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DESCRIPCION
Composicion de polideoxirribonucleétidos y usos de los mismos
CAMPO DE LA INVENCION

La presente descripcion se refiere a una composicion con base en polideoxirribonucleétidos (PDRN) capaz de
estimular la proliferacién celular.

ANTECEDENTES TECNOLOGICOS

Las sustancias y composiciones capaces de estimular la proliferacion celular son de gran interés en el campo de la
medicina regenerativa.

Tales composiciones encuentran aplicacion, por ejemplo, en el tratamiento de laceraciones debidas a eventos
traumaticos o heridas quirurgicas.

Se conocen varias clases de sustancias que pueden promover el crecimiento de células activas en la regeneracion de
tejidos, tales como acido hialurdnico, acido polilactico, acidos nucleicos, fracciones de acidos nucleicos, incluyendo
polideoxirribonucleétidos (PDRN).

En particular, los PDRN se utilizan en cirugia plastica debido a su capacidad para estimular el metabolismo de los
fibroblastos y la produccion de componentes de la matriz dérmica.

Los PDRN también son capaces de promover la angiogénesis en el tratamiento de heridas y quemaduras, para
acelerar la curacion de las microlesiones cutaneas y la produccion de citoquinas y factores de crecimiento.

También se conoce el uso de composiciones con base en acido desoxirribonucleico (ADN) extraido, por ejemplo, de
tejido de gonadas de esturion y salificado como sal disédica, para obtener PDRN-Na.

Ademas de encontrar aplicacion en enfermedades causadas por una deficiencia funcional de los procedimientos
inmunitarios, la PDRN-Na tiene una capacidad inmunomoduladora que permite controlar la inflamacion, optimizando
el tejido re-Muzzarelli, Riccardo A. A. (2008), "Chitins and chitosans for the repair of wounded skin, nerve, cartilage
and bone", Carbohydrate Polymers, 76, 167-182 revisa el uso de quitinas y quitosanos en la regeneracion de tejidos.

Aunque se conocen sustancias capaces de estimular la regeneracion de los tejidos, es de gran interés identificar
nuevas sustancias o composiciones que puedan mejorar la capacidad proliferativa celular y ser utilizadas en las muy
diversas aplicaciones de la medicina regenerativa tales como, por ejemplo, en la cirugia plastica, en el tratamiento de
las complicaciones postoperatorias, en el tratamiento de las quemaduras, de las llagas relacionadas con el pie
diabético, de las ulceras de decubito, de las heridas abiertas tratadas con radioterapia que tienen alterada la
cicatrizacion, de las manifestaciones psoriasicas.

SUMARIO DE LA INVENCION

El objeto de la presente descripcion es proporcionar una composicion capaz de mejorar aun mas la estimulacion de la
proliferacién celular mediante los efectos sinérgicos ejercidos por sus componentes.

De acuerdo con la invencion, el objeto anterior se logra mediante la solucion recordada especificamente en las
reivindicaciones anexas, que constituyen una parte integrante de la presente descripcion.

Una realizacion de la presente descripcion se refiere a una composicion que comprende polideoxirribonucledtidos
(PDRN) y quitosano, siendo los PDRN empleados en forma de sales.

Los resultados presentados a continuacion muestran que la presencia de quitosano en la composicion que comprende
PDRN salificado determina un aumento considerable de la proliferacion celular en comparacién con el uso de
composiciones que comprenden PDRN, pero sin quitosano.

DESCRIPCION DETALLADA DE ALGUNAS REALIZACIONES
En la siguiente descripcion, se dan numerosos detalles especificos para proporcionar una comprension completa de
las realizaciones. Las realizaciones pueden practicarse sin uno o0 mas de los detalles especificos, o con otros

procedimientos, componentes, materiales, etc. En otros casos, no se muestran ni se describen en detalle estructuras,
materiales u operaciones bien conocidas para evitar que se oculten aspectos de las realizaciones.

La referencia a lo largo de la presente descripcion a "una realizacion" significa que un aspecto, estructura o
caracteristica descrita en relacion con la realizacion particular esta incluida en al menos una realizacion. Por lo tanto,
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las expresiones "en una realizacién" que aparecen en diversos lugares a lo largo de la presente descripcion no se
refieren necesariamente a la misma realizacion. Ademas, los aspectos, estructuras o caracteristicas pueden
combinarse de cualquier forma adecuada en una o mas realizaciones.

Los titulos que se dan aqui se proporcionan soélo con fines de conveniencia y no interpretan el alcance o el significado
de las realizaciones.

Aunque las realizaciones ejemplares descritas en detalle a continuacién se refieren principalmente al uso de las
composiciones descritas en el presente documento en relacién con la proliferacion de fibroblastos, se entendera que
el alcance de esta descripcion no se limita en modo alguno a dicho uso previsto, ya que las composiciones descritas
en el presente documento pueden utilizarse con cualquier tipo de célula tal como, por ejemplo, queratinocitos, células
endoteliales, osteoblastos.

La presente descripcion se refiere a una composicion que comprende polideoxirribonucleétidos (PDRN) y quitosano,
donde los PDRN se emplean en forma de sal, tal como sal de sodio, hierro, cromo, magnesio, manganeso y otras.

El quitosano es un derivado desacetilado de la quitina, comunmente extraido del caparazon de los crustaceos y de la
pared celular de los hongos.

El quitosano utilizado en la composicién objeto de la presente descripcion puede tener un peso molecular entre 250 y
1 MDa, preferentemente igual a 1 MDa.

La composicion comprende PDRN en forma de sal en una cantidad que puede estar comprendida entre 20 y 2500
pg/ml, preferentemente igual a 80 pg/ml y quitosano en una cantidad que puede estar comprendida entre 1y 10 %
p/v, preferentemente igual a 3 % pl/v.

Debido a la sinergia entre los efectos ejercidos por el PDRN y por el quitosano, la composicion descrita en el presente
documento proporciona un aumento considerable de la proliferacion celular, como se muestra a continuacion.

La composicion puede obtenerse a través de un procedimiento que contempla los siguientes pasos:

—  preparar una primera solucion que contenga PDRN en forma de sal;

—  preparar una segunda solucion que contenga quitosano;

— mezclar la primera solucién y la segunda solucion para obtener la composicion en forma liquida.

— opcionalmente, dejar reposar la composiciéon durante un periodo comprendido entre 8 y 24 horas,
preferentemente igual a 16 horas, para obtener una dispersion.

La primera solucion comprende polideoxirribonucleétidos en una cantidad comprendida entre 15 y 50 mg/ml,
preferentemente igual a 25 mg/ml.

La segunda solucidon comprende quitosano en una cantidad comprendida entre 1y 10 % p/v, preferentemente igual a
6 % piv.

La composicién obtenida comprende PDRN en forma de sal en una cantidad comprendida entre 20 y 2500 pg/ml,
preferentemente igual a 80 pg/ml y quitosano en una cantidad comprendida entre 1y 10 % p/v, preferentemente igual
a 3 % plv.

La forma fisica que asume la composicion descrita (solucién liquida o dispersion) depende de las condiciones
operativas adoptadas durante la preparacion (tales como, por ejemplo, el pH, la temperatura, el intervalo de tiempo en
que se deja reposar la composicion, etc.).

La composicion también puede hacerse, por ejemplo, en forma de crema, pomada, gel, suspensién o solucion, siendo
la soluciéon adecuada para su administracion por inyeccion o pulverizacion, o como producto liofilizado para su
reconstitucion antes de su uso con agua u otros vehiculos adecuados.

Dicha composicion puede contener excipientes y/o portadores adecuados para la via de administracion elegida, tales
como conservantes, espesantes, antioxidantes, emolientes, humectantes, fragancias naturales o artificiales.

La composicion objeto de la presente descripcion puede utilizarse como composicién farmacéutica siempre que se
requiera un efecto proliferativo celular en medicina regenerativa, por ejemplo en cirugia plastica, y en el tratamiento
de complicaciones postoperatorias para el tratamiento de heridas, el tratamiento de quemaduras de las llagas del pie
diabético, de las ulceras de decubito, de las heridas abiertas tratadas con radioterapia que tienen una cicatrizacion
deteriorada, de las manifestaciones de la psoriasis, en el tratamiento de las llagas ulcerosas, para la disuasion de las
heridas abiertas, para la estimulacion de la granulacion, para la estimulacién del microambiente dérmico para la
regeneracion de los tejidos.
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Ademas, la composicién objeto de la presente descripcidn encontrara aplicacion también a nivel cosmético, por
ejemplo, para el tratamiento de cicatrices, queloides, estrias, celulitis, arrugas, y para la recuperacion en general de
las caracteristicas optimas del epitelio.

Varias realizaciones preferidas de la presente invencién se describiran en detalle a continuacion, refiriéndose al uso
de PDRN en forma de sal de sodio (PDRN-Na).

Sin embargo, el alcance de esta descripcion, no se limita de ninguna manera al uso de PDRN-Na, ya que las
condiciones de funcionamiento mostradas en los Ejemplos que siguen pueden practicarse de la misma manera para
preparar composiciones que comprenden PDRN en forma de otras sales tales como, por ejemplo, sales de sodio,
hierro, cromo, magnesio, manganeso y otras.

Ejemplo 1. Efecto de la composicién de PDRN-Na y quitosano en la proliferacién celular

La PDRN en forma de sal de sodio (Na-PDRN, Veritas Ltd.; peso molecular entre 150 y 500 kDa, preferentemente
igual a aproximadamente 350 kDa; hipercromicidad >37 %; ADN entre 86 % y 100 %, ARN <8 %; proteina <0,7 %,
relacion nitrogeno/fosforo entre 1,3 y 1,8) se disolvié en 50 mM de Tris, pH 7,5 para obtener una primera solucion a
una concentracion de 25 mg/ml.

El quitosano (1 MDa) se disolvié en agua para obtener una segunda solucién al 6 % p/v.

Se utilizaron fibroblastos humanos (HFF-1, ATCC® No: SCRC-1041™) para los experimentos descritos en el presente
documento.

La monocapa de fibroblastos humanos se disocié mediante incubacion con tripsina y las células asi obtenidas se
colocaron en medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM; ATCC Catalogo No. 30-2002)
suplementado con suero fetal bovino (BSA), 10 % v/v, penicilina y estreptomicina, 1 % v/v a una concentraciéon de
100.000 células/ml.

En una primera serie de experimentos, los fibroblastos (100.000 células/ml) se resuspendieron en medio de cultivo
(volumen final de 1 ml) complementado con PDRN-Na (primera solucion a una dilucién 1:312,15 para obtener una
concentracion final de 80 ug/ml) y quitosano (segunda solucién a una dilucién para obtener una concentracion final
del 3 % p/v).

En una segunda serie de experimentos, los fibroblastos se resuspendieron en medio de cultivo (100.000 células en un
volumen final de 1 ml) sin la adicion de otros compuestos (experimento de control).

A continuacion, se sembraron las células en placas de 96 pocillos (en un volumen final de 100 ul) y se evalud la
proliferacién celular después de 48 horas mediante el ensayo MTT.

El nimero de células se calculé por extrapolacion de una curva de calibraciéon preparada en paralelo al ensayo.
Los datos reportados en la Tabla 1 muestran que la composicién que contiene PDRN-Na combinada con quitosano

determina un aumento significativo en el numero de fibroblastos en comparacién con el nimero de fibroblastos en
medio de cultivo solamente (células de control, CTR).

Tabla 1
CTR PDRN-Na +quitosano
8,682.51 11,692.13
8,832.99 10,638.77
8,682.51 10,789.25
MEDIA 8,733.00 11,040.00
ERROR EST 50.16 328.90

Cada condicién experimental se repitio por triplicado. Los datos mostrados representan la media y el error estandar
del numero de fibroblastos analizados y la significacion se calculé con una prueba ANOVA de una via y la prueba post-
hoc de Newman-Keuls (p<0,05).

Ejemplo 2. Efecto de las composiciones PDRN-Na y PDRN-Na + quitosano en la proliferacion celular

Las PDRN-Na se disolvieron en Tris 50 mM, pH 7,5 en una primera solucién a una concentracién de 25 mg/ml.
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El quitosano (1 MDa) se preparé en una segunda solucion al 6 % p/v en agua.

En una primera serie de experimentos, se afiadié una alicuota de la segunda solucién que contenia quitosano a 1 ml
de medio de cultivo para obtener una concentracion final de quitosano del 3 % p/v.

Tras la adicion de quitosano, el medio de cultivo se dejo reposar durante 16 horas.
Se resuspendieron fibroblastos humanos (100.000 células/ml) en medio de cultivo suplementado con quitosano.
En una segunda serie de experimentos, se complementd 1 ml de medio de cultivo con:

— una alicuota de la primera solucién que contiene PDRN-Na (para obtener una concentracion final de 80 pg/ml) y
— una alicuota de la segunda solucion que contiene quitosano (para obtener una concentracion final del 3 % p/v).

Los fibroblastos humanos (100.000 células/ml) se resuspendieron en medio de cultivo suplementado con PDRN-Na y
quitosano, como se ha descrito anteriormente, 16 horas después de su preparacion.

En una tercera serie de experimentos, los fibroblastos humanos se resuspendieron en medio de cultivo (100.000
células en un volumen final de 1 ml) sin la adicion de otros compuestos como experimentos de control.

Cada condicion experimental se evalu6 por triplicado.
Los datos reportados en la Tabla 2 muestran que la composicion que contiene quitosano y PDRN-Na determina un

aumento significativo (p<0,001) de la proliferacién de fibroblastos en comparacién con una composicion de control y
en comparacion con una composicion que solo contiene quitosano.

Tabla 2
CTR quitosano PDRN-Na +quitosano
12,143.60 28,124.90 89,386.55
9,923.97 25,461.35 144,877.20
9,923.75 29,456.68 132,003.40
MEDIA 10,664.00 27,681.00 122,089.00
ERROR EST 739.90 1,175.00 16,768.00

Ejemplo 3. Efecto de las composiciones de PDRN-Na y PDRN-Na y quitosano depositadas sobre soportes
plasticos.

El efecto de la composicién que comprende PDRN-Na y quitosano sobre la proliferacion de fibroblastos humanos se
evaluo tras su deposicién en un soporte de plastico sobre el que se sembraron posteriormente las células (16 horas
después).

Se prepard la siguiente solucion:

— la primera solucién de PDRN-Na disuelta en Tris 50 mM, pH 7,5 a una concentracion de 25 mg/ml.
— la segunda solucién de quitosano al 6% p/v en agua.

Las soluciones se mezclaron para obtener una composicion que contenia PDRN-Na a una concentracion final de 80
pg/mly quitosano a una concentracion final del 3 % p/v.

Se depositaron cien pl de la solucion anterior (PDRN-Na y quitosano) en el fondo de los pocillos de una placa de
plastico de 96 pocillos.

Se depositaron cien pl de una solucién que contenia Na-PDRN sin quitosano en el fondo de otros pocillos.

En los pocillos de control se depositaron cien pyl de una solucidén que carecia de los componentes anteriores
(constituida esencialmente por medio de cultivo).

La solucion depositada en cada pocillo se dejé reposar durante 16 horas a temperatura ambiente en una campana de
flujo laminar continuo.
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Tras este intervalo de tiempo, se sembraron fibroblastos humanos (100.000 células/ml) en los pocillos y se incubaron
durante 48 horas.

Como se informa en la Tabla 3, la composicion de PDRN-Na y quitosano determina un aumento significativo del
numero de fibroblastos igual a 15 veces en comparacién con el nimero de fibroblastos sembrados en los pocillos de
control (p<0,001) e igual a unas 13 veces en comparacion con el numero de fibroblastos sembrados en los pocillos
tratados s6lo con PDRN-Na (p<0,001).

Tabla 3
CTR PDRN-Na PDRN-Na +quitosano
7,270.01 9,666.08 103,511.90
7,270.01 8,867.39 124,677.10
10,464.77 10,464.77 139,852.20
MEDIA 8,335.00 9,666.00 122,680.00
ERROR EST 1,065.00 461.10 10,538.00

Ejemplo 3a. Efecto de las composiciones de PDRN-Na y PDRN-Na y quitosano depositadas sobre soportes
plasticos.

Las condiciones experimentales descritas en el Ejemplo 3 se reprodujeron bajo las mismas condiciones
experimentales y los resultados se reportan en la Tabla 4.

En confirmacion de lo observado y descrito para el Ejemplo 3, la composicion de PDRN-Na y quitosano depositada
sobre un soporte y dejada en reposo durante 16 horas determind un aumento significativo de la proliferacion celular
en comparacion con las células de control (p<0,001) y en comparaciéon con una composicion que contenia PDRN-Na
pero carecia de quitosano, como se informa en la Tabla 4.

Tabla 4
CTR PDRN-Na PDRN-Na +quitosano
8,093.22 8,785.73 97,678.65
5,723.25 11,552.21 95,412.16
4,733.43 13,041.22 90,879.19
MEDIA 6,183.00 11,126.00 94,657.00
ERROR EST 996.80 1,247.00 1,999.00

También en estas pruebas, el analisis experimental se repitio por triplicado. Los datos mostrados representan la media
y el error estandar del numero de fibroblastos analizados y la significacion se calculé mediante una prueba ANOVA de
una via y la prueba post-hoc de Newman-Keuls (GraphPad Prism).

Naturalmente, aunque el principio de la invencion permanece constante, los detalles estructurales y las realizaciones
pueden variar ampliamente con respecto a lo que se ha descrito e ilustrado sélo a modo de ejemplo, sin apartarse del
alcance de la presente invencion tal como se especifica en las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende polideoxirribonucledtidos (PDRN) y quitosano, en la que dichos
polideoxirribonucleétidos estan presentes en forma de sal, y tienen:

- peso molecular entre 150 y 500 kDa;

- hipercromia >37 %;

- ADN entre 86 % y 100 %;

- ARN <8 %;

- proteina <0,7 % y

- relacion nitrogeno/fosforo entre 1,3y 1,8.

2. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha sal se selecciona entre: sal de sodio, hierro,
cromo, magnesio, manganeso.

3. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dichos
polideoxirribonucleétidos estan presentes en una cantidad comprendida entre 20 y 2500 ug/ml, preferentemente igual
a 80 pg/ml.

4. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho quitosano esta
presente en una cantidad comprendida entre 1y 10 % p/v, preferentemente igual a 3% p/v.

5. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dichos
polideoxirribonucleétidos tienen un peso molecular de aproximadamente 350 kDa.

6. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho quitosano tiene
un peso molecular entre 250 kDa y 1 MDa, preferentemente igual a aproximadamente 1 MDa.

7. Un procedimiento para la preparacion de una composicion que comprende polideoxirribonucleétidos (PDRN) y
quitosano, que comprende:

- preparar una primera solucion que contiene polideoxirribonucleétidos en forma de sal en una cantidad
comprendida entre 15 y 50 mg/ml, preferentemente igual a 25 mg/ml;

- preparar una segunda solucién que contiene quitosano en una cantidad entre 1y 10 % p/v, preferentemente
igual al 6% p/v;

- mezclar la primera solucién y la segunda solucién para obtener una composicion en forma liquida que
comprenda PDRN en forma de sal en una cantidad comprendida entre 20 y 2500 ug/ml y quitosano en una
cantidad comprendida entre 1y 10% p/v.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el procedimiento comprende ademas el paso de dejar
reposar la composicion durante un periodo comprendido entre 8 y 24 horas, preferentemente igual a 16 horas,
obteniendo una composicion en forma de dispersion.

9. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso en el tratamiento de
heridas, quemaduras, llagas de pie diabético, escaras, heridas abiertas tratadas con radioterapia, manifestaciones de
psoriasis, llagas ulcerosas.

10. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su uso en la disuasion de heridas.

11. Un producto cosmético que comprende una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 6.
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