
A Ninguno BSS (30 :1) x|
B Ninguno 25 Ul

Hialuronidasa
ACS en 30:1x1
C Ninguno 50 UI
Hialuronidasa
ACS en 30 :1x1
D Ninguno 75 Ul
Hialuronidasa
ACSen30:1x1

La preparacion de hialuronidasa ACS usada en este experimento fue la formulacién descrita anteriormente y mos-
trada en la tabla 2.

En los dias 3, 5, 7, 14 y 21 los ojos de cada animal fueron otra vez examinados por ldmpara de hendidura para

evaluar la cérnea, cimara anterior e iris. Ademas, los ojos de cada animal fueron dilatados con el 10% de solucién de
tropicamida y la retina fue examinada por oftalmoscopia indirecta con una lente de 20 dioptrias.

10
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La eficacia de limpieza de hemorragia observada de la hialuronidasa ACS estd resumida en la figura 4. En general,
el ojo izquierdo (no tratado) de cada animal en cada grupo de tratamiento contenia un vitreo nublado y algunos
codgulos de sangre, debido a la cantidad de sangre que habia sida inyectada en su interior. Los ojos derechos de los
animales tratados (control) con BSS del grupo A también contenian vitreos nublados y algunos codgulos de sangre,
mientras que los ojos derechos de todos los animales tratados con hialuronidasa en los Grupos de tratamiento B-D
contenian vitreo que estaba limpio y a través del cual la visualizacion transvitrea de la retina fue posible Ademas, las
retinas de los ojos derechos de todos los animales de los grupos de tratamiento B-B parecieron normales y libres de
toxicidad relacionada con el tratamiento.

Los resultados de este experimento indican que la hialuronidasa ACS administrada por via intravitrea fue eficaz en
dosis individuales de 25, 50, y 75 UI, para acelerar el nivel al cual la sangre fue despejada de los ojos de los animales
tratados y ademds que estas dosis individuales de hialuronidasa ACS administradas en este experimento no causaron
efectos téxicos observables en los ojos de los conejos tratados en este experimento.

En una variacién, el ejemplo fue realizado exactamente como antes excepto que en vez de administrar una dosis
individual, se administraron dosis multiples en la cantidad de cuatro (4) dosis consecutivas de hialuronidasa ACS en
intervalos de 2 semanas. Las observaciones después de cada dosis fueron uniformes y estdn resumidas en la figura 5.
En general, el ojo izquierdo (no tratado) de cada animal en cada grupo de tratamiento, contenia humor vitreo nublado
y algunos codgulos de sangre, debido a la cantidad de sangre que fue inyectada en su interior. Los ojos derechos
de los animales (control) tratados con BSS del Grupo A también contenian vitreos nublados y algunos codgulos de
sangre, mientras que los ojos derechos de todos animales en los Grupos de tratamiento B-D (es decir, los animales
tratados con hialuronidasa ACS) contenian vitreos nitidos a través de los cuales la visualizacion transvitrea de la
retina fue posible. Ademas, las retinas de los ojos derechos de todos los animales en los grupos de tratamiento B-D
parecieron ser normales y estar libres de toxicidad relacionada con el tratamiento, incluso después de dosis multiples
de hialuronidasa ACS.

Los resultados de este experimento indican que la hialuronidasa ACS administrada por via intravitrea fue eficaz,
en dosis individuales de 25, 50, y 75 UI x 4, para acelerar el nivel en el cual la sangre fue despejada de los ojos de
los conejos y ademds que estas dosis de hialuronidasa ACS no causaron efectos toxicos observables en los ojos de los
conejos tratados, incluso después de cuatro (4) dosis consecutivas de hialuronidasa ACS administrado en intervalos de
2 semanas.

Seguridad y eficacia de la hialuronidasa ACS inyectada por via intravitrea en ojos humanos
Ejemplo 3

El objetivo primario de este estudio fue el de determinar si una solucién salina equilibrada conteniendo un extracto
de hialuronidasa altamente purificada de tejido testicular ovino podria ser inyectada en el vitreo de ojos visualmente
perjudicados sin suscitar ningtn efecto adverso ocular grave.

Materiales y métodos

Una Solucién Salina Equilibrada (BSS) fue empleada como el placebo de control, y fue obtenida por Allergan
Pharmaceuticals (Irvine, CA). BSS contenia el 0,64% de cloruro de sodio, 0,075% de cloruro de potasio, 0,048% de
dihidrato de cloruro de calcio, 0,03% de hexahidrato de cloruro de magnesio, 0,39% de trihidrato de acetato de sodio,
0,17% de dihidrato de citrato de sodio, hidréxido de sodio/4cido clorhidrico suficiente para el ajuste del pH a 7.1-
7.2, y agua para inyeccion (gs. 100%). Partes alicuotas de treinta microlitros de BSS o formulacién D especifica de
hialuronidasa (Tabla 6) fueron cargadas en una microjeringa de 300 ul ajustada con una aguja de calibre 29 de 0,5
pulgadas de longitud. Las microjeringas cargadas fueron luego usadas para inyectar el material en el vitreo del ojo del
paciente.

Inicialmente, los ocho sujetos humanos con al menos un ojo visualmente perjudicado fueron asignados de forma
aleatoria para recibir por via intravitrea bien 50 ul de 50 UI de hialuronidasa ACS en BSS o BSS solo (proporcién 3:1).
Después de un mes de continuacién para asegurar que la dosificacion de 50 UI fue bien tolerada, un segundo grupo
de seis sujetos visualmente perjudicados fueron inscritos en el estudio y asignados de forma aleatoria a un grupo de
dosificacién mads alta de hialuronidasa ACS (100 UI) o BSS de control en una, proporcién 2:1.

Los procedimientos usados para evaluar la seguridad de los sujetos de la prueba fueron completados en varios
intervalos en todo el estudio, e incluian la oftalmoscopia indirecta, fotografia del fondo, angiografia con fluoresceina,
electroretinografia, examen externo del ojo, biomicroscopia con ldmpara dé hendidura, tonometria por aplanacion,
paquimetria, y autorrefraccion.

Un grupo de control de placebo concurrente fue incluido en el estudio de modo que eventos adversos peculiarmente
relacionados con la hialuronidasa ACS pudieran ser distinguidos de aquellos atribuibles al vehiculo (BSS)/proce-
dimiento de inyeccion. Sélo los ojos visualmente perjudicados fueron tratados, adicionalmente, puesto que los articulos
de la prueba fueron inyectados cerca de la retina y no se pudo observar como amenaza ninguna respuesta adversa de
naturaleza seria. Los pacientes fueron asignados para tratamiento usando un esquema de aleatorizacién generado
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por ordenador con el nimero 601 para la primera fase del estudio, y 701 para el segundo. Ni los pacientes ni los
investigadores fueron conscientes de si fue el vehiculo BSS o la solucién hialuronidasa ACS/BSS el que estaba siendo
inyectado por via intravitrea.

Después del establecimiento de una linea de base para cada paciente los sujetos fueron inyectados bien con la
enzima o el control de placebo. Los pacientes fueron colocados en una posicién sentada en una silla comoda. Una
o dos gotas de un anestésico local fueron topicamente instiladas en el ojo que debia ser tratado, tras lo cual se pidié
al paciente que mirara hacia abajo y un bastoncillo de algodén empapado en solucién oftdlmica de hidrocloruro de
Proparacaina fue aplicado durante 10 segundos en un drea de la esclerética aproximadamente a 4-5 mm sobre la
coérnea (posicion superior/12:00 meridiano). El sujeto de la prueba fue luego inyectado en el vitreo a través de una
aguja de calibre 29 fijada a una microjeringa de 200 ul que fue insertada hasta la longitud total de la aguja en el sitio
de aplicacién del segundo anestésico.

Resultados

Aunque sélo se logré importancia estadistica de forma no frecuente, los datos de la biomicroscopia con la ldmpara
de hendidura sugirieron que una proporcién sustancialmente mds alta de pacientes tratados con las preparaciones de
hialuronidasa ACS/ BSS en oposicién a BSS solo presentaron cambios patoldgicos en el segmento anterior, siendo
el més prominente la presencia de células y fiare en la cdmara anterior. No obstante, después de la sexta visita (pos-
tratamiento de un mes), no se observaron diferencias en el intergrupo para ninguna de las variables evaluadas por la
ldmpara de hendidura.

Las respuestas retinales/corticales, segtin se midié por electroretinografia/potencial visual evocado se deterioraron
con el tiempo en un paciente tratado con BSS y dos a los que se les dio 50 UI de hialuronidasa ACS/BSS. No obstante,
las alteraciones en modelos electroretinograficos fueron siempre bilaterales y no ocurrieron en los ojos tratados o no
tratados de los pacientes a quienes se les asignaron dosis elevadas (100 UI) de hialuronidasa ACS/BSS, ni tampoco los
resultados de la prueba angiografica con fluoresceina indicaron que hubiera isquemia retinal en ningtin ojo sin tener
en cuenta el tratamiento.

Los exdmenes indirectos oftalmoscépicos revelaron licuefaccion y el establecimiento de desprendimiento vitreo
posterior (PVD) en los ojos de los sujetos de la prueba. El vitreo fue caracterizado por presentar un alto grado de moti-
lidad y/o licuefaccién poco después de inyectar a los sujetos de la prueba; lo cual estaba previsto para las preparaciones
con hialuronidasa ACS. Algunos de los ojos de la prueba que fueron inyectados con BSS de control deberian presen-
tar licuefaccion y PVD, que estaba presente posiblemente antes del tratamiento, puesto que éste no poseia ninguna
actividad enzimatica y fue administrado en un volumen muy pequeio (30 ul).

Por lo que se refiere al PVD, en el primer grupo de pacientes, cuatro de los seis pacientes que iban a ser tratados
con hialuronidasa ACS presentaron ausencia de PVD por biomicroscopia con la ldampara de hendidura (es decir, 601,
602, 604, y 606)(Ver Tabla 6 mds abajo). Después del tratamiento, cada uno de estos sujetos mostr la presencia de
PVD. Los resultados del segundo grupo de pacientes fueron menos claros, debido a dificultades en la formacién de
imdgenes del vitreo usando la microscopia de la 1dmpara de hendidura.

(Tabla pasa a pagina siguiente)

12



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2281 128 T3

TABLA 6
Estudio de seguridad humano con inyeccién de hialuronidasa ACS 50 :1y
100 :1 por via intravitrea
Biomicroscopia con la .
NGmero Dosis Ojo lampara de hendidura p[::a Motilidad
enzimatica | tratado | de presencia de PVD PVD vitrea
tratado con linea base
601 50 oD No Si 2 Dias +3/+4
602 50 oD No Si 1 Dia +4
603 BSS oD Si Si - +3
604 50 oD No Si 1 Dia +3
605 BSS oS Si Si - +3/+4
606 50 oD No Si 1 +3/+4
Dias
607 50 oD Si Si - +3/+4
608 50 oD Si Si - +3
701 100 OS No ? - +2
702 100 oD No ? +4
703 BSS oD Si Si
704 100 0S No ?
705 100 oD No Si 1 Dia
706 BSS 0S No No

Dados los resultados del Ejemplo 2 donde la inyeccién de hialuronidasa ACS en el vitreo de conejos en varias
dosis hasta 150 UI no result6 en ningtin cambio significante histopatolégico en un estudio anterior preclinico, se
esperaba que las dosis inferiores a 150 UI fueran bien toleradas en los seres humanos. Siguiendo con esta espectativa,
la administracién intravitrea de hialuronidasa ACS/BSS en ojos visualmente perjudicados en la prueba actual suscitd
pocos sintomas, se crey6 que todos ellos eran atribuibles al propio procedimiento de la inyeccién ya que ocurrieron con
frecuencia comparable en cada uno de los grupos del estudio, y las secuelas adversas relacionadas con el tratamiento
fueron relativamente leves y de corta duracion.

Ademds, se observo que el tratamiento de los ojos humanos con hialuronidasa ACS aumentaba la incidencia de
desprendimiento del vitreo posterior observado. El aumento observado de PVD en pacientes inyectados por via intravi-
trea con hialuronidasa ACS muestra que los métodos de la presente invencidn son eficaces para inducir la licuefaccién
y el desprendimiento del humor vitreo. Asi, los resultados del presente estudio indican que la hialuronidasa ACS puede
ser inyectada en el vitreo de seres humanos sin suscitar complicaciones serias u oculares a largo plazo.

Uso de hialuronidasa para acelerar la limpieza de la sangre hemorrdgica del vitreo del ojo
El ejemplo 4 expuesto a continuacién describe casos en los que se usé hialuronidasa ACS intravitrea para acelerar

la limpieza de la sangré hemorrdgica del vitreo del ojo. En el ejemplo 4, la hialuronidasa usada fue la formulacién de
la hialuronidasa ACS sin timerosal anteriormente descrita y mostrada en la tabla 2.
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Ejemplo 4
Limpieza acelerada de la hemorragia después de la hialuronidasa intravitrea

En este experimento, seis (6) pacientes humanos (5 mujeres, 1 hombre) que se presentaron con hemorragia del
vitreo fueron tratados con inyecciones intravitreas individuales de hialuronidasa ACS con dosificaciones de 50-200
UL

La hialuronidasa ACS administrada en este experimento fue preparada mediante la formulacién, descrita a conti-
nuacién y mostrada en la tabla 2.

Todos los pacientes tratados en este experimento tienen una historia de retinopatia diabética, y se encontrd que
tenfan hemorragias del vitreo de duracién variable. En cada paciente, la cantidad de sangre presente en el vitreo fue
suficiente para impedir la vision de la retina por medios funduscépicos estandares.

Cada paciente recibié una inyeccién intravitrea individual de hialuronidasa ACS. Cuatro (4) pacientes recibieron
una dosis de 50 UL, un (1) paciente recibi6é una dosis de 70 UL, y un (1) paciente recibié una dosis de 200 UL

Los resultados observados en este experimento estdn resumidos en la Figura 6.

En los seis (6) pacientes tratados en este ejemplo, el vitreo hemorragico se volvié suficientemente nitido para
permitir la visién transvitrea de la retina en los 6-16 dias de la inyeccién intravitrea individual de la hialuronidasa
ACS. Se determind subjetivamente que esta limpieza del vitreo habia ocurrido significativamente mas rapido de lo que
se habia previsto que ocurriera en los pacientes sin tratamiento de hialuronidasa.

Debe ser destacado que a diferencia de la fuga de fluorsceina observada con dosis mas altas de hialuronidasa ACS
en conejos, no se observoé toxicidad en este estudio humano.

Uso de hialuronidasa para tratar otros trastornos oftalmologicos

Los solicitantes han observado adicionalmente la eficacia de la administracién intravitrea individual de la hialu-
ronidasa ACS, a una dosis experimental, para el tratamiento de algunos trastornos oftalmoldgicos. Los pacientes que
sufrieron trastornos previamente diagnosticados del ojo, incluso retinopatia diabética proliferativa, degeneracién ma-
cular asociada con la edad, ambliopfa, retinitis pigmentosa, agujeros maculares, exudados maculares y edema macular
cistoide, ha presentado una mejora en los sintomas clinicos de estos trastornos tras el tratamiento con hialuronidasa
ACS.

Los solicitantes también han determinado que la formulacién de la hialuronidasa ACS de la presente invencién
puede ser administrada por via intravitrea en dosis de o de mds de 1 UI sin provocar dafio téxico en el ojo y asi es
utilizable para efectuar una pronta licuefaccion del cuerpo vitreo y concomitantemente la desconexién o desprendi-
miento del cuerpo vitreo de la retina y otros tejidos (p. €j., membranas epirretinales, macula). Como resultado de esto
la licuefaccién y el desprendimiento del vitreo, las fuerzas fisicas de traccion del vitreo en la retina y otros tejidos
son minimizados y el nivel de produccién natural de liquidos se acelera dentro del vitreo. En consecuencia, la formu-
lacién de la hialuronidasa ACS del solicitante es particularmente adecuada para el tratamiento de muchos trastornos
(p. €j., retinopatia proliferativa diabética, degeneracién macular asociada con la edad, ambliopia, retinitis pigmentosa,
agujeros maculares, exudados maculares y edema macular cistoide) que se benefician de la licuefaccién/desconexion
del vitreo y/o limpieza acelerada de toxinas u otras sustancias deletéreas (p. ej., factores angiogénicos, liquidos del
edema, etc.) de la cdmara posterior del ojo y/o de tejidos contiguos a la cdmara posterior (p. €j., la retina o macula).
Ademds, también se piensa que la licuefaccion del vitreo elimina la matriz, en forma de vitreo polimerizado, necesario
para soportar la neovascularizacién. Asi, la presente invencidn es ttil para la prevencion o reduccion de la incidencia
de la neovascularizacion retinal.

Ademads, muchos trastornos oftdlmicos tienen como componente causativo, una desestabilizacion de la membrana
de la retina-sangre. Esta desestabilizacion permite que distintos componentes (p. €j., componentes del suero, lipidos,
proteinas) de los coriocapilares se introduzcan en la cdmara vitrea y dafien la superficie de la retina. Esta desestabili-
zacion es también un precursor de la infiltracién vascular de la cdmara vitrea, conocida como neovascularizacion.

Por consiguiente, las formas de realizacion de la presente invencion estdn dirigidas a la prevencion y tratamiento
de varios trastornos del ojo mamifero que resultan del dafio o patologia a la vascularizacién del ojo o que resultan
en un dafio en la barrera de la retina-sangre. Ejemplos de enfermedades de este tipo incluyen pero no se limitan
a retinopatia proliferativa diabética, degeneracién macular relacionada con la edad, ambliopia, retinitis pigmentosa,
agujeros maculares, exudados maculares, y edema macular cistoide, y otros en los que los sintomas clinicos de estos
trastornos responderte al tratamiento de la hialuronidasa ACS de la presente invencion.

Los siguientes son ejemplos de aplicacién que utilizan la preparacién de hialuronidasa ACS descrita anteriormente,
dando como resultado mejoras de los trastornos oftalmolégicos descritos. Sin embargo, la presente invencién contem-
pla el uso de enzimas aparte de la hialuronidasa ACS para inducir la licuefaccién del vitreo. Ejemplos de enzimas
alternativas utilizables con la presente invencién incluyen: otras enzimas glicosaminoglicanasas tales como otras pre-
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paraciones de hialuronidasa, condroitinasa ABC, condroitinasa AC, condroitinasa B, condroitina 4-sulfatasa, condroi-
tina 6-sulfatasa, y B-glucuronidasa. Las colagenasas estdn también contempladas. Los proteasas estdn adicionalmente
previstas.

Un experto en la técnica que desee utilizar una enzima distinta a la hialuronidasa ACS para practicar los métodos
de la presente invencidn usara las instrucciones de la presente para seleccionar una enzima apropiada y su dosificacion.
Especificamente, los ejemplos que discuten las especificidades enzima-sustrato y estudios de la no toxicidad serian
realizados con candidatos enzimaticos para establecer su eficacia al usarse con la presente invencién. Por consiguiente,
las instrucciones contenidas aqui son aplicables para identificar una enzima sustancialmente no téxica que promueve
la licuefaccién del vitreo mientras que no provoca dafios a la retina u otras estructuras oculares.

Tratamiento con hialuronidasa de la retinopatia proliferativa diabética (PDR)

La retinopatia diabética es la principal causa de ceguera en edad de trabajo de los americanos. La incidencia de la
retinopatia aumenta con el tiempo en estado de la enfermedad, desde un nivel de manifestacién de aproximadamente
el 50% en diabéticos con la enfermedad durante 7 afios hasta aproximadamente el 90% en aquellos con la enfermedad
durante mds de 20 afios. Se estima que la PDR afecta a una estimacién de 700.000 americanos.

Las consecuencias retinovasculares de la diabetes esencialmente consisten, en parte, en fuga microvascular y no
perfusion capilar que resulta de la hiperglicemia crénica. La fuga microvascular puede sucesivamente resultar en
edema retinal, exudados lipidicos y hemorragias intrarretinales. La no perfusion capilar resulta en la formacién de
anomalias intrarretinales microvasculares (IRMA). Estas anomalias son derivaciones arteriovenosas formadas para
perfundir regiones retinales privadas de vascularizacién por la degeneracién de la arteriola mediada por la diabetes.

La expresion del factor de crecimiento vascular endotelial de una retina hipdxica en areas de no perfusion capilar
se considera que resulta en el desarrollo de la neovascularizacidn extrarretinal. La neovascularizacion de este tipo y sus
componentes asociados fibrosos pueden espontineamente ser evolventes o complicarse por la hemorragia del vitreo o
el desprendimiento de la retina por traccién. La neovascularizacion puede ser facilmente vista en un angiograma con
fluoresceina por la fuga profusa de colorante de estos nuevas vasos puesto que éstos carecen de uniones estancas en-
doteliales de la vasculatura retinal. Un flujo axopldsmico perjudicado en dreas de la hipoxia retinal resulta en manchas
algodonosas.

La retinopatia proliferativa diabética (PDR) requiere una seleccioén cuidadosa de diabéticos para la identificacion
y tratamiento tempranos puesto que la PDR permanece ampliamente asintomdtica en los estadios tempranos. La reti-
nopatia proliferativa diabética puede ser clasificada en tres subgrupos: (1) retinopatia no proliferativa; (2) retinopatia
preproliferativa; (3) retinopatia proliferativa. Cada clasificacion tiene ciertas caracteristicas morfoldgicas. Las carac-
teristicas de la retinopatia no proliferativa incluyen microangiopatia capilar (obstrucciones microvasculares y cambios
de la permeabilidad, no perfusién de capilares, microaneurismas de los capilares retinales, grosor de la membrana
basal, y anomalias internas microvasculares (IRMA); hemorragias intrarretinales; exudados; y cambios maculares. La
retinopatia preproliferativa estd indicada por ninguno o todos los cambios descritos para la retinopatia no proliferativa
y los siguientes: envainamiento venal significante, exudados de lana de algodén, IRMA extensiva e isquemia reti-
nal extensiva. La retinopatia proliferativa estd indicada por neovascularizacién extrarretinal y proliferacién del tejido
fibroso, alteraciones vitreas y hemorragia, enfermedad macular, y desprendimiento de retina.

La creacion de tejido fibrovascular es una complicacién especialmente, importante de la PDR puesto que frecuen-
temente conducird a un dafio en la retina mediado por el vitreo. El tejido fibrovascular puede formar membranas
prerretinales que crean adhesiones densas con la membrana hialoide posterior. Estas adhesiones son responsables de
la transmision de las fuerzas de traccién vitrea a la retina, que puede resultar en desprendimientos retinales.

La base vitrea estd normalmente firmemente fijada a la retina contigua y a la circunferencia externa de la cabeza
del nervio 6ptico, conocida como el anillo de Martegiani. La fijacién del vitreo a la retina en todos los demads sitios
entre el anillo de Martegiani y la base vitrea es mucho menos firme. La neovascularizacién de la retina conduce a la
formacién de membranas vasculares que se extienden en el vitreo desde la cabeza del nervio o en otro lugar del fondo.
La contraccion de estas membranas pueden causar un desprendimiento de retina parcial o completo.

El desprendimiento de retina en la macula es una complicacién mds importante de la PDR. Muchos desprendi-
mientos retinales que resultan de lo PDR comienzan como desprendimientos traccionales sin agujeros, pero pueden
volverse regmatégenos por la formacién de agujeros retinales en un punto posterior de la enfermedad. Los despren-
dimientos traccionales son provocados por adhesiones vitreorretinales anormales o traccidn vitrea con contraccién
posterior de las bandas fibrosas y elevacion de la retina.

La presente invencién contempla el tratamiento de la PDR en los estados preproliferativos y proliferativos usando
inyecciones intravitreas de hialuronidasa ACS. Sin limitarse a un mecanismo particular, se cree que el efecto de la
inyeccién de hialuronidasa ACS intravitrea es el de promover la limpieza de la fase liquida del vitreo. El nivel de
transferencia de agua tratada inyectada por via intravitrea desde el vitreo medio hasta el coroides fue significativa-
mente aumentado después de la despolimerizacién del 4cido hialurénico vitreo por la hialuronidasa ACS inyectada.
La presente invencién aprovecha esta observacion para licuificar el vitreo, por ejemplo, para promover la limpieza de
varios factores inductores del crecimiento y otros productos del suero filtrados en el vitreo debido a la presencia de la

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2281 128 T3

PDR. Es adicionalmente contemplado que el tratamiento de la hialuronidasa ACS de la presente invencién puede ser
realizado solo o en combinacién con otros tratamientos de PDR.

Ejemplo 5
Tratamiento de retinopatia preproliferativa diabética

En el Ejemplo 5, un paciente diabético que manifiesta retinopatia preproliferativa diabética es tratado por esta
complicacién de diabetes mellitus a través de la inyeccion intravitrea de hialuronidasa ACS. El propdsito de este
tratamiento es el de reducir o prevenir el desarrollo de la retinopatia proliferativa diabética manifestado por la neovas-
cularizacion extrarretinal y la proliferacion del tejido fibroso, alteraciones y hemorragia vitreas, enfermedad macular,
y desprendimiento de retina.

Una vez que a un paciente se le ha diagnosticado diabetes, se realiza una mayor vigilancia oftdlmica, dado el alto
porcentaje de individuos que padecen esta enfermedad desarrollando m4s tarde la retinopatia proliferativa diabética
(PDR). Esta vigilancia aumentada deberia incluir exdmenes periddicos retinales y angiogramas con fluoresceina para
controlar la extensién de envainamiento venal, IRMA, e isquemia retinal.

Cuando la retinopatia preproliferativa diabética empieza a alcanzar la fase proliferativa, comienza el tratamiento
de la hialuronidasa ACS. Esta fase esta definida como la presencia de envainamiento venoso en 2 o mas cuadrantes,
IRMA en uno o més cuadrantes, y/o microaneurisma y hemorragias de puntos en todos los cuadrantes. Una vez que
estas indicaciones estdn presentes, comienza el método de tratamiento con hialuronidasa ACS de la presente invencion.

El paciente recibird un examen completo oftdlmico para establecer una linea de base de salud ocular. El examen
oftdlmico incluye oftalmoscopia indirecta, biomicroscopia con ldmpara de hendidura, examen periférico retinal, me-
diciones de la presion intraocular, sintomatologia de la agudeza visual (sin ayuda y corregida), fotografia del fondo,
angiografia con fluoresceina, electroretinografia y mediciones con A-scan.

Después del examen preliminar, una inyeccién intravitrea de hialuronidasa ACS es dada al ojo afectado del pacien-
te. Si ambos ojos estdn afectados, pueden ser tratados por separado. El ojo a tratar es inyectado con 50:1 de 50 Ul de la
solucién oftdlmica de hialuronidasa ACS anteriormente descrita por via intravitrea para promover la despolimerizacién
del acido hialurénico vitreo, dando como resultado la licuefaccion del vitreo.

Después del tratamiento, los ojos del paciente deben ser examinados en los dias uno (1), dos (2), siete (7), quince
(15), treinta (30) y sesenta (60). En cada dia del examen el paciente es vigilado con respecto a la licuefaccién vitrea.
Ademas, el paciente es vigilado con respecto a los desprendimientos vitreos posteriores usando la oftalmoscopia
indirecta con la depresion escleral. Finalmente, la extension de la PDR presentada por el paciente es continuamente
vigilada a través de exdmenes periddicos retinales y angiogramas con fluoresceina para controlar la extension del
envainamiento venal, IRMA, e isquemia retinal.

Ejemplo 6
Tratamiento de la retinopatia proliferativa

En este ejemplo, un paciente diabético que manifiesta retinopatia proliferativa diabética es tratado con la inyeccién
intravitrea de hialuronidasa ACS. El propdésito de este tratamiento es reducir la extension de la retinopatia proliferativa
diabética, prevenir las manifestaciones posteriores de la enfermedad después de la eliminacién de cualquier tejido
extrarretinal neovascularizado, y reducir la probabilidad de desprendimiento de retina.

Un paciente que presenta retinopatia proliferativa diabética recibird el tratamiento de la hialuronidasa ACS de
la presente invencién en combinacién con el tratamiento quirtirgico del tejido neovascularizado. La proliferacién
normalmente comienza con la formacién de vasos nuevos con muy poco componente de tejido fibroso. Estos surgen
a partir de elementos mesenquimales primitivos que se diferencian en las células endoteliales vasculares. Los canales
vasculares recién formados sufren después metaplasia fibrosa; es decir, los brotes angioblasticos son transformados en
tejido fibroso.

Los nuevos vasos pierden fluoresceina, asi la presencia de proliferacion es especialmente notable durante la angio-
grafia. Los vasos nuevos y el tejida fibroso se abren paso a través de la membrana limitadora interna y se ramifican en
la interfaz entre la membrana limitadora interna y la membrana posterior hialoide. El tejido fibrovascular puede for-
mar membranas prerretinales que crean adhesiones densas con la membrana posterior hialoide. Estas adhesiones son
extremadamente importantes porque son responsables de transmitir las fuerzas de traccién vitrea a la retina durante la
fase posterior del encogimiento del vitreo.

La fase proliferativa de la PDR est4 definida como la presencia de tres o més de las siguientes caracteristicas: vasos
nuevos, vasos nuevos en o dentro de un didmetro del disco del nervio 6ptico, vasos graves nuevos (tal y como se define
por una tercera neovascularizacién del area del disco del nervio éptico o neovascularizacion de una mitad del area del
disco del nervio 6ptico o neovascularizacién de una mitad del drea del disco en otro lugar), y hemorragia prerretinal o
vitrea.
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Una vez diagnosticada la entrada en la fase proliferativa, el paciente debe recibir un examen completo oftdlmico
para establecer una linea de base de salud ocular. El examen oftdlmico incluye oftalmoscopia indirecta, biomicrosco-
pia con la lampara de hendidura, examen periférico retinal, mediciones de la presion intraocular, sintomatologia de la
agudeza visual (agudeza visual sin ayuda y corregida), fotografia del fondo, angiografia con fluoresceina, electroreti-
nograffa y mediciones con A-scan.

Después del examen preliminar, una inyeccion intravitrea de hialuronidasa ACS es dada a los ojos afectados del
paciente. Si ambos ojos estan afectados, pueden ser tratados por separado. El ojo es inyectado con 50:1 de 50 UI de la
solucién oftdlmica de hialuronidasa ACS por via intravitrea para promover la despolimerizacién del dcido hialurénico
del vitreo, dando como resultado la licuefaccién del vitreo. Ademads de la despolimerizacién del vitreo, el tejido neo-
vascularizado es también tratado directamente para minimizar el dafio posterior a la retina usando la fotocoagulacién
panretinal.

La fotocoagulacién panretinal (PRP) puede ser usada para tratar pacientes que presentan PDR en conjuncién
con el tratamiento de la hialuronidasa ACS de la presente invencién. La fotocoagulacién panretinal es una forma
de fotocoagulacién con laser. Habitualmente los ldsers tales como el argén verde (614 nm), argén verde azulado
(488 y 514 nm), rojo de kriptén (647 nm), colorante sintonizable, lasers-arco con diodos y xenon, son usados para la
cirugia retinal. La energia del laser es absorbida predominantemente por los tejidos que contienen pigmento (melanina,
xantofil, o hemoglobina) que producen efectos térmicos en las estructuras contiguas. Los l4sers de rojo de kriptén son
el método preferido de tratamiento, ya que son mds capaces de penetrar en las cataratas escleréticas nucleares y en
la hemorragia del vitreo que los l4sers de argén, que requieren mds energia para producir los mismos niveles de
penetracion.

Los pardmetros usados durante cirugia retinal por ldser pueden ser modificados dependiendo del objetivo de la
fotocoagulacién. A un ajuste de la potencia inferior, usando duraciones mads largas de tratamiento y produciendo
tamafios de manchas mas grandes, el laser tiene un efecto coagulante en pequefios vasos. La fotocoagulacion con laser
focal se usa en diabetes para detener la filtracién de microaneurismas. El foco del laser es puesto directamente sobre
el microaneurisma para conseguir un ligero blanqueo y cierre del aneurisma. Cuando se aplica como una rejilla sobre
un 4rea edematoso de la retina, el laser puede reducir la fuga microvascular. A niveles de energia mas altos, es posible
la ablacién con ldser de tejido. Se considera que fotocoagulacién panretinal es eficaz para destruir el tejido retinal,
reduciendo la cantidad de tejido isquémico en el ojo. Los focos del laser confluyentes pueden ser usados sobre una
membrana neovascular para obliterar los vasos anormales.

Debe ser entendido que la presente invencién no requiere un orden particular de tratamiento. En una forma de
realizacion, el paciente es tratado primero con hialuronidasa ACS y luego con tratamiento por laser. En otra forma de
realizacion el paciente es sometido primero a un tratamiento por laser seguido del tratamiento con la hialuronidasa
ACS de la presente invencion.

Después de tratamiento, los ojos del paciente deben ser examinados en los dias uno (1), dos (2), siete (7), quince
(15), treinta (30) y sesenta (60). En cada dia del examen el paciente es vigilado con respecto a la licuefaccién del
vitreo. Ademds, el paciente es vigilado con respecto a posteriores desprendimientos del vitreo usando la oftalmoscopia
indirecta con depresion escleral. Finalmente, la extension de la PDR presentada por el paciente es continuamente
vigilada a través de exdmenes periddicos retinales y angiogramas con fluoresceina para controlar la extension del
envainamiento venal, IRMA, isquemia retinal, neovascularizacién, y hemorragia del vitreo. La evidencia de la nueva
neopolimerizacién o despolimerizacién incompleta del vitreo garantizaria un tratamiento de repeticién del paciente
como se ha descrito anteriormente.

Tratamiento con hialuronidasa de la degeneracion macular relacionada con la edad

La presente invencién también contempla la utilidad en el tratamiento de la degeneracién macular relacionada con
la edad (AMD). La degeneracién macular relacionada con la edad consiste en una reduccién gradual frecuentemente
bilateral de la vision. Es la causa mas comiin de ceguera oficial en adultos. Es probablemente provocada por el enveje-
cimiento y la enfermedad vascular de los coriocapilares o de los vasos retinales aferentes. Hay basicamente dos tipos
morfolégicos de AMD: “seca” y “htimeda”.

La anomalia subyacente de la AMD es el desarrollo de cambios involucionales a nivel de la membrana de Bruch
y el epitelio pigmentario retiniano (RPE). La lesién mas caracteristica de estos cambios es la drusa. Clinicamente,
las drusas (plural de drusa) parecen pequefios depdsitos blancos amarillentos a nivel del RPE. Las drusas pueden ser
categorizadas como drusas laminares duras, blandas o basales.

La presente invencién estd dirigida tanto al tratamiento como a la prevencién de las formas himedas y secas de
AMD. En la forma himeda, se considera que la enfermedad afecta a las coriocapilares. Las coriocapilares son un
componente del coroides que sirve para vascularizar el globo. Las coriocapilares consisten en una red capilar rica
que alimenta la mayor parte de la nutricién al epitelio del pigmento y a las capas externas de la retina. La lesién
de las coriocapilares se considera que resulta en ultima instancia en complicaciones neovasculares, una causa de
degeneracién macular.
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En la forma seca, la degeneracién macular no disciforme resulta de una obliteracién parcial o total de las corio-
capilares subyacentes, Oftalmoscépicamente, la degeneracion del epitelio pigmentario retiniano y la formacién de
agujeros puede ser observada. También, los depdsitos epiteliales del subpigmento de material tal como quelatos de
calcio o proteindceos y otros pueden ser observados. En ADM seca, los cambios secundarios retinales generalmente
ocurren gradualmente, dando como resultado la pérdida gradual de agudeza visual. Sin embargo, en cierto porcentaje
de pacientes, resulta una pérdida grave de la vision.

La presente invencién contempla la utilidad de tratar ADM seca y prevenir la degeneracién macular a través de la
licuefaccion del vitreo. Se contempla que la licuefaccion del vitreo supondrd un aumento a nivel de la limpieza de la
retina del material depositado que mads tarde resulta en la degeneracién macular.

La ADM humeda resulta con mas frecuencia de la insuficiencia de las coriocapilares, conduciendo a la neovas-
cularizacidn epitelial posterior del subpigmento. La neovascularizacién también se considera que ocurre como una
adaptacion de la vascularizacién retinal a la oxigenacién inadecuada como resultado de un dafio en la vesicula. La
neovascularizacién puede también provocar otros trastornos diferentes tales como el desprendimiento del pigmento
del epitelio y la retina sensitiva. Normalmente la enfermedad normalmente comienza después de los 60 afios, mani-
festdndose en ambos sexos por igual y en pacientes que presentan la enfermedad, bilateralmente.

Quizds la complicacién mds importante de la degeneracién macular relacionada con la edad es el desarrollo de
defectos en las membranas de Bruch del globo a través de las cuales crecen nuevos vasos. Esta neovascularizacién
epitelial puede suponer la produccién de depdsitos exudativos dentro y debajo de la retina. La neovascularizacién
puede también conducir a la hemorragia en el vitreo, que puede llevar a la degeneracién de los bastones y conos de
la retina, y edema macular cistoide (discutido mds abajo). Un agujero macular puede formarse el cual resulta en una
pérdida visual irreversible.

Aunque afecta sélo al 10% de pacientes con AMD, las complicaciones neovasculares de AMD suponen la ma-
yoria arrolladora de casos de pérdida visual grave. Los factores de riesgo incluyen edad en aumento, drusas blandas,
atrofia no geografica, historia familiar, hiperopia, y desprendimientos epiteliales del pigmento retinal. Los sintomas
de neovascularizacion coroidal en AMD incluyen metamorfopsia, escotomas paracentrales o vision central reducida.
Conclusiones oftalmoscépicas incluyen liquido subretinal, sangre, exudados, desprendimiento de RPE, cambios cisti-
cos retinales, o la presencia de membrana neovascular subretinal verde grisdcea. La angiografia de la fluoresceina es
frecuentemente un método eficaz de diagndstico. Durante este procedimiento diagndstico, el agrupamiento progresivo
del colorante en el espacio subretinal, visto como un velado de los limites de la lesién o fuga de fuentes sin determinar
es indicativo de la enfermedad. Otros componentes de membranas coroidales neovasculares segun estd determinado
por la angiografia con fluoresceina incluyen fluorescencia bloqueada elevada, fluorescencia bloqueada plana, sangre,
y cicatriz disciforme.

La presente comprension de AMD neovascular sugiere que la neovascularizacién clasica coroidal es el componente
de la lesion més fuertemente asociado con el deterioro visual rdpido. Por consiguiente, el tratamiento de AMD debe
comprender todos los componentes neovasculares y fibrovasculares de la lesion. Actualmente, el tratamiento esta
s6lo indicado cuando la neovascularizacion cldsica tiene limites que estdn bien demarcados, y la fotocoagulacién ha
demostrado ser provechosa.

En ojos con neovascularizacion extrafoveal coroidal (> =200 micros desde el centro foveal), la fotocoagulacién
con ldser de argén disminuyd la incidencia de pérdida visual grave, ($6 lineas) a los 5 afios del 64% al 46%. La
neovascularizacion recurrente se desarroll6 en la mitad de los ojos tratados con l4ser, normalmente en el primer afio
después del tratamiento. La neovascularizacion recurrente fue invariablemente asociada con el desarrolle de la pérdida
visual grave.

En ojos con neovascularizacion yuxtafoveal coroidal (1 a 199 micras desde el centro foveal), la fotocoagulacion
con laser de kriptén disminuy6 la incidencia de pérdida visual grave del 45% al 31% a 1 afio, aunque la diferencia
entre los grupos no tratados y los tratados fue menos marcada a los 5 afios.

El tratamiento con laser sigue siendo un método terapéutico para el tratamiento de AMD, sin embargo, la presente
invencién ampliaria este método mediante la reduccion de la reincidencia de la neovascularizacion.

Ejemplo 7
Tratamiento de la degeneracion macular relacionada con la edad

En este ejemplo, un paciente que manifiesta degeneraciéon macular relacionada con la edad es tratado con una
inyeccién intravitrea de hialuronidasa ACS. El propdsito de este tratamiento es reducir o prevenir el desarrollo de la
neovascularizacién, la enfermedad macular, y el dafio retinal.

Cuando un paciente alcanza la edad de 60 afios, se realiza una mayor vigilancia oftdlmica para detectar la presencia
de ADM. Esta vigilancia aumentada deberia incluir exdmenes periddicos retinales y angiogramas con fluoresceina
para controlar para la presencia de liquido subretinal, sangre, exudados, desprendimiento de RPE, cambios cisticos
retinales, o la presencia de membrana neovascular subretinal verde grisicea.
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Cuando se diagnostica ADM, se comienza un régimen de tratamiento con hialuronidasa ACS junto con o sin otros
tratamientos tales como la fotocoagulacién. Como primera fase de tratamiento, el paciente recibird un examen of-
tdlmico completo para establecer una linea de base de salud ocular. El examen oftdlmico incluye una oftalmoscopia
indirecta, biomicroscopia con ldmpara de hendidura, examen periférico retinal, mediciones intraoculares de la pre-
sién, sintomatologia de agudeza visual (sin ayuda y corregida), fotografia del fondo, angiografia con fluoresceina,
electroretinografia y mediciones con A-scan.

Siguiendo el examen preliminar, una inyeccion intravitrea de hialuronidasa ACS es dada al ojo afectado del pacien-
te que manifiesta ADM. Si ambos ojos estdn afectados, pueden ser tratados por separado. El ojo a tratar es inyectado
con 50:1 de 50 UI de la solucién oftdlmica de hialuronidasa ACS (anteriormente descrita) por via intravitrea para
promover la despolimerizacién del dcido hialurénico vitreo, dando como resultado la licuefaccién del vitreo.

El tratamiento de la fotocoagulacién por ldser con ojos inyectados con hialuronidasa ACS puede ser requerido. El
protocolo del tratamiento con laser descrito en el ejemplo 5 y 6 deberia ser seguido durante el tratamiento de AMD.
En una forma de realizacion alternativa, el tratamiento de la fotocoagulacién ocurre antes del tratamiento enzimético
de la presente invencion.

Después del tratamiento, los ojos del paciente deben ser examinados en los dias uno (1), dos (2), siete (7), quince
(15), treinta (30) y sesenta (60). Dada la posibilidad de reincidencia, el paciente deberia volver a los exdmenes pe-
riédicos en una base mensual después de éste. En cada dia del examen el paciente es vigilado para la licuefaccién
vitrea. Ademads, el paciente es vigilado para posteriores desprendimientos del vitreo usando oftalmoscopia indirecta
con depresion escleral. Finalmente, la extensién de ADM presentada por el paciente es continuamente vigilada a tra-
vés de exdmenes periddicos retinales y angiogramas con fluoresceina para controlar la presencia de liquido subretinal,
sangre, exudados, desprendimiento de RPE, cambios cisticos retinales, o la presencia de membrana subretinal neovas-
cular verde grisdcea. Hialuronidasa ACS adicional y/o tratamientos con laser pueden ser requeridos si hay indicacién
o se observa neovascularizacion reincidente.

El ejemplo siguiente demuestra la eficacia de la presente invencion, incluso sin el uso de fotocoagulacion.
Ejemplo 8
Mejora en sintomas de degeneracion macular después de la inyeccion de la hialuronidasa intravitrea

Un hombre mayor de setenta y nueve (79) afos de edad se present con una historia de degeneracién macular
relacionada con la edad, y vision no corregida de 20:400 en su ojo derecho. Una dosis individual de 100 UI de la

hialuronidasa ACS fue inyectada por via intravitrea en su ojo derecho. El otro ojo se mantuvo sin tratar.

El paciente fue examinado reiteradamente post-dosis y la visién en su ojo izquierdo (no tratado) se mantuvo
invariada, mientras que se observé que la vision en su ojo derecho (tratado) mejoraba de la siguiente manera:

Tiempo Vision Vision
(Post-dosis) (no corregida) (corregida)

Linea de base 20:400 ninguna

3 dias cf @ Ift. ninguna

1 semana 20:400 ninguna

2 semana 20:400 ninguna

4 semana 20:300 ninguna

*cf se refiere al recuento con los dedos

No se observaron efectos adversos de la hialuronidasa ACS en este experimento.
Tratamiento de la ambliopia con hialuronidasa

El término ambliopia deriva del griego y significa visiéon épaca (amblys = épaco, ops = 0jo). La vision pobre es
provocada por un desarrollo anormal en dreas visuales del cerebro, que a su vez es provocada por una estimulacién

visual anormal durante el desarrollo visual temprano. La patologia asociada con la ambliopia no es especifica del
0jo, mds bien, estd localizada en las dreas visuales del cerebro incluyendo el nicleo geniculado lateral y el cortex
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estriado. Este desarrollo anormal es provocado por tres mecanismos: (1) imagen borrosa retinal llamada distorsion del
modelo; (2) supresion cortical, o (3) supresion cortical mds distorsién del modelo. La presente invencidn concierne
principalmente a las distorsiones del modelo provocadas por la opacidad de los medios. Mds especificamente, la
presente invencion dirige sus conclusiones a la opacidad del vitreo.

La visién amblidpica estd normalmente definida como una diferencia de al menos dos lineas de Snellen de agudeza
visual. Para el tratamiento de la ambliopia es fundamental la deteccidn precoz y la intervencién temprana. La estrategia
para tratar la ambliopia provocada por la opacidad del vitreo es proporcionar una imagen retinal nitida mediante la
alteracién de la opacidad del vitreo de modo que resulte una visién nitida.

En este ejemplo, un paciente que manifiesta ambliopia resulante de la opacidad del vitreo fue tratado con una
inyeccidn intravitrea de hialuronidasa ACS. El propésito de este tratamiento fue reducir la opacidad del vitreo mediante
el aumento del nivel de intercambio de liquido en el vitreo.

Ejemplo 9
Mejora en los sintomas de la ambliopia después del tratamiento intravitreo con hialuronidasa ACS

Una mujer de cuarenta (40) afios de edad con una historia de ambliopia se presenté con visién no corregida de

20:400 en su ojo derecho y vision corregida en ese ojo de 20:200. Una tnica dosis de 100 UI de hialuronidasa ACS

fue inyectada por via intravitrea en su ojo derecho. El otro ojo se mantuvo sin tratar.

El paciente fue examinado reiteradamente post-dosis y la visién en sus ojo izquierdo (no tratado) se mantuvo
invariada mientras que se observé que la vision en su ojo derecho (tratado) mejoraba de la siguiente manera:

Tiempo Vision Visién
(Post-dosis) (corregida) (no corregida)
4 semana 20:200 20:70(-)

8 semana 20:200 20:60(-2)

12 semana 20:200 20:60(-1)

52 semana 20:200 20:60(-1)

No se observaron efectos adversos de la hialuronidasa ACS en este paciente.
Tratamiento de la retinitis pigmentosa con hialuronidasa

Retinitis pigmentosa (RP) es el nombre dado a un grupo de trastornos heredables de degeneracién retinal progre-
siva caracterizada por nictalopia bilateral campos visuales restringidos y anomalia del electrorretinograma. Sintomas
tempranos incluyen dificultad con adaptacién a la oscuridad y pérdida del campo visual medioperiférico. Conforme
progresa la enfermedad, la pérdida del campo visual avanza, normalmente dejando un pequefio campo de vision cen-
tral incluso afectando la visién central. La agudeza central puede también verse afectada antes en el transcurso de la
enfermedad bien por edema macular cistoide, atrofia macular, o desarrollo de una catarata subcapsular posterior. RP
representa un grupo variado de enfermedades cuyo punto en comiin es la produccién anormal de al menos una proteina
en segmentos fotorreceptores externos fundamentales para la transduccién de la luz.

Un resultado clinico de la RP es la desestabilizacién de la barrera de la retina-sangre de los capilares perifoveales
y la cabeza del nervio 6ptico. Estd desestabilizacién resulta en la fuga de colorante de fluoresceina observada por
angiografia. Ademads de la fuga, la acumulacién de liquido como microquistes en la capa plexiforme externa puede
ocurrir y ser observada. Estos quistes rellenos de liquido pueden reventar con el tiempo, dando como resultado un
dafio de la capa retinal. La presente invencién contempla el tratamiento del dafio relacionado con la RP a la retina
promoviendo la limpieza acelerada del liquido del tejido que se acumula en los microquistes.

Ejemplo 10
Mejora en los sintomas de la retinitis pigmentosa después de la hialuronidasa intravitrea
Un hombre de cincuenta y nueve (59) afos de edad se present6 con una historia de retinitis pigmentosa. La vision

no corregida en su ojo izquierdo fue 20:400 y con correccién fue también 20:400. Una tnica inyeccidn intravitrea de
100 UI de hialuronidasa ACS fue administrada al ojo izquierdo del paciente. El otro ojo se mantuvo sin tratar.
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El paciente fue examinado reiteradamente después de la dosis de hialuronidasa ACS y la visién en el ojo derecho
(no tratado) del paciente se mantuvo invariada, mientras que se observé que la vision en el ojo izquierdo (tratado) del
paciente observado mejoraba de la siguiente manera:

. Presion Agudeza visual | Agudeza visual
Tiempo ]
intraocular sin ayuda corregida
Linea de base 17 mm 20/400 20/400
1 Dia post
) 26 mm HMt/1ft HM / 1t
tratamiento
1semana | = ---—e- HM / 1ft HM / 1ft
2 semana 14 mm cft@3ft. cf@3ft.
3 semana 14 mm 20:300 20:300
4 semana 12 mm 20:200 20:80
8 semana 15 mm 20:80 20:40
9 semana 15 mm 20:60 20:40
10 semana 18 mm 20:80 20:40
THM se refiere "movimiento de la mano"
tcf se refiere "recuento con los dedos"

Los resultados del estudio demostraron que habian mejoras significantes en el rendimiento visual del sujeto, tanto
con respecto a la agudeza visual sin ayuda (mejorando de 20:400 a 20:80) como a la agudeza visual corregida (mejo-
rando de 20:400 a 20:40). También, mientras que se observaban cambios en la presién intraocular del sujeto durante
el periodo del tratamiento, la presidn intraocular pareci6 volver a los niveles de la linea de base aproximadamente dos
semanas después del momento de la inyeccién. Aunque estos resultados son de un tnico paciente, parecen promesa
suficiente para garantizar estudios posteriores.

Tratamiento de los agujeros maculares con hialuronidasa

Una rotura o reventén de la macula se conoce como un agujero macular. De forma interesante, esta condicién
normalmente ocurre en mujeres entre los sesenta y los ochenta afios, o después de un trauma tal como herida luminosa,
herida solar, deformacion escleral, o en ojos con estafiloma. Los sintomas incluyen metamortopsia y agudeza visual
reducida.

Se cree que la formacién de los agujeros maculares se origina por la traccién tangencial a través de la superficie
retinal inducida por el vitreo cortical posterior con implicacién de movimiento de los liquidos dentro de una cavidad
vitrea posterior con sinéresis. La cavidad vitrea posterior con sinéresis estd presente en la gran mayoria de pacientes
que presentan agujeros maculares. Se piensa que como el gel vitreo se retira del gel de la superficie retinal, el espacio
resultante entre las dos superficies crea un drea donde el movimiento del humor vitreo puede negativamente interactuar
con la superficie retinal. Se cree que el movimiento tangencial del humor vitreo dentro del espacio de la cavidad vitrea
posterior con sinéresis promueve desprendimientos de la membrana retinal, dando como resultado la creacion de
agujeros maculares.

La presente invencién contempla el uso de hialuronidasa ACS para despolimerizar el vitreo para eliminar las
enfermedades que resultan de la formacién del agujero macular. Tras la despolimerizacién del vitreo, la cavidad vitrea
posterior con sinéresis es eliminada como resultado de la reorganizacion del vitreo mediada por hialuronidasa ACS.
La eliminacién de esta cavidad permite que el liquido entre el vitreo y la retina se mueva libremente por 10 cdmara
vitrea, dispersando cualquier fuerza nociva que de lo contrario habria sido dirigida contra la superficie retinal.

El ejemplo siguiente discute el tratamiento de un paciente que presenta sintomas tempranos de formacién de
agujeros maculares.
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Ejemplo 11
Tratamiento de agujeros maculares

Un paciente que presenta signos tempranos de formacién de agujeros maculares es tratado con una inyeccién
intravitrea de hialuronidasa ACS. El paciente a tratar presenta varios signos de formacién de agujeros premaculares.
Estos incluyen pérdida de la depresion foveal asociada con una mancha o anillo foveal de color amarillo. La fovea ha
empezado a estrecharse en la region de formacién del agujero y la lesién puede tener un aspecto rojizo. La angiografia
con fluoresceina en esta fase puede parecer normal o presentar una hiperfluorescencia débil. La apariencia de una
dehiscencia excéntrica de espesor completo denota una fase temprana avanzada de la enfermedad. Tras la observancia
de estos sintomas comienza el tratamiento con hialuronidasa ACS.

El tratamiento con hialuronidasa ACS de la presente invencidén comienza cuando se diagnostica la formacién de un
agujero macular. El paciente recibird un examen oftdlmico completo para establecer una linea de base de salud ocular.
El examen oftdlmico incluye oftalmoscopia indirecta, biomicroscopia con ldmpara de hendidura, examen periférico
retinal, mediciones de la presién intraocular, sintomatologia de la agudeza visual (sin ayuda y corregida), fotografia
del fondo, angiografia con fluoresceina, electrorretinografia y mediciones con A-scan.

Después del examen preliminar, una inyeccion intravitrea de hialuronidasa ACS es dada al ojo afectado del pacien-
te. Si ambos ojos estdn afectados, pueden ser tratados por separado. El ojo a tratar es inyectado con 50:1 de 50 Ul de la
solucién oftdlmica de hialuronidasa ACS anteriormente descrita por via intravitrea para promover la despolimerizacion
del acido hialurénico del vitreo, dando como resultado la licuefaccion del vitreo.

Después del tratamiento, los ojos del paciente deben ser examinados en los dias uno (1), dos (2), siete (7), quince
(15), treinta (30) y sesenta (60). En cada dia del examen el paciente es vigilado con respecto a la licuefaccion del vitreo.
La angiografia con fluoresceina, considerada un método particular efectivo del control del transcurso del tratamiento,
es también realizada Ademads, el paciente es vigilado con respecto a los desprendimientos vitreos posteriores usando
la oftalmoscopia indirecta con depresion escleral.

Tratamiento de los exudados maculares con hialuronidasa

Los exudados maculares son el material que penetra en la barrera de la retina-sangre y se filtra a través de la
macula en la cdmara vitrea. Hay dos tipos de exudados, blandos y duros. Los exudados blandos en realidad no son
exudados sino agrupaciones de axones de células ganglionares en la capa de la fibra del nervio que han sufrido una
dilatacion bulbosa en un sitio de dafio, isquémico o infarto. Los exudados duros son exudados de forma comin como
resultado de cambios microvasculares en la retinopatia del fondo. Los exudados duros son amarillos y encerados y son
frecuentemente depositados en una forma circular sobre la macula. Estos consisten en material lipidico y proteinico
derivado de la exudacién de componentes del suero de los vasos de fuga o de los productos lipidicos de elementos
de degeneracién neural dentro de la retina. La adsorcién de exudados duros es principalmente mediada por resorcién
macrofagica, no obstante, el nivel de este proceso puede ser lento puesto que la exudacién frecuentemente ocurre
en la capa plexiforme externa dentro de la zona avascular de la retina. La presente invencion es particularmente util
para la reduccién de la extensién de la acumulacién exudativa que resulta de la desestabilizacién de la membrana
retinal puesto que la despolimerizacién de la hialuronidasa ACS del vitreo promueve un nivel de rotacién circulatoria
aumentado de los componentes acuosos del vitreo.

Ejemplo 12
Tratamiento de los exudados maculares

Un paciente que presenta exudados maculares es tratado con un método de inyeccién de hialuronidasa ACS de la
presente invencion. El paciente recibird un examen oftalmico completo para establecer una linea de base de salud ocu-
lar. El examen oftdlmico incluia oftalmoscopia indirecta, biomicroscopia con ldmpara de hendidura, examen periférico
retinal, mediciones de la presién intraocular, sintomatologia de la agudeza visual (sin ayuda y corregida), fotografia
del fondo, angiografia con fluoresceina, electrorretinografia y mediciones con A-scan.

Después del examen preliminar, una inyeccidn intravitrea de hialuronidasa ACS es dada al ojo afectado del pa-
ciente. Si ambos ojos estan afectados, pueden ser tratados por separado. El ojo para ser tratado es inyectado con 50:1
de 50 UI de la solucién oftdlmica de hialuronidasa ACS anteriormente descrita por via intravitrea para promover la
despolimerizacién del 4cido hialurénico del vitreo, dando como resultado la licuefaccion del vitreo.

Después del tratamiento, los ojos del paciente deben ser examinados en los dias uno (1), dos (2), siete (7), quince
(15), treinta (30) y sesenta (60). En cada dia del examen el paciente es vigilado con respecto a la licuefaccién del
vitreo. La angiografia con fluoresceina, considerada un método particular efectivo para el control del transcurso del
tratamiento, es también realizada. Ademds, el paciente es vigilado con respecto a los desprendimientos del vitreo
posteriores usando la oftalmoscopia indirecta con depresion escleral.
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Tratamiento del edema macular cistoide

El edema macular cistoide es una anomalia ocular comin resultante de un grupo diverso de etiologias. Muchas de
las causas de esta condicién provienen de un trastorno de la barrera de la sangre-retina de los capilares perifoveales
y de la cabeza del nervio 6ptico que resulta en una fuga del liquido que se acumula en microquistes de la capa
plexiforme externa. Esta region es un area relativamente delgada y poco vascularizada de la retina. Clinicamente, un
edema macular cistoide produce un aspecto en panal cuando se examina por angiografia con fluoresceina. Conforme
progresa el edema, el capa plexiforme externa puede romperse, produciendo un agujero lamelar. El agujero puede ser
limitado a la capa interna de la retina o puede progresar con el tiempo hasta un agujero completo macular.

La presente invencidon contempla el tratamiento del edema macular cistoide y la prevencion de formacién del
agujero macular a través de la despolimerizacién del vitreo mediada por hialuronidasa ACS.

Ejemplo 13
Tratamiento de exudados maculares

Un paciente que presenta indicios de edema macular cistoide es tratado con una inyeccién de hialuronidasa ACS
intravitrea como se describe en ejemplos 11 y 12.

Serd apreciado por los expertos en la técnica que la invencién ha sido descrita mds arriba con referencia tinicamente
a ciertas formas de realizacién y ejemplos actualmente preferidos, y no se ha hecho ningtn esfuerzo para describir
exhaustivamente todas las formas de realizacién en las que la invencién pueda adquirir forma fisica o pueda ser
practicada. De hecho, varias modificaciones pueden ser realizadas a las formas de realizacién especificas y ejemplos
descritos mas arriba, sin salirse de la sustancia y objetivo pretendido por la presente invencién. Por consiguiente, se
pretende que todas estas modificaciones razonables a lo anterior estén incluidas dentro del campo de las siguientes
reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de una hialuronidasa en la preparacién de un medicamento para inducir la licuefaccién de un humor vitreo
para tratar un trastorno de un ojo mamifero tras la administracién intravitrea en un humor vitreo sin sangre hemorrédgica
lo que permite ver la retina de dicho ojo mamifero no como un complemento de la vitrectomia,

caracterizado por el hecho de que

estd definido como provocando la hidrélisis de los enlaces endo-N-acetil hexosaminicos del dcido hialurénico,
dicha hialuronidasa siendo:

sin timerosal, y

esencialmente desprovista de fracciones de peso molecular de la hialuronidasa superiores a 100.000, entre
50.000 y 60.000, e inferiores a 20.000 segtin estd determinado por electroforesis SDS PAGE con gradiente
4-20%.

2. Uso segtn la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la licuefaccidn se realiza con el propdsito de
tratar la retinopatia diabético proliferativa.

3. Uso segtin la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la licuefaccidn se realiza con el propdsito de
tratar la degeneracién macular relacionada con la edad.

4. Uso segtin la reivindicacion 1, caracterizado por el hecho de que la licuefaccién se realiza con el propésito de
tratar la ambliopia.

5. Uso segtn la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la licuefaccion se realiza con el propésito de
tratar la retinitis pigmentosa.

6. Uso segtin la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la licuefaccidn se realiza con el propdsito de
tratar los agujeros maculares.

7. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado por el hecho de que la licuefaccion se realiza con el propésito de
tratar los exudados maculares.

8. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado por el hecho de que la licuefaccion se realiza con el propdsito de
tratar el edema macular cistoide.

9. Uso segtn la reivindicacion 1, caracterizado por el hecho de que la hialuronidasa estd preparada en una solucién
para inyeccion.

10. Uso segtn la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la dosis de hialuronidasa es 5-200 Unidades
Internacionales.

11. Uso segin la reivindicacioén 1, caracterizado por el hecho de que la dosis de hialuronidasa es 1 Unidad
Internacional.

12. Uso segun la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la hialuronidasa estd en forma de dosis
multiple.

13. Uso segtn la reivindicacién 12, caracterizado por el hecho de que la hialuronidasa estd en un volumen inyec-
table inferior a 100:1.

14. Uso segun la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la hialuronidasa estd preparada en una
solucién para inyeccién y que tiene la formulacion:

dicha hialuronidasa hasta 8000 UI,
lactosa a 5,0-130,0 mg; y
fosfato a 0,01-100,0 mmoles.

15. Uso segtin la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la hialuronidasa estd preparada en una
solucidén para inyeccion y tiene la formulacion:

dicha hialuronidasa a 6500 UI;
lactosa a 5,0 mg; y

fosfato a 0,02 mmoles.
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16. Uso segtn la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la hialuronidasa estd preparada en una

solucidn para inyeccién y tiene la formulacion:
dicha hialuronidasa a 500-1000 UI;
lactosa a 5,0-10,0 mg; y

fosfato a 0,01-10,0 mmoles.

17. Uso segtn la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la licuefaccion se realiza con el propdsito de

inducir un desprendimiento vitreo posterior (PVD).

18. Uso segtn la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que la hialuronidasa es la hialuronidasa testicular

ovina.

25



I'OI1d

ES 2281 128 T3

PESO MOLECULAR
(x1000)

26



ES 2281 128 T3

FIG. 2

ACTIVIDADES ENZIMATICAS ESPECIFICAS

Preparacion DETERMINADAS POR ZIMOGRAFIA
de hialuronidasa ;
Acido _ ]
hialurénico Gelatina Caseina
Inactiva Inactiva .
Hialuronidasa sobre entre Inactiva
(ACS) 100.000 MW 60.000- sobre 45.000 MW
100.000 MW
Hialuronidasa . Activa )
Bovina Activa sobre sobre Activa sobre
Tipo VI-S 100.000 MW 60.000- 45.000 MW
(Sigma) 100.000MW
Hialuronidasa Activa .
Ovina Activa sobre entre Activa sobre
Tipo V 100.000MW 60.000- 45.000MW
(Sigma) 100.000 MW
Hialuronidasa ) Activa sobre Acti b
Bovina Activa sobre 60.000- Ctiva sobre
Tipo IV-S 100.000MW 100 000MW 45.000MW

Hialuronidasa
Bovina
Tipo I-S

Activa sobre
100.000MW

Activa sobre
60.000-
100.000MW

Activa sobre
45.000MW
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