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DESCRIPCION

Uso de hialuronidasa en la fabricacién de un far-
maco para el tratamiento de la inflamacién.

La presente invencién se refiere al uso de hialuro-
nidasa en la fabricacién de un farmaco para el trata-
miento de un mamifero que padece inflamacién aso-
ciada con un aumento de la sintesis local de hialuro-
nan. Mas especificamente se refiere al uso de hialuro-
nidasa en la fabricacién de un fairmaco para la preven-
cién de la infiltracién de células inflamatorias causada
por hialuronan.

Antecedentes de la invencién

La hialuronidasa es una enzima que producen, por
ejemplo, los mamiferos, las sanguijuelas y los ca-
marones y que se puede extraer de diversos tejidos.
La hialuronidasa degrada un mucopolisacérido llama-
do hialuronan, denominado también acido hialuréni-
co (Balazs EA et al., Biochem J. 1986; 235: 903). El
hialuronan es un importante constituyente estabilizan-
te del tejido conjuntivo laxo y es producido por las
células mesenquimatosas (Comper WD, Laurent TC,
Physiol. Rev. 1978; 58: 255 - 315).

Se ha demostrado que el contenido de hialuronan
en un 6rgano aumenta en diferentes procesos de infla-
macién de dicho dérgano. De esta forma, se ha mos-
trado un aumento en la concentracién de hialuronan
en tejidos de diferentes 6rganos caracterizados por un
estado de lesion inflamatorio-inmunoldgica tal como
alveolitis (Nettelbladt O ef al., Am. Rev. Resp. Dis.
1989; 139: 759 - 762) e infarto de miocardio (Wal-
denstrom et al., J. Clin. Invest. 1991; 88(5): 1622 -
1628). Otros ejemplos de este tipo de estados son
el rechazo de aloinjerto después de un trasplante re-
nal (Héllgren et al., J. Exp. Med. 1990a; 171: 2063
- 2076; Wells et al., Transplantation 1990; 50: 240 -
243), de intestino delgado (Wallander et al., Trans-
plant Int. 1993; 6: 133 - 137) o cardiaco (Hillgren et
al., J. Clin. Invest. 1990b; 85: 668 - 673); o una infla-
macién del miocardio de origen viral (Waldenstrém
et al., Eur. J. Clin. Invest. 1993; 23: 277 - 282).

La solicitud de patente internacional WQO98/
08538 que se public6é después de la fecha de priori-
dad de la presente solicitud, describe el uso del dcido
hialurénico para el tratamiento de edema intersticial
asociado con el trasplante de 6rganos.

La solicitud de patente internacional WQO98/
00553 que se public6 después de la fecha de priori-
dad de la presente solicitud, describe el uso del 4ci-
do hialurénico en procesos que estdn asociados con
la presencia de 4cido hialurénico. Describe adicional-
mente que la hialuronidasa evit6 las reacciones de in-
flamacioén locales que se observan comunmente des-
pués de las inyecciones subcutidneas de vinblastina.
Se describe también que la modulacién selectiva de la
expresion y actividad de una hialuronidasa nueva pue-
de permitir el manejo exitoso de enfermedades aso-
ciadas con el 4cido hialurénico, tales como cancer y
enfermedades inflamatorias.

El hialuronan es un compuesto con una marcada
capacidad de unién con el agua (Mason RM, Progr.
Clin. Biol. 1981; Res 54: 87 - 112). Una produccién
local potenciada y acumulacién de hialuronan en el
tejido conjuntivo de un 6rgano conduce por lo tanto
a una acumulacién local de liquido, con un riesgo de
edema dafiino en el tejido intersticial, que a su vez
puede conducir a un deterioro de la funcién de dicho
drgano.
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Esta claro que esta acumulacién de hialuronan en,
por ejemplo, un 6rgano inflamado puede ocasionar
consecuencias muy graves. En el caso de un trasplante
de 6rganos puede conducir también a la irreversibili-
dad de un rechazo de un trasplante del 6rgano y en
algunos casos finalmente a una situacion de amenaza
para la vida. Por lo tanto existe una gran demanda de
un método para aliviar este estado de riesgo. El obje-
to de la presente invencién es proporcionar un medio
para conseguirlo.

La hialuronidasa se habia usado previamente, en
los afios setenta, para reducir los efectos del infarto de
miocardio (Maroko PR et al., Circulation 1972; 46(3):
430 - 7; Maclean D, et al., Science 1976; 194(4261):
199 - 200). Sin embargo no se entendia el modo de
actuacion. En un modelo animal in vitro la actuacién
cardiaca después de un dafio isquémico mejord tras
la administracién de hialuronidasa (Rovetto MJ, Circ-
Res 1977;41(3): 373 - 9; Fischer JH et al., Transplan-
tation 1994; 58(6): 748 - 53).

A pesar del hecho de que durante cierto tiempo
ya se conocia que el edema intersticial provocado por
el rechazo de un injerto podia ser el resultado de una
acumulacién intersticial de hialuronan, nunca se ha-
bia propuesto hacer uso de hialuronidasa para vencer
el grave problema clinico del rechazo de aloinjertos
debido a inflamacioén.

De hecho existian varias razones para que los ex-
pertos en la técnica no creyeran que ésta fuera una
solucién operable al problema.

En primer lugar, se consideré como lo mas impro-
bable que la enzima alcanzara el tejido inflamado.

En segundo lugar, incluso si la enzima alcanzaba
el tejido inflamado, se considerd improbable que fue-
ra funcional, ya que los pH 6ptimos de la hialuronida-
sa son bastante acidos, mientras que el pH del tejido
es neutro.

Finalmente, se considerd que si aun asi la enzima
estaba activa, entonces esto podria conducir a una de-
gradacion de hialuronan en todo el cuerpo, y no sélo
basicamente en el tejido inflamado.

De esta forma, aunque la hialuronidasa se ha usa-
do en pruebas de laboratorio en cultivos celulares y
animales de laboratorio, ha habido un prejuicio gene-
ral entre los expertos en la técnica contra el uso en
seres humanos.

Actualmente, la mayoria de los cientificos creen
que las células inflamatorias son reclutadas hacia los
6rganos por medio de ellos estando en una mision es-
pecifica en el 6rgano. Para nuestra mayor sorpresa, no
s6lo el edema de injerto disminuy6 por el tratamiento
con hialuronidasa sino que también se redujo la in-
filtracion de células inflamatorias. Esto significa que
la hialuronidasa actia como un imdn para el reclu-
tamiento de células inflamatorias. Esto se puede ex-
plicar por el hecho de que los linfocitos transportan
receptores para el hialuronan. La funcién de estos re-
ceptores no se entendia con anterioridad.
Descripcion general de la invencion

Los presentes inventores han sido capaces de de-
mostrar que el tratamiento profildctico con hialuro-
nidasa retrasa el rechazo de un aloinjerto no inmu-
nosuprimido y reduce los infiltrados de células infla-
matorias. Este hallazgo significa, bastante inesperada-
mente, que el hialuronan actda como un imén para las
células inflamatorias. Este mecanismo se podria apli-
car universalmente para reducir la inflamacién en de-
sarrollo por medio de la reduccién del reclutamiento
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inflamatorio. Este hallazgo, muy sorprendente para un
experto en la técnica, condujo a los presentes invento-
res a desarrollar un fairmaco basado en hialuronidasa
para el tratamiento de estados de inflamacién asocia-
dos con un aumento en la sintesis local de hialuronan.

Por consiguiente, el objeto de la presente inven-
cion es el uso de hialuronidasa en la fabricacién de
un farmaco para el tratamiento de estados de inflama-
cién.

La invencién se describird en mas detalle en la
presente memoria a continuacién y se define en las
reivindicaciones adjuntas.

Descripcion detallada de la invencion

Una realizacién preferida de la invencién se refie-
re al uso de hialuronidasa en la fabricacién de un fér-
maco para el tratamiento de estados de inflamacién en
un mamifero de origen animal o humano. Este trata-
miento puede tener un cardcter preventivo o curativo.

En una realizacién especialmente preferida, la hia-
luronidasa se usa en la fabricacién de un farmaco pa-
ra el tratamiento de un estado de inflamacién asociado
con un trasplante de 6rganos. El 6rgano puede ser, por
ejemplo, un higado, un rifién o un corazén, de un ma-
mifero de origen animal o humano.

Segtn la invencién la hialuronidasa se usa en la
fabricacién de un firmaco para ser administrado de
forma sistémica o local.

La hialuronidasa deberia incorporarse en el farma-
co en una cantidad tal para proporcionar una dosis
diaria de 1 UI a 20.000 UI por kg de peso corporal,
mas preferentemente de 100 Ul a 15.000 UI por kg de
peso corporal, o de 500 UI a 10.000 UI por kg de pe-
so corporal, por administracién sistémica o local del
farmaco.

El farmaco de la invencion se prepara de una for-
ma convencional, conocida por los expertos en la téc-
nica. El farmaco aplicado de forma local puede con-
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tener ademds de hialuronidasa, constituyentes de di-
soluciones conservadoras de drganos convencionales,
tal como dextrano, aniones, cationes, y moléculas os-
moticas. Su forma de uso sistémico puede contener
agentes estabilizantes y solucion salina.

En el método descrito en la invencidén el fairmaco
es para administrarse de forma sistémica o local a un
mamifero en una cantidad que proporciona una dosis
diaria de 1 UI a 80.000 UI de hialuronidasa/kg de pe-
so corporal de dicho mamifero, mas preferentemente
de 100 UI a 20.000 UI por kg de peso corporal por
administracién local o sistémica del farmaco.

Hasta el momento la invencién se ha probado en
un modelo de rata de ratas macho de Wistar que pesa-
ban aproximadamente 180 g. Las ratas se trasplanta-
ron de forma heterotdpica con un trasplante cardiaco
vascularizado. Se realizaron 20 trasplantes. 10 anima-
les recibieron inyecciones diarias intravenosas (iv) de
hialuronidasa de 20.000 Ul/kg de peso corporal/dia.
Los trasplantes del grupo tratado (determinado por
palpacién diaria del latido del trasplante) sobrevivie-
ron durante 9,7 +/- 0,5 dias y los animales del grupo
de control (no tratado) sobrevivieron durante sélo 8,3
+/- 0,3 dias (diferencia que es significativa, p<0,01).
En el dia sexto se examinaron otros 21 trasplantes pa-
ra determinar el contenido de células inflamatorias. Se
clasificaron secuencialmente por su contenido en cé-
lulas inflamatorias. La figura de la clasificacién para
la normalidad fue significativamente mejor en los ani-
males tratados (tratados con hialuronidasa como an-
teriormente). El experimento demuestra de este modo
que los infiltrados celulares son menores cuando se
suministra hialuronidasa. Parece que el hialuronan es
al menos parcialmente responsable del reclutamiento
de células inflamatorias que a su vez causa el rechazo
del trasplante.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de hialuronidasa, en la fabricacion de un
farmaco para el tratamiento de la inflamacion.

2. El uso segtn la reivindicacion 1, de hialuronida-
sa en la fabricacién de un farmaco para el tratamiento
de estados de inflamacién en relacién con el trasplante
de 6rganos.

3. El uso segtin cualquiera de las reivindicacio-
nes precedentes, en la fabricacién de un farmaco que
comprende hialuronidasa en una cantidad que propor-

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ciona una dosis diaria de 1 a 80.000 Ul/kg de peso
corporal cuando se administra de forma local o sisté-
mica a un mamifero.

4. El uso segun la reivindicacion 3, en la fabrica-
cién de un farmaco que comprende hialuronidasa en
una cantidad que proporciona una dosis diaria de 100
a20.000 Ul/kg de peso corporal.

5. El uso segtin cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en la fabricacion de un fairmaco para ser
administrado de forma preventiva o curativa.
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