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SUMMARY

1. Summary
Title

Synthesis, characterization and evaluation of nitroderivatives of heparin
and low-molecular weight heparins for the treatment of ulcers.

Introduction

Ulceration of the lower limbs represents a pathology with a high
incidence and prevalence, affecting 1-3% of the population in developed
countries. To the social problems derived from the disability, the high health cost
generated by the treatment of these patients is added. When the patients
affected are young, the negative implications in the quality of life, must be
added to the loss of working days, thus increasing the social cost that this
condition generates. The etiology of most ulcers is vascular, mainly due to
venous insufficiency (80-90%), although they may also be of arterial origin.

Another pathology highly associated with this type of ulceration is
diabetes, with a 50% incidence in patients, with 15% suffering from ulcer
complications that result in the so-called diabetic foot syndrome. 90% of non-
traumatic amputations are attributed to this cause, which increases morbidity in
this pathology, since it is estimated that 50% of diabetic patients suffering from
amputation require a second amputation in the following 5 years, reducing their
survival to 40%. However, certain ulcers also respond to particular causes such
as arterial occlusive disease or diabetes, as well as to tumor diseases,
haematological causes, specific infections or traumatic processes. Although a
correct etiological treatment can be performed and there is a wide variety of
dressings available today, the percentage and speed of healing remain low. So
there is no effective pharmacological treatment for diabetic foot ulcers. The
products used consist of bandages, dressings and gels to hydrate the wound.

On the other hand, peripheral retinopathy is another pathology
frequently associated with diabetes, both type | and type I, which can lead to
affectations not only to the retina but also to the cornea and cranial nerves.
Diabetic patients with diabetic retinopathy have a high risk of developing corneal
disorders such as epithelial defects, susceptibility and ulcerations. This is
associated with alterations in the composition of the basement membrane of
the corneal epithelium, such as the decrease in entactin, laminin-1 and laminin-
10, integrins a3B1 (VLA-3). These alterations are more pronounced in the case of
diabetic retinopathy than in non-diabetic retinopathy. It is believed that these
alterations may be due to abnormal expression of growth factors in the diabetic
eye.
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A topical treatment containing human platelet growth factor, whose
efficacy is discrete and limited to small ulcers, has been marketed. In addition,
its use has been associated with a possible carcinogenic adverse effect. Other
possible treatments have a controversial efficacy or are in an early development
stage.

Other alternatives, among the studies that have been carried out in the
treatment of diabetic ulcers, are hyperbaric oxygen therapy and extracorporeal
shock wave therapy.

Electrohydraulic shock waves appear to be more effective, improving
healing by the topical anti-inflammatory response, increased vascularization, and
tissue regeneration. However, these treatments are still complementary within
the scope of healing of torpid ulcers.

Recently, platelet-rich plasma (PRP) has been proposed for the
treatment of ulcers of torpid evolution in both diabetic patients and patients
with peripheral vascular insufficiency. PRP is obtained from autologous platelet
concentrates, which are activated by the addition of calcium chloride, and in this
way release growth factors and cytokines stored in their granules. These
substances promote healing by attracting undifferentiated cells to the newly
formed matrix and stimulating their division. They also promote capillarogenesis,
accelerate epithelialization, interaction with macrophages favoring the healing
and regeneration of tissue. Treatment with PRP should be considered in ulcers
with little or no response to conventional treatments. It presents a low cost, of
easy generation and application. However, it is necessary to record the
generation of the PRP and the frequency of application and thus to be able to
carry out research work to evaluate the effectiveness of the treatment.

Conventional treatments do not always allow a stable evolution of the
diagnosed cases, and hence the need arises to find drugs and therapeutic
alternatives to treat these patients, with products that are really effective in the
healing of ulcers.

There is basic and clinical evidence that heparins may play an important
role in the therapeutic arsenal for the healing of diabetic foot ulcers. Although a
clear cause-effect relationship with the benefits of Low Molecular Weight
Heparins, LMWH, is not known in the evolution of ulcers, these could be due to
several reasons such as its antithrombotic and angiogenic action, improving
vascularization in the compromised area, as well as its anti-inflammatory effect.

Heparin is a highly sulfated and heterogeneous polysaccharide,
belonging to the family of glycosaminoglycans (GAGs), found in mammalian
tissues. It is presented as a mixture of heterogeneous molecules, with a
molecular weight range ranging from 5 to 40 kDa, and an average molecular
weight of approximately 15 kDa.
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The biosynthesis of heparin and the regulatory mechanisms that
ultimately provide its structure are only partly known. As in most members of
the GAGs family, it consists of the formation of a linear saccharide chain
extending perpendicular to a protein center.

The structure of the heparin consists of polysaccharide chains consisting
of the repetition of a basic disaccharide sequence, consisting of a unit of uronic
acid and a unit of glucosamine, united by a glucoside linkage a (1-->4). Heparin
has a high heterogeneity and, depending on the length of the chain, up to 30
different disaccharide units have been described. As regards the three-
dimensional structure it is known that the heparin chains adopt a helical
arrangement in which two successive disaccharides are related to each other by
a double helix operation involving a rotation followed by a translation along the
axis of the helix. The charged groups, sulfates and carboxylates, are placed on
both sides of the heparin helix, an aspect to consider when studying interactions
with any molecule or protein.

Among the many biological functions attributed to heparin, the
anticoagulant activity undoubtedly stands out. Thus, this polysaccharide is
capable of activating antithrombin Il (AT Ill), a protein that is found in blood
plasma and which is responsible for the inhibition of thrombin, that is, it
interrupts, in its active form, the process cascade Involved in blood clotting. The
key chemical sequence for the binding of heparin to antithrombin is a
pentasaccharide present in the so-called irregular zone of the structure. It is
composed of three sulfated glucosamines and two uronic acids, and binds and
activates antithrombin, enhancing the inhibition of factor Xa and factor lla.

While the first generation of heparins is represented by unfractionated
heparin (UFH), the second generation includes low molecular weight heparins
(LMWH), obtained by depolymerization or fractionation of heparin and with
different chemical structures depending on the endpoint Terminus of the
polysaccharide chains. They have an average molecular weight below 8 kDa and
at least 60 percent of the total chains have a molecular weight of less than 8
kDa. Each LMWH has a specific molecular weight distribution that determines its
anticoagulant activity.

Reducing the size of the polysaccharide chains implies a change in the
anticoagulant mechanism. Thus, while unfractionated heparins inactivate Factor
Ila and Factor Xa alike, LMWHSs preferentially inactivate Factor Xa, so its main
action is antithrombotic. This is a great advantage in relation to conventional
heparins (UFH) in terms of their pharmacokinetics, having a predictable dose
response and presenting fewer hemorrhagic side effects.

The potential benefits of heparins can be attributed to multiple

mechanisms of action, such as the anti-inflammatory effect (by inhibition of the
production of Tumor Necrosis Factor a, TNF-a), decrease in migration and
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adhesion of leukocytes to the site of injury, stimulation of the production of
growth factors and induction of proliferation of fibroblasts, promotion of the
synthesis of components of the extracellular matrix by endothelial cells and
improvement of microcirculation and tissue oxygenation.

Goals

The line of research was directed towards the development of new
molecules and formulations for the treatment of diabetic ulcers derived from
diabetes, either topical (diabetic foot wulcers) or ophthalmic (diabetic
retinopathy), and its possible extension to other chronic ulcers with different
etiopathogenesis.

The general objective of this doctoral thesis consists of the
hemishyntesis of new derivatives of glycosaminoglycans covalently attached to
nitro groups and their preclinical evaluation in vivo for the treatment of chronic
topical ulcers.

Results

A library of products was obtained, which after its characterization and
selection were intended for animal experimentation. The administration of the
products has been done to the subcutaneous and topical route.

The new chemical entities developed in this work have the characteristic
that the saccharidic structure are covalently bonded to nitro groups and are
able, under physiological conditions, to release nitric oxide (NO) to values that
are therapeutically effective. This methodology is applicable to sodium heparin
(HNF), low molecular weight heparins (LMWHSs), very low molecular weight
heparins (HMBPMs) and heparin oligosaccharides obtained from either HNF,
LMWH or HMBPM or by organic synthesis (Fondaparinux, Idraparinux, etc.).

The synthetic procedure employed is based on the reaction a
quaternary ammonium salt of heparin with a nitrating mixture in an organic
medium.

The structural characterization of the compounds thus obtained has
been carried out using several techniques of analysis, including infrared
spectroscopy (IR) nuclear magnetic resonance (NMR) techniques, molecular
exclusion chromatography (GPC) and combustion microanalysis. Methods of anti
factor Xa and anti factor lla activity have been used for the determination of
biological activities.

The products have been tested in vivo in a total of six studies and the
routes of administration studied have been the subcutaneous and topical route.
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The results of in vivo studies are summarized below.

The SIF-109-1 study was carried out in the diabetic mouse model and
after the subcutaneous administration of four test products, the group treated
with the coded product HO5106C-116 batch 2, nitro derivative product, is the
one with the highest stage of recovery.

The SIF-109-6 study was also carried out in a diabetic mouse model and
after the subcutaneous administration of four test products, a very advanced
reepithelization and an evident reduction of the lesion were observed in all
groups.

The SIF-210-1 study groups |, Il and Ill, have been carried out in the
porcine model. After the creation of the diabetic model, skin ulcers were created
and after topical administration of the three test products, the group treated
with the coded product ROV1105 proved to be the one showing the best
recovery, having the lowest values in inflammation, fibrosis and
neovascularization.

The study SIF-210-1 groups VI and VII, has been carried out in porcine
model. After the creation of the diabetic model, burn ulcers were created and
after topical administration of two test products, no statistically significant
differences were found between the treatment and control groups. However,
the group treated with the coded product ROV1105 is the one that shows the
best results of histological recovery of the ulcers.

The SIF-109-7 study has been carried out in the diabetic mouse model.
Four test products have been administered topically. Groups 1 and 2, treated
with the coded products RG-001 and RG-002 respectively, are those with a more
advanced stage of histological recovery, and it is group 1 the one that shows
better results of reduction of the wound.

The SIF-110-1 study has been carried out in experimental model of
diabetic rabbit. Five test products have been administered topically for the
evaluation of healing of corneal ulcers. The results obtained show that the group
ll, treated with the coded product SRO-002, is the one that has better results of
histological recovery of the corneal epithelium.

Conclusions
Heparin sodium derivatives bearing nitro groups have been obtained.

The synthetic method allows modulating the degree of substitution, average
molecular weight, anticoagulant activity, etc.
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The derivatives obtained have a minimized anticoagulant activity,
thereby preventing the occurrence of associated side effects such as
hemorrhage, bruising, etc.

The compounds have shown their capacity to regenerate ulcerated
tissue, and its capacity of reduction and reepithelialization of the different ulcers
created in the experimental models in animals that have been studied. The
regeneration capacity varies not only with the degree of substitution with nitro
groups of the compounds, but also with their average molecular weight.
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2. Resumen
Titulo

Obtencidn, caracterizacidén y evaluacién de nitroderivados de heparina y
heparinas de bajo peso molecular para el tratamiento de ulceras.

Introduccion

La ulceracién de las extremidades inferiores representa una patologia
con una alta incidencia y prevalencia, que afecta al 1-3% de la poblacién en los
paises desarrollados. A la problematica social derivada de la invalidez, se suma el
elevado coste sanitario generado por el tratamiento de estos pacientes. Cuando
los afectados son jovenes, a las implicaciones negativas en la calidad de vida,
debe agregarse la pérdida de jornadas laborales, incrementandose asi el coste
social que esta afeccidn genera. La etiologia de la mayor parte de las Ulceras es
vascular, fundamentalmente debidas a insuficiencia venosa (80-90%), aunque
también pueden ser de origen arterial.

Otra patologia altamente vinculada a este tipo de ulceraciones es la
diabetes, con una incidencia del 50% en pacientes, siendo un 15% los que sufren
complicaciones ulcerosas que derivan en el llamado sindrome de pie diabético.
El 90% de las amputaciones no traumaticas son atribuidas a esta causa, lo cual
incrementa la morbilidad en dicha patologia, ya que se estima que el 50% de los
pacientes diabéticos que sufren una amputacién requieren una segunda en los
siguientes 5 afios, reduciendo su supervivencia al 40%. No obstante, ciertas
Ulceras también responden a causas particulares como enfermedad oclusiva
arterial o diabetes, asi como a enfermedades tumorales, causas hematoldgicas,
infecciones especificas o procesos traumaticos. A pesar de que se puede realizar
un tratamiento etioldgico correcto y existe una gran variedad de apdsitos
disponibles en la actualidad, el porcentaje y la velocidad de cicatrizacién siguen
siendo bajos. De modo que no existe tratamiento farmacolégico eficaz para las
Ulceras de pie diabético. Los productos empleados consisten en vendajes,
apositos y geles para hidratar la herida.

Por otra parte, la retinopatia periférica es otra patologia
frecuentemente asociada a la diabetes, tanto la de tipo | como la de tipo I, la
cual puede derivar en afectaciones a nivel no sélo de la retina, sino también de
la cérnea y nervios craneales. Los pacientes diabéticos con retinopatia diabética
presentan un riesgo elevado de desarrollar desordenes a nivel corneal, como
defectos epiteliales, susceptibilidad y ulceraciones Esta se encuentra asociada a
alteraciones a nivel de la composicidn de la membrana basal del epitelio corneal,
como la disminucion en entactina, laminina-1 y laminina-10, integrinas a3f31
(VLA-3). Estas alteraciones se encuentran mas pronunciadas para el caso de
retinopatia diabética que en no diabética. Se cree que estas alteraciones pueden
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deberse a una anormal expresion de factores de crecimiento en el ojo diabético.

Se ha comercializado un tratamiento topico que contiene el factor de
crecimiento plaquetario humano, cuya eficacia es discreta y limitada a las
Ulceras de pequefio tamafio. Ademas, se ha asociado su uso a un posible efecto
adverso carcinogénico. Otros posibles tratamientos tienen una eficacia
controvertida o se encuentran en fase de desarrollo temprano.

Otras alternativas, dentro de los estudios que se han llevado a cabo en
el tratamiento de las Ulceras diabéticas, son la terapia de oxigeno hiperbarico y
la terapia por ondas de choque extracorpdreas. Las ondas de choque
electrohidraulicas parecen ser mds efectivas, mejorando la curacién por la
respuesta anti-inflamatoria tdpica, el incremento de la vascularizacion y la
regeneracion de los tejidos que provoca. Sin embargo estos tratamientos no
dejan de ser tratamientos complementarios dentro del ambito de la curacién de
las Ulceras térpidas.

Recientemente se ha comenzado a utilizar el plasma rico en plaquetas
(PRP) para el tratamiento de ulceras de térpida evolucion tanto en pacientes
diabéticos como en pacientes con insuficiencia vascular periférica. El PRP se
obtiene a partir de concentrados autélogos de plaguetas, que son activadas
mediante el agregado de cloruro célcico, y de esta forma liberan factores de
crecimineto y citoquinas almacenados en sus granulos. Estas sustancias
favorecen la cicatrizacién al atraer células indiferenciadas a la recientemente
formada matriz y estimulan su division. Asimismo promueven la capilarogénesis,
aceleran la epitelizacion, interactlan con macréfagos favoreciendo la curacion y
regeneracion del tejido. El tratamiento con PRP deberia considerarse en ulceras
con escasa o nula respuesta a los tratamientos convencionales. Ahora bien, se
trata de un tratamiento aun artesanal, por lo que es necesario realizar trabajos
de investigacion para evaluar la efectividad del tratamiento.

Los tratamientos convencionales no siempre permiten una evolucion
estable de los casos diagnosticados, razon por la cual surge la necesidad de
buscar medicamentos y alternativas terapéuticas para tratar a estos pacientes,
con productos que resulten realmente eficaces en la curacion de las ulceras.

Existen evidencias basicas y clinicas que indican que las heparinas
podrian jugar un papel importante en el arsenal terapéutico para la curacién de
las Ulceras de pie diabético. Aunque no se conoce una clara relaciéon causa-
efecto en cuanto a los beneficios de las Heparinas de Bajo Peso Molecular,
HBPM, en la evolucién de las Ulceras, éstos podrian ser debidos a varias razones
como su accion antitrombética y angiogénica, mejorando la vascularizaciéon en la
zona comprometida, asi como su efecto antiinflamatorio.

La heparina es un polisacarido heterogéneo y altamente sulfatado, que
pertenece a la familia de los glicosaminoglicanos (GAGs), y que se encuentra en
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tejidos de mamiferos. Se presenta como una mezcla de moléculas heterogéneas,
con un rango de pesos moleculares que oscilan entre 5 y 40 kDa, y un peso
molecular medio aproximado de 15 kDa.

La biosintesis de la heparina y los mecanismos reguladores que
proporcionan finalmente su estructura, sélo son conocidos en parte. Como
ocurre en la mayoria de los miembros de la familia de GAGs, consiste en la
formacidn de una cadena lineal sacarida que se extiende perpendicular a un
centro proteico.

La estructura de la heparina estd formada por cadenas polisacaridicas
que consisten en la repeticién de una secuencia disacaridica base, constituida
por una unidad de acido urdnico y una unidad de glucosamina unidas por un
enlace glicosidico a(1>4). La heparina presenta una alta heterogeneicidad v,
dependiendo de la longitud de la cadena, se han descrito hasta 30 unidades
disacaridicas distintas. En cuanto a la estructura tridimensional se sabe que las
cadenas de heparina adoptan una disposicién helicoidal en la que dos
disacéaridos sucesivos estan relacionados entre si por una operacion de doble
hélice que implica una rotacion, seguida de una traslaciéjn a lo largo del eje de la
hélice. Los grupos cargados, sulfatos y carboxilatos, se colocan a ambos lados de
la hélice de heparina, aspecto a considerar cuando se estudian las interacciones
con cualquier molécula o proteina.

De entre las muchas funciones bioldgicas que se atribuyen a la heparina,
destaca sin duda su actividad anticoagulante. Asi, este polisacarido es capaz de
activar a la antitrombina Il (AT lll), proteina que se encuentra en el plasma
sanguineo y que es responsable de la inhibiciéon de la trombina, es decir,
interrumpe, en su forma activa, la cascada de procesos implicados en la
coagulacidn de la sangre. La secuencia quimica clave para la unidn de la heparina
a la antitrombina es un pentasacarido presente en la llamada zona irregular de la
estructura. Estd compuesto de tres glucosaminas sulfatadas y de dos acidos
urdénicos, y se unen y activan a la antitrombina, potenciando la inhibicion del
factor Xa y del factor lla.

Mientras que la primera generacidén de heparinas esta representada por
la heparina no fraccionada (HNF), la segunda generacion incluye las heparinas de
bajo peso molecular (HBPM), obtenidas por la despolimerizacién o
fraccionamiento de la heparina y con diferentes estructuras quimicas en funciéon
del extremo terminal de las cadenas polisacaridicas. Tienen un peso molecular
medio por debajo de 8 kDa y al menos el 60 por ciento de las cadenas totales
tienen un peso molecular inferior a 8 kDa. Cada HBPM tiene una distribucion de
pesos moleculares especifica que determina su actividad anticoagulante.

La reduccion del tamafio de las cadenas de polisacaridos supone un
cambio en el mecanismo anticoagulante. Asi, mientras las heparinas no
fraccionadas inactivan por igual el Factor lla y el Factor Xa, las HBPM inactivan
preferentemente el Factor Xa, por lo que su accién principal es antitrombdtica.
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Esto supone una gran ventaja en relacién con las heparinas convencionales
(HNF) en cuanto a su farmacocinética, teniendo una respuesta predecible a la
dosis y presentando menos efectos secundarios hemorragicos.

Los beneficios potenciales de las heparinas se pueden atribuir a
multiples mecanismos de accidén, como son el efecto anti-inflamatorio (por
inhibicién de la produccion del Tumor Necrosis Factor o, TNF- a), descenso en la
migracion y adhesion de leucocitos al lugar de la lesidn, estimulo de la
produccidon de factores de crecimiento e induccién de la proliferacién de
fibroblastos, promocidn de la sintesis de componentes de la matriz extracelular
por células endoteliales y mejoria de la microcirculacién y oxigenacidn tisular.

Objetivos

La linea de investigacion se dirigidé hacia el desarrollo de nuevas
moléculas y formulaciones para el tratamiento de Ulceras torpidas derivadas de
la diabetes, ya sean topicas (Ulceras de pie diabético) u oftdlmicas (retinopatia
diabética), y su posible extensién a otras Ulceras crdnicas con diferente
etiopatogenia.

El objetivo general de esta tesis doctoral consiste en la hemisintesis de
nuevos derivados de glicosaminoglicanos unidos covalentemente a grupos nitro
y su evaluacion preclinica in vivo para el tratamiento de Ulceras tdpicas cronicas.

Resultados

Se ha obtenido una quimioteca de productos, que tras su
caracterizacién y seleccion fueron destinados a la experimentacion en animales.
La administracion de los productos en los distintos modelos animales estudiados
se ha realizado por via subcutanea y por via tdpica.

Las nuevas entidades quimicas desarrolladas en este trabajo, presentan
la caracteristica que a la estructura sacaridica se unen covalentemente grupos
nitro, y son capaces, en condiciones fisioldgicas, de liberar dxido nitrico (NO)
hasta valores que son terapéuticamente efectivos. Esta metodologia es aplicable
a heparina sédica (HNF), heparinas de bajo peso molecular (HBPM), heparinas
de muy bajo peso molecular (HMBPM) y oligosacaridos de heparina obtenidos
tanto a partir de HNF, HBPM o HMBPM o por sintesis organica (Fondaparinux,
Idraparinux, etc.). El procedimiento de obtencidn se basa en hacer reaccionar
una sal de amonio cuaternario de heparina, con una mezcla nitrante en un
medio organico.

La caracterizaciéon estructural se ha llevado a cabo utilizando varias
técnicas de analisis, entre las que se encuentran las técnicas espectroscépicas de
infrarrojo (IR) y de resonancia magnética nuclear (RMN), y la técnica de HPLC de
cromatografia de exclusidon molecular (GPC) y el analisis elemental por
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combustidn. Para la determinacidn de las actividades bioldgicas se han usado los
métodos de actividad anti Factor Xa y anti factor lla.

Los productos de han ensayado in vivo en un total de seis estudios y las
vias de administracion estudiadas han sido la via subcutanea y la via topica.

Los resultados de los estudios in vivo se resumen a continuacion.

El estudio SIF-109-1 se ha llevado a cabo en modelo ratén diabético y
tras la administracién subcutdanea de cuatro productos de ensayo, el grupo
tratado con el producto codificado HO5106C-116 lote 2, producto nitro
derivado, es el que presenta el mayor estadio de recuperacion.

El estudio SIF-109-6 también se ha llevado a cabo en modelo ratén
diabético y tras la administracién subcutanea de cuatro productos de ensayo, en
todos los grupos se ha observado una reepitelizacidn muy avanzada y una
evidente reduccién de la lesién.

El estudio SIF-210-1 grupos |, Il y Ill, se ha llevado a cabo en modelo
porcino. Después de la creacién del modelo diabético, se crearon las ulceras
cutaneas y tras la administracion tépica de los tres productos de ensayo, el
grupo tratado con el producto codificado ROV1105 resulté ser el mas
recuperado, teniendo los valores mdas bajos en inflamacién, fibrosis y
neovascularizacion.

El estudio SIF-210-1 grupos VI y VII, se ha llevado a cabo en modelo
porcino. Después de la creacidén del modelo diabético, se crearon las ulceras por
guemadura y tras la administracion topica de dos productos de ensayo, no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
tratamiento y control. Sin embargo, el grupo tratado con el producto codificado
ROV1105 es el que muestra mejores resultados de recuperacion histoldgica de
las Ulceras.

En el estudio SIF-109-7 se ha llevado a cabo en modelo ratén diabético.
Se han administrado por via tépica cuatro productos de ensayo, encontrandose
que los grupos 1 vy 2, tratados con los productos codificados RG-001 y RG-002
respectivamente, son los que presentan un estadio mds avanzado de
recuperacion histoldgica, y es el grupo 1 el que muestra mejores resultados de
reduccion de la herida.

En el estudio SIF-110-1 se ha llevado a cabo en modelo experimental de
conejo diabético. Se han administrado por via tdpica cinco productos de ensayo,
para la evaluacién de la curacion de ulceras corneales. Los resultados obtenidos
muestran que el grupo lll, tratado con el producto codificado SRO-002, es el que
tiene mejores resultados de recuperacion histoldgica del epitelio corneal.
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Conclusiones

Se han obtenido derivados de heparina sédica unidos covalentemente a
grupos donantes de oéxido nitrico. El método de obtencién de estos derivados
permite modular el grado de sustitucidn, el peso molecular medio, la actividad
anticoagulante, etc.

Los derivados obtenidos tienen wuna actividad anticoagulante
minimizada, evitando asi la aparicion de efectos secundarios asociados tales
como hemorragia, moratones, etc.

Los compuestos obtenidos han demostrado su capacidad para regenerar
tejido ulcerado y su capacidad de reduccion y reepitelizacidon de las diferentes
Ulceras creadas en los modelos experimentales en animales que se han
estudiado. La capacidad de regeneracidon varia no soélo con el grado de
sustitucion con grupos NO de los compuestos, sino también con el peso
molecular medio de los mismos.
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3. Introduccion

La ulceracidén de las extremidades inferiores representa una patologia
con una alta incidencia y prevalencia, que afecta al 1-3% de la poblacién en los
paises desarrollados [1]. A la problematica social derivada de la invalidez, se
suma el elevado coste sanitario generado por el tratamiento de estos pacientes.
Cuando los afectados son jévenes, a las implicaciones negativas en la calidad de
vida, debe agregarse la pérdida de jornadas laborales, incrementandose asi el
coste social que esta afeccidn genera. La etiologia de la mayor parte de las
Ulceras es vascular, fundamentalmente debidas a insuficiencia venosa (80-90%),
aunque también pueden ser de origen arterial.

Otra patologia altamente vinculada a este tipo de ulceraciones es la
diabetes, con una incidencia del 50% en pacientes, siendo un 15% los que sufren
complicaciones ulcerosas que derivan en el llamado sindrome de pie diabético.
El 90% de las amputaciones no traumaticas son atribuidas a esta causa, lo cual
incrementa la morbilidad en dicha patologia [2], ya que se estima que el 50% de
los pacientes diabéticos que sufren una amputacion requieren una segunda en
los siguientes 5 afos, reduciendo su supervivencia al 40%. No obstante, ciertas
Ulceras también responden a causas particulares como enfermedad oclusiva
arterial o diabetes, asi como a enfermedades tumorales, causas hematoldgicas,
infecciones especificas o procesos traumaticos [3]. A pesar de que se puede
realizar un tratamiento etioldgico correcto y existe una gran variedad de
apositos disponibles en la actualidad, el porcentaje y la velocidad de
cicatrizacion siguen siendo bajos. De modo que no existe tratamiento
farmacolégico eficaz para las Ulceras de pie diabético. Los productos empleados
consisten en vendajes, apdsitos y geles para hidratar la herida.

Por otro lado, se ha comercializado un tratamiento tépico que contiene
el factor de crecimiento plaquetario humano, cuya eficacia es discreta y limitada
a las ulceras de pequefio tamafio [4]. Ademas, se ha asociado su uso a un posible
efecto adverso carcinogénico [5]. Otros posibles tratamientos tienen una eficacia
controvertida o se encuentran en fase de desarrollo temprano [6].

Otras alternativas, dentro de los estudios que se han llevado a cabo en
el tratamiento de las Ulceras diabéticas, son la terapia de oxigeno hiperbarico y
la terapia por ondas de choque extracorpéreas, [7,8]. Las ondas de choque
electrohidraulicas parecen ser mas efectivas, mejorando la curacién por la
respuesta anti-inflamatoria tépica, el incremento de la vascularizacién y la
regeneracion de los tejidos que provoca. Sin embargo estos tratamientos no
dejan de ser tratamientos complementarios dentro del ambito de la curacién de
las Ulceras térpidas.
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Recientemente [9,10,11] se ha comenzado a utilizar plasma rico en
plaguetas (PRP) para el tratamiento de Ulceras de térpida evolucion tanto en
pacientes diabéticos como en pacientes con insuficiencia vascular periférica. El
PRP se obtiene a partir de concentrados autdlogos de plaquetas, que se mezclan
con cloruro calcico para producir la agregaciéon y desgranulacién plaquetaria. De
esta forma se liberan factores de crecimiento y citoquinas almacenados en sus
granulos. Estas sustancias favorecen la cicatrizacion al atraer células
indiferenciadas a la recientemente formada matriz y estimulan su division.
Asimismo promueven la capilarogénesis, aceleran la epitelizacion, e interactuan
con macrofagos, favoreciendo la curacién y regeneracién del tejido. El
tratamiento con PRP deberia considerarse en Ulceras con escasa o nula
respuesta a los tratamientos convencionales. Presenta un costo bajo, de facil
generacion y aplicacidn. Ahora bien, se trata de un tratamiento aln artesanal. Es
necesario protocolizar la generacion del PRP y la frecuencia de aplicacién y asi
poder realizar trabajos de investigacion para evaluar la efectividad del
tratamiento [12].

Podemos concluir que esta patologia es una clara necesidad médica no
satisfecha y en consecuencia es prioritario el desarrollo de nuevos tratamientos
mas eficaces y seguros que permitan mejorar significativamente el manejo de
esta terrible complicacion de la diabetes, mediante la consecucién de unas tasas
de cicatrizacion mas altas y rdpidas de las lesiones, particularmente para
aquellas que, por su duracion y tamafio, son mas dificiles de tratar.

Por otra parte, la retinopatia periférica es otra patologia
frecuentemente asociada a la diabetes, tanto la de tipo | como la de tipo I, la
cual puede derivar en afectaciones a nivel no sélo de la retina, sino también de
la cérnea y nervios craneales [13]. Los pacientes diabéticos con retinopatia
diabética presentan un riesgo elevado de desarrollar desérdenes a nivel corneal,
como defectos epiteliales, susceptibilidad y ulceraciones [14].

Esta susceptibilidad se encuentra asociada a alteraciones en la
composicion de la membrana basal del epitelio corneal, como la disminucién en
entactina, laminina-1 y laminina-10, integrinas a3 [31 (VLA-3). Estas alteraciones
se encuentran mas pronunciadas para el caso de retinopatia diabética que en no
diabética. Se cree que estas alteraciones pueden deberse a una anormal
expresion de factores de crecimiento en el ojo diabético.

Los tratamientos tradicionales resultan a menudo insuficientes,
habiendo en algunos casos pérdidas de vision.

Existe una estrategia dirigida al tratamiento de las alteraciones oculares
en superficie mediante la aplicacion de gotas oculares hechas a base de suero
autélogo, ya que dicho suero contiene una amplia variedad de factores de
crecimiento: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor, EGF),
factor de crecimiento transformante 3 (Transforming Growth Factor 3, TGF-[3),
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Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet Derived Growth Factor,
PDGF), vitaminas e inmunoglobulinas en cantidades superiores a las de las
l[dgrimas naturales. De hecho existen evidencias que sugieren que tales factores
de crecimiento y proteinas presentes en el suero ayudan a la curacion de los
defectos epiteliales [15]. El suero autdélogo presenta unas propiedades
mecdnicas y bioquimicas similares a las de la lagrima, y como ésta, contiene
componentes como la fibronectina, vitamina A y factores de crecimiento que
tienen un efecto epiteliotréfico sobre las células epiteliales de la superficie
ocular. Por todos estos motivos, la utilizaciéon de suero autélogo en colirio ha
sido referida por muchos autores como una nueva forma de terapia en el
manejo de enfermedades de la superficie ocular [16].

No obstante, la principal limitacion de la terapéutica ocular
convencional consistente en soluciones oftdlmicas o colirios, es su baja
biodisponibilidad y por consiguiente su baja respuesta terapéutica. El intenso
efecto de drenaje que provocan la secrecién lacrimal y el pestafieo hacen que la
penetracion del farmaco en las estructuras del ojo se limite a un 3-5% de la dosis
aplicada. Es por esto que actualmente los sistemas de gelificacion in situ se
presentan como una alternativa eficaz al encontrarse en forma liquida a
temperatura ambiente aumentando su consistencia de manera practicamente
instantanea una vez que se produce el contacto con la superficie ocular. De esta
manera se combina una facil administracion, en comparacion con la de
formulaciones convencionales que contienen elevadas cantidades de agentes
viscosizantes que resultan dificiles de aplicar y producen sensacién de visién
borrosa, con un comportamiento adecuado en cuanto a resistencia al drenaje y
permanencia en la zona de aplicacién.

El plasma rico en plaquetas se ha usado en clinica [17] como un
adyuvante en la regeneracién tisular en el tratamiento de Ulceras corneales. El
PRP autégeno en su forma sélida tiene una gran validez para el tratamiento de
casos severos de perforacién corneal en los que actia como un verdadero
cicatrizante [18].

La membrana amnidtica (MA) también ha sido usada para el
tratamiento de las Ulceras corneales y defectos de las células madre limbares
[19]. Sin embargo, el origen heterdlogo de la membrana amniética puede ser un
problema significativo, especialmente en lo que se refiere a la reaccién inmune,
morfologia basal o riesgo de transmisidn de enfermedades. Los efectos de los
métodos de procesamiento, conservacion y preparaciéon preoperatoria de la
membrana no estdn suficientemente aclarados. En oftalmologia se comenzaron
a utilizar las membranas fetales como implante para la reconstruccién de la
superficie ocular en 1940, con malos resultados. Posteriormente se utilizé con
éxito membrana amnidtica procesada quimicamente, como recubrimiento
temporal, en el tratamiento de quemaduras quimicas oculares. A pesar de los
buenos resultados, durante un periodo de casi 50 afios no se publicaron nuevos

43



INTRODUCCION

trabajos utilizando membrana amniética, probablemente por problemas en el
procesamiento y conservacion del tejido. En 1995, Kim y Tseng introducen el
trasplante de membrana amniética preservada en el tratamiento de la patologia
de la superficie ocular y con ellos renace un interés generalizado por el uso de
este tejido.

Ahora bien, el transplante de MA cuenta también con una serie de
limitaciones, en las cuales el transplante por si solo no es suficiente para
conseguir el éxito esperado, como es el caso del déficit absoluto de células
madre, ojos con alteraciones alteraciones tréficas importantes, etc. De la misma
manera, en 0jos con isquemia severa o ausencia de lagrima, la MA puede no ser
suficiente para conseguir la curacién [20].

Por lo tanto, en este campo existe una creciente necesidad de encontrar
productos que resulten realmente eficaces mejorando y acelerando la curaciéon
de las Ulceras oculares. Los tratamientos convencionales no siempre permiten
una evolucion estable de los casos diagnosticados, razén por la cual surge la
necesidad de buscar medicamentos y alternativas terapéuticas para tratar a
estos pacientes.

Heparinas y otros glicosaminoglicanos en el tratamiento de ulceras
crénicas

Existen evidencias basicas y clinicas que indican que las heparinas
podrian jugar un papel importante en el arsenal terapéutico para la curacion de
las Ulceras de pie diabético. Aunque no se conoce una clara relacién causa-
efecto en cuanto a los beneficios de las Heparinas de Bajo Peso Molecular,
HBPM, en la evolucién de las Ulceras, éstos podrian ser debidos a varias razones
como su accion antitrombética y angiogénica, mejorando la vascularizacion en la
zona comprometida, asi como su efecto antiinflamatorio.

La heparina fue descubierta accidentalmente en 1916 por Jay MclLean,
un estudiante de segundo curso de medicina de la Johns Hopkins University,
investigando sustancias coagulantes tromboplasticas obtenidas de higado de
perro.

Es un polisacarido altamente sulfatado y heterogéneo, que pertenece a
la familia de los glicosaminoglicanos (GAGs) [21]. Se presenta como una mezcla
de moléculas heterogéneas, con un rango de pesos moleculares que oscilan
entre 5 y 40 kDa, y un peso molecular medio aproximado de 15 kDa. Se
encuentra en tejidos de mamiferos y por lo general se obtiene a partir de la
mucosa intestinal u otros tejidos de mamiferos domésticos usados para alimento
por los seres humanos.
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Debido a su alto contenido en grupos sulfato y carboxilo cargados
negativamente, la heparina tiene la densidad de carga negativa mas alta de
cualguier macromolécula biolédgica conocida.

La heparina es producida por biosintesis mayoritariamente en los
mastocitos y como producto bioldgico, tiene variabilidad estructural pero no
completamente aleatoria, asi en las unidades de &cido urdnico, el acido
idurénico compone aproximadamente el 90% del total y el acido glucurénico
aproximadamente un 10% del total.

La biosintesis de la heparina y los mecanismos reguladores que
proporcionan finalmente su estructura, sélo son conocidos en parte [22,23].
Como ocurre en la mayoria de los miembros de la familia de GAGs, consiste en la
formacion de una cadena lineal sacarida que se extiende perpendicular a un
centro proteico. La unién de los GAGs a la proteina central consiste en un
trisacarido especifico compuesto por dos residuos de galactosa y un residuo de
xilosa (GAG—Gal-Gal-Xyl-O—CH2-proteina). El trisacarido de unidn esta acoplado
a la proteina central a través de una unién O-glicosidica a un residuo de serina.
Después de formar esta unién, un grupo de enzimas se encargan de construir la
cadena lineal oligosacarida, insertando de manera alterna unidades de acido
glucurdnico y unidades de glucosamina N-acetilada.

La estructura de la heparina [21, 24, 25] estd formada por cadenas
polisacaridicas que consisten en la repeticion de una secuencia disacaridica base,
constituida por una unidad de 4cido urdnico y una unidad de glucosamina unidas
por un enlace glicosidico a(1->4). La heparina presenta una alta heterogeneidad
y, dependiendo de la longitud de la cadena, se han descrito preparaciones de
heparina que contienen hasta 30 unidades disacaridicas distintas. La regién
regular esta constituida por la repeticion del disacarido trisulfatado [26] a-IdoA-
(20S03)- (1>4)- a-GIcNSO5-(6-0S0O3) y forma la parte mayoritaria de la
heparina. Por otro lado, en la regidn irregular aparecen otros monosacaridos: a-
IdoA, B-GIcA, B-GlcA-(2-0S0;5’), a-GlcNAc-(6-0S0O;5’) o a-GIcNSO5™-(3,6-di-0S03),
entre otros. El disacdrido trisulfatado que aparece en la siguiente figura es la
estructura mas comun de la heparina. Sin embargo, existe una serie de
variaciones estructurales de este disacarido, lo que conduce a Ila
microheterogeneidad de la heparina. El grupo amino del resto de glucosamina
puede estar sustituido con un grupo acetilo o sulfo o no sustituido. Las
posiciones 3 y 6 de los residuos de glucosamina pueden estar sustituidas con un
grupo O-sulfo o no sustituidas. El acido urdnico, que puede ser idurdnico o
glucurdnico, también puede contener un grupo 2-O-sulfo.
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Figura 1. Secuencias mayoritaria y variable de las heparinas

Para nombrar las estructuras que componen este tipo de compuestos se
suelen usar abreviaturas. Asi, las unidades de glucosamina son representadas
por la abreviatura “GIcN” y dependiendo de la sustitucién de la posicion -2 (Y=H,
—S03 0 —COCHj3) se representan como GIcN, GIcNS o GlcNAc respectivamente.
Las posiciones -C3 y —C6, si estan sulfatadas se representan como 3S y 6S. En el
caso de las unidades acidas, dependiendo del epimero formado se usan distintas
abreviaturas. Asi el acido glucurdnico se representa como “GlcA” y el acido
idurénico se representa como “ldoA”. Si la posicion —C2 estd sulfatada se
representa como 2S.

En cuanto a la estructura tridimensional de este polisacdrido [27] se
sabe que las cadenas de heparina adoptan una disposicion helicoidal en la que
dos disacdridos sucesivos estan relacionados entre si por una operacién de doble
hélice que implica una rotacién de aproximadamente 180° seguida de una
traslacion 8.0-8.7 Amstrons a lo largo del eje de la hélice. Por tanto, los grupos
cargados, sulfatos y carboxilatos, se colocan a ambos lados de la hélice de
heparina, aspecto a considerar cuando se estudian las interacciones de este
carbohidrato con cualquier proteina.

De entre las muchas funciones bioldgicas [25,28] que se atribuyen a la
heparina, destaca sin duda su actividad anticoagulante. Asi, este polisacarido es
capaz de activar a la antitrombina Ill (AT Ill), proteina que se encuentra en el
plasma sanguineo y que es responsable de la inhibicién de la trombina, es decir,
interrumpe, en su forma activa, la cascada de procesos implicados en la
coagulacién de la sangre. El intenso trabajo realizado por Petitou y van Boeckel
[24,29] durante las décadas de los 80 y 90 ha permitido esclarecer las bases
moleculares de la interaccion de la heparina y la AT Il y establecer los
requerimientos estructurales minimos necesarios para producir dicha activacién.
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Estos estudios han demostrado que la interacciéon entre un complejo
GAG y una proteina puede estar mediada por una Unica y definida secuencia
oligosacaridica. Este oligosacarido en el caso de la AT Il es el pentasacarido [30],
perteneciente a la region irregular de la heparina, puesto que contiene una
unidad de acido D-glucurdnico y una unidad de 3,6-di-O-sulfo-N-sulfo- a-D-
glucosamina. La secuencia especifica corresponde a N-acetil-6-O-sulfo-
glucosamina (GIcNAc6S), 4acido glucurdnico (GlcA), N-sulfo-3,6-di-O-sulfo-
glucosamina (GIcNS3S6S), acido 2-sulfo-idurdnico (IdoA2S), y N-sulfo-6-O-sulfo-
glucosamina (GIcNS6S), representada de manera resumida como GIcNAc6S-GIcA-
GIcNS3S6S-1doA2S-GIcNS6S [31,32], como se indica en la figura 2.
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NH 0 o}
ORI\ 07 )
OH < NH O 0'803
GIcNACc6S 03S 0

- 1 %o 0
GlcA 03S [
3 COZ(ID HO

GIcNS3S6S So: |I\|HO\§

3 _
Ido2S 0,8
GIcNS6S

Figura 2. Secuencia pentasacaridica responsable de la afinidad por AT IlI

Heparinas de bajo peso molecular (HBPM)

Mientras que la primera generacidén de heparinas estd representada por
la heparina no fraccionada (HNF), la segunda generacion incluye las heparinas de
bajo peso molecular (HBPM). Estas se obtienen por la despolimerizacién o
fraccionamiento de la heparina y poseen estructuras quimicas adicionales que
vienen determinadas por el procedimiento usado en su fabricacién. Las
modificaciones estructurales afectan principalmente a los residuos terminales de
las cadenas polisacaridicas. Cada HBPM, obtenida por diferentes procesos de
fabricacion, tiene una distribucién de pesos moleculares especifica que
determina su actividad anticoagulante y su actividad farmacoldgica.

Segun figura en la definicién de la farmacopea europea, las HBPM tienen
un peso molecular medio por debajo de 8 kDa y al menos el 60 por ciento de las
cadenas totales tienen un peso molecular inferior a 8 kDa. Cada HBPM tiene una
distribucion de pesos moleculares especifica que determina su actividad
anticoagulante.
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La reduccion del tamafio de las cadenas de polisacaridos supone un
cambio en el mecanismo anticoagulante: las heparinas no fraccionadas inactivan
por igual la trombina o Factor Ila y el Factor Xa, mientras que las HBPM inactivan
preferentemente el Factor Xa, por lo que su accion principal es antitrombatica.
Esto supone una gran ventaja en relacién con las heparinas convencionales
(HNF) en cuanto a su farmacocinética. Al igual que ocurre con la HNF, las HBPM
inactivan varias enzimas de coagulacién uniéndose a la AT Ill, pero tienen una
menor tendencia a unirse a otras proteinas que no sean AT Ill y estan, por tanto,
asociadas a una respuesta predecible a la dosis y a menos efectos secundarios
no hemorragicos.

Los fragmentos de bajo peso molecular de las HBPM poseen una serie
de caracteristicas diferenciales respecto a la heparina no fraccionada. Las HBPM
tienen una menor propensidn a inactivar al factor lla, debido a sus cadenas
polisasacaridas mas cortas, pero conservan su capacidad para inactivar al factor
Xa. Para que exista la acciéon antitrombdtica sélo se requiere la unién de la
cadena de heparina a la molécula de AT lll, cualquiera que sea su longitud,
siempre que contenga el pentasacarido especifico. Sin embargo, para potenciar
el efecto anticoagulante se requieren cadenas que contengan al menos 18
sacaridos, que pueden unirse a la vez a las moléculas de antitrombina y de
trombina, formando un complejo ternario (figura 3).
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Figura 3. Representacidn esquematica de la accion de heparinas y heparinas de bajo peso
molecular
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Las HBPM que poseen gran proporcién de cadenas con menos de 18
sacaridos, poseen una mayor capacidad de inhibicion de la funcién anti-Xa que
de la funcidn anti-lla, con una relacién de actividad anti-Xa/anti-lla mayor que 1.
Asi, el cociente de la actividad antifactor lla es de aproximadamente 1:1 para la
heparina [33], mientras que para las HBPM varia en funcién de la longitud de la
cadena polisacaridica, oscilando generalmente entre 2:1y 4:1. De ahi que la vida
media de las HBPM sea mas prolongada y que tengan menor riesgo de
hemorragia, debido a que sus cadenas de polisacaridos son mas cortas y no
inhiben otros factores de coagulacién. Las HBPM estan asociadas a una
respuesta mas predecible a la dosis y tienen menores efectos secundarios no
hemorragicos que las HNF de las que proceden. Debido a estas ventajas clinicas,
las HBPM han sustituido a la HNF en la mayoria de las indicaciones.

Presentan una elevada biodisponibilidad, incluso administradas por via
subcutanea (del 85-95%), un nivel en sangre predecible, escasa variabilidad
individual y una semivida mayor. Sus caracteristicas permiten una
administracién por via subcutdnea cada 12 o 24 h, a dosis fijas, sin necesidad de
controles analiticos para monitorizar la respuesta anticoagulante, ni ajustes de
dosis, a menos que estén presentes enfermedades como obesidad mérbida o
insuficiencia renal avanzada.

Actualmente hay cinco HBPM disponibles y comercializadas en Espana:
Bemiparina, Dalteparina, Enoxaparina, Nadroparina y Tinzaparina. Se diferencian
basicamente en el método de despolimerizacién y en su peso molecular, siendo
menos relevantes sus diferencias en actividad. En la practica se las puede
considerar terapéuticamente equivalentes, aunque no intercambiables, por lo
que debe respetarse su indicacién, dosificaciéon y modo de empleo. La tabla
siguiente resume las propiedades de estas HBPM [34].
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HBPM

Bemiparina (Hibor®)

Dalteparina (Fragmin®)

Enoxaparina (Clexane®)

Nadroparina
(Fraxiparina®)

Tinzaparina (Innohep®)

50

FABRICANTE

ROVI

Pfizer

Sanofi-
Aventis

Glaxo

Leo

Tabla 1.- HBPM disponibles y comercializadas en Espafia.

METODO OBTENCION

Despolimerizacion por B-eliminacion en
medio no acuoso

Despolimerizacién controlada por acido
nitroso.

Bencilacién seguida por hidrdlisis alcalina

Despolimerizacion controlada con 4cido
nitroso.

Digestidn con heparinasa

MW
(Da)

3600

5700

4500

4300

6500

ACTIVIDAD
ANTI F-Xa (Ul/

mg)

80-110

140 - 160

100 - 110

90 - 100

90

ACTIVIDAD
ANTI F-lla (Ul/

mg)

5-10

50-60

25-30

25-30

50

RELACION
Xa/lla

1.5-2.5



INTRODUCCION

Estudios realizados con modelos animales de experimentacion
diabéticos han evidenciado el retroceso de algunas de las alteraciones de las
membranas basales en tratamiento con HBPM y heparinoides [35]. Este efecto
podria ser explicado por la inhibicion de factores activados por el contacto con el
coldgeno endotelial o bien por la estimulacion de la sintesis del heparan sulfato
[36].

Ademas estudios con cultivos de fibroblastos procedentes de tejidos
ulcerosos, tanto diabéticos como no diabéticos, donde su capacidad de
proliferacion se encuentra disminuida, indican que la heparina tiene la capacidad
de revertir dicha situacién [37].

Sin duda, la mejora en la cicatrizacion de las Ulceras estd intimamente
relacionada con la correcta regeneracion del tejido, para la cual el factor de
crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factor, FGF) juega un papel
primordial ya que es capaz de medir la proliferacion y diferenciacion de los
fibroblastos y mioblastos.

Es conocido que los polisacaridos tipo heparina y heparan sulfato son
necesarios para la actividad bioldgica del FGF, mediante su unién y sefializacion
[38]. Se postula que dicha interaccién se produce a través de los grupos N-
acetilados, lo cual podria corresponder a secuencias cortas de monosacaridos u
oligosacaridos [39,40]. De modo que una de las posibles aproximaciones para el
tratamiento de las Ulceras consistiria en la identificacién y sintesis de nuevas
moléculas derivados oligosacaridos de la heparina implicados en la activacion
biolégica del FGF.

Los beneficios potenciales de las heparinas se pueden atribuir a
multiples mecanismos de accién:

- Efecto anti-inflamatorio (por inhibicién de la produccién del
Tumor Necrosis Factor a, TNF- a)

- Descenso en la migracién y adhesién de leucocitos al lugar de la
lesion

- Estimulo de la produccidn de factores de crecimiento e
induccion de la proliferacion de fibroblastos

- Promocidon de la sintesis de componentes de la matriz
extracelular por células endoteliales

- Mejoria de la microcirculacién y oxigenacion tisular

En un primer ensayo clinico realizado en un pequefio nimero de
pacientes, el porcentaje de pacientes en los que mejoré la evolucion de la Ulcera
(reduccion > 50% en el area de la Ulcera y/o de un grado segun la clasificacion de
Wagner) fue significativamente mayor en el grupo que recibié bemiparina
(HBPM) en comparacion con el que recibié placebo (70,3% versus 45,5%;
p=0,035), con un perfil de seguridad similar a placebo [41].
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De otra parte, es conocido que el dxido nitrico (NO) juega un papel
importante en la cicatrizacion de heridas debido a sus efectos sobre
angiogénesis, inflamacién, proliferacion celular, deposicion de matriz vy
remodelacion. El dxido nitrico es un gas enddgeno producido en las células por la
accion de la enzima oOxido nitrico sintasa (NOS) sobre la L-arginina que la
convierte en citrulina con liberacion de NO. En estudios realizados sobre ratas
diabéticas inducidas se ha demostrado que el tratamiento con moléculas
donadoras de 6xido nitrico o con aporte suplementario de sustrato L-arginina
mejora la cicatrizaciéon de Ulceras.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis doctoral consiste en la hemisintesis de
nuevos glicosaminoglicanos unidos covalentemente a grupos nitro y su
evaluacidn preclinica in vivo para el tratamiento de ulceras tdpicas crdnicas. La
hipétesis farmacoldgica de partida es que las heparinas asi modificadas
mantendran probablemente sus propiedades anticoagulantes y al mismo tiempo
permitiran la liberacion en el tejido ulcerado de la heparina original junto con
6xido nitrico. Los nitratos de alquilo, como por ejemplo la nitroglicerina, son
precursores de oxido nitrico. EI mecanismo exacto por el que tiene lugar la
transformacion ha sido desconocido hasta que se demostré que la aldehido
deshidrogenasa mitocondrial (mtALDH) cataliza la reduccion de la nitroglicerina
a anion nitrito, que es transformado después en Oxido nitrico por la nitrito
reductasa [42] recientemente se han descrito un mecanismo adicional, no
dependiente de aldehido deshidrogenasa, que opera en algunos casos [43]. En la
figura 4 se muestra la forma en que se generaria 6xido nitrico a partir de
nuestras heparinas nitradas.

R-OH
Heparina
§—Cys-SH ALDH
\3
R Kl* Nitrito
e NT 7 oo reductasa oo
Q9 s cyss N ﬁ»o:N—of ﬁ» ~ O=N-
Nitroheparina O Nitrito Oxido nitrico
§—Cys. le, 2H+ H,0
8—Cys-SH T
.S
§*Cys

Figura 4. Mecanismo propuesto para la liberacion de éxido nitrico a partir de nitroheparinas
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Para la obtencidn de estos compuestos se plantean dos estrategias, que
se resumen en la figura 5. En ambos casos el proceso se inicia con la
transformacion de la heparina de partida en el correspondiente heparinato de
benzalconio para facilitar su solubilidad en medios orgdnicos. La formacion de O-
nitro derivados en los grupos hidroxilo se ha planteado por tratamiento directo
con acido nitrico. Alternativamente, se puede lograr la incorporacion de grupos
nitro mediante la esterificacion de los grupos carboxilato a través de su

alquilacién con nitratos de w-haloalquilo.
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SINTESIS GENERAL DE COMPUESTOS

4. Sintesis general de compuestos

Como se ha mencionado en el apartado de objetivos, las nuevas
entidades quimicas desarrolladas en este trabajo presentan la caracteristica de
gue a la estructura sacaridica se unen covalentemente grupos nitro, por lo que
se espara que sean capaces, en condiciones fisiolégicas, de liberar éxido nitrico
(NO) en concentraciones terapéuticamente efectivas. Esta metodologia es
aplicable a heparina sédica (HNF), heparinas de bajo peso molecular (HBPM),
heparinas de muy bajo peso molecular (HMBPM) y oligosacaridos de heparina
obtenidos tanto a partir de HNF, HBPM o HMBPM o por sintesis organica
(fondaparinux, idraparinux, etc.).

El procedimiento de obtencidn utilizado [44], se inicia con la reaccién de
la heparina con cloruro de benzalconio, obteniendo una sal de amonio
cuaternario de heparina, que es soluble en disolventes organicos tales como
diclorometano, cloroformo, formamida, etc., lo que permite llevar a cabo su
disolucién y su reaccidon con una mezcla nitrante formada por &acido nitrico y
anhidrido acético a una temperatura comprendida entre — 15 °Cy + 5 °C. Este ha
sido el procedimiento empleado en la obtencidn de la mayoria de los productos
descritos en esta tesis. Sin embargo, en un caso (BP-113/21), se ha incorporado
el grupo nitro por reaccion de la sal de heparina con un nitrato de haloalquilo (4-
cloronitroxi)butano, formandose el éster de heparina portador del grupo 4-
nitrobutilo en los grupos carboxilicos de de los acidos urénicos.

En el esquema mostrado en la Figura 6 se observa que la regidn
afectada del glicosaminoglicano es una unidad disacaridica general de una
heparina, que puede ser no fraccionada, fraccionada, de bajo peso molecular o

de muy bajo peso molecular.

En la figura 6 se resumen los métodos sintéticos utilizados.
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Figura 6. Rutas de sintesis de las heparinas precursoras de 6xido nitrico

Se prepararé también una heparina de muy bajo peso molecular
(HMBPM), producto que ha sido utilizado como control en uno de los estudios.
Para la obtenciéon de estas heparinas, se utilizan reactivos que llevan a cabo una
despolimerizacidn selectiva, preservando el sitio de unién a la AT Ill, es decir, el
pentasacdrido, lo que les confiere la caracteristica de tener valores de actividad
anti Xa muy altos, y un muy bajo peso molecular, como consecuencia de la
reduccion considerable en el tamafio de las cadenas.

Para la despolimerizacién de heparinas, se utilizan habitualmente bases
como el hidréxido de benciltrimetilamonio (Triton B). Sin embargo, en nuestro
caso hemos estudiado el empleo de un nuevo reactivo con estructura de
fosfaceno, la 2-tert-butilimino-2-dietilamino-1,3-dimetilperhidro-1,3,2-
diazafosforina (BEMP). Los derivados de fosfaceno, que se consideran
pertenecientes a la familia de las “superbases”, son bases nitrogenadas
extremadamente fuertes a pesar de carecer de carga, y se utilizan, entre otras
aplicaciones, para la despolimerizacién de macromoléculas mediante reacciones
de B-eliminacidn [45].

En nuestro caso, el proceso de sintesis de HMBPMs se llevé a cabo por
tratamiento de la heparina de partida con cloruro de benzalconio, seguida de
una despolimerizacién mediante una reaccién en medio orgdnico con el reactivo
BEMP y una transalificacion final para obtener la heparina despolimerizada en
forma de sal sédica (Figura 7).
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Figura 7. Sintesis de heparinas de muy bajo peso molecular a través de despolimerizaciones
promovidas por bases de fosfaceno

En el desarrollo de esta linea de trabajo, se evalud la realizacién del
screening in vitro de los nuevos derivados obtenidos, sin embargo la busqueda
bibliografica realizada asi como la evaluacidén de diversas citoquinas (TGF- B,
PDGF y FGF-2) en tejidos cercanos a la Ulcera no mostraron una correlacion
directa entre ellas y el grado de curacién de las heridas. Por tanto, la quimioteca
de productos fue destinada a la experimentacién animal. Se optd por realizar un
disefo de pruebas encaminados a la evaluacién in vivo de las nuevas entidades
moleculares obtenidas, seleccionadas en funcién de diversos parametros (peso y
distribucion molecular, actividad antitrombdtica, grado de sustitucion, etc).

El abordaje principal de esta linea de investigacién se dirigié hacia el
desarrollo de moléculas y formulaciones para el tratamiento de Ulceras térpidas
derivadas de la diabetes, ya sean todpicas (Ulceras de pie diabético) u oftalmicas
(retinopatia diabética), y su posible extensidon a otras ulceras crénicas con
diferente etiopatogenia.
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4.1. Materiales, Reactivos y Métodos:

4.1.1. Materiales y Reactivos:

Heparina sédica fue suministrada por Opocrin SPA (Mddena, ITALIA) y
Welding GmbH (Hamburgo, ALEMANIA). Bemiparina sédica fue suministrada por
Laboratorios Farmacéuticos Rovi, S.A. Cloruro de benzalconio, solucion de
cloruro benzalconio 50% en H,O, diclorometano > 98% puro, Acido nitrico
fumante > 99,5% y metanol ACS reactivo > 99,8% fueron suministrados por
Sigma-Aldrich. Anhidrido acético = 99,0% y 2-propanol > 99,0% fueron
suministrados por Fluka. Cloruro sédico grado sintesis y acetato sddico
trihidratado grado sintesis fueron suministrados por Scharlab.

4.1.2. Métodos:

4.1.2.1. Espectrometria de infrarrojo

La espectroscopia infrarroja (Espectroscopia IR) es la rama de la
espectroscopia que estudia la parte infrarroja del espectro electromagnético.
Esta cubre un conjunto de técnicas, siendo la mas comun la espectroscopia de
absorcién. Asi como otras técnicas espectroscopicas, puede usarse para
identificar un compuesto e investigar la composicién de una muestra. Esta se
puede dividir segln el tipo de la radiacidn que se analiza, en: Espectroscopia del
Infrarrojo cercano, Espectroscopia del infrarrojo medio y Espectroscopia del
infrarrojo lejano.

Esta espectroscopia se fundamenta en la absorcién de la radiacién IR
por las moléculas en vibracidon. Una molécula absorbera la energia de un haz de
luz infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria para que se
de una transicion vibracional de la molécula. Es decir, la molécula comienza a
vibrar de una determinada manera gracias a la energia que se le suministra
mediante luz infrarroja.

Pueden distinguirse dos categorias basicas de vibraciones: de tensién y
de flexiéon. Las vibraciones de tensidn suponen cambios en la distancia
interatémica a lo largo del eje del enlace entre dos atomos. Las vibraciones de
flexidn estan originadas por cambios en el angulo que forman dos enlaces.

60



SINTESIS GENERAL DE COMPUESTOS

Vibraciones de tension
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Figura 8. Tipos de vibraciones

En principio, cada molécula presenta un espectro IR caracteristico
(huella dactilar), debido a que todas las moléculas tienen algunas vibraciones
que, al activarse, provocan la absorcion de una determinada longitud de onda en
la zona del espectro electromagnético correspondiente al infrarrojo.

De esta forma, analizando cuales son las longitudes de onda que
absorbe una sustancia en la zona del infrarrojo, podemos obtener informacién
acerca de las moléculas que componen dicha sustancia.

La espectroscopia infrarroja tiene su aplicacion mas inmediata en el
analisis cualitativo: deteccidn de las moléculas presentes en el material.

En la zona del espectro electromagnético IR con nimero de onda del
infrarrojo medio (entre 4000 y 1300 cm'l) se suelen observar una serie de
bandas de absorcién provocadas por las vibraciones entre Unicamente dos
atomos de la molécula. Estas vibraciones derivan de grupos que contienen
hidrégeno o de grupos con dobles o triples enlaces aislados.

En la zona del espectro electromagnético IR con nimero de onda
comprendidas entre 1300 y 400 cm™ (infrarrojo lejano), la asignacién de las
bandas de absorcion a vibraciones moleculares es mas dificil de realizar, debido
a que cada una de ellas estd generada por absorciones individuales sumadas
(multiplicidad de las bandas). Es la denominada zona de la huella dactilar (flexidn
de enlaces CH, CO, CN, CC, etc.). En esta zona de longitudes de onda, pequefias
diferencias en la estructura y constitucion de las moléculas dan lugar a
variaciones importantes en los maximos de absorcidn.
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En la caracterizacidon de los compuestos obtenidos, con el estudio del
espectro IR se ha estudiado la aparicién de los grupos nitrados. Las sefales que
estamos buscando son las del grupo nitrato, correspondendientes a la vibracién
de tensidn asimétrica, comprendida entre 1625-1660 cm™, y sefiales
correspondientes a la vibracidn de tensién simétrica, comprendidas entre 1270-
1285 cm™:

Para poder evaluar las reacciones y comparar los espectros, se han
estudiado en paralelo con los espectros de referencia de los productos de
partida de la sintesis.

Para la espectrometria de absorcién en la regién infrarroja se ha usado

un espectrometro Jasco FT/IR 4100 dotado de un accesorio ATR (MIRacle, Pike
technologies).

4.1.2.2. Cromatografia de exclusién molecular, GPC:

La cromatografia es una técnica que permite la separacién de moléculas
diferentes presentes en una misma muestra.

En cromatografia de exclusién molecular, la fase estacionaria consiste
en polimeros entrecruzados que forman una red tridimensional porosa. Las
columnas se empaquetan con pequefias particulas esferoidales formadas por
esos polimeros entrecruzados. En consecuencia, estas particulas son porosas, y
el tamafio de los poros es tal que algunas moléculas (las demasiado grandes) no
pueden para a través de esos poros, en tanto que otras (las suficientemente
pequefias) podran pasar libremente. Los poros quedan conectados formando
una malla o red, lo cual determina una serie de caminos a ser recorridos por las
moléculas que acceden al interior de esta.

Para evaluar el peso molecular de los productos se usa el equipo de
HPLC Agilent 1100, equipado con bomba cuaternaria, horno termostatizado para
albergar las columnas cromatogréficas y detector termostatizado de indice de
refraccion (RID). Las columnas de cromatografia que se usan son TSK 2000 y TSK
3000 de dimensiones 7,8 x 300 mm (TOSOH Bioscience) y como eluyente se usa
una disolucién acuosa de NaCl 0,1 M.

La muestra se inyecta al 0,5 % en NaCl 0,1 N, el flujo de inyeccién es 1

ml/minuto y la temperatura a la que esta el horno y el detector de indice de
refraccion (RID) es 30 °C.
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4.1.2.3. Actividades anti Factor-Xa y anti Factor-lla

La actividad anticoagulante de la Heparina de Bajo Peso Molecular se
determina in vitro por dos valoraciones, las cuales definen su capacidad para
acelerar la inhibicién del factor Xa e inhibicién de la trombina, o factor lla, a
través de la antitrombina Ill (cofactor de la heparina)

Para determinar las actividades anti Factor-Xa y anti Factor-lla de los
productos, las muestras a analizar se preparan en disolucién acuosa a una
concentracion de 1 mg/mg. Los reactivos que intervienen son Antitrombina IlI,
Factor Xa, y sustrato cromogénico S-2765 para Xa, y Antitrombina Ill, Trombina y
sustrato cromogénico 2238 para lla.

El andlisis de la actividad anti F-Xa consiste en el desarrollo in vitro de la
reaccion que tiene lugar, para la inhibicion del Factor Xa, por el complejo de
Heparina y Antitrombina lll. Esta reaccidn sucede en tres etapas:

- Primera etapa: La Heparina de bajo peso molecular se incuba a 37 °C
con un exceso de Antitrombina Ill formdndose un complejo:

Heparina + Antitrombina Il (exceso) — [Heparina-AT Ill] + AT-llI
remanente.

- Segunda etapa: El complejo [Heparina-AT 1lI] se incuba a 37 °C con un
exceso de Factor Xa formdndose un segundo complejo:

[Heparina-AT Ill] + FXa (exceso) — [Heparina-AT llI-FXa] + FXa
remanente.

- Tercera etapa: Incubacion a 37 °C con el sustrato cromogénico. El
factor Xa remanente hidroliza el sustrato cromogénico (S-2765) liberando el
grupo cromoforo paranitroanilina (pNA):

Sustrato S-2765 + FXa remanente — pNA + Péptido.

Transcurrido el tiempo de incubacion con el sustrato cromogénico, se
anade acido acético al 75% para detener la reaccion y proceder al anilisis
espectrofotométrico a 405 nm.

El nivel de actividad residual del factor Xa es evaluado en la tercera
etapa con la adicién del sustrato cromogénico. La concentracion de dicho
sustrato ha de ser suficiente para obtener un aumento lineal de la absorbancia
medida a 405 nm.
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El analisis de actividad anti F-lla consiste en el desarrollo in vitro de la
reaccion que tiene lugar, para la inhibicion de la trombina, por el complejo de
heparina y antitrombina lll. Esta reaccidn sucede en tres etapas:

- Primera etapa: La heparina de bajo peso molecular se incuba a 37 °C
con un exceso de Antitrombina Ill formdndose un complejo:

Heparina + Antitrombina Il (exceso) — [Heparina-AT llI] + AT-lII
remanente

- Segunda etapa: El complejo [Heparina-AT Ill] se incuba a 37 °C con un
exceso de trombina formandose un segundo complejo:

[Heparina-AT Ill] + Trombina (exceso) — [Heparina-AT Ill-Trombina] +
Trombina remanente.

- Tercera etapa: Incubaciéon a 37 °C con el sustrato cromogénico. La
trombina remanente hidroliza el sustrato cromogénico (S-2238) liberando el
grupo cromoforo paranitroanilina (pNA):

Sustrato S-2238 + Trombina remanente — pNA + Péptido

Transcurrido el tiempo de incubacion con el sustrato cromogénico, se
anade acido acético al 75% para detener la reaccion y proceder al anilisis
espectrofotométrico a 405 nm.

El nivel de actividad residual de la trombina es evaluado en la tercera
etapa con la adicién del sustrato cromogénico. La concentracion de dicho
sustrato debe ser suficiente para obtener un aumento lineal de la absorbancia
medida a 405 nm.

4.1.2.4. Resonancia Magnética Nuclear

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es la herramienta analitica que
proporciona mayor informacién estructural y estereoquimica en un tiempo
asequible. La técnica no es destructiva y tiene aplicaciones en todas las areas de
la Quimica y en algunas de la Biologia.
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La Resonancia Magnética Nuclear es una espectroscopia de absorcidn
cuyo fundamento es la absorcion de energia (radiofrecuencias) por un nucleo
magnéticamente activo, que estd orientado en el seno de un campo magnético,
y que por efecto de esa energia cambia su orientacidn. Las partes fundamentales
de un espectrémetro de RMN son un iman, actualmente una bobina
superconductora, que suministra el campo magnético principal, un oscilador de
radiofrecuencias que suministra la energia necesaria para cambiar la orientacion
de los nucleos, una bobina detectora que recibe las sefiales y un sistema
informatizado que gobierna todo el aparato y que incluye un sistema de
amplificacion y registro.

Entre los nlcleos mas frecuentes en los compuestos organicos son
magnéticamente activos el protén (*H), carbono (°C), nitrégeno (*°N), fésforo
(*P) y fluor (*°F).

Las muestras, generalmente, son disoluciones en disolventes que no
tengan protones ('H). Frecuentemente se usan el deuterocloroformo,
hexadeuterodimetilsulféxido, oxido de deuterio, deuterobenceno,
deuteropiridina y otros.

El alcance de esta técnica para el analisis de estos compuestos
funcionalizados con grupos nitro es bastante limitado. No obstante, se han
realizado para poder disponer de una caracterizacion mdas completa, y poder
detectar cambios estructurales entre los productos obtenidos y las muestras de
referencia, que permitan evaluar si las modificaciones estructurales estan
relacionadas con las reacciones llevadas a cabo.

Los andlisis se realizaron en el centro C.A.l. Resonancia Magnética
Nuclear y de Espin Electrénico, de la Universidad Complutense de Madrid, por el
Departamento de Quimica Orgéanica y Farmacéutica de la Facultad de Farmacia.

El equipo utilizado para el andlisis RMN es el espectrémetro 500AV-
Brucker. Las muestras se disuelven en agua deuterada y los experimentos ‘H
RMN se han adquirido en el espectrometro mencionado de 500 MHz, a 25 °C,
con 32 acumulaciones, 90° de pulso y el espectro centrado a 4,5 ppm.

4.1.2.5. Analisis elemental

El analisis elemental es una técnica que proporciona el contenido total
de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre presente en un amplio rango de
muestras de naturaleza organica e inorgdnica tanto sélidas como liquidas. La
técnica estd basada en la completa e instantdanea oxidacion de la muestra
mediante una combustidén con oxigeno puro a una temperatura aproximada de
1000 °C. Los diferentes productos de combustién CO,, H,O y N, son
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transportados mediante el gas portador (He) a través de un tubo de reduccién y
después selectivamente separados en columnas especificas para ser luego
desorbidos térmicamente. Finalmente, los gases pasan de forma separada por
un detector de conductividad térmica que proporciona una sefial proporcional a
la concentracién de cada uno de los componentes individuales de la mezcla.

Los analisis elementales se realizaron en el C.A.l. Microanalisis Elemental
de la Universidad Complutense de Madrid, Facultad de Farmacia y Facultad de
Ciencias Quimicas.

En la caracterizacion de los compuestos obtenidos, el analisis elemental
se ha estudiado en paralelo con los productos de partida de la sintesis, para
comprobar cémo varian los % de los elementos estudiados en funcion del grado
de nitracion.

Cuando la nitracidn se realiza con éxito, el %N deberia verse aumentado.
Una forma de medir del grado de nitracidon de los productos es la relacion de
grupos nitrados por unidad sacaridica, ONO,/unidad sacaridica. Este parametro
se obtiene por comparacién entre el contenido de nitréogeno en el producto
nitrado y sin nitrar:

Grupos nitro
Unidad sacaridica

Atomos de N Atomos de N

~ Unidad sacaridica (producto nitrado) Unidad sacaridica (producto no nitrado)

Puesto que el nimero de carbonos que tiene la unidad sacaridica es 6,
para calcular el nUmero de atomos de nitrégeno por unidad sacaridica se aplica
la siguiente féormula:

%N
AtomosdeN  _ peso atémico N
Unidad sacaridica %C

67
Peso atémico C

Para una heparina sin nitrar, la relacion atomos N/unidad sacaridica, en el
analisis elemental se ha de obtener un valor de aproximadamente 0,5, que
corresponde al atomo de nitrégeno de la glucosamina constituyente de la
unidad disacaridica.

Por tanto, restando a la relacion dtomos N/unidad sacaridica del producto

nitrado obtenido, la cantidad de 0,5 unidades, obtenemos la relacion de los
grupos nitrados/unidad sacaridica = ONO,/unidad sacaridica.
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4.2. Obtencion de los compuestos:

Los compuestos obtenidos se han codificado con un sistema
alfanumérico. Cada cdédigo estda formado por una parte inicial que se
corresponde con el material de partida, seguido de un guién, las letras o
numeros que codifican a su vez el método de obtencidon empleado, y la parte
final del codigo corresponde al numero de lote correlativo obtenido del
producto de partida y el método.

4.2.1. Preparacion de Heparinatos de Benzalconio

HO854-BZL/1L

50 g de heparina sddica lote HO854 se disuelven en 360 mL de agua.
Sobre esta solucidn se afiade durante 35 minutos una solucién de cloruro de
benzalconio (110,6 g en 110 mL de agua). La solucidén se mantiene 60 minutos en
agitacién y se deja reposar. El liquido sobrenadante se retira y el precipitado se
lava tres veces con agua, se liofiliza y se obtienen 128,18 g del heparinato de
benzalconio.

BEMI-BZL/10L

50 g de Bemiparina sddica lote BP02807C se disuelven en 360 mL de
agua. Sobre esta solucidn se afiade durante 35 minutos una solucién de cloruro
de benzalconio (110,62 g en 110,62 mL de agua). La solucidon se mantiene 60
minutos en agitacion y se deja reposar. El liquido sobrenadante se retira y el
precipitado se lava tres veces con agua, se liofiliza y se obtienen 123,74 g del
heparinato de benzalconio.

HO5106C-BZL/81L

20 g de sal de benzalconio lote HO5106C-BZL (producto de fabricacion,
formado a partir de la heparina sddica lote HO5106C) se disuleveen 100 ml de
bromo-clorometano. Se precipitan sobre 100 ml de una solucién de acetato
sédico en metanol al 10% w/v. Se obtienen 7,17 g de producto. A continuacién
se pesan 5 g del producto obtenido y se disuelven en 36 mL de Agua. Sobre esta
solucién se afiade durante 35 minutos una solucién de cloruro de benzalconio
(11,07 g en 11,07 mL de agua). La solucidén se mantiene 60 minutos en agitacion
y se deja reposar. El liqguido sobrenadante se retira y el precipitado se lava tres
veces con agua, se liofiliza y se obtienen 9,91 g del heparinato de benzalconio.
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HW1214-BZL/1L

100 g de Heparina sddica lote HW1214 se disuelven en 725 mL de agua.
Sobre esta solucién se afiade durante 35 minutos una solucién de 439,6 g
cloruro de benzalconio al 50% w/v en agua). La solucion se mantiene 60 minutos
en agitacién y se deja reposar. El liquido sobrenadante se retira y el precipitado
se lava tres veces con agua, se liofiliza y se obtienen 233 g del heparinato de
benzalconio.
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4.2.2. Nitroderivados por nitracion con Nitrato de Acetilo

HO5106C-116, lote 1

En un matraz de 50 mL, se afiaden 0,26 mL de anhidrido acético a 5 mL
de diclorometano a —10 °C. Trascurridos 10 minutos con agitacién y a —10 °C, se
anaden 0,10 mL de &cido nitrico. La mezcla se agita y se mantiene a —10 °C
durante 1 hora, y después se agita y mantiene a 0 °C durante 1 hora mds. A
continuacién se gotea durante 5 minutos 1,98 g de la sal de benzalconio lote
HO5106C-BZL/81L disuelta previamente en 20 mL de diclorometano a 0 °C. Se
agita y se mantiene la reaccién a 0 °C durante 1 hora. El crudo obtenido se afiade
sobre 12 mL AcONa/MeOH 10% (w/v) y se deja 16 horas en reposo. Se separa el
sélido por centrifugacién y se lava con dos volimenes de 'PrOH. El sélido se
redisuelve en 20 mL de agua purificada, se neutraliza con NaOH 1N, se afiaden y
disuelven 2 g NaCl, se afiaden 3 volumenes (3V) 'ProH y se deja 24 horas en
reposo. El precipitado se recoge por filtracion y se seca a vacio a 35 °C. Se
obtienen 0,89 g.

El producto obtenido presenta las siguientes caracteristicas:

e Analisis por GPC:
Peso molecular: 15.382 Da

e Actividad anti-FXa:
18,7 Ul/mg

e Actividad anti-Flla:
25 Ul/mg

e Ratio actividad anti-FXa/anti-Flla:
0,75

e Estudio espectroscdpico en el infrarrojo:
FT/IR: Oonop=1275,7 cm™; Ono =1628,6 cm™.
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En el espectro IR aparecen las sefiales a 1275,7 cm™ y 1628,6 cm™, gue estan
dentro de la zona del espectro comprendida entre 1270-1285 cm™ (ONO,) y
1625.1660 cm™ (NO), confirmando la nitracién del producto (ver comparacion

Figura 9. Espectro IR producto HO5106C-116, lote 1

abajo con el espectro IR del producto de partida).

e  Estudio espectroscopico en el infrarrojo de producto de partida:

FT/IR: Oonop=1218.79cm™; Opno=1611,23cm™.
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Figura 10. Espectro IR de referencia del producto de partida,
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e Andlisis elemental:
%C=6,84; %H=1,38; %N=1,25; %S=3,01. Atomo N/unidad sacaridica:
0,94 y por tanto ONO,/unidad sacaridica: 0,44

El analisis elemental de la heparina de partida es el siguiente:
%C=20,44; %H=3,93; %N=2,13; %5=7,18. Atomo N/unidad sacaridica:
0,56

El contenido en nitrégeno en el producto obtenido se ve aumentada
casi al doble, confirmandose la nitracién del producto.
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HO5106C-116, lote 2

A una solucién de 1 g de la sal de benzalconio lote HO5106C-BZL/81L
disuelto en 20 de diclorometano y mantenida a 0 °C, se le aiflade 0,57 mL de
anhidrido acético y 0,22 mL de acido nitrico y la reaccién se mantiene durante 24
h a 0 °C. Transcurrido ese tiempo, la solucidn se afiade sobre 6 mL de solucién de
acetato sdédico al 10 % en metanol y se deja 16 horas en reposo. Se separa el
sélido por centrifugacién y se lava con dos volimenes de MeOH. El sélido se
redisuelve en 10 mL de agua purificada, se neutraliza con NaOH 1N, se afiaden 2
g NaCl y 3V de MeOH y se deja 24 horas en reposo. El precipitado se recoge por
filtracion y se seca a vacio a 35°C. Se obtienen 0,20 g de precipitado. El producto
obtenido presenta las siguientes caracteristicas:

e Analisis por GPC:
Peso molecular medio Mw 7.251 Da

e Actividad anti factor Xa:
18 Ul/mg

e Estudio espectroscopico en el infrarrojo:
FT/IR: Oono02=1276,7cm’™; Ono=1640,2cm™.
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Figura 11. Espectro IR producto HO5106C-116, lote 2

En el espectro IR se aprecian sefiales a 1276,7 cm™ y 1640,2 cm’?,
correspondientes a los grupos ONO, y NO respectivamente, indicativas de que el
producto se ha nitrado.
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e Analisis elemental:
%C=22,37; %H=3,97; %N=6,22; %5=6,53. ONO,/unidad sacaridica: 0,93

Del anadlisis elemental podemos observar que el %N es
aproximadamente 3 veces superior (6,22%) al del producto de
referencia heparina (2,13%), indicativo de que el producto se ha nitrado.
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HO5106C-116, lote 5

En un matraz de 500 mL, se enfria a -10 °C, se afiade 1,71 mL de Ac,0 en
30 mL de cloruro de metileno. Se agita y enfria durante 30 minutos a -10 °C. Se
gotea 0,66 mL de HNOs. Se deja una hora a -10 °C. Se deja una hora a 0 °C. Se
afiade 3 g de la sal de benzalconio lote HO516C-BZL/81L disueltos en 60 mL de
cloruro de metileno. Se deja 24 horas a 0 °C. Tras 24 horas se afiade sobre 50 mL
de AcONa /metanol al 10% w/v. Se centrifuga. Se lava con 2 volimenes de
'PrOH. El sélido se disuelve en 30 mL de agua purificada. Se neutraliza. Se afiaden

3 g de NaCl. Se afiaden 300 mL de 'PrOH. Se filtra y se seca a vacio. Se obtiene
3,08 g.

Los 3,08 g se disuelven en 10 mL. Se siembran en 3500 mL de Biogel P-2.
Ve= 1025 mL. §#=0,42 mL/min. Se concentra el producto eluido en el rotavapor,
se congela y se liofiliza. Se obtiene 0,967 g. El producto obtenido tiene las
siguientes caracteristicas:

e Espectro "H-RMN
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Figura 12. Espectro RMN producto HO5106C-116, lote 5

En el espectro del producto se observa la zona de sefiales anoméricas
(5,41 ppm para los restos de glucosamina, 5,21 ppm para los de acido 2-O-
sulfoidurdnico), la zona de protones H2 a H6 (con principales sefiales a 4,31
ppm, 4,21 ppm, 3,84 ppm), y la sefial de acetilo de la N-acetilglucosamina (2,04
ppm). A 1,98 ppm se detecta la sefial de acetato posiblemente como restos del
tratamiento con anhidrido acético.
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En comparacion se muestra el espectro de 'H RMN de la heparina de
partida.

L
£

o

i)

"

a5

1
—3m
a0

i)
208

om

-—240120:)&:
2300000
2000000

1800000

-(smom

| ;mmom

| 1200000

‘ I ‘-Lo:mo:m

‘ :s(mm

i -

. 400000

200000

9.5 9.0 85 80 75 70 65 [X] 55

Figura 13. Espectro IR de referencia del producto de partida, heparina

En la siguiente tabla se muestan los desplazamientos quimicos de las
sefiales mds importantes tanto para el producto nitrado como para el producto

de partida.
Tabla 2. Asignaciones de las principales sefiales en 'H NMR

Desplazamiento quimico (8) Desplazamiento quimico ()

HO5106C-116/5, ppm HO5106C, ppm Asignacion
5,41 5,41 H1 ANS6S
5,21 5,23 H1 12S
5,01 5,01 H1

T 4,83 H5 12S
4,34 4,35 H6 ANS6S
4,21 4,21 H6" ANS6S
3,27 3,29 H2 ANS
2,04 2,05 NAC
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e Andlisis por GPC:
HPLC-TSK2000
Peso molecular medio Mw 4214
Distribucién molecular de cadenas
<2000=29,82%;
2000-6000=48,71%;
>6000=21,48%
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Figura 14. Cromatograma GPC producto HO5106C-116, lote 5

En el cromatograma se observa que el producto se ha despolimerizado, con un
Mw de 4214 Da vs el Mw de la heparina que es aproximadamente 15.000 Da.
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e Estudio de espectroscépico en el infrarrojo:
FT/IR: Oonop= 1274.72 cm™; Ono= 1628.59 cm™.
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Figura 15. Espectro IR producto HO5106C-116, lote 5

En el espectro IR aparecen las sefiales a 1274,72 cm™ y 1628,59 cm™, que estan
dentro de la zona del espectro comprendida entre 1270-1285 cm™ (ONO,) y
1625.1660 cm'l(NO), por lo que se puede concluir que el producto se ha nitrado.
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Preparacion del producto HW1214-116/2

En un erlenmeyer de 500 mL se disuelve 40 g de la sal de benzalconio
lote HW1214-BZL/1L en 400 mL de cloruro de metileno a 0°C. En un reactor de 1
L con camisa termostatica y refrigerado por un criotermostato, se diluye 22,8 mL
de Ac,0 en 400 mL de cloruro de metileno a una temperatura < -8 °C, se afiade
8,80 mL de HNO; y se agita a temperatura < -8 °C durante una hora. Se deja
agitando a T2 de 0 °C durante 4,5 horas. Se gotea durante 40 minutos los 40 g de
HW1214-BZL/1L a 0 °C. Se deja agitando 17,5 horas a 0 °C. Se afiade el crudo
sobre 240 mL de AcONa/metanol al 10%. Se deja reposar. Se centrifuga. Se lava
con 120 mL de 'PrOH. El sélido se disuelve en 200 mL de agua MilliQ. Se mide el
pH= 4,05. Se ajusta con NaOH 5N. pH= 7,26. Se disuelve 20 g de NaCl. Se afiade
exceso de 'PrOH. (V aproximado = 1400 mL). Se deja reposar. Se elimina el
liqguido sobrenadante. Se seca y se obtiene 22,89 g. El producto tiene las
siguientes caracteristicas:

* Estudio espectroscdpico en el infrarrojo:
FT/IR: Donoz= 1273.75 cm™, Gyo= 1643.05 cm ™.
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Figura 16. Espectro IR producto HW1214-116/2

En el espectro IR aparecen las sefiales a 1273,75 cm™ y 1643,05 cm™, que estan
dentro de la zona del espectro comprendida entre 1270-1285 cm™ (ONO,) y
1625.1660 cm'l(NO), por lo que se puede concluir que el producto se ha nitrado.

e Analisis de cromatografia GPC:

HPLC-TSK 2000
Peso molecular medio Mw 2.607 Da,que indica que en el proceso se ha
despolimerizado.

78



SINTESIS GENERAL DE COMPUESTOS

HO854-116, lote 41

En un erlenmeyer de 25 ml, se diluyen 0,5 ml de acido nitrico fumante
en 10 ml de diclorometano a temperatura ambiente. Se afiaden 3 gotas de
etilendiamina. Se agita 15 minutos. Se hace IR y se comprueba que no hay
etilendiamina. El crudo sigue amarillo. Se afiaden 3 gotas de etilendiamina. Se
agita 15 minutos. Se hace IR y se comprueba que no hay etilendiamina. El crudo
estd incoloro. Se extraen 8 ml del crudo, evitando coger el producto grasificado
de las paredes. A los 8 ml se afiade 1 ml de Ac,0, se agita 5 minutos. Se afiade 1
g de la sal de benzalconio lote HO854-BZL/1L y se deja 1 hora a temperatura
ambiente. Se gotea sobre 6 ml de AcONa/MeOH vy se centrifuga. Se lava con 10
ml de agua purificada. Se neutraliza y se afiade 1 g de NaCl. Se afiaden 60 ml de
'PrOH. Se filtra y se seca a vacio. Se obtienen 0,20 g.

e Estudio espectroscopico en el infrarrojo:
FT/IR: Oonop= 1269.9 cm™; Ono= 1643.05 cm™.

1643.05 cm-1
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Figura 17. Espectro IR producto HO854-116,lote 41

En el espectro IR aparecen las sefiales a 1269,9 cm™ y 1643,05 cm’™, gue estan
dentro de la zona del espectro comprendida entre 1270-1285 cm™ (ONO,) y
1625.1660 cm'l(NO), por lo que se puede concluir que el producto se ha nitrado.

e Analisis por GPC:
HPLC- TSK 3000, Peso molecular medio Mw 4.786

e Actividad anti Factor Xa:
2,3 Ul/mg
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HO854-116 lote 59

En un matraz de 250 mL se diluye 2,28 mL de Ac,0 en40 mL de cloruro
de metileno a -10 °C. Se afiade 0,88 mL de HNOs;. Se deja 45 minutos a -10 °C. Se
deja 45 minutos a 0 °C. Se afiade 4 g de la sal de benzalconio lote HO854-BZL/1L
disuelto en 80 mL de cloruro de metileno a 0 °C durante 2 minutos. Se deja 16
horas a 0 °C. Se afiade sobre 24 mL de AcONa/metanol al 10%. Se centrifuga. Se
lava con 80 mL de 'PrOH. Se centrifuga. Se disuelve el sélido en 40 mL de agua.
Se neutraliza. Se anade CINay240 mL de 'PrOH. Se filtra y se seca a vacio. Se
obtiene 1,79 g. El producto obtenido tiene las siguientes caracteristicas:

¢ Andlisis de cromatografia GPC:
Peso molecular medio Mw 2.379 Da

e Estudio espectroscopico en el infrarrojo:
FT/IR: Oonoa= 1279.54 cm™, Ono= 1646.91 cm™.
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Figura 18. Espectro IR producto HO854-116 lote 59 L

En el espectro IR aparecen las sefiales a 1279,54 cm™ y 1646,91 cm™, que estan
dentro de la zona del espectro comprendida entre 1270-1285 cm™ (ONO,) v
1625.1660 cm'l(NO), por lo que se puede concluir que el producto se ha nitrado.

e Actividad anti-FXa:
0,6 Ul/mg

e Actividad anti-Flla:
0 Ul/mg
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4.2.3. Nitroderivados por Esterificacion

BP-116, lote 21

En un erlenmeyer de 25 mL, se disuelven 1,25 g de la sal de benzalconio
lote BEMI-BZL/10L en 12,5 mL de cloruro de metileno. Se agita y se calienta a 35
°C. Se afiade 0,24 mL de Et3;N. Se adiciona gota a gota una disolucién de 0,27 g de
4-cloro-nitroxibutano (sintetizado a partir del 4-cloro-1-butanol) en 2,5 mL de
cloruro de metileno. A las 24 horas se afiaden 0,24 mL de Et3;N. Se afiade 0,27 g
de 4-cloro-nitrooxibutano disuelto en 2,5 mL de cloruro de metileno. Se deja
agitando a 35 °C. A las 24 horas se aifaden 0.24 mL de Et;N. Se afiade 0,27 g
adicionales de 4-cloro-nitroxibutano disuelto en 2,5 mL de cloruro de metileno.
Se deja agitando a 35 °C. A las 24 horas se da por finalizada la reaccién. El sélido
blanco se disuelve en 12,5 ml de agua purificada. Se mide el pH= 8,2. Se
neutraliza. Se disuelve 1,25 g de NaCl en exceso de metanol. Se deja reposar. Se
elimina la mayor parte del liquido sobrenadante. Se aflade metanol fresco. Se
deja reposar. Se centrifuga y se seca. Se obtienen 0,42 g. El producto obtenido
presenta las siguientes caracteristicas:
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Andlisis por GPC:

HPLC-TSK2000

Peso molecular medio Mw 2587

Distribucién molecular de cadenas:
<2000=31.10%; 2000-6000=68.78%;>6000=0.12%

Detecior Response

Sample ; BEMI-11851
Injecticn Date = 25~ lar-0E &

Calibration File ! C:AChem32WEPCimalCAL 0ECHL01.03 BROAD 2 CAL
Calibeatlon Date ¢ Tussday A0S 127100

Baseline from : G435 min Daweline ba ; 12,130 min
Integration from:  B.052 min Intagration to 11,584 min
MHIC- A (Cal): 5§ ASSBO04E-2 MHEK - I {CaL): O34 RINE-1 milg
Disd, int, Standard ;RIDT A, Ralracive India Sighal
ntetand-cal:  SA20ml Intstand -gam.: .20 ml
Elueni | Nall 01N Flowrate : 1000 mimin
Cancaniration 1.000 g4 Injecd valiimi | 20.000 u
Dabecior 2 ; VWD A, Warsslang el nm Delwy volume ; 0.000 &
Ciparator - 5035 Acquigition Interval @ 0,430 mec
40
- BEMI-11621 ‘
M 1
Foi | !
| F
0 :‘I
| y
¥
0 _ ; i
f' .......... R | ...... - £ I T = |
04 25 50 75 b [iTi] 12.5

Elutian Valume [mi]

wad1A

Mn: 207563 nimal
Ms: 25574a3 A
Mz: 30GTIed el
My - 2:3008e3 g
D 1. 246810

Ini: A 2481 miy
Vp: aTdd el mi
Bp: 2551503 ol

A S8 2ed mi™y
o 2 2110
wht: G070
= B0 012

El producto obtenido se ha despolimerizado, lo que se puede comprobar por el
valor del peso molecular medio Mw 2587 Da. Consecuentemente a esta bajo
valor de peso molecular, el % mayoritario de las cadenas se encuentra por
debajo de 6000 Da, indicativo de un valor de actividad anti-Flla residual.
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Figura 19. Cromatograma GPC producto BP-116, lote 21




Actividad anti factor Xa:

88 Ul/mg

Espectro 'H-RMIN:
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A continuacion se muestran los espectros para el producto nitrado y el de

partida.
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Figura 20. Espectro 1H-RMN del producto BP-116, lote 21
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Figura 21. Espectro 1H-RMN del producto BP-116, lote 2121
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En la zona de los anoméricos, se observan bastantes cambios ya que
aparece una sefial a 6,33 ppm que parece como si parte de la seial
correspondiente al H4-AU2S se desplazara. Curiosamente esto mismo se observa
para las senales H1- y H2-AU2S, donde se pueden ver dos seiales cercanas a
menor campo.

Si se calculan las integrales de éstas sefiales se obtiene una relacién de
aprox. 76 % sin sustituir y aprox. 24 % sustituido.

Asimismo se puede observar un ligero desplazamiento y
ensanchamiento en la sefal correspondiente a los UroA.

BP HLINK60
I I I I I
6.50 6.00 550 5.00 450
ppm (t1)
BEMI-113/21
I ! ! ! I | | |
6.50 6.00 5.50 5.00 450
ppm (t1)

Figura 22. Producto BP-116, lote 21 (abajo) vs BP (arriba)

En el espectro del producto obtenido se observa ademads la presencia de
sefiales a 3,35, 1,91 y 1,29 ppm, consistentes con la cadena alifatica introducida.

En la siguiente tabla se muestan los desplazamientos quimicos de las

sefiales mas importantes tanto para el producto nitrado como para el producto
de partida.
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Tabla 3. Asignaciones de las principales sefiales en 'H NMR

Desplazamiento quimico (8) Desplazamiento quimico (d)

BP-116/21, ppm BP, ppm Asignacion
6,33 -—-- H4 AU2S??
6,18 -—-- H4 AU??
5,98 5,98 H4 AU2S
5,79 5,80 H4 AU
5,56 5,56 H11,6-AnM
5,50 5,50 H1 AU2S
5,40 5,41 H1 ANS6S
5,21 5,21 H112S
5,03 5,00 H1I

4,76 4,83 H5 125
4,62 4,62 H1G

4,34 4,34 H6 ANS6S
4,21 4,21 H6’ ANS6S
3,27 3,28 H2 ANS
2,04 2,04 NAc
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* Espectro HSQC:
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Figura 23. HSQC producto BP-116, lote 21

En HSQC aparece un metileno a 4,606 — 73,516 ppm consistente con un
metileno contiguo al grupo —ONO2 y otra sefial a 4,196 — 67,754 ppm,
consistente con un metileno de éster —-CH2-0-CO-.

—900
—950
H1-DU28"? L
0. 40@ @ @ L
H1-DU2S L
P —100.
o L
H4-DUZS —105.0
1.00@ -
H4-DU2S7
—110.0
0.24Q) L
—ppm (tl
| | | |
6.00 5.50 5.00 450
ppm (t2)

Figura 24. HSQC producto BP-116, lote 21
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Asi mismo en la zona de protones anoméricos aparece una sefial
correspondiente a H4-C4 AU2S a 6,34 (*H-RMN) y 113,7 (*C-RMN) ppm
consistente con una estructura del tipo:

COO(CH,),0NO, CH,OR?
~—a ° °
/OH 0 OR?
OSO4Na NHR'
R': SO;Na, COCH; 6 H
RZ SO;Na 6 H

Figura 25. Estructura
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4.2.3. Despolimerizacion en presencia de una base de Fosfaceno

HW1214-110/14

Se pesan 10 g de la sal de benzalconio lote HW1214-BZL/1L y se
disuelven en 30 mL de diclorometano. Se afiaden 1,72 mL de BEMP y se deja
reaccionar 8h a 35 °C. Se afladen 1,72 mL de BEMP y se deja reaccionar 16h a 35
°C. Se anaden 1,72 mL de BEMP y se deja reaccionar 8h a 35 °C. Se afiade 1 mL
de H202 y se deja reaccionar 16h a 35 °C. Se obtienen 3,39 g del producto
HW1214-110/12. Se pesan 2 g de este producto y se disuelven en 14,5 mL de
agua. Sobre esta solucién se afiade durante 35 minutos 8,79 g de una solucién
de cloruro de benzalconio al 50% w/v en agua. La solucién se mantiene 60
minutos en agitacién y se deja reposar. El liquido sobrenadante se retira y el
precipitado se lava tres veces con agua, se liofiliza y se obtienen 4,84 g del
heparinato de benzalconio lote HW1214-BZL/3L.

En un erlenmeyer de 50 mL se disuelven 4,84 g de HW1214-BZL/3L en
14,5 mL de cloruro de metileno. Se aflade 0,83 mL de BEMP. Se agita y se deja 16
horas a 35 °C. A las 16 horas se saca una alicuota de 0,33 mL. Se afiade sobre 2
mL de AcONa/metanol. Se centrifuga. Se lava con metanol. El sélido se disuelve
con 3 mL de agua. Se neutraliza. Se disuelve una punta de espatula de CINa. Se
deja en reposo. Se filtra y se seca a vacio. HPLC-TSK 2000 3.208 Da. El resto de
crudo se afiade sobre 30 mL de AcONa/metanol al 10 % y se deja reposar. Se
centrifuga. Se hacen dos lavados con metanol. Se centrifuga. El sélido blanco se
disuelve en 25 mL de agua. Se mide el pH= 10,57. Se neutraliza. pH= 6,94. Se
disuelve 2,5 g de NaCl. Exceso de metanol. Se elimina el liquido sobrenadante.
Se afiade metanol fresco. Se filtra y seca a vacio. Se obtienen 1,32 g de producto.
Se obtiene un producto con las siguientes caracteristicas:
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Actividad anti Factor Xa:
190 Ul/mg

Actividad anti Factor lla:

9,3 Ul/mg

Ratio activ. anti Factor Xa/ activ. anti-Flla:
20,4

Andlisis por GPC:

HPLC-TSK2000

Peso molecular medio Mw 2924 Da

Distribucién molecular de cadenas <2000=42.50%;
2000-6000=49.04%; >6000=8.46%

Detector Response

Sample : w1 214-110/14

Injection Date = 10-Jun-10, 12:58:25

Calibration File : C\Chem3ZWGPCicalibéCAL 10iscr 19,03.10 broad2 CAL
Calibration Date : Monday 180117 151212

Baseline from : 6736 min Baseline to : 12.018 min
Integration from:  £.614 min Inteqration to 11.798 min

MHK - A (Cal.):  -5.BO2BI5E-2 MHK - K (Cal.): 1,552930E+0 miig
Det. Int, Standard :RID1 A, Refractive Indax Signal

Int.stand.-cal.: 8.740 ml Intstand.-sam.: 5922 ml

Eluent : NaCl0,1N Flowrate : 1.000 mbimin
Concentration :  1.000 gil Inject volume : 20.000 ul
Detector 1 RID A, Refractive Index Signal Delay voluime : 0.000 mi
Operator @ 505 Acquisition interval :  0.430 sec

1500 |hw‘|214-1 10/14

1250 ‘
1000 | ‘
| |
!
500
| F
250 3
| '-:
0 3
s 2 - - S -
0.0 25 50 75 0.0 125
Elution Valume [mi]
rid14
Mn: 177003 afmal

Mw: 292363 nfmal
Mz: 460713 afmel

By . 0.000000 gfmol
D: 1.6518e0

Inl: 0000000 milfg
Vp i 1.0044e1 mil
Mp:  1.7590e3 gfmol
A 2683083 mil*y
< 2000 4250

with 45.04

= G000 B.46

Figura 26. Cromatograma GPC producto HW1214-110/14
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El producto obtenido se ha despolimerizado, lo que se puede comprobar por el
valor del peso molecular medio Mw 2924 Da. El Mw del producto de referencia,
heparina, tiene un valor medio de aproximadamente 15000 Da. El % mayoritario
de las cadenas se encuentra por debajo de 6000 Da, teniendo un % pequefio
(8,46%) de cadenas superiores a 6000 Da, que se correlaciona con el bajo valor
de actividad anti-Flla.
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4.2.4. Preparacion de formulaciones Topicas

Preparacién del producto RG-001
RG-001= Regranex®, producto comercial.

Regranex 0,01% gel: cada gramo de gel contiene 100 microgramos de
becaplermina (Factor de Crecimiento plaguetario BB humano recombinante
(rhPDGF-BB).

Excipientes: cada gramo contiene 1,56 mg de parahidroxibenzoato de
metilo (metilparaben) y 0,17 mg de parahidroxibenzoato de propilo
(propilparaben).

Preparacion del vehiculo A: producto RG-002

Composicion % (w/w): metilparaben 0,16; propilparaben 0,02; sodio
acetato trihidrato 0,15; sodio cloruro 0,78; m-cresol 0,09; acido acético glacial
0,01; CMCNa alta viscosidad 2,3; agua 96,49.

Se pesa el sodio acetato trihidrato, sodio cloruro, m-cresol y acido
acético glacial y se anade en parte del agua de la formulacion. Se agita mediante
agitacién magnética hasta total disolucion. Se pesa la CMCNa y se espolvorea
sobre la disolucién anterior. En la porcidn de agua restante de la formulacidn, se
disuelven el metilparaben y propilparaben mediante agitacion magnética. Para
conseguir la disolucion completa se calienta el agua previamente (70 °C). Una
vez enfriada la disolucion se afiade al resto de la formulacién. Se agita en paletas
a 300 rpm hasta total disolucién de la CMCNa y formacién del gel.
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Preparacion del producto RG-003
RG-003= Formulacién HO5106C-116 lote 1 + vehiculo A

Composicion % (w/w): metilparaben 0,16; propilparaben 0,02; sodio
acetato trihidrato 0,15; sodio cloruro 0,78; m-cresol 0,09; acido acético glacial
0,01; CMCNa alta viscosidad 2,3; HO5106C-116/1 1; agua 95,49.

Se pesa el sodio acetato trihidrato, sodio cloruro, m-cresol y acido
acético glacial y se anade en parte del agua de la formulacion. Se agita mediante
agitacion magnética hasta total disolucién. Se pesa la cantidad de HO5106C-116
Lote 1y se afade a la disolucion anterior. Se agita mediante agitacién magnética
hasta total disolucion. Se pesa la CMCNa y se espolvorea sobre la disolucion
anterior. En la porcién de agua restante de la formulacidn, se disuelven el
metilparaben y propilparaben mediante agitacién magnética. Para conseguir la
disolucion completa se calienta el agua previamente (70 °C). Una vez enfriada la
disolucidn se afiade al resto de la formulacidn. Se agita en paletas a 300 rpm
hasta total disolucion de la CMCNa y formacion del gel.

Preparacion del producto SR-001
SR-001= Formulacién HO5106C-116 lote 1 + vehiculo B

Composicion % (w/w): HO5106C-116/1 0,96; colageno tipo | 0,23;
hialuronato sdédico 2,32; agua 96,49.

Se disuelven 250 mg de HO5106C-116 lote 1 en 25 ml de agua destilada.
Se agita mediante agitacion magnética hasta total disolucién. Se afnaden 60 mg
de colageno tipo |. Se agita mediante agitacion magnética hasta total disolucion.
Se afiaden 600 mg de hialuronato sddico. Agitar mediante agitacion magnética
hasta total disolucion.

Preparacion del producto SRO-002/ROV1101
Formulacién HO5106C-116 lote 5 + vehiculo B

Composicion % (w/w): HO5106C-116 lote 5 0,96; colageno tipo | 0,23;
hialuronato sédico 2,32; agua 96,49.
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Se disuelven 250 mg de HO5106C-116 lote 5 en 25 ml de agua destilada.
Se agita mediante agitacion magnética hasta total disolucién. Se anaden 60 mg
de coldgeno tipo I. Se agita mediante agitacion magnética hasta total disolucion.
Se afiaden 600 mg de hialuronato sddico. Agitar mediante agitacion magnética
hasta total disolucion.

Preparacion del producto SRO-003/ROV1102
SRO-003/ROV1102= Formulacion HO854-116 lote 59 + vehiculo B

Composicion % (w/w): HO854-116 lote 59 0,96; coldgeno tipo | 0,23;
hialuronato sdédico 2,32; agua 96,49.

Se disuelven 250 mg de HO854-116 lote 59 en 25 ml de agua destilada.
Se agita mediante agitacion magnética hasta total disolucién. Se afaden 60 mg
de colageno tipo |. Se agita mediante agitacion magnética hasta total disolucion.
Se afiaden 600 mg de hialuronato sddico. Agitar mediante agitacion magnética
hasta total disolucion.

Preparacion del producto SRO-004/ROV1103
SRO-004/ROV1103= Formulacion HW1214-116/2 + vehiculo B

Composicion % (w/w): HW1214-116/2 0,96; colageno tipo | 0,23;
hialuronato sédico 2,32; agua 96,49.

Se disuelven 250 mg de HW1214-116/2 en 25 ml de agua destilada. Se
agita mediante agitacién magnética hasta total disolucién. Se afiaden 60 mg de
colageno tipo I. Se agita mediante agitacion magnética hasta total disolucién. Se
afladen 600 mg de hialuronato sédico. Agitar mediante agitacién magnética
hasta total disolucion.
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Preparacion del producto SRO-005/ROV1104

SRO-005/R0OV1104 = Formulacién Bemiparina lote GRBP01310 +
vehiculo B

Composicion % (w/w): Bemiparina 0,96; coldgeno tipo | 0,23;
hialuronato sédico 2,32; agua 96,49.

Se disuelven 250 mg de Bemiparina lote GRBP01310 en 25 ml de agua
destilada. Se agita mediante agitacién magnética hasta total disolucién. Se
anaden 60 mg de colageno tipo I. Se agita mediante agitacion magnética hasta
total disoluciéon. Se afiaden 600 mg de hialuronato sédico. Agitar mediante
agitacion magnética hasta total disolucidn.

Preparacion del producto ROV1105
ROV1105= Formulacién Bemiparina lote GRBP2110D + vehiculo B

Composicion % (w/w): Bemiparina 0,96; colageno tipo | 0,23;
hialuronato sddico 2,32; agua 96,49.

Se disuelven 250 mg de Bemiparina en 25 ml de agua destilada. Se agita
mediante agitacidn magnética hasta total disolucion. Se afaden 60 mg de
colageno tipo I. Se agita mediante agitacion magnética hasta total disolucién. Se
anaden 600 mg de hialuronato sédico. Agitar mediante agitacion magnética
hasta total disolucion.

Preparacion del producto ROV1106
ROV1106= Formulacién HW1214-116 lote 2 + vehiculo B

Composicion % (w/w): HW1214-116 0,96; coldgeno tipo | 0,23;
hialuronato sédico 2,32; agua 96,49.

Se disuelven 250 mg de HW1214-116 en 25 ml de agua destilada. Se
agita mediante agitacién magnética hasta total disolucién. Se afiaden 60 mg de
colageno tipo I. Se agita mediante agitacion magnética hasta total disolucién. Se
afaden 600 mg de hialuronato sédico. Agitar mediante agitacién magnética
hasta total disolucion.

94



SINTESIS GENERAL DE COMPUESTOS

Preparacion del producto ROV1107
ROV1107= Formulacién HW1214-110/14 + vehiculo B

Composicion % (w/w): HW1214-110/14 0,96; colageno tipo | 0,23;
hialuronato sédico 2,32; agua 96,49.

Se disuelven 250 mg de HW1214-110/14 en 25 ml de agua destilada. Se
agita mediante agitacién magnética hasta total disolucion. Se afiaden 60 mg de
colageno tipo I. Se agita mediante agitacion magnética hasta total disolucién. Se
anaden 600 mg de hialuronato sédico. Agitar mediante agitacidn magnética
hasta total disolucion.
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5. Estudios in vivo

5.1.- Condiciones generales de los estudios

Los ensayos en animales descritos en esta Tesis Doctoral se han
realizado en el Centro de Cirugia de Minima Invasién Jesus Usdn, y han sido
dirigidos por las doctoras M2 Fernanda Martin Cancho y Ana Nieto.

El objetivo comin de todos los estudios in vivo realizados fue evaluar la
actividad terapéutica de nuevas moléculas desarrolladas en esta tesis doctoral
en la curacion de ulceras tdpicas cronicas, tras la administraciéon de dichos
productos por via subcutanea y por via tépica.

Los objetivos generales que se persiguen en los estudio que se describen
en esta tesis son los de evaluar el comportamiento de dichos productos en la
curacion de ulceras de distintas etiologias, tales como Ulceras diabéticas, Ulceras
por quemadura y Ulceras corneales.

Para el estudio de estos comportamientos se han usado tres modelos
animales. En un screening inicial se ha usado el modelo animal raton diabético,
dada la rdpida curacidn de las heridas en este modelo. En una segunda fase se
han estudiado los modelos animales cerdo minipig y conejo.

5.1.1- Bienestar Animal

Los procedimientos de los estudios descritos se han llevado a cabo de
acuerdo con la Directiva 86/609/CEE del Consejo de 24 de noviembre de 1986
relativa a la aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas de los Estados Miembros respecto a la proteccion de los
animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos, Ley 32/2007
de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, en su explotacion,
transporte, experimentacion y sacrificio, y Real Decreto 1201/2005 de 10 de
octubre, sobre proteccion de los animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos.

Los procedimientos de los estudios han sido revisados y aprobados por
el Comité Etico de Experimentacién Animal del Centro de Cirugia de Minima
Invasion Jesus Uson (CCMIJU) de Caceres, y la documentacion generada estd
guardada en los archivos del citado comité.
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En los estudios se ha usado el menor nimero de animales de acuerdo
con la normativa vigente y la integridad cientifica, y se ha tenido en cuenta el
bienestar de los animales en lo referente al nimero y grado de procedimientos a
realizar.

5.1.2- Legislacion BPL

Los procedimientos de los estudios descritos se han llevado a cabo de
acuerdo con el REAL DECRETO 822/1993, de 28 de mayo, por el que se
establecen los principios buenas practicas de laboratorio y su aplicacién en la
realizacion de estudios no clinicos sobre sustancias y productos quimicos (B.O.E.
128 de 29 de mayo de 1993) ; REAL DECRETO 1369/2000, de 19 de julio, por el
que se modifica el Real Decreto 822/1993, de 28 de mayo, por el que se
establecen los principios buenas practicas de laboratorio y su aplicacién en la
realizacion de estudios no clinicos sobre sustancias y productos quimicos (B.O.E.
173 de 20 de julio de 2000) ; REAL DECRETO 2043/1994, de 14 de octubre, sobre
inspeccion y verificacidén de buenas practicas de laboratorio (B.O.E. 281 de 24 de
noviembre de 1994); y ORDEN de 14 de abril de 2000 por la que se adaptan al
progreso técnico los anexos del Real Decreto 2043/1994, de 14 de Octubre,
sobre inspeccidn y verificacion de buenas practicas de laboratorio (B.O.E. 103 de
29 de abril de 2000).

CCMUJU ha conservado en sus archivos los protocolos, los datos
originales, especimenes, muestras de tejido himedo y los informes finales de los

estudios realizados, durante el periodo de tiempo que establece la legislacién
vigente.

5.1.3- Materiales y Equipos

5.1.3.1. Equipos e instalaciones

Para llevar a cabo los estudios fue necesaria la utilizacion de diferentes
equipos que se detallan a continuacion:

- Quiréfano experimental equipado con equipo de anestesia: Maquina
“Harvard Basic single 02”, con vaporizador de isoflurano y caja de
induccion anestésica para roedores.

- Mdquina de Anestesia de alta gama con monitorizacién ventilatoria y
hemodinamica completa para minipigs.

- Mdquina cortapelo para roedores “Wahl trimmer”.

- Instrumental quirdrgico de cirugia general para la creacién de las
Ulceras.
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- Balanza de precisién “Adam equipment”.
- Material de microcirugia: Porta agujas, pinzas y tijera Wescott, punch
de biopsia cutdnea de 6 mm.

Para los estudios con conejos, las técnicas quirdrgicas necesarias y el
seguimiento de las Ulceras corneales se han realizado en el quiréfano, equipado
con el siguiente material especializado:

- Microscopio Zeiss® Opmi Movena® con doble puesto (para ayudante)
equipado con una camara de video 3CCD SONY EXWAVE HAD y otra
camara digital de fotografia CANON PC 1049, que emiten la imagen a 8
pantallas de plasma SONY (6 de 40 pulgadas y 2 de 50 pulgadas)
situadas en el techo.

- Topdgrafo corneal Eye Top 2005 V.1.0 (CSO). Util como método de
exploracién del segmento anterior del ojo, fundamentalmente de la
forma y curvatura de la cérnea, para evaluar la superficie anterior o
posterior. Equipo de diagndstico para alteraciones morfoldgicas como
las ectasias, estudio preciso de la cirugia refractiva, evaluacién de
astigmatismos irregulares, cambios de graduacién espontaneos,
evaluacion y seguimiento de Ulceras corneales, etc. Con la topografia
se obtienen mapas a color de las diferentes zonas de la cérnea con su
respectiva curvatura, valorando posibles irregularidades de Ia
superficie anterior o posterior.

- Ldmpara de hendidura SL-D4 TopCon®. Diagndstico y deteccion de
enfermedades oculares tales como: cataratas, lesién corneal,
sindrome del ojo seco, degeneracion macular, desprendimiento de
retina, oclusidn de los vasos retinianos, retinitis pigmentaria, uveitis,
etc.

- Tondémetro I-Care® TonoVet. Determinacidn de la presidn intraocular.
Util para detectar enfermedades como el glaucoma o la iritis o realizar
evaluacidn de presién intraocular en tratamientos tépicos.

- Paquimetro DGH-555c (Topcon) para medida del grosor corneal.

- Maquina de Anestesia de alta gama con monitorizacion ventilatoria y
hemodinamica completa (Ohmeda, Excell 210).

- Microqueratomo (SBK® Moria).
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Figura 27. Quirdfano del estudio

Se ha empleado también el Servicio de Farmacia del centro para la
conservacién de los productos de ensayo y para la elaboracién de las
formulaciones de estreptozotozina, asi como el Laboratorio de Analisis Clinicos
para la determinacién bioquimica de los pardmetros que se detallan en los
estudios, asi como para la preparacién y conservacion de las muestras de plasma
y de las muestras histoldgicas.
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5.1.3.2. Farmacos y Material Fungible

Para la anestesia, cirugia y cuidados postoperatorios de los animales de
los estudios, fue empleado el siguiente material.

- Agua oxigenada

- Alcohol

- Aloxano monohidrato

- Amoxicilina clavulanico

- Apésitos.

- Atipamezol

- Atropina colirio

- Betadine

- Buprenorfina

- Calfostonic

- Carprofeno

- Ceftiofur

- Cianoacrilato.

- Dexmedetomidina

- Fentanilo Parches transdérmicos
- Flunixin meglumine

- Fluoresceina

- Insulina de accién retardada
- Isofluorano.

- Meloxicam

- Metoclopramida

- Paracetamol (Apiretal).

- Povidona yodada

- Propofol

- Remifentanilo IV

- Sevoflurano

- Silicona termoresistente.
- Streptozotocina

- Sucralfato

- Suero glucosado al 5%.

- Suero salino fisioldgico.
- Sutura de nylon Monosoft 6/0.
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El material fungible utilizado se detalla a continuacién:

- Abbocatt22 G

- Agujasde 21G

- Gasas, compresas....

- Jeringas

- Material quirudrgico de cirugia general
- Material quirudrgico de microcirugia y de oftalmologia
- Tiras oftalmicas de Schrimer.

- Tubos de sangre

- Tubos endotraqueales, n2 3

- Tubos endotraqueales, n2 5-7

- Tubos Eppendorf

5.1.4- Animales en estudio

Los modelos animales que han sido utilizados para los estudios in vivo
han sido ratén, cerdo enano minipig y conejo.

Los estudios realizados en el modelo ratén diabético se han llevado a
cabo con ratones genéticamente diabéticos seleccionados de la cepa BKS.Cg-
m+/+ Lepr db/j, ratones machos de once semanas y con un peso medio de
alrededor de 50 gramos.

Para el modelo experimental porcino se han utilizado cerdos enanos
(“minipigs”) de la raza Gottingen. Estos animales han sido criados en sus
instalaciones barrera, y ofrecen ademds de una excelente homogeneidad
genética y fenotipica, un estatus de salud Unico, ya que son testados para un
amplio abanico de patdégenos, y poseen unas condiciones microbiolégicas muy
definidas.

Para el estudio en modelo experimental de conejo diabético, se han

empleado conejos albinos de raza neozelandesa, con un peso medio de
alrededor de 4,50 Kg.

5.1.5- Condiciones de alojamiento

Los animales utilizados fueron estabulados en el Animalario del Centro
de Cirugia de Minima Invasion.

Para los estudios realizados en ratones, las condiciones ambientales
fueron las siguientes:
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- Temperatura 20-24 °Cy Humedad relativa 55 + 10%.

- Ciclos de 12h de luz/oscuridad con control de la intensidad.

- Quince renovaciones de aire por hora.

- Jaulas individuales con cubeta de polisulfono, con una superficie de
800 cm2 y 18 cm de altura. Acorde con la recomendacién europea
ETS123.

- Lecho de viruta Lignocel 3-4 (Harlan Laboratories Models, S.L.).

- Dieta de mantenimiento estdndar peletizada Harlan Teklad 2014
(Harlan Laboratories Models, S.L.).

- Agua de bebida osmotizada, administrada mediante un dispensador
automatico con posibilidad de ser reemplazado por biberén.

Figura 28. Estabulario

Para los estudios realizados con minipigs, tras su recepcién e inspeccion
inicial, los animales fueron albergados en cubiculos individuales en condiciones
ambientales estrictamente controladas durante el transcurso de los estudios.
Fueron estabulados en el animalario del centro, en salas exhaustivamente
desinfectadas y habilitadas para acoger exclusivamente a los animales de estos
estudios. Se han llevado a cabo todas las actividades clinicas y de mantenimiento
siguiendo un protocolo de seguridad biolégica para mantener el homogéneo
estatus microbioldgico y sanitario de los grupos de estudio.

Para los estudios que se han realizado en conejos, los animales fueron
estabulados en jaulas individuales con cubeta de polisulfono, con una superficie
de 3m”y 40 cm de altura en el Animalario del Centro de Cirugia de Minima
Invasién, en las condiciones ambientales de Temperatura 15-21 °C y Humedad
relativa 55 + 10%. Los ciclos fueron de 12 h de luz/oscuridad con control de la
intensidad, con quince renovaciones de aire por hora.
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5.1.6- Evaluacion de los resultados

Los resultados obtenidos fueron comparados y analizados utilizando el
programa estadistico SPSS 15.0 statistical package for Windows, SPSS Inc,
Chicago, lllinois, empleando un test de ANOVA para medidas repetidas seguido
de un test de Tukey. Se selecciond el método de Tukey porque permite observar
la existencia de diferencias significativas en comparaciones de multiples grupos
simultaneamente. Al ser un test basado en la diferencia de medias, el método es
valido cuando se asume la homogeneidad del tamafio muestral entre los grupos
que se comparan. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. Se llevd a cabo la comparacion de todos los tratamientos entre
ellos y a los diferentes tiempos de medida.

Las fotografias fueron tomadas con una camara digital Nikon D90, con
objetivo de 105mm F/2.8. Se utilizé un sistema de flashes compuesto por cuatro
satélites colocados en un dngulo de 45° enfrentados dos a dos para evitar la
aparicion de sombras. La apertura del diafragma fue de f 32 y la velocidad de
obturacion de 1/100.

La cdmara fotografica se fij6 en el soporte horizontal del tripode, el cual
a su vez, estaba colocado con las patas en maxima extension (130.1 cm del
suelo) y colocado en contacto con la mesa. La posicidén del tripode con respecto
a la mesa fue siempre la misma. Todo el montaje de cdmara, mesa y tripode
dispuso la cdmara en una posicidn fija.

H :

:

| J»
—_
..—-""'"""“

Figura 29. Cdmara y montaje

La nomenclatura que la cdmara asignd a las fotografias fue el cédigo de
cada uno de los estudios, seguido de la numeraciéon automatica que asigna la
camara. La numeracién de cada fotografia se apunté al momento en la ficha del
animal fotografiado.
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Las imdgenes se volcaron al ordenador después de cada jornada de
control fotografico, para mantener una copia de seguridad en todo momento.
Las imagenes se mantuvieron en dos formatos: JPG y NEF.

Se uso el software Imagel, versidén 1.42, para calcular la medida de area
2
expresada en cm®.

Se calculd el porcentaje de reduccién de la herida segun la siguiente
férmula:

Abasal - Atiempo 100

% reduccién = 1
basal

Para los estudios con minipigs, se ha realizado un test de normalidad de
las variables (Test Kolmogorov-Smirnov) comprobando que no seguian ninguna
de ellas una distribucién normal. Ya que en este estudio, el nimero de
observaciones de cada grupo no es similar, (Sokal RS, Rohlf FJ. Biometry. The
principles and practice of statistic in biological research. New York: Freeman,
1995 y Pefia D. Andlisis de la varianza. En Estadistica Modelos y Métodos. Tomo
2, 25-71. Alianza Editorial, Madrid, 1987), se ha empleado un test no
paramétrico de Kruskal Wallis seguido de un test de Mann-Whitney para
determinar las diferencias entre los distintos tratamientos a los diferentes
tiempos de medida. Los valores de p< 0.05 se han considerado estadisticamente
significativos.

En los estudios en minipigs, también se midié el area externa (An) que
marca la contraccidn de la Ulcera (area delimitada por piel normal), con el fin de
calcular el porcentaje de contraccion de la ulcera segun la siguiente formula.
Esta drea se midié a partir del dia 10 tras la creacién quirurgica de la Ulcera, ya
gue en tiempos anteriores no se observo contraccion.

Abasal - An en cada tiempo

100

% contraccién = 1
basal

5.1.7- Valoracion histolégica de las heridas

Los resultados generales obtenidos en los estudios en animales, se
basaron en la puntuacién establecida por el método de Greenhalgh et al. (1990).
A cada bloque se le asignd una puntuacion histolégica del 1 al 15, donde 1
significa herida sin curar y 15 herida completamente epitelizada. La puntuacién
se basa en el grado de invasion celular, la formacién tejido de granulacién,
vascularizacion y epitelizacidn:
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Grado I: Puntuacién de 1-3

Acumulacién celular de ninguna a minima, ausencia de tejido de
granulaciéon o desarrollo epitelial.

Grado II: Puntuacién de 4-6

Tejido de granulacién fino e inmaduro dominado por células
inflamatorias pero con pocos fibroblastos, capilares o deposicion de colageno;
migracion epitelial minima.

Grado lll: Puntuacién de 7-9

Tejido de granulacion moderadamente grueso. Puede variar de estar
dominado por células inflamatorias a mayor presencia de fibroblastos y
deposicion de colagenos, neovascularizacién extensiva, migracion epitelial
minima a moderada.

Grado IV: Puntuacion de 10-12.

Tejido de granulacién grueso y vascular dominado por fibroblastos y
deposicion extensiva de colageno, el epitelio cubre la herida parcial o
totalmente.

Grado V: Puntuacion de 13-15.

Area correspondiente a la herida totalmente epitelizada, sin presentar,
mas o menos, rastros de la herida. Se ha cuantificado el nimero de animales
pertenecientes a cada grado asi como se han promediado las puntuaciones
obtenidas de los animales de cada grupo.

En ratones, la porcién posterior de la zona que contiene la herida se
utilizé para la valoracion histoldgica. Se valord el infiltrado inflamatorio, el tejido
de granulacion (formado sobre todo por fibroblastos y matriz extracelular), la
proliferacion vascular y la reepitelizacion. Para ello, se asigné un valor de 1 a 4
siendo 1: escasa; 2: moderada; 3: severa y 4: muy severa. Asi, de cada muestra,
se tuvo una idea de qué componente es el predominante y el estadio de
recuperacion en el que se encuentra.

Para los estudios en minipigs las muestras de biopsia obtenidas una vez
finalizado el seguimiento, se fijaron en formol para su envio al laboratorio
anatomopatoldgico donde se evaluaron la calidad de la cicatrizacidn utilizando la
tincién de hematoxilina-eosina. En la epidermis, se valoré la presencia o no de
Ulceras, presencia de pustulas bajo el estrato corneo o de células inflamatorias
entre las capas de la epidermis, la hiperplasia del epitelio y la hiperqueratosis,
sefialando también la presencia de paraqueratosis (presencia de nucleos en el
estrato corneo) (P). En el tejido subcutdneo se analizaron la existencia de

108



ESTUDIOS IN VIVO

hemorragias, infiltrado de células inflamatorias, tejido de granulacién o grado de
fibrosis y neovascularizacion.

La evaluacion histoldgica en los estudios en conejo ha determinado la
calidad del tejido formado asi como la determinacién de la disposicién de las
fibras de coldgeno. Las muestras se remitieron en formol, se incluyeron en
parafina y se realizaron tres cortes consecutivos de 5 . Sobre cada corte se
realizaron las tinciones de hematoxilina-eosina (HE), Rojo Sirio y tricrémico de
Masson (TCM). En los cortes tefidos con HE, se estudié el grado de epitelizacion
en la zona de ulceracién, el numero absoluto de queratinocitos del epitelio, la
profundidad de la Ulcera o el grado de fibrosis, infiltrado inflamatorio, apoptosis,
presencia de vasos, presencia de fibras nerviosas y estado de la Membrana de
Descemet. La profundidad de la Ulcera y el grado de fibrosis bajo el epitelio se
estudiaron juntos ya que ambos se relacionan con el espesor del tejido
conjuntivo en la zona lesionada. Con la tincién de Rojo Sirio, se valoré la pérdida
del colageno en el estroma como una disminucién en la coloracién y por ultimo,
con el TCM, la existencia de sustancia hialina en esta misma capa, que se tifi6 de
rojo.
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5.2.- Compuestos utilizados en los estudios

A continuacién se resumen todos los compuestos obtenidos, asi como
la codificacion y los estudios in vivo en que han sido utilizados.

Tabla 4.- Tabla general de compuestos.

ESTUDIO CODIGO cODIGO PRODUCTO
COMPUESTO COMPU’ESTO PARTIDA
EN EL ESTUDIO EN LA SINTESIS

SIF 109-1 PRODUCTO 1 HO5106C Heparina

SIF 109-1 PRODUCTO 2 BP-116/21 Bemiparina

SIF 109-1 PRODUCTO 3 HO5106C-116/2 Heparina

SIF 109-1 PRODUCTO 4 BP08308B Bemiparina

SIF 109-6 PRODUCTO 1 HO5106C-116/1 Heparina

SIF 109-6 PRODUCTO 2 HO5106C-116/2 Heparina

SIF 109-6 PRODUCTO 3 HO5106C-116/5 Heparina

SIF 109-6 PRODUCTO 4 HO854-116/41 Heparina

SIF 109-7 RG-001 Regranex® --

SIF 109-7 RG-002 Vehiculo A -

SIF 109-7 RG-003 HO5106C-116/1 Heparina

SIF 109-7 SR-001 HO5106C-116/1 Heparina

SIF 210-1 ROV1105 GRBP2110D Bemiparina

Grupos |, 11y Il

SIF 210-1 ROV1106 H1214-116/2 Heparina

Grupos |, 11y Il

SIF 210-1 ROV1107 H1214-110/14 Heparina

Grupos |, 11y Il

SIF 210-1 ROV1105 GRBP2110D Bemiparina

Grupos VIy VI

SIF 210-1 ROV1106 H1214-116/2 Heparina

Grupos VIy VI

SIF 110-1 SRO-002/ROV1101 HO5106C-116/5 Heparina

SIF 110-1 SRO-003/ROV1102 HO854-116/59 Heparina

SIF 110-1 SRO-004/ROV1103 H1214-116/2 Heparina

SIF 110-1 SRO-005/ROV1104 GRPB01310 Bemiparina
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5.3.- Estudios sobre ulceras diabéticas

El objetivo de estos estudios fue evaluar la actividad terapéutica de
tratamientos farmacoldégicos en la curacidon de ulceras tdpicas en animales
genéticamente diabéticos, en base a resultados de reduccion de ulceras y
estudio histoldgico.

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico crénico
caracterizado por hiperglucemia, debido a la falta o resistencia a la insulina. Los
pacientes con DM suelen padecer una enfermedad vascular isquémica o un
defecto de cicatrizacién de la herida. Es bien sabido que la DM de tipo 2 provoca
la amplificacién del proceso aterosclerdtico, la disfuncién de las células
endoteliales, la glicosilacion de proteinas de la matriz extracelular y la
denervacién vascular, complicaciones que conducen en ultima instancia al
deterioro de la neovascularizacion y la cicatrizacion de heridas diabéticas [46].

La DM se asocia a un incremento del riesgo de complicaciones e
infecciones durante el proceso de cicatrizaciéon de las heridas, por una
prolongacién del tiempo de curacién. Se conoce que la hiperglucemia crénica se
asocia con un aumento de la formacion de productos avanzados de la
glicosilacion (PAGEs) y una hiperactividad del complejo aldosa reductasa-
proteina quinasa C, lo cual provoca, por mecanismos complejos, un incremento
del estrés oxidativo, fendmeno que esta intimamente ligado a la aparicion de
difuncién endotelial (DE) [47].

Existe una relacion entre la disfuncién endotelial y el riesgo de Ulcera. La
alteracion de la vasorregulacion en pacientes diabéticos conduce al desarrollo y
perpetuacion de la ulceracion crénica a través del fallo de la respuesta
hiperémica normal a la lesién. Un defecto fundamental que se ha demostrado
en sujetos diabéticos es la disfunciéon de la vasodilatacion dependiente del
endotelio. La cicatrizacién de la herida ocurre como una respuesta celular a la
lesidn e implica la activacidén de queratinocitos, fibroblastos, células endoteliales,
macrofagos y plaquetas. Estos tipos de células coordinan y mantienen la
curaciéon a través de la liberacién de muchos factores de crecimiento vy
citoquinas. Las respuestas defectuosas de las células inmunitarias o el
reclutamiento deteriorado dentro del sitio de la herida dan como resultado una
curacion defectuosa en la diabetes [46].

Una serie de mecanismos multiples, incluyendo disminucién de la
respuesta celular y del factor de crecimiento, conducen a una disminucién del
flujo sanguineo periférico y a una disminucién de la proliferacion de células
endoteliales. Esto da lugar a la falta de cicatrizacidn de heridas en la diabetes y la
consecuente aparicion de ulceras.

111



ESTUDIOS IN VIVO

Modelo animal raton diabético

Se trata de un modelo para el desarrollo de estrategias para el
tratamiento de heridas en enfermos diabéticos, ya que el ratédn genéticamente
diabético desarrolla resistencia a la insulina e hiperglucemia similares a las
observadas en la diabetes del adulto.

Dentro de los modelos animales estudiados, el modelo de ratén
diabético es valido para un screening inicial debido a la rapida curacién de las
Ulceras en ratones. En una segunda fase se ha estudiado la capacidad
antiulcerosa de los compuestos en otros modelos como minipig y conejo.

En lo referente al disefio de los estudios, el primer dia del ensayo se
anestesiaron los animales con anestesia inhalatoria con isofluorano al 2% en
oxigeno al 100% con un flujo de gas fresco de 2 L/min. Se rasuré el lomo del
animal, se limpid la zona con desinfectante y se marco la situacion de la herida,
mediante plantilla para igualar su posicién en todos los animales. La herida se
realizd mediante una incision circular de 0,6 cm de diametro mediante un punch
de biopsia cutanea, extirpandose la piel de la zona media dorsal. Posteriormente
se colocd una lamina de silicona de 1,2 mm de grosor con una apertura central
circular de 12 mm de didmetro interno la cual se adheriéo a la piel con
cianoacrilato y se fij6 con 4 puntos de nylon 6/0 para minimizar y evitar la
retraccion de la piel. La zona de la herida se tapd con un apdsito semipermeable.

Se administré por via i.p. 0,5 ml/animal de suero fisioldgico después de
la intervencion.

Durante los 7 dias posteriores a la intervencion se administré a los
animales analgesia (Paracetamol, 1 mg/ml) en el agua de bebida.

Figura 30. Ratdn diabético en estudio
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5.3.1- Estudio codigo SIF 109-1

Titulo:

Estudios in vivo en ratén diabético, para evaluacién de la actividad de
principios activos para el tratamiento de Ulceras topicas

Objetivo:

Evaluar la actividad terapéutica de 4 tratamientos farmacoldgicos
(nuevas moléculas desarrolladas por Laboratorios ROVI) en la curacién de
Ulceras topicas en ratones genéticamente diabéticos, en base a resultados de
reduccion de Ulceras y estudio histolégico.

Animales del estudio.

Para llevar a cabo el estudio se utilizaron 70? animales, todos ellos
ratones diabéticos de la cepa BKS.Cg-m+/+Lepr db/j. Todos los animales
seleccionados fueron machos de once semanas, con un peso a su llegada de
47,97+3,09 gramos

Los animales fueron identificados mediante un sistema de cédigo de
colores, y mediante este sistema se distribuyeron aleatoriamente en cinco
grupos.

Grupo |: Control diabético sin tratamiento (n=15) Negro

Grupo lI: Producto de ensayo 1 (n=15): Heparina, Lote HO5106C Verde,
heparina.

Grupo lll: Producto de ensayo 2 (n=15): BP-116, Lote 21 Rojo,
nitroderivado.

Grupo IV: Producto de ensayo 3 (n=15): HO5106C-116, Lote 2 Amarillo,
nitroderivado.

Grupo V: Producto de ensayo 4 (n=10): Bemiparin, Lote BP08308B
Naranja, heparina de bajo peso molecular.
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Productos de ensayo.

Tabla 5.- Productos de ensayo

PRODUCTO 1 PRODUCTO 2 PRODUCTO 3 PRODUCTO 4
Nombre. Heparina BP-116 HO5106C-116 Bemiparin
Identificacion. Verde Rojo Amarillo Naranja
Lote. HO5106C Lote 21 Lote 2 BP08308B
Dosis 10 mg/kg 10 mg/kg 10 mg/kg 10 mg/kg
Vehiculo. Suero salino  Suero salino Suero salino Suero salino
Via

Subcutanea Subcutanea Subcutanea Subcutanea
administracion.
Vol.

0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

administracion.

Disefio del estudio y descripcion de las intervenciones

Transcurrido el primer dia del ensayo, y al dia siguiente y durante un
total de 18 dias, los animales se medicaron con los tratamientos asignados a la
dosis de 10 mg/Kg siendo el volumen de administraciéon 0,5 ml/ratén por via
subcutanea en el lomo del animal, evitando la zona de la herida. En funcién de
los valores de dreas obtenidos se valoré la continuacién o el cese del
tratamiento, considerandose apropiado eutanasiar a los animales a los 18 dias
del estudio.

Se realizd el seguimiento de los animales durante un periodo de 18 dias
valorandose macroscopicamente la evolucidn de las heridas 2 veces por semana.
La valoracién se realiz6 mediante fotografia digital de la herida y anélisis
posterior de la imagen. Se utilizdé como 4area basal la medida realizada
inmediatamente después de la intervencion.
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Tras la ultima medida se eutanasiaron los animales. La zona de la piel
donde se produce la herida se conservod hasta su procesamiento: una mitad en
formol para realizar una evaluacién histopatoldgica (tincion hematoxilina-eosina)
y la otra mitad se congeldé en nitrégeno liquido para la determinaciéon de
citoquinas, conservando las muestras posteriormente en congelador (-80 * 5
°C). Este procedimiento se realizé también con 3 animales de cada grupo el
tercer dia después de la realizacion de la herida.

Todas las muestras conservadas en formol se envian para su posterior
analisis histologico.

Resultados

En el siguiente apartado se describen todos los resultados obtenidos a lo
largo del estudio. Esto es, la evolucidn de la curacion/cierre de las heridas y la
evaluacidn histoldgica de las mismas realizado el ultimo dia del estudio.

Area de las heridas.

A continuacion se muestran los valores globales de la evolucion del area
de las heridas a lo largo del estudio, asi como del porcentaje de reduccién o
curacién de las mismas.

La reduccién de las heridas y por tanto la disminucién del area de las
mismas y el aumento del porcentaje de reduccion es significativo (p<0,05) a
partir del dia 8 tras la creacién de la Ulcera en los grupos 1-4, mientras que en el
grupo 5 lo es a partir del dia 3.

Se observa que los grupos 1-4 alcanzan valores de reduccion de las
heridas superiores al 90% a partir del dia 18 mientras que el grupo 5 alcanzé el
dia 18 el 89%.

El grupo 3 (Producto de ensayo 2: BP-116, Lote 21) muestra

significativamente (p<0,05) una mayor reduccidn del drea de la herida y un
menor tiempo necesario para ello respecto al resto de los grupos.
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Tabla 6. Evolucidn del drea durante el estudio

AREA ( cm?)
Tiempo
. P Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(dias)
0 0.32+0.04 0.32+0.03 0.31+0.04 0.26+0.02 0.26+0.01
1 0.32+0.05 0.33+0.04 0.30+0.04 0.25+0.03 0.25%0.01
3 0.31+0.04 0.31+0.03 0.29+0.04 0.24 +0.03%  0.24+0.02%
8 0.21 £0.03* 0.22 £ 0.04* 0.21+0.04* 0.21 £0.03* 0.17 £ 0.01*t
10 0.18 £ 0.04* 0.18 £ 0.05* 0.14+0.04*t  0.15+0.03* 0.14 £ 0.02*t
14 0.12 + 0.04* 0.11+£0.07* 0.08+0.05*t  0.08 £ 0.04* 0.11 +£0.01*
17 0.04 +0.02* 0.05 £ 0.04* 0.01+0.01*t  0.02+£0.02* 0.05+0.01*
18 0.01+0.01* 0.02 £ 0.02* 0.01 £0.01* 0.01 £0.02* 0.03 £0.01*
* Diferencias significativas con respecto al valor basal.
T Diferencias significativas con respecto a los grupos.
0,40 A Grupos
1
0307 || ms3
W4
~ Os
0,20 A
&
g
% 0107
0,00 7

116

o=

[

T L
14 1718

Tiempo (dias)
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Tabla 7. Evolucidn de la reduccién de las Ulceras

% DE REDUCCION DE LA ULCERA

Tiempo
(dias)

0
1
3
8
10
14
17
18

Grupo 1

0.00 +0.00
-0.63+7.63
3.01+6.87
32.80+7.26*
42.16 +10.72*

61.46 +12.62*

Grupo 2

0.00 +0.00
-2.22 +9.63
2.96 £9.53
32.20+£10.57*
4459 +13.97*

63.17 +21.38*

Grupo 3

0.00 +0.00
4.14 £9.95
7.60 £9.17%
33.62 +£11.02*
56.81 +10.77*

73.74 £ 13.77*t

Grupo 4

0.00 £ 0.00
2.65+6.38
7.47 £ 6.45%
16.56 + 8.21**
41.74 +9.83*

67.65 + 14.74*

88.56 + 6.34* 83.96 + 12.95* 95.22 + 3.41*% 90.82 + 7.96*
95.95 + 4.02* 93.22 +7.76* 97.88 + 3.06*t 94.23 +6.78%*
* Diferencias significativas con respecto al valor basal.
1 Diferencias significativas con respecto a los grupos.
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Figura 32. Evolucién de la reduccion de las Ulceras

Grupo 5

0.00 £ 0.00

6.78 +0.74

9.78 £4.42% *
36.94 +2.81*
48.57 +6.42*
56.35 + 4.95*
79.70 + 4.84*

88.90 + 3.72*+
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Evaluacion histopatoldgica.

En la piel de los animales de este experimento, se ha valorado la
presencia de células inflamatorias, el tejido de granulacidn, constituido
principalmente por fibroblastos y matriz extracelular, la formacién de nuevos
vasos sanguineos y la re-epitelizacion de la ulcera creada. Ademads, a cada
muestra se le ha asignado un valor del 1 al 15 correspondiente a la valoracion
realizada por Greenhalgh y col. en funcién del grosor del tejido de granulacion,
angiogénesis, el infiltrado celular y la re-epitelizacidn.

En todos los grupos se han encontrado animales con los distintos grados
de lesidn, aunque su nimero y porcentaje queda reflejado en la tabla 8. Tres de
los animales de cada grupo se sacrifican a dia 3 y por tanto no se han tenido en
cuenta en los porcentajes del grado obtenido dentro del grupo ya que no
aportan informacidn sobre el tratamiento. En todos los grupos estos animales
presentan un grado | de lesidn sin presencia apenas de reaccién por parte del
tejido adyacente a la Ulcera.

Tabla 8. Porcentajes del grado obtenido dentro de cada Grupo

GRUPO GRADO N2 DE ANIMALES PORCENTAIJE (%)

| 0 0
] 7 58
1 ] 3 25
v 2 17
Vv 0 0
| 0 0
] 5 42
2 ] 4 33
v 3 25
Vv 0 0
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I 3 33
] 2 22
3 1l 2 22
v 2 22
Vv 0 0
I 1 9
] 1 9
4 ] 1 9
v 8 73
Vv 0 0
I 1 25
] 1 25
5 ] 0 0
v 2 50
Vv 0 0

En ninguna de las muestras analizadas se ha observado una
recuperacion completa del epitelio y una maduracion del tejido fibroso con
retraccidn cicatricial por lo que no se ha alcanzado el grado V.

La mayoria de los animales del grupo 1 presentan un grado Il de lesién,
con un tejido de granulacion fino e inmaduro. En tres casos, la lesién alcanzé el
grado llly en 2 el grado IV.

En el grupo 2, las muestras se situaron entre un grado de lesién Il y lIl. El

nimero de animales con un grado de recuperaciéon mayor (grado 1V) fue el
mismo de 3, superior al grupo 1.
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El grupo 3 fue el que presentd el mayor nimero de animales con un
grado | de recuperacién, ya que ademas de los 3 sacrificados antes, también lo
presentaron otros 3. El resto de las muestras se distribuyeron igual en los grados
I, 'y IV, con dos animales en cada grupo.

Por el contrario, el grupo 4 fue el que presenté el mayor nimero de
animales con el grado de recuperacion mas elevado, el grado IV. El grado |
estuvo constituido por los animales sacrificados mas tempranamente mas otro
animal (animal 46 que se retira del estudio estadistico de los resultados). Sélo
dos muestras fueron de grado Il y otra de grado .

Por ultimo, el grupo 5 presenté una distribucidn mas regular de las
muestras en los 3 grados. Sélo un animal mas, ademas de los 3 sacrificados
antes, presentd una menor recuperacion de la lesion con un grado |. Dos
muestras presentaron un grado de recuperacién mayor (grado IV) y una un
grado Il

GRADO |

La descripcion histolégica para el mismo grado es similar
independientemente del grupo estudiado. Asi, en aquellos animales que
presentaron un grado | de lesidn, el infiltrado inflamatorio o no existié o fue
leve, excepto en dos muestras del grupo lll en las que fue moderado. Este
infiltrado estuvo constituido principalmente por neutréfilos que, en muchas
ocasiones, daban lugar a la formacién de pustulas bajo el estrato corneo de la
epidermis. En otras, infiltraban las capas de ésta formando pequefos abscesos
intraepiteliales.

La presencia de tejido de granulacién fue también muy escasa, de
manera que solo en los animales con un mayor valor (3) dentro de este grado, se
observé un aumento leve en el nimero de fibroblastos y matriz.

En cuanto al aumento en el nimero de vasos, fue el hallazgo mas
frecuente en las muestras del grado | aunque siempre se presentdé de manera

leve, sélo ligeramente por encima de lo esperado en una piel normal.

La mayoria de las muestras no mostraron recuperacién del epitelio de la
epidermis o esta fue muy ligera (4 muestras, dos de ellas del grupo 3).
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GRADO Il

El grado Il se caracterizd por un infiltrado celular ligero, situado debajo
de la epidermis y con una composicién de tipo mixto, constituido tanto por
células inflamatorias como fibroblastos. Las proporciones de éstas variaron,
aunque siempre de manera leve-moderada. Asi, algunas muestras presentaron
una mayor proporcidn de células inflamatorias, que en este caso, ademas de por
neutrdéfilos, también estuvo formada por macréfagos. En otras, la poblacion
mayoritaria fueron los fibroblastos y en algunas ocasiones, fue una mezcla muy
similar de ambos componentes.

El aumento de la vascularizacién y la re-epitelizacién de la dlcera fueron
también hallazgos practicamente constantes en las muestras con un grado de
lesion Il. Los capilares presentaron tamanos variados, pero en general, fueron de
pequefio calibre y con células sanguineas en su interior. En cuanto al nuevo
epitelio, se observd una ligera hiperplasia del mismo, con aumento en el nimero
de las capas, espongiosis de las células (presencia de vacuolas de origen hidrico
en su interior) e hiperqueratosis (aumento del estrato corneo). Estas son
caracteristicas normales de un tejido en regeneracién, aunque no de la piel
normal. También en este grupo se observaron pustulas bajo este estrato cérneo.

GRADO il

En este grado, también se observé una mezcla de células inflamatorias y
de granulacién, con un espesor moderadamente grueso. En cuanto al infiltrado
inflamatorio, estuvo constituido por una mezcla de neutroéfilos, sobre todo en las
zonas de mayor ulceracidn, linfocitos y células plasmaticas. El valor se situé entre
moderado y severo en la mayoria de los casos.

La presencia de mayor cantidad de fibroblastos junto con los
macrofagos y el aumento de la matriz extracelular, muestran un grado de
evolucién de la lesidon superior que en el grado anterior. También la re-
epitelizacion fue mayor, de manera que en muchas muestras, se observé un
claro aumento del epitelio de la epidermis, mostrado por la extension de la zona
de hiperplasia. La presencia de un aumento en el nimero de vasos fue similar a
la del grupo anterior, siendo entre leve y moderada.

GRADO IV

El grado IV se caracterizd por la presencia de gran cantidad de
fibroblastos jévenes, con grandes nucleos y citoplasmas alargados, aunque
también aparecieron algunos mas maduros, con nucleos mas pequeiios y
citoplasmas eosindfilos de mayor tamafio. Entre ellos, se observd la matriz
extracelular que contribuyé a aumentar el grosor del tejido de granulacién
situado bajo la epidermis.
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La presencia de células inflamatorias se mantuvo en todas las muestras,
aunque su valor estuvo entre leve y moderado vy el infiltrado estuvo constituido
sobre todo por macréfagos, linfocitos y células plasmaticas. Los neutrdfilos
aparecieron de nuevo en las pustulas.

La recuperacion del epitelio de la epidermis se observé en todas las
muestras de este grado. Asi, en 7 casos (2 del grupo |, 1 del grupo 2, 3 del grupo
4y 1 del grupo 5) esta recuperacion fue casi completa. En la mayoria de los casos
restantes fue muy evidente.

La presencia de neovasos en estas muestras fue leve o moderada, ya
que la mayor parte del tejido de granulacidon estuvo constituido por los
fibroblastos y la matriz.

La presencia de mayor cantidad de tejido fibroso que de componente
inflamatorio significa un proceso de cronificaciéon, con una reparacién de la
lesidn que se evidencia en la re-epitelizacion del epitelio. El nimero de vasos
también se reduce a medida que evoluciona el proceso de fibrosis de la herida.

La maduracion de los fibroblastos, la desaparicion de las células
inflamatorias y la reduccién de los vasos junto con la reparacidon completa de la
epidermis seria el paso final de la recuperaciéon, pero esta situacién no se ha
observado en ninguna de las muestras.

Tabla 9. Puntuacién de la valoracién histolégica de los animales que se eutanasiaron a los tres dias
tras la creacién de la dlcera.

ANIMALES GRUPO 1 Rl R2 R3
Presencia de células inflamatorias 1 1 0
Tejido de granulacion (fibroblastos/depdsitos de matriz extracelular) 0 0 0
Neovascularizacion 0O 0 O
Re-epitelizacion 0O 0 O
Puntuacion Greenhalgh 1 2 1
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Tabla 9. Continuacién

ANIMALES GRUPO 2 R17 R21 R26
Presencia de células inflamatorias 1 0 1
Tejido de granulacion (fibroblastos/depdsitos de matriz extracelular) 0 0 0
Neovascularizacion 1 0 1
Re-epitelizacion 0 0 1
Puntuacion Greenhalgh 1 1 2
ANIMALES GRUPO 3 R31 R33 R42

Presencia de células inflamatorias
Tejido de granulacion (fibroblastos/depdsitos de matriz extracelular)
Neovascularizacion

Re-epitelizacion

N O O o N
= O O O
[

Puntuacion Greenhalgh

ANIMALES GRUPO 4 R50 R52 R53
Presencia de células inflamatorias 0 0 0
Tejido de granulacion (fibroblastos/depdsitos de matriz extracelular) 0 0 0
Neovascularizacion 1 1 0
Re-epitelizacion 0 0 1
Puntuacion Greenhalgh 1 1 1
ANIMALES GRUPO 5 R61 R63 R66
Presencia de células inflamatorias 1 0 1
Tejido de granulacion (fibroblastos/depdsitos de matriz extracelular) 0 0 0
Neovascularizacion 1 0 1
Re-epitelizacion 0 0 0
Puntuacion Greenhalgh 1 1 1

Tabla 10. Puntuacién de la valoracidn histoldgica de los animales tras el tratamiento completo
de 18 dias.

ANIMALES GRUPO 1 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R1l1 R12 R13 R14 R15
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Presencia de células
inflamatorias

Tejido de granulacion
(fibroblastos/depdsitos de
matriz extracelular)
Neovascularizacion

Re-epitelizacion

Puntuacion Greenhalgh

ANIMALES GRUPO 2

Presencia de células
inflamatorias

Tejido de granulacion
(fibroblastos/depdsitos de
matriz extracelular)
Neovascularizacion

Re-epitelizacion

Puntuacion Greenhalgh

ANIMALES GRUPO 3

Presencia de células
inflamatorias

Tejido de granulacion
(fibroblastos/depdsitos de
matriz extracelular)
Neovascularizacion
Re-epitelizacion
Puntuacion Greenhalgh

ANIMALES GRUPO 4

Presencia de células
inflamatorias

Tejido de granulacion
(fibroblastos/depdsitos de
matriz extracelular)
Neovascularizacion

Re-epitelizacion

Puntuacion Greenhalgh

ANIMALES GRUPO 5
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R18

R34

R47

12

R19

10

R35

R48

2 1 1 2 1
2 3 4 1 4
1 2 2 2 2
2 3 4 2 4
12 12
R20 R22 R23 R24 R25
1 1 2 2 1
1 2 1 1 2
0 2 3 2 1
2 2 1 2 2
4 6
R36 R37 R38 R4l
1 3 1 2
2 3 1 3
1 2 0 1
1 2 0 3
10 3 10
R49 R51 R54 R55 R56
1 2 0 1 2
3 3 2 3 3
1 1 0 2 1
3 2 3 4 2
12 10 12 10
R64

R27 R28 R29 R30

12
R43 R44 R45
2 3 2
2 1 1
1 1 1
1 2 1
R57 R58 R59 R60

2 2 2 2

11 12 12

R67 R68 R70



Presencia de células inflamatorias

Tejido de granulacién (fibroblastos/depdsitos de matriz extracelular)

Neovascularizacion

Re-epitelizacion

Puntuacién Greenhalgh

Valoracion: 1 leve, 2 moderada, 3 severa y 4 muy severa.

Grado |, Grado Il,

GRUPO 1

GRUPO 2

GRUPO 3

GRUPO 4

GRUPO 5

, Grado IV y Grado V

ESTUDIOS IN VIVO

B W s

1 1
3 2
3 1
3 2
10 4

Tabla 11. Resultados del estudio histolégico MEDIAS DE LOS GRUPOS

CELULAS
INFLAMATORIAS

1,66+0,78

1,73+0,79

1,67+1,00

1,45+0,69

1,00+0,00

TEJIDO
GRANULACION

2,16%1,11

1,72+0,79

1,67+0,87

2,64+0,67

2,50+1,29

COCIENTE
TG/Cl

1,30

1,00

1,00

1,82t

2,50t

T Diferencias significativas con respecto a los grupos.

NEOVASCULA-

RIZACION

1,67+0,65

1,27+1,01

0,77+0,67t

1,27+0,65

2,00+1,15

RE-
EPITELIZACION

2,58+0,90

2,00+0,78

1,33+0,87%

2,45+1,29

2,50+1,29

PUNTUACION
GREENHALGH

7,08+2,68

6,90+2,54

6,2213,07

9,82+3,09t

7,00+4,76

Las medias encontradas en los grupos tratados, muestran que el

infiltrado inflamatorio fue leve-moderado en todos ellos, de manera que los
valores se situaron entre 1 del grupo 5y 1,72 del grupo 2. En este ultimo grupo,
la inflamacién fue ligeramente superior a la del resto de los grupos, en los que
fue similar. En cuando al tejido de granulacién, las medias de los grupos 4 y 5
fueron superiores a los demas, sobre todo a las del grupo 3.

125



ESTUDIOS IN VIVO

El significado de estos hallazgos es un estadio mds avanzado de
recuperacion en los grupos 4 y 5, ya que el infiltrado inflamatorio esta siendo
sustituido por fibroblastos cada vez mds maduros y matriz extracelular
elaborada por estos, que van a formar parte de la cicatriz. Al contrario, los
grupos 2 y 3 presentaron una cantidad de células inflamatorias mayor y similar a
la de fibroblastos, que aqui son mds inmaduros y con menor cantidad de matriz
extracelular (el cociente tejido de granulacion/células inflamatorias es 1 frente al
2,5 del grupo 5 0 a 1,82 del grupo 4).

La neovascularizacion alcanzo los valores mas elevados en el grupo 5,
donde la media fue de 2 (moderada). También la vascularizacién es un
fendmeno temprano en el proceso inflamatorio, aunque perdura mas en el
tiempo que la presencia de células inflamatorias y contribuye al proceso
cicatricial. Por ultimo, la recuperacion del epitelio fue entre moderada y severa
en todos los grupos como lo demuestra que los valores medios se sitluen entre 2
y 2,5. La excepcion la constituyd el grupo 3 donde se observé un mayor retraso
en el cierre de la Ulcera, con una recuperacién entre leve y moderada (media
1,33).

La puntuacién de Greenhalgh, tiene en cuenta sobre todo el tamafio de
la reaccion celular y la composicion de ésta. Mayores grados significan una
mayor maduracion de la lesién hasta la recuperaciéon completa. En el grupo 4 se
ha observado una re-epitelizacion muy avanzada en varias muestras y la
formacion de un tejido conjuntivo grueso y maduro debajo de este epitelio
neoformado, sobre todo en los animales con grado 4.

En conclusidn, el grupo 4 es el que presenta el mayor estadio de recuperacion,
con un valor medio de 9,82 segln la gradacion de Greenhalgh, seguido de los
grupos 1, 5y 2. Sin embargo, es el grupo 3 el que presenta mayor nimero de
muestras con un infiltrado celular poco grueso o constituido mayoritariamente
por células inflamatorias y menor recuperacién del epitelio

Referencias bibliograficas

Ver capitulo 7.- de bibliografia [48,49,50,51,52]
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5.3.2- Estudio codigo SIF 109-6

Titulo:

Estudios in vivo en ratén diabético de evaluacidon de la actividad de
principios activos para el tratamiento de Ulceras topicas.

Objetivo:

Evaluar la actividad terapéutica de 4 tratamientos farmacoldgicos
(nuevas moléculas desarrolladas por Laboratorios ROVI) en la curacién de
Ulceras tépicas en ratones genéticamente diabéticos, en base a los resultados de
reduccion de Ulceras y estudio histolégico.

Animales del estudio.

Para llevar a cabo el estudio se utilizaron 50 animales, todos ellos
ratones diabéticos de la cepa BKS.Cg-m+/+Lepr db/j. Todos los animales fueron
machos de once semanas, con un peso a su llegada de 46,67+2,76 gramos.

Tras su recepcién en el centro se identificaron mediante un sistema de
codigo de colores. Mediante este sistema se distribuyeron aleatoriamente en
cinco grupos.

Grupo |: Control diabético sin tratamiento (n=10) - Negro
Grupo Il: Producto de ensayo 1 (n=10): HO5106C-116 Lote 1 -Verde
Grupo lll: Producto de ensayo 2 (n=10): - HO5106C-116 Lote 2 - Rojo
Grupo IV: Producto de ensayo 3 (n=10): HO5106C-116 Lote 5 - Azul

Grupo V: Producto de ensayo 4 (n=10): HO854-116 Lote 41 - Amarillo

Productos de ensayo:

Los productos utilizados en este estudio son nitroderivados con distinto
grado de contenido en grupos NO.
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Tabla 12. Productos de ensayo

Producto 1 Producto 2 Producto 3 Producto 4
Nombre. HO5106C-116 HO5106C-116 HO5106C-116 HO854-116
Identificacion. Verde Rojo Amarillo Naranja
Lote. Lote 1 Lote 2 Lote 5 Lote 41
Dosis 10 mg/kg 10 mg/kg 10 mg/kg 10 mg/kg
Vehiculo. Suero salino  Suerosalino  Suerosalino  Suero salino
Via administracion. Subcutanea Subcutdnea  Subcutdnea  Subcutdnea
Vol. administracion. 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5 ml

Disefio del estudio y descripcion de las intervenciones

El primer dia del ensayo se realizd la herida en el lomo del animal. A
partir del segundo dia del ensayo y durante un total de 38 dias, los animales se
medican con los tratamientos asignados a la dosis de 10 mg/Kg siendo el
volumen de administracion 0,5 ml/ratén por via subcutanea en el lomo del
animal, evitando la zona de la herida. En funcidon de los valores de areas
obtenidos se valora la continuacion o el cese del tratamiento.

Se realiza el seguimiento de los animales durante un periodo de 38 dias
valorandose macroscopicamente la evolucién de las heridas 2 veces por semana.
La valoracion se realiza mediante fotografia digital de la herida y andlisis
posterior de la imagen.

Se utiliza como area basal la medida realizada inmediatamente después
de la intervencién.

Tras la Ultima medida se eutanasian los animales. La zona de la piel
donde se produjo la herida se conserva hasta su procesamiento: una mitad en
formol para realizar una evaluacién histopatoldgica (tincion hematoxilina-eosina)
y la otra mitad se congela en nitrégeno liquido para la determinacién de
citoquinas conservando las muestras posteriormente en congelador (-80 £ 5 °C).
Todas las muestras conservadas en formol se envian para su posterior analisis
histoldgico.

Resultados

En el siguiente apartado se describen todos los resultados obtenidos a lo
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largo del estudio. Esto es, la evolucidn de la curacién/cierre de las heridas y la
evaluacidn histoldgica de las mismas realizado el ultimo dia del estudio.

Area de las heridas.

En las Tablas 13 y 14 y Figuras 36 y 37 se muestran los valores globales
de la evolucion del area de las heridas a lo largo del estudio, asi como del
porcentaje de reduccion o curacion de las mismas.

La reduccién de las heridas y por tanto la disminucién del area de las
mismas y el aumento del porcentaje de reduccion es significativo (p<0,05) a
partir del dia 8 tras la creacion de la Ulcera para el grupo 3; a partir del dia 10
tras la creacion de la Ulcera para los grupos 1, 4 y 5; a partir del dia 14 para el
grupo 2.

Se observa que los grupos 3 y 5 alcanzan valores de reduccién de las
heridas superiores al 60% a partir del dia 21, mientras que esta reduccidn no se
observa a este tiempo en el resto de los grupos. El grupo 5 alcanza el dia 28 el
91% de reduccidn de la ulcera.

El grupo 3 (Producto de ensayo 2: HO5106C-116 Lote 2) y el grupo 5
(Producto de ensayo 4: HO854-116 Lote 41) muestran significativamente
(p<0,05) un menor tiempo necesario para la reduccién de la ulcera respecto al
resto de los grupos.

Grupos
(S
2
a3
W4
Os

030

0,20 7

0,10 7

Area (cm2)

0,00 7

L T T L | L T
01 3 810 14 17 21 24 28 31 35 38

Tiempo (dias)

Figura 33. Evolucién del area durante el estudio
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Tabla 13. Evolucidn del drea durante el estudio

0 0,28+0,02 0,29+0,01 0,28+0,01 0,27+0,03  0,29+0,03

1 0,26+0,02 0,27+0,01 0,26+0,02 0,25+0,03  0,28+0,03

3 0,26+0,02 0,26+0,02 0,25+0,03 0,24+0,03  0,26+0,03

8 0,23+0,02 0,25+0,02 0,21+0,03 0,22+0,03  0,23+0,02
10 0,18+0,04* 0,22+0,02* 0,18+0,04* 0,19+0,04* 0,17+0,06*
14 0,16+0,04* 0,19+0,05*  0,15+0,06* 0,18+0,03* 0,14+0,07*
17 0,15+0,06* 0,19+0,06* 0,14+0,07* 0,18+0,03* 0,14%0,07*
21 0,13+0,07* 0,17+0,08* 0,10+0,07*t 0,14%0,05* 0,10+0,06**
24 0,12+0,08* 0,15+0,08* 0,07+0,08*t 0,11+0,05* 0,08+0,06*t
28 0,06+0,07* 0,09+0,07* 0,04+0,06*t 0,05+0,06* 0,02+0,02*t
31 0,03x0,05* 0,04+0,05* 0,01+0,01*t 0,04£0,06* 0,00+0,01**
35 0,01+0,02* 0,01+0,02*  0,00+0,00* 0,00+0,00* 0,00+0,00*
38 0,00x0,01* 0,00+0,00*  0,00+0,00* 0,00+0,00* 0,00x0,00*

Nota: El calculo de las medias corresponden a los animales que han llegado al final del
tratamiento, excluyendo los animales muertos y el animal 31.
* Diferencias significativas con respecto al valor basal.
t Diferencias significativas con respecto a los grupos.
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Tabla 14. Evolucidn de la reduccidén de las ulceras

0 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

1 7,164,27 5,70+3,32 6,78+3,26 6,42+3,93 4,4545,28

3 8,35+4,05 9,36+4,31 11,70+6,75 9,53+3,34 9,87+6,91

8 17,59+7,55 13,18+6,20 24,75+10,07*t 15,87+5,95 19,10+8,86

10 34,50£12,94*  22,73%7,06 35,69£12,76* 28,38+11,96*  39,20+22,03*
14 42,00+15,16*  32,62+17,81*  46,23%22,75* 33,84+12,27*  49,27%25,96*
17 46,53+21,95*  32,87+21,81*  49,42+23,66* 33,59+11,35*  50,43+25,45*
21 53,82+26,75*  41,88+27,59*  64,59+25,74*t 45,92+20,80*  62,66+24,01*t
24 57,62128,24*  48,26%27,89*  76,12+26,11*t 59,55+20,03*  71,61+21,72*%
28 78,12+24,26*  68,61+25,01*  84,74+20,30*t 78,52+22,46*  91,778,76*t
31 88,49+16,18*  85,08+18,18*  96,58+5,46*t 86,11+22,09*  98,45+2,08**t
35 95,03+7,09* 96,2816,36* 99,13+1,54* 99,45+0,97* 99,91+0,28*
38 97,9146,09* 99,51+1,47* 100,00+0,00* 100,00+0,00*  100,00+0,00*

Nota: El cdlculo de las medias corresponden a los animales que han llegado al final del
tratamiento, excluyendo los animales muertos y el animal 31.

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

T Diferencias significativas con respecto a los grupos.
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Grupos
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Figura 34. Evolucién de la reducién de las lceras

Evaluacién histopatoldgica.

En la piel de los animales de este experimento, se valora la presencia de
células inflamatorias, el tejido de granulacién, constituido principalmente por
fibroblastos y matriz extracelular, la formacion de nuevos vasos sanguineos y la
re-epitelizacidon de la uUlcera creada. Ademas, a cada muestra se le ha asignado
un valor del 1 al 15 correspondiente a la valoracion realizada por Greenhalgh y

col. en funcion del grosor del tejido de granulacidn, angiogénesis, infiltrado
celular y la re-epitelizacién.

En los grupos se encuentran animales con distintos grados de lesién; su
numero y porcentaje queda reflejado en las tablas 15, 16 y 17.

Tabla 15. Porcentajes del grado obtenido dentro de cada Grupo

N2 de .
Grupo Grado . Porcentaje (%)
animales

| 0 0

1 0 0
1

1l 0 0

v 1 10
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GRADO |

Segun este criterio, un grado | de lesidn corresponde con la ausencia de
respuesta inflamatoria o de tejido de granulacién sin recuperacién del epitelio
de la epidermis. En ninguno de los grupos estudiados se observa este grado.

GRADO Il

Tampoco se han encontrado muestras con un grado |l, que seria aquel
en el que el tejido de granulacion es fino e inmaduro y dominado por células
inflamatorias con pocos fibroblastos y matriz extracelular y con escasa
recuperacion del epitelio de la epidermis.

GRADO lII

En cambio, si aparece un animal con un grado Il en el grupo V (muestra
41R). El tejido de granulacién es moderadamente grueso y con un componente
elevado de células inflamatorias, sobre todo en la dermis, en forma de pequefiios
granulomas formados principalmente por neutréfilos con presencia de
macroéfagos y células gigantes multinucleadas. También se observan fibroblastos
y matriz extracelular, pero en menor cantidad. Aparece una recuperacion
moderada de la ulcera, con re-epitelizacion de ésta y formacion de pustulas con
neutréfilos sobre la epidermis. La presencia de un aumento en el nimero de
vasos es moderada.

GRADO IV

En grado IV se observa en 14 animales pertenecientes a los 5 grupos del
estudio, aunque sobre todo en los grupos 3y 4.

Este grado se caracteriza por un tejido de granulacion grueso y vascular
y estd formado predominantemente por gran cantidad de fibroblastos tanto
jévenes, con grandes nucleos y citoplasmas alargados, como mds maduros con
nucleos pequenos y citoplasmas mas amplios. Asi mismo, aparecen extensos
depdsitos de matriz extracelular. En estas muestras, en la dermis no se observan
anexos cutdneos como foliculos pilosos o glandulas sebaceas dado este proceso
de fibrosis.

La presencia de células inflamatorias se mantiene en todas las muestras,
aunque su valor es entre leve y moderado y aparece en forma de pustulas
constituidas por neutrdfilos. En un caso del grupo 1 es mas severo dado el mayor
tamafio de las pustulas. El infiltrado de la dermis lo componen sobre todo
macroéfagos, linfocitos y células plasmaticas.

134



ESTUDIOS IN VIVO

La presencia de neovasos en las muestras de este grado es
mayoritariamente leve, siendo moderada en dos casos (grupos 1 y 4) y no se
observa en otros 3 de los grupos 3, 4 y 5, ya que la mayor parte del tejido de
granulacién esta constituido por los fibroblastos y la matriz extracelular.

El epitelio en este grado se recupera de forma parcial o casi totalmente,
guedando sélo algunos restos de la ulceracién en 1 animal del grupo 1, 1 del
grupo 3y 2 del grupo 4.

En estas muestras, la inflamacion se sitia sobre todo en las capas
corneas de la epidermis en forma de pustulas, mientras que en la dermis, la
presencia de mayor cantidad de tejido fibroso que de componente inflamatorio
significa un proceso de cronificacién, con una reparacion de la lesidon que se
evidencia en la re-epitelizaciéon de la Ulcera. El nimero de vasos también se
reduce a medida que evoluciona el proceso de fibrosis de la herida.

GRADO V

La mayoria de las muestras de este estudio se incluyen en el grado V. En
este grado, el area de la herida estd totalmente epitelizada excepto en el animal
R7 del grupo 1 y tan sélo en algunos casos se observa la presencia de escasas
células inflamatorias, un ligero aumento del tejido conjuntivo de la dermis
(moderado en dos casos del grupo 1 y 1 del grupo 3) o una hiperplasia de la
epidermis. En muchas ocasiones se recuperan también los anexos cutaneos.

El aumento en el niumero de vasos, o no se observa o es minimo en
todos los animales de este grado.

La maduracion de los fibroblastos, la desaparicion de las células
inflamatorias y la reduccion de los vasos junto con la reparacion completa de la
epidermis seria el paso final de la recuperacion.

Descripcion por grupos:

En casi todos los animales de todos los grupos, el epitelio se encuentra
totalmente recuperado y las lesiones que se observan son de grado leve o
moderado, siendo fundamentalmente, un aumento del tejido fibroso situado
debajo de la epidermis con una presencia mas o menos numerosa de células
inflamatorias. La epidermis estda aumentada de grosor y existe una disminucion
en el nimero de anexos cutaneos, tanto foliculos pilosos como glandulas
sebdceas asociadas a ellos.
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El grupo 1 es el que presenta una mayor recuperacion de la ulceracién
ya que 9 de los 10 animales se encuentran en el grupo V de la clasificacion de
Greenhalgh. En todas las muestras excepto en la R3, el epitelio esta completo, la
presencia de células inflamatorias es escasa y tan sélo se observa un aumento
del grosor del tejido conjuntivo y también un ligero aumento del nimero de
vasos en la dermis. Sélo la muestra R3 se aleja un poco de esta imagen, con una
mayor presencia de células inflamatorias que dan lugar a la formacion de
pustulas sobre la capa cornea de la epidermis y una pérdida del epitelio que no
recubre totalmente la ulcera.

En el grupo 2 todos los animales presentan una recuperaciéon completa
del epitelio en la zona de la lesidn. Sin embargo, la presencia de las células
inflamatorias es mayor que en el grupo anterior, asi como el tejido conjuntivo y
la matriz extracelular. La neovascularizacién es ligera y estd sélo presente en
algunas de las muestras estudiadas.

En el grupo 3 también el epitelio estd recuperado en la mayoria de los
animales, pero es donde se observa una mayor presencia de células
inflamatorias en las muestras y también mayor cantidad de tejido de granulacién
en la dermis. La neovascularizacién sigue siendo leve. El nimero de animales
incluidos en el grupo IV y V de la clasificacion de Greenhalgh es similar (4/5).

Del mismo modo, en el grupo 4, las muestras observadas presentan un
grado de lesién similar a las del grupo 3, con 4 animales incluidos en el grupo IV
y 5 en el grupo V de la clasificacion de Greenhalgh. También hay presencia entre
leve y moderada de células inflamatorias y siempre leve de tejido de granulacién
maduro.

En el grupo 5, excepto en la muestra R41 en la que se observa una
severa inflamacion en la dermis en forma de pequefos granulomas, en el resto,
la recuperacion es muy evidente, de manera que en 6 de las muestras, la piel
estd practicamente normal.

En el animal R41, la inflamacién parece estar mas asociada a una
infeccién secundaria que a la presencia de células de recuperacién de la
ulceracion por la disposicion de éstas y la presencia de células gigantes
multinucleadas.

En conclusion, el grupo mas recuperado es el 1, junto con el 2 y el 5 (si
excluimos el animal 41) y el que presenta la menor recuperacion es el grupo 3,
aunque en todos ellos, es muy evidente la reduccién de la lesiéon y la
reepitelizacion de la Ulcera.
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Tabla 16. Puntuacién de la valoracién histolégica de los animales tras el tratamiento
completo de 38 dias

Presencia de células 1 1 3 1 1 0 1 1 0 0
inflamatorias

Tejido de granulacion
(fibroblastos/depdsitos de 2 1 2 2 1 1 1 1 1 1
matriz extracelular)

Neovascularizacién 1 1 2 1 1 1 1 1 1 0
Re-epitelizacion 4 4 3 4 4 4 3 4 4 4
Puntuacién Greenhalgh 13 15 12 14 15 15 14 15 15 15

I"resencm ¢{e células 0 0 2 1 0 2 1 1 1
inflamatorias

Tejido de granulacion

(fibroblastos/depdsitos de 1 0 2 1 1 2 1 0 1
matriz extracelular)

Neovascularizacién 1 0 1 0 0 1 0 1 1
Re-epitelizacion 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Puntuacién Greenhalgh 15 15 11 13 15 11 15 13 13

Presencia de células
inflamatorias

Tejido de granulacion

(fibroblastos/depésitos de 0 1* 0 0 0 1 2 2 2
matriz extracelular)

Neovascularizacion 0 1 0 0 1 0 0 0 1
Re-epitelizacion 4 4 4 4 3 4 4 4 4
Puntuacion Greenhalgh 14 11 15 14 12 15 13 12 11

* Zona de calcificacion
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Presencia de células

inflamatorias 2 0 1 0 0 2 1 2 1

Tejido de granulacion

(fibroblastos/depdsitos de 1 1 1 1 1 1 0 1 1

matriz extracelular)

Neovascularizacion 0 0 1 0 0 2 0 0 1
Re-epitelizacion 3 4 4 4 4 3 4 4 4
Puntuacion Greenhalgh 12 13 12 15 15 10 15 11 13
Presencia de células inflamatorias 3 0 2 1 0 0 0 1 0 0
Tejido de granulacion

(fibroblastos/depdsitos de matriz 1 1 2 1 1 0 1 1 1 1
extracelular)

Neovascularizacion 2 0 1 1 1 0 0 0 0 0
Re-epitelizacion 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Puntuacion Greenhalgh 7 14 10 12 14 15 15 12 15 15

Valoracidn: 1 leve, 2 moderada, 3 severa y 4 muy severa.
Grado |, Grado I, Grado Ill, Grado IV y Grado V

Tabla 17. Resultado del estudio histoldgico

GRUPO 1 0,90+0,87 1,30+0,48 1,44 1,00+0,47 3,80+0,42 14,30+1,06

GRUPO 2 0,89+0,78 1,00+0,71 1,12 0,55+0,53 4,00+0,00 13,44+1,67

GRUPO 3 1,11+0,60 0,89+0,93 0,80t 0,33+x0,50 3,89+0,33 13,00%1,58

GRUPO 4 1,00+0,87 0,89+0,33 0,89 0,44+0,73 3,78+0,44 12,89%1,83

GRUPO 5 0,70+1,06% 1,00+0,47 1,43 0,50+0,71 3,80+0,63 12,90+2,68

Nota: El cdlculo de las medias corresponden a los animales que han llegado al final del tratamiento, excluyendo los
animales muertos y el animal 31.
* Diferencias significativas con respecto a los grupos.
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Las medias encontradas en los grupos tratados, muestran que el
infiltrado inflamatorio es leve en todos ellos, de manera que los valores se sitdan
entre 0,70 del grupo 1y 1,11 del grupo 3. El significado de estos hallazgos es un
estadio muy avanzado de recuperacién en todos los grupos aunque menor en los
grupos 3 y 4 que presentan un cociente tejido de granulacién/células
inflamatorias de 0,80-0,89 frente al 1,43 del grupo 5.

La neovascularizacion es leve en todos los grupos ya que la
vascularizacion es un fendmeno temprano en el proceso inflamatorio que
contribuye al proceso cicatricial. Por ultimo, la recuperacidn del epitelio es entre
severa y muy severa en todos los grupos como lo demuestra que los valores
medios se situen entre 3,8 y 4,0. Se observa por tanto un cierre elevado de la
ulcera.

La puntuacion de Greenhalgh, tiene en cuenta sobre todo el tamafio de
la reaccion celular y la composicion de ésta. Mayores grados significan una
mayor maduracion de la lesidn hasta la recuperacion completa.

En los grupos I, Il y V predomina el tejido de granulacién sobre el
componente inflamatorio y son los grupos que presentan el mayor valor en la
puntuacién de Greenhalgh. La re-epitelizacion es similar en los tres grupos
aunque en el Il todas las muestras presentan la recuperacién completa del
epitelio.

En todos los grupos se ha observado una re-epitelizacion muy avanzada
y la formacidén de un tejido conjuntivo grueso y maduro debajo de este epitelio
neoformado.
En conclusiodn, los grupos mas recuperados son el 1, 2 y el 5 (si se excluye el
animal 41) y el que presenta la menor recuperacion es el grupo 3, aunque en
todos ellos, es muy evidente la reduccién de la lesion y la reepitelizacién de la
ulcera.

En los dos estudios realizados en ratén diabético se puede concluir que
los productos ensayados, administrados por via subcutdnea, muestran en
general una positiva evolucion de la herida, tanto en la reduccion del area de la
lesidn como en la recuperacidn histoldgica.

Referencias bibliograficas

Ver capitulo 7 de bibliografia [48,49,50,51,52]
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5.3.3- Estudio codigo SIF 109-7

Titulo:

Estudios in vivo en modelo ratdn diabético. Evaluacion de la actividad de
principios activos por via topica para el tratamiento de Ulceras tépicas

Objetivo

Evaluar la actividad terapéutica de 4 tratamientos farmacoldgicos
(nuevas moléculas desarrolladas por Laboratorios ROVI) por via tdpica en la
curacion de Ulceras cutaneas en ratones genéticamente diabéticos, basandonos
en resultados de reduccion de Ulceras y estudio histolégico.

Como se ha mencionado en estudios anteriores, el raton genéticamente
diabético desarrolla resistencia a la insulina e hiperglucemia similares a las
observadas en la diabetes del adulto.

Se trata de un modelo para el desarrollo de estrategias para el
tratamiento de heridas en enfermos diabéticos.

Animales del estudio.

Para llevar a cabo el estudio han sido utilizados 40 animales, todos ellos
ratones diabéticos de la cepa BKS.Cg-m+/+Lepr db/j.

Tras su recepcion en el centro fueron sometidos a una exhaustiva
exploracién clinica. Transcurridos diez dias de aclimatacién fueron identificados
mediante un sistema de cddigo de colores. Mediante este sistema se
distribuyeron aleatoriamente en cinco grupos.

Grupo l: Producto de ensayo 1 (n=8): RG-001 Verde
Grupo ll: Producto de ensayo 2 (n=8): RG-002 Rojo
Grupo lll: Producto de ensayo 3 (n=8): RG-003  Amarillo
Grupo IV: Producto de ensayo 4 (n=8): SR-001  Naranja

Grupo V (n=8): Control no tratado Azul
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Productos de ensayo
Tabla 18. Productos de ensayo

PRODUCTO1 PRODUCTO2 PRODUCTO3 PRODUCTO 4

Nombre. RG-001 RG-002 RG-003 SR-001
Identificacion. Verde Rojo Amarillo Naranja
Dosis 15mg 15mg 15 mg 15 mg
Via . . . .

.. ., TOPICA TOPICA TOPICA TOPICA
administracion.
Vol. 0.5 0.5 0.5 0.5
administracion. ml/animal ml/animal ml/animal ml/animal

Sujetos de estudio

La investigacion se ha llevado a cabo con 40 ratones machos. Todos los
animales fueron sometidos a una exhaustiva evaluacién clinica previa para
excluir los animales con algun tipo de signo patolégico como descarga nasal,
diarreas, etc. Dicha evaluacion incluyd la auscultacién de frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria, calidad del pulso, color de las mucosas, tiempo de
relleno capilar y temperatura rectal.

Transcurridos diez dias de aclimatacion, en el animalario del centro,
fueron identificados mediante un sistema de cddigo de colores y asi fueron
distribuidos aleatoriamente en los cinco grupos de estudio detallados con
anterioridad.

Disefio del estudio y descripcion de las intervenciones

El primer dia del ensayo se anestesiaron los animales con anestesia
inhalatoria con isofluorano al 2% en oxigeno al 100% con un Flujo de gas fresco
de 2 L/min. Se rasurd el lomo del animal, se limpid la zona con desinfectante y se
marco la situacién de la herida, mediante plantilla para igualar su posicion en
todos los animales. La herida se realizd mediante una incisidn circular de 0,6 cm
de didmetro mediante un punch de biopsia cutanea, extirpandose la piel de la
zona media dorsal. Posteriormente se colocd una lamina de silicona de 1,2 mm
de grosor con una apertura central circular de 12 mm de didmetro interno la
cual se adhirié a la piel con cianoacrilato y se fijo con 4 puntos de nylon 6/0 para
minimizar y evitar la retraccion de la piel. Se administré por via i.p. 0,5 ml/animal
de suero fisiologico después de la intervencion.
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Durante los 7 dias posteriores a la intervencién se administré analgesia
(Paracetamol, 1 mg/ml) en el agua de bebida.

Al dia siguiente y durante un total de 18 dias, los animales se medicaron
con los tratamientos asignados a la dosis de aproximadamente 15 mg por via
tépica en la zona central de la herida. La zona de la herida se tapé con un apésito
de gasa humedecido con solucién salina que mantenia el entorno de la herida
limpio y humedo y con un apésito semipermeable (Tegaderm film) que evitaba
que la gasa se secara y se moviese de la zona ulcerada. En funcién de los valores
de dareas obtenidos se valoré la continuaciéon o el cese del tratamiento,
considerando apropiado eutanasiar a los animales a los 18 dias del estudio.

Figura 35. Creacion de la herida

Se realizé el seguimiento de los animales durante un periodo de 18 dias
valordndose macroscépicamente la evolucidn de las heridas 2 veces por semana.
La valoracién se realizd mediante fotografia digital de la herida y analisis
posterior de la imagen. Se registré también el peso corporal de los animales dos
veces por semana.

Se utilizé como area basal la medida realizada inmediatamente después
de la intervencién.
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Tras la ultima medida se eutanasiaron los animales. La zona de la piel
dénde se produjo la herida se conservé hasta su procesamiento: una mitad en
formol para realizar una evaluacién histopatoldgica (tincion hematoxilina-eosina)
y la otra mitad se congeldé en nitrégeno liquido para la determinaciéon de
citoquinas conservando las muestras posteriormente en congelador (-80 £ 5 °C).
Todas las muestras conservadas en formol fueron enviadas para su posterior
analisis histologico al laboratorio de analisis anatomopatoldgico.

Resultados

En el siguiente apartado se describen todos los resultados obtenidos a lo
largo del estudio. Esto es, la evolucion de la curacion/cierre de las heridas y la
evaluacién histolégica de las mismas realizado el ultimo dia del estudio.

No se ha producido ninguna muerte de los animales que han formado
parte del estudio. Sin embargo los animales del grupo Il (tratamiento 3: RG-003)
presentaron durante los primeros 10 dias tras la creacion de la Ulcera sangre
abundante en la zona de la Ulcera como se puede ver en la fotografia que se
adjunta.

Figura 36. Evolucion de la herida

Los animales 15 (grupo 2) y 18 (grupo 3) se eliminan del estudio
estadistico ya que sus resultados se desvian del resto de los animales del
estudio.
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Area de las heridas.

En las Tablas 19 y 20 y Figuras 41 y 42 se muestran los valores globales
de la evolucion del area de las heridas a lo largo del estudio, asi como del
porcentaje de reduccidn o curacién de las mismas.

La reduccion de las heridas y por tanto la disminucién del area de las
mismas y el aumento del porcentaje de reduccion es significativo (p<0,05) a
partir del dia 8 tras la creacién de la Ulcera para todos los grupos.

Se observa que los grupos 1, 2, 4 y 5 alcanzan valores de reduccién de
las heridas superiores al 60% a partir del dia 8 mientras que esta reduccién no se

observa a este tiempo en el grupo 3.

El grupo 3 (Producto de ensayo 3: RG-003) muestra significativamente
(p<0,05) valores menores de reduccién de ulcera a los dias 8 y 10 del estudio.

Tabla 19. Evolucion del area durante el estudio

AREA (cm?)

'(r;?ar:;oo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

0 0,28+0,02  0,29+0,02  0,28%0,02 0,29+0,01 0,28+0,01
1 0,28+0,02  0,28+0,02  0,27+0,02 0,28+0,01 0,27+0,01
3 0,27+0,02  0,25%#0,03  0,26%0,02 0,26+0,01 0,25+0,02
8 0,104+0,03* 0,09+0,04* 0,14+0,03*t 0,0940,05* 0,0940,02*
10 0,041+0,03* 0,04+0,03* 0,08+0,03*t 0,04+0,03* 0,04+0,02*
14 0,00+0,01* 0,01+0,01* 0,01+0,01* 0,00+0,00* 0,00+0,00*
17 0,01+0,02* 0,00+0,00* 0,01+0,02* 0,00+0,00* 0,00+0,00*
18 0,00+0,01* 0,00+0,00* 0,00+0,01* 0,0040,00* 0,0040,00*

Nota: El calculo de las medias corresponden a los animales que han llegado al final del tratamiento,
excluyendo los animales 15y 18.

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

t Diferencias significativas con respecto a los grupos.
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Figura 37. Evolucién del area durante el estudio
Tabla 20. Evolucién de la reduccion de las Ulceras
% DE REDUCCION DE LA ULCERA
Tiempos
, Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
(dias)
0 0,00+0,00 0,00+0,00 0,0040,00 0,0010,00 0,00+0,00
1 1,69+1,70 0,45%3,11 1,98+1,68 2,14+1,84 1,94+1,30
3 5,04+1,85 9,71+7,58 5,14+3,49 11,25+4,93 9,44+5,64
8 65,11+10,75* 69,39+12,57* 50,18+13,96*t  68,24+19,00* 67,52+8,72*
10 85,23+10,74*  87,02+11,08* 69,69+14,05*t  84,58+9,94* 85,21+6,96*
14 98,57+3,50* 96,07+5,04* 95,67+5,87* 100,00+0,00* 100,00+0,00*
17 97,14+8,08* 100,00+0,00*  96,5949,01* 100,00+0,00* 100,00+0,00*
18 98,83+2,20%* 100,00+0,00*  98,52+3,92* 100,00+0,00* 100,00+0,00*

Nota: El calculo de las medias corresponden a los animales que han llegado al final del
tratamiento, excluyendo los animales 15y 18.
* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

T Diferencias significativas con respecto a los grupos.ojo, el pie
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Reduccién de la tlcera (%)
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Figura 38. Evolucién de la reduccidn de las Ulceras.

Evaluacion histopatoldgica

angiogénesis, el infiltrado celular y la re-epitelizacidn.

de lesion, aunque su numero ha sido diferente.
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El resumen es el siguiente:

En la piel de los animales de este experimento, se ha valorado la
presencia de células inflamatorias, el tejido de granulacién, constituido
principalmente por fibroblastos y matriz extracelular, la formacién de nuevos
vasos sanguineos y la re-epitelizacion de la Ulcera creada. Ademds, a cada
muestra se le ha asignado un valor del 1 al 15 correspondiente a la valoracion
realizada por Greenhalgh y col. en funcién del grosor del tejido de granulacion,

En todos los grupos se han encontrado animales con los distintos grados




Tabla 21. Porcentajes del grado obtenido dentro de cada Grupo.
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GRADO |

Un grado | de lesidn corresponde con la ausencia de respuesta
inflamatoria o de tejido de granulacidn sin recuperacidon del epitelio de la
epidermis. En ninguno de los grupos estudiados se ha observado este grado.

GRADO Il

Muestras con un grado Il se han encontrado en los grupos 3 (n=2), 4
(n=2) y 5 (n=3). En este grado el tejido de granulacion es fino e inmaduro y
dominado por células inflamatorias, que es el componente mayoritario. El
infiltrado es severo en casi todos los animales de este grado excepto en el R29
perteneciente al grupo 4 en el que es moderado. Las células son sobre todo
neutréfilos y macrofagos, propios de una inflamacion de tipo mas agudo. La
presencia de fibroblastos es menor aunque varia de leve en 4 casos, moderada
en 2y severa en 1. Tampoco la presencia de neovasos es muy evidente.

Se observa una escasa recuperaciéon del epitelio de la epidermis cuya
pérdida es completa en un animal del grupo 3 y en dos del grupo 5.

GRADO lII

En ocho muestras correspondientes a los grupos 2, 3, 4 y 5 aparecen
animales con un grado 1l ya que el tejido de granulacién es moderadamente
grueso y con un componente mas o menos similar de células inflamatorias y
fibroblastos aunque en los casos en los que predomina uno, este es el
componente inflamatorio. El grado de maduraciéon de los fibroblastos es
moderado, de manera que predominan los fibroblastos jovenes sobre los
maduros y la presencia de éstos sobre la matriz extracelular. Las células
inflamatorias son de tipo mixto con neutrdfilos, macréfagos y células
plasmadticas.

En este caso ya se observa una recuperacion moderada o incluso
completa de la Ulcera, con reepitelizacién de ésta, pero los animales se
mantienen en este grado dado el grosor del tejido de granulacion, la elevada
presencia de células inflamatorias y la formacién de pustulas con neutréfilos
sobre la epidermis.

GRADO IV

En grado IV es observado en 9 animales pertenecientes a los grupos 1
(n=4), 2 (n=1), 3 (n=1) y 4 (n=3) del estudio. En este grado el tejido de
granulaciéon es grueso y vascular y estd formado predominantemente por
fibroblastos y depdsitos de matriz extracelular desde moderado a muy severo.
Su proporcidén es mayor que la de la presencia de células inflamatorias, que en
casi todas las muestras es leve o moderada. La presencia de neovasos es
moderada en casi todas las muestras de este grado.
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El epitelio se ha recuperado de forma parcial o casi totalmente,
qguedando sdlo algunos restos de la ulceracion en los animales del grupo 1y
presencia de pustulas pero de pequeiio tamafo. En estas muestras, en la dermis
no se observan anexos cutaneos como foliculos pilosos o glandulas sebaceas
dado este proceso de fibrosis.

GRADO V

En este grado, presente en todos los grupos pero sobre todo en el 1, el
area de la herida estaba totalmente re-epitelizada presentando una hiperplasia
de la epidermis y tan sdlo en algunos casos se observa la presencia de escasas
células inflamatorias, un ligero aumento del tejido conjuntivo de la dermis
constituido fundamentalmente por fibroblastos maduros y matriz extracelular y
una escasa presencia también de neovasos. En muchas ocasiones se han
recuperado los anexos cutdneos.

Resultados histoldgicos por grupos

Los grupos en los que el infiltrado inflamatorio es menor son el grupo |y
el grupo Il, aunque en el grupo 1, el tamanfo del tejido de granulacién es superior
y el mayor de todos los grupos con lo que el cociente entre el tejido de
granulacion y la presencia de células inflamatorias es también mayor. Sin
embargo, los grupos Il y V son los que presentan mayor cantidad de células
inflamatorias en la zona de reparacién de la lesion y una menor cantidad de
tejido de granulacién, con lo que el cociente es menor.

Por tanto, la recuperacion se encuentra en un estadio mds avanzado en
los grupo | y Il, ya que el infiltrado inflamatorio estad siendo sustituido por
fibroblastos cada vez mas maduros y matriz extracelular elaborada por estos,
que van a formar parte de la cicatriz. Al contrario, el grupo V presenta una
cantidad de células inflamatorias casi el doble de severo que el tejido de
granulaciéon ya que el cociente es préximo a 0,5. En los grupos Il y IV la
proporcion de células inflamatorias es similar a la de fibroblastos (el cociente
tejido de granulaciéon/células inflamatorias es 1 en el grupo Ill y 0,93 en el grupo
V).

La neovascularizacién alcanzé los valores mas elevados en el grupo lll,
donde la media fue de 1,57. Por ultimo, la recuperacidén del epitelio es muy
evidente como demuestra que los valores medios se sitien entre el 2,62 del
grupo Vy el 3,75 del grupo I.

La puntuacion de Greenhalgh, tiene en cuenta sobre todo el tamafio de

la reaccion celular y la composicion de ésta. Mayores grados significan una
mayor maduracion de la lesidn hasta la recuperacion completa.
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GRUPO 1: La mitad de los animales de este grupo pertenecen al grado IV
y la otra mitad al V de Greenhalgh. Se observa una presencia de células
inflamatorias constituida sobre todo por neutrdéfilos y macréfagos entre leve y
moderada. La presencia de tejido de granulacién con fibroblastos y matriz
extracelular es desde delgado a muy grueso. Sin embargo, la re-epitelizacidn
estuvo presente en la mayoria de los animales y sélo en dos aparecieron
pequefias Ulceras en la epidermis.

GRUPO 2: En este grupo hay tres animales con un grado Ill de
Greenhalgh, uno de ellos con una pérdida extensa de la epidermis. En el resto,
este epitelio estd practicamente recuperado. Se mantiene la presencia de células
inflamatorias con un grado de severidad similar a la presencia de tejido de
granulacion (entre leve y moderada) excepto en el animal R14 en la que es muy
severa. También la presencia de neovasos es mayoritaria en el grupo aunque con
caracter leve.

GRUPO 3: En el grupo 3, aunque hay 4 muestras donde el epitelio
aparece completamente recuperado, hay otras tres en donde la ulceracion se
mantiene o incluso es extensa. El infiltrado inflamatorio esta presente en todos
los animales del grupo siendo leve en 2 casos, moderado en otros 2 y severo en
3. Se localiza en la dermis, entre el tejido de granulacién o sobre el epitelio
dando lugar a formacién de pustulas mds o menos numerosas. El tejido de
granulacion esta menos maduro, con menor cantidad de matriz extracelular que
en grupos anteriores y la formacion de neovasos es sélo severa en una muestra
(R24).

GRUPO 4: Como en el grupo anterior, hay 4 animales con una
recuperacion completa del epitelio, mientras que en otros 2 esta recuperacion
es moderada o incluso pequefia en los 2 restantes. Por ello, hay 3 animales
incluidos el grado IV y uno en el V, 2 en el grado Ill y 2 en el grado Il. La
inflamacién es sobre todo moderada o severa predominando sobre la formacidn
de tejido de granulacién, que es menor al tratarse de una recuperacién mas
tardia.

GRUPO 5

En este grupo, 3 muestras pertenecen al grado Il de Greenhalgh ya que
el epitelio de la epidermis no estd recuperado con presencia de zonas de
ulceracion. El resto de las muestras se distribuyen entre los grados Il (n=1) y V
(n=4) porque aunque en el epitelio esta recuperado, aparece mas infiltrado
inflamatorio (grado Ill) o un tejido de granulacion mas maduro (grupo V). La
presencia de neovasos también aparece con diferente intensidad en la mayoria
de las muestras. Se trata por tanto del grupo mas heterogéneo del experimento.
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Tabla 22. Puntuacién de la valoracidn histoldgica de los animales tras el tratamiento

ANIMALES GRUPO 1

Presencia de células
inflamatorias

Tejido de granulacion
(fibroblastos/depdsitos de
matriz extracelular)

Neovascularizacion
Re-epitelizacion
Puntuacion Greenhalgh
ANIMALES GRUPO 2

Presencia de células
inflamatorias

Tejido de granulacion
(fibroblastos/depdsitos de
matriz extracelular)

Neovascularizacion
Re-epitelizacion
Puntuacion Greenhalgh
ANIMALES GRUPO 3

Presencia de células
inflamatorias

Tejido de granulacion
(fibroblastos/depdsitos de
matriz extracelular)

Neovascularizacion
Re-epitelizacion
Puntuacion Greenhalgh
ANIMALES GRUPO 4

Presencia de células
inflamatorias

Tejido de granulacion
(fibroblastos/depdsitos de
matriz extracelular)

completo de 18 dias.

R1

14
R17

R25

R2 R3
1 2
1 3
0 2
4 3
13 10
R10
1
2
2
4
12
R19
3
2
1
4
9
R26 R27
2 1
2 3

R4

14
R11

R20

14
R28

R5

14
R12

13
R21

R29

R6

12
R13

13
R22

12
R30

R7

12

R14

R23

R31

R8

11
R16

R24

13
R32
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Neovascularizacion

Re-epitelizacion

Puntuacion Greenhalgh

ANIMALES GRUPO 5

Presencia de células
inflamatorias

Tejido de granulacién
(fibroblastos/depésitos de

matriz extracelular)
Neovascularizacién

Re-epitelizacion

1 2

3 4

9 10
R33 R34
1 2

1 1

0 1

4 4
15 14

Puntuacion Greenhalgh

Valoracion: 1 leve, 2 moderada, 3 severa y 4 muy severa.

Tabla 23. Resultados del estudio histolégico. MEDIAS DE LOS GRUPOS.

CELULAS
INFLAMATORIAS

GRUPO

+
1 1,25+0,46

GRUPO

1,71+1,11
2 ’ ’

GRUPO

+
3 2,14+0,90

GRUPO

+
a 1,75+0,71

GRUPO

2,12+0,99
5 ’ ’

TEJIDO
GRANULACION

2,50+1,19

1,86+0,69

2,14+0,90

1,62+0,91

1,25+0,89

COCIENTE
TG/Cl

1,09

0,92

0,58

2 0

4 1
12 5
R35 R36
3 1

1 0

3 0

0 4

4 15

NEOVASCU-
LARIZACION

0,50+0,75

1,00+0,58

1,57+0,79

1,12+0,99

1,37+1,19

0 0

1 4

5 14
R37 R38
3 3

2 3

1 2

0 1

4 5

RE-EPITE
LIZACION

3,750,46

3,28+1,50

2,71+1,70

3,00+1,31

2,62+1,92

2 2

3 4

9 12
R39 R40
3 1

1 1

3 1

4 4

7 14

PUNTUACION
GREENHALGH

12,37+1,41%

10,86+2,79

9,57+3,50

9,5043,25

9,75%5,17

Nota: El célculo de las medias corresponden a los animales que han llegado al final del tratamiento, excluyendo

los animales 15 y18:

* Diferencias significativas con respecto a los grupos.

En conclusién, los grupos en los que aparecen mas muestras con un
grado V de recuperacion son el 1y el 2 mientras que 3, 4 y 5 presentan grados

similares.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos, tanto de la evoluciéon de la herida por
mediciéon de su drea como del estado histologico de la piel el ultimo dia del
estudio, muestran que la reduccién de las heridas es significativo (p<0,05) a
partir del dia 8 tras la creacién de la Ulcera en todos los grupos 1-5.

Se observa que los grupos 1, 2, 4, y 5 alcanzan valores de reducciéon de
las heridas superiores al 60% a partir del dia 8 mientras que esta reduccién no se
observa a este tiempo en el grupo 3.

El grupo 3 (Producto de ensayo 3: RG-003) muestra significativamente
(p<0,05) valores menores de reduccion de Ulcera a los dias 8 y 10 del estudio.
Los animales de este grupo mostraron sancgre abundante durante los primeros
10 dias tras la creacién de la ulcera.

El estudio histolégico revela que la recuperacion se encuentra en un
estadio mas avanzado en los grupos 1y 2, ya que el infiltrado inflamatorio esta
siendo sustituido por fibroblastos cada vez mas maduros y matriz extracelular
elaborada por estos.

Por tanto el grupo 1: tratamiento tdpico con producto de ensayo RG-
001, es el que muestra mejores resultados de reduccién de la herida y de
recuperacion histoldgica del epitelio, con la mayor puntuacién de Greenhalgh.

Referencias bibliograficas

Ver capitulo 7.- de bibliografia [48,49,50,51,52]
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5.3.4. Estudio codigo SIF 210-1, Grupos de estudio |, Il y Il

Estudios in vivo de evaluaciéon de la actividad de principios activos
desarrollados por laboratorios Rovi para el tratamiento de ulceras tdpicas en
modelo experimental porcino: Ulceras diabéticas

Animales de estudio:

La investigacion se realizé con 20 cerdos enanos (“minipigs”) de la raza
Gottingen.

Tras su recepcion e inspeccion inicial, fueron estabulados en el
animalario del centro. Los 20 animales fueron alojados en salas exhaustivamente
desinfectadas y habilitadas para acoger exclusivamente a los animales de este
estudio.

Los animales se identificaron mediante crotales con el cddigo de
identificacién del animalario del centro, y una vez identificados se dividieron en
los grupos de estudio.

Tabla 24. Grupos de estudio y nUmero de animales y Ulceras programadas

Numerode Numero de Producto de

ulceras animales ensayo R
6 3 ROV1105
Grupo | . 3 Control no
tratado Ulceras diabéticas
Grupo ll 12 6 ROV1106
Grupo Il 12 6 ROV1107

Los animales se alimentaron con dieta de mantenimiento estandar
peletizada. Los animales de estos grupos |, Il y lll, una vez establecido el estatus
diabético, fueron alimentados con la misma dieta pero suplementada con grasas
saturadas hasta conseguir un 15% en la racién. El agua de bebida fue
administrada mediante sistema de bebida automatica en los cubiculos de
alojamiento.
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Productos de ensayo:

Se evallan 3 nuevos productos de ensayo con la caracterizacién que se
resume en la siguiente tabla

Tabla 25. Productos de ensayo

GRUPOS GRUPO | GRUPOII GRUPO Il
Nombre del producto de

ensayo ROV1105 ROV1106 ROV1107
Lote ROV1105 ROV1106 ROV1107

Composicion

Estabilidad

ROV1105 1%,
colageno

e hialuronato
sddico
Estable 3
meses a 4 °C

ROV1106 1%,
colageno

e hialuronato
sddico
Estable 3
meses a 4 °C

ROV1107 1%,
colageno

e hialuronato
sodico
Estable 3
meses a 4 °C

Los productos de ensayo se presentan en jeringas pre cargadas con 1 ml
de producto y el tratamiento diario consistié en la aplicacion de 0,5 ml por cada
Ulcera y dia. El tratamiento se aplicd uniformemente con la ayuda de un
depresor lingual de plastico estéril para cada ulcera.

Creacion del modelo de diabetes en el Cerdo

Se comenzé el estudio tomando los valores de glucemia de referencia para
cada animal, mediante dos medidas, una tras 12h de ayuno y otra postprandrial.
Una vez obtenidos estos valores, se comenzé la induccion de un estado diabético
mediante la administracién intravenosa de Streptozotocina (STZ) siguiendo los
pasos que se detallan a continuacion:

Administracion IV de STZ a una dosis de 150mg/kg, diluida en buffer
citrato 0.9 NaCl con pH entre 4,5-5. Tras dicha administracién se administré 2
mg/kg de Flunixin meglumine y 10 mg de metoclopramida via IV.

Se realizaron durante los tres primeros dias un control de glucemia para
estimar el nivel de dafio pancreatico provocado, y a la vez poder controlar una
eventual hipoglucemia provocada por la liberacidn masiva de insulina a
consecuencia de la muerte de las células B. Los controles posteriores de glucemia
se realizaron semanalmente.
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Durante los tres dias siguientes a la administracion de la STZ, se
administré a los animales una dosis analgésica de Buprenorfina en parche de
liberacion controlada (35ug/hora) cada 72h y Flunixin meglumine (2 mg/kg) cada
12 horas durante 3 dias. Tras observar signos clinicos de hipoglucemia severa 24
horas tras la administracién de la Streptozotocina en los animales 3, 8 y 16, se
les administré de urgencia suero salino glucosado al 5% via iv para conseguir su
estabilizacion y recuperacidn clinica.

En los animales 1,2,3,4,7,8,10,11,12,13,14,17y18, debido a sintomas
clinicos de anorexia y falta de apetito a los 7 dias tras la induccién del estado
diabético, se retoma el tratamiento analgésico con parche de buprenorfina y
flunixin meglumine cada 12 horas a las mismas dosis descritas previamente.

Una vez inducido el estado diabético, se llevaron a cabo controles
semanales en los que se registré el peso y se realizaron determinaciones de
glucemia, para asegurar que se mantenian los niveles diabéticos pero
compatibles con la vida, es decir, valores entre 200-400mg/dl. Cinco dias tras la
induccion del estado diabético se comenzé a administrar un suplemento
dietético de grasas saturadas, que pasaron a ser un 15% de la racion diaria, con
el objetivo de establecer una hiperlipidemia que acelere la instauracién de los
cambios vasculares que provocan la ateroesclerosis. Este contenido calérico de
la dieta se mantuvo durante todo el estudio. Se realizaron semanalmente
determinaciones bioquimicas complementarias de colesterol total, triglicéridos,
HDL colesterol y LDL colesterol.

Creacion de las ulceras tépicas diabéticas

Transcurridas quince semanas tras la induccidn del estado diabético se
procedid, a la creacidn de dos Ulceras cutdneas de grado Il de la escala de
Wagner (una en cada pata del animal) siguiendo los pasos que se detallan a
continuacién. Una de las Ulceras realizadas en uno de los grupos servird como
control al tratamiento y al resto de los productos de ensayo a testar:

Tras 12h de ayuno sélido y 6h de liquido, se anestesiaron los animales
mediante anestesia general inhalatoria mantenida con sevoflurano al 3% en
oxigeno y analgesia mediante infusion continua de remifentanilo. En condiciones
de rigurosa esterilidad se procedié al marcado con un molde de un area circular
de 16 cm?, para igualar el posicionamiento y tamafio en todos los individuos de
la zona de la Ulcera. Las Ulceras se crearon en la cara medial de la tibia en ambas
extremidades posteriores del animal. Se extirpd quirdrgicamente todo el espesor
de la dermis, eliminacidn piel, tejido subcutaneo y pared muscular hasta acceder
a hueso dejando este visible eliminando el periostio.
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Tras la cirugia, se procedié a cubrir ambas ulceras con gasas parafinadas
y compresas estériles, fijadas a la piel con esparadrapo, para evitar que se
contaminaran. Se instaurdé un tratamiento antibidético con amoxicilina
clavulanico (20 mg/kg) durante 7 dias tras la creacién de la ulcera, y un
tratamiento analgésico con buprenorfina en parches cada 72h durante la
primera semana tras la creacion de las ulceras. El tratamiento se complementé
con meloxicam (0,4 mg/kg IM), ceftiofur (3 mg/kg IM) y fentanilo (parche de
liberacion sostenida 25 pg/kg).

Se administraron diariamente los tratamientos asignados a cada grupo
objeto de estudio hasta el cierre total de las Ulceras o hasta 70 dias de
tratamiento como tiempo maximo estipulado por el promotor del estudio.
Previo a la administracién de los tratamientos se realizé una limpieza exhaustiva
de las ulceras con betadine diluido con suero salino fisioldgico y cambio del
vendaje.

Estudio de absorcidon sistémica de los productos de ensayo
mediante las medidas de la actividad antifactor Xa y antifactor lla en
plasma.

En dos animales de cada grupo con tratamiento, se realizé una extraccién
de sangre para la valoracion de la actividad antifactor Xa y antifactor lla en plasma.

Las muestras de sangre se obtuvieron antes de la administracién del
producto de ensayo y a las 1, 2, 4, 8, 12, 24 26, 28, 32 y 48 horas, dia3 y dia 7
después de la administracion del primer dia de tratamiento.

Las tomas de muestra correspondientes a las 24h, 48h dia 3 y dia 7 se
realizaron antes de la administracién correspondiente a ese dia.

Se extrajo, aproximadamente, 1 mL de sangre (con citrato sédico al
3.8%, en proporcion 1:9 como anticoagulante). La sangre se centrifugd a 3000
rom a 4 °C durante 10 minutos. Se obtuvieron dos alicuotas de plasma que se
congelaron a —20 = 5 °C hasta su envio al laboratorio externo Harlan para la
determinacion en dicho laboratorio de la actividad antifactor Xa y antifactor lla.
Se enviaron una de las alicuotas de las muestras obtenidas correspondientes a
los tratamientos ROV1105 y ROV1106, conservandose en el CCMUU bajo
condiciones BPL el resto de muestras obtenidas de dichos tratamientos y del
tratamiento ROV1107.
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Recogida y registro de datos.

La recogida de datos se llevéd a cabo dos veces por semana. Se
descubrieron las Ulceras, para limpiar la zona y cambiar el vendaje, en este
momento se realizaron fotografias digitales, de forma protocolizada, de la zona
ulcerada para seguir la evolucién e ir midiendo la reduccién del area de las
Ulceras. De esta forma se determind la velocidad de epitelizacién de cada
animal.

Una vez concluida la fase de seguimiento, seglin la cinética de
cicatrizacion, se procedié a coger muestras de biopsia para analisis histolégico, y
evaluar mediante estas técnicas la calidad de la cicatrizacion de cada animal.

Valoracidn histoldgica de las heridas

Las muestras de biopsia obtenidas una vez finalizado el seguimiento, se
fijaron en formol para su envio al laboratorio anatomopatolégico donde se
evaluaron la calidad de la cicatrizacién utilizando la tincién de hematoxilina-
eosina.

Los resultados se basan en la puntuacién dada por el método de
Greenhalgh et al. (1990).

En el tejido subcutdaneo se analizaron la existencia de hemorragias,

infiltrado de células inflamatorias, tejido de granulacidén o grado de fibrosis y
neovascularizacién. El valor asignado aparece recogido en las tablas 26 y 27.
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Tabla 26. Valores asignados para cada parametro analizado en la epidermis

PUNTUACION

Parametros de la
epidermis

Ulceracién epidermis

Presencia
pustulas/inflamacién

Hiperplasia

Hiperqueratosis

Ausencia

Ausencia

Ausencia

Ausencia

1 (leve)

<30%

1-2 pustulas x40
Ligero infiltrado
de células
inflamatorias* a
nivel focal.

Ligero aumento
en el nimero de
capas del
epitelio.

Pequefio
aumento de la
gueratina sobre
la epidermis.

2 (moderado)
30-60%

2-3 pustulas x40
Moderado
infiltrado de
células
inflamatorias*
extendido.

Aumento
moderado en el
numero de capas
con pequenas
papilas.

Numerosas capas
de queratina
sobre la
epidermis.

3 (severo)

>60%

<3 pustulas x40
Severo
infiltrado de
células
inflamatorias* a
lo largo de toda
la muestra.

Epidermis muy
engrosada con
numerosas
capasy grandes
papilas en el t.
subcutdneo.

Gruesa capa de
queratina sobre
la epidermis.

*Infiltrado mixto de polimorfonucleares neutroéfilos, linfocitos, células plasmaticas y macréfagos.
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Tabla 27. Valores asignados para cada parametro analizado en el tejido subcutéaneo

Parametros
de tejido 0 1 2 3
Subcutaneo
. Grandes dreas de
N Areas de .
. . Pequefios focos . . hemorragia ente las
Hemorragia Ausencia . hemorragia mas o .
de hemorragia. células del t.
menos extensas .
subcutaneo.
Poca cantidad .
. Moderada cantidad .
de células . Gran cantidad de
. - de células . . -
. . inflamatorias ) ok células inflamatorias
Inflamacién Ausencia . inflamatorias* que
localizadas L que ocupan toda la
infiltran el t.
alrededor de los - muestra.
conjuntivo
Vasos.
Pequefia banda  Banda mas ancha
de tejido de tejido Banda ancha de tejido
Tejido de conjuntivo conjuntivo fibroso conjuntivo fibroso con
granulacion/f Ausencia fibroso bajo la con bajo la una elevada densidad
ibrosis epidermis con epidermis con celular que profundiza
pocos mayor cantidad de  en la dermis.
fibroblastos. fibroblastos
Proliferacién .
L. . ., Gran cantidad de
Congestion/ Proliferacion moderada y
. . . . neovasos en la muestra
neovasculariz Ausencia minimay focal extendida en la

acion

de vasos.

muestra. Algunos
vasos congestivos.

mayoritariamente
congestivos.

*Infiltrado mixto de polimorfonucleares neutrdfilos, linfocitos, células plasmaticas y macrofagos.
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Envio de muestras/ analisis histopatolégico

Una vez concluida la fase de seguimiento, se tomaron muestras de
biopsia de 6mm de didmetro de cada una de las Ulceras, incluyendo el espesor
total de la piel de la zona tratada. Dichas muestras fueron depositadas de forma
individual en tubos de ensayo con formaldehido al 3.7-4% y remitidas al
laboratorio para su andlisis histopatoldgico.

Resultados relativos a la creacion del modelo diabético en el
modelo experimental cerdo diabético

Tras la administracion de la estreptozotozina (150 mg/kg) todos los
animales presentaron vomitos a pesar de la administracion preventiva de
metoclopramida. Se observé una hipoglucemia severa en los animales 3, 8 y 16
que fue tratada con la administracion IV de suero glucosado hasta retornar a
valores fisiolégicos normales.

Tras la induccidn de la diabetes con estreptozotozina (150 mg/kg) en los
cerdos y tras el seguimiento de los niveles de glucemia durante la primera
semana se observéd que todos los animales tuvieron valores de glucosa
superiores a 200 mg/ml. En funcién de estos resultados se considerd que todos
tenian inducido el estado diabético

Para ampliar el nUmero de animales que formaban parte del estudio se
incorporaron al estudio, para la creacién de las Ulceras 2 hembras diabetizadas
con la misma dosis de estreptozotozina y con el mismo tratamiento y
seguimientos que el resto de los animales del estudio. De este modo el nimero
final de animales que integraron la segunda fase del proyecto fue de 17
animales.

En la tabla 28 se muestra la distribucién final de animales a los grupos
de estudio:
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Tabla 28. Distribucidn final de animales a los grupos de estudio

1 P11-025 | ROV1105
2 P11-044 | ROV1105
3 P10-1007 | ROV1105
4 P11-043 | CONTROL
5 P11-026 | CONTROL
6 P11-046 | CONTROL
7 P11-015 Il ROV1106
8 P11-029 Il ROV1106
9 P10-1008 Il ROV1106
10 P11-023 Il ROV1106
11 P11-041 Il ROV1106
12 P11-048 ] ROV1007
13 P11-039 ] ROV1107
14 P11-033 1] ROV1107
15 P11-014 1] ROV1107
16 P11-012 ] ROV1107
17 P11-042 1] ROV1107
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En la tabla 29 y Figura 43 se muestran los valores medios de glucosa
mantenidos durante el desarrollo del estudio, excluyendo los datos de los
animales fallecidos (animales P11-0037, P11-0024 y P11-0032), e incluyendo los
valores de glucosa de los dos cerdos incorporados en el estudio (P10-1007 y P10-
1008). Los valores de glucemia se mantuvieron por encima de 250 mg/dl en
todos los animales durante el desarrollo del ensayo.

La induccidn del estado diabético produjo una disminucion significativa
del peso corporal de los animales (tabla 29) que se recuperd a partir de la
semana 14 postinduccion.

Tabla 29. Valores medios de peso y glucosa mantenidos en los cerdos incluidos
en el estudio experimental

e e
Basal ayunas 86,12+14,62 17,82+1,90
Basal postpandrial 112,33+19,65  --------m-e--
24 horas post induccién estreptozotozina 83,23+64,12 @ -
48 horas post inducciéon estreptozotozina 384,29+69,45% = -------e-mee-
72 horas post induccion estreptozotozina 411,29+82,63*  ----ememeeee-
Semana 1 post induccién estreptozotozina 365,70+£30,30*%  -----mmmeee-
Semana 2 post induccién estreptozotozina 379,76191,29*  15,89+2,64*
Semana 3 post induccidn estreptozotozina 384’061116’25 14,10+2,12*
Semana 4 post induccién estreptozotozina 456,44+86,88*  14,56+2,70*
Semana 5 post induccién estreptozotozina 513,44455,70*  14,25+2,74*
Semana 6 post induccién estreptozotozina 423,18+45,57*  13,71+2,37*
Semana 7 post induccidn estreptozotozina 495,29+63,44*  14,27+2,79*
Semana 8 post induccidn estreptozotozina 521,18+48,32*  14,45+2,62*
Semana 9 post induccién estreptozotozina 464,18+75,10*  14,27+2,79*
Semana 10 post induccion estreptozotozina 377,71458,51*  15,21+3,30*
Semana 11 post induccidn estreptozotozina 387,23+42,24*  15,81+3,14*
Semana 12 post induccidn estreptozotozina 369,53+28,29*  15,17+3,30*
Semana 13 post induccion estreptozotozina 368,47+25,00* 15,78%3,31*
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Semana 14 post induccién estreptozotozina
Semana 15 post induccion estreptozotozina
Semana 16 post induccion estreptozotozina
Semana 17 post induccion estreptozotozina
Semana 18 post induccion estreptozotozina
Semana 19 post induccién estreptozotozina
Semana 20 post induccion estreptozotozina
Semana 21 post induccion estreptozotozina
Semana 22 post induccién estreptozotozina
Semana 23 post induccion estreptozotozina
Semana 24 post induccion estreptozotozina
Semana 25 post induccién estreptozotozina

Semana 26 post induccién estreptozotozina

(solo datos de los animales incluidos P10-

1007; P10-1008)

Semana 27 post induccion estreptozotozina

(solo datos de los animales incluidos P10-

1007; P10-1008)

Semana 28 post induccién estreptozotozina

(solo datos de los animales incluidos P10-

1007; P10-1008)

368,12+23,98*
366,76+23,55*
366,59+62,01*
358,00+20,69*
375,18455,61*
350,06+25,28*
359,82+47,95*
349,29+27,14*
357,23+£19,52*
362,00+36,81*
344,41+28,61*

343,29+40,88*

303,00+0,00*

360,00+4,24*

354,00+38,18*

* Diferencias estadisticamente significativas respecto al valor basal. p<0,05.
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16,52+3,65
17,20+3,33
17,90+4,18
17,77+3,20
18,31+3,42
18,02+3,42
19,07+3,70
19,46+3,80
19,42+4,16
20,29+4,02
20,53+4,30

20,74+4,45

16,00+0,00

17,50+1,56

18,00+1,13
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Figura 39. Valores medios de glucosa mantenidos en los cerdos incluidos en
el estudio experimental

Resultados relativos a la creacién de hiperlipidemia con dieta
suplementada en el modelo porcino diabetizado.

Con el fin de conseguir un estado hiperlipidémico en los animales de
experimentacion, cinco dias tras la induccidn del estado diabético, se comenzé a
administrar un suplemento dietético de grasas saturadas (15% de la racién
diaria), con el objetivo de establecer una hiperlipidemia que acelerara la
instauracion de los cambios vasculares que provocan la ateroesclerosis. Este
contenido caldrico de la dieta se mantuvo durante todo el estudio. Se realizaron
semanalmente determinaciones bioquimicas complementarias de colesterol
total, triglicéridos, HDL colesterol y LDL colesterol.

Los animales toleraron de manera correcta la dieta suplementada con
grasa de origen animal. Los resultados analiticos obtenidos con este aporte
nutricional se reflejan en la tabla 30, observandose un aumento significativo de
los triglicéridos y el colesterol total durante las semanas del estudio.

165



ESTUDIOS IN VIVO

Tabla 30. Valores medios de triglicéridos y colesterol mantenidos en los cerdos
incluidos en el estudio experimental

TIEMPOS

Basal ayunas

Basal postpandrial

24 horas post induccion
estreptozotozina

48 horas post induccién
estreptozotozina

72 horas post induccion
estreptozotozina

Semana 1 post induccién
estreptozotozina

Semana 2 post induccién
estreptozotozina

Semana 3 post induccion
estreptozotozina

Semana 4 post induccién
estreptozotozina

Semana 5 post induccion
estreptozotozina

Semana 6 post induccion
estreptozotozina

Semana 7 post induccién
estreptozotozina

Semana 8 post induccion
estreptozotozina

Semana 9 post induccion
estreptozotozina

Semana 10 post induccién
estreptozotozina

Semana 11 post induccién
estreptozotozina

Semana 12 post induccién
estreptozotozina
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(mg/ml)
21,249,5

25,3%13,1

23,4+7,5

46,3£19,7

120,691,4

403,3+385,3*

997,2+569,0*

245,7+170,6*

427,6%£293,6*

496,4+356,3*

673,1+446,7*

363,5+381,3*

574,3+374,1*

362,2+383,0*

247,6+208,3*

233,0+195,4*

356,5+420,0*

COLESTEROL
(mg/ml)

48,3+21,8

51,949,2

45,1+16,6

45,4+11,0

53,5%+12,3

56,6+13,8

82,1+24,7*

49,7%6,9

51,7+13,1

60,7+15,2*

71,9+15,6*

72,1+21,2*

76,3+18,2*

74,04£20,1*

70,9+19,0*

58,5%8,6

63,4+19,3*
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Semana 13 post induccion 118,2+100,6 80,0+17,2*
estreptozotozina

Semana 14 post induccion 183,3+191,6 76,6+19,3*
estreptozotozina

Semana 15 post induccion 160,5+138,5 71,5+15,4*
estreptozotozina

Semana 16 post induccién 160,3+113,5 60,8+26,7*
estreptozotozina

Semana 17 post induccion 145,4+81,1 59,3+19,7*
estreptozotozina

Semana 18 post induccion 147,2+154,4 60,6+16,2*
estreptozotozina

Semana 19 post induccién 111,9+69,1 64,9+18,0*
estreptozotozina

Semana 20 post induccién 135,4+90,5 69,9+18,8*
estreptozotozina

Semana 21 post induccién 166,4+124,0 73,1420,1*
estreptozotozina

Semana 22 post induccién 163,9+101,6 65,5+20,7*
estreptozotozina

Semana 23 post induccion 122,7+79,4 67,5+19,5*
estreptozotozina

Semana 24 post induccion 140,7+116,9 69,2432 2%
estreptozotozina

Semana 25 post induccion 156,8+150,3 70,8+27,1*
estreptozotozina

Semana 26 post induccion

estreptozotozina 197,0+0,0 130,0+0,0*

(datos de los animales incluidos
posteriormente: P10-1007; P10-1008)

Semana 27 post induccién

estreptozotozina 74,5+16,1
(datos de los animales incluidos

posteriormente: P10-1007; P10-1008)

118,0+77,8*

Semana 28 post induccion

estreptozotozina 42,546,4 68,5+0,7*
(datos de los animales incluidos
posteriormente: P10-1007; P10-1008)

* Diferencias estadisticamente significativas respecto al valor basal. p<0,05.
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Resultados relativos a la creacion del modelo de tlcera diabética
tipo Il de la escala de Wagner en modelo porcino diabetizado.

A las 15 semanas tras la induccidon con buenos resultados del estado
diabético y a las 18 semanas para el caso de los animales introducidos
posteriormente en el estudio (P10-1007; P10-1008), todos ellos fueron
intervenidos quirdrgicamente para la creacion de la Ulcera diabética tipo Il de la
escala de Wagner en la cara medial de la tibia en ambas extremidades
posteriores. Para ello, se extirpd quirdrgicamente todo el espesor de la dermis,
eliminacion piel, tejido subcutaneo y pared muscular hasta acceder a hueso
dejando este visible eliminando el periostio. Tras la cirugia, se procedié a cubrir
ambas Ulceras con gasas parafinadas y compresas estériles, fijadas a la piel con
esparadrapo, para evitar que se contaminaran.

No hubo ningun hallazgo intraoperatorio que impidiera o dificultara la
creacién de la Ulcera. Los resultados de la intervencién fueron favorables, no
produciéndose ninguna muerte debida a la creacidn de la Ulcera.

Resultados relativos a la absorcion de los productos de ensayo.

La absorcidn sistémica no fue significativa como lo indican los resultados
de las determinaciones de la actividad de antifactor Xa y antifactor lla. Ambos
estuvieron por debajo de los limites minimos de deteccidn.

Resultados relativos a la actividad farmacolégica de los productos
de ensayo en el tratamiento de las tlceras diabéticas.

En el siguiente apartado se describen todos los resultados obtenidos a lo
largo del estudio de tratamiento de las ulceras. Esto es, la evolucidn del peso
corporal tras la creacién de las ulceras, la evolucion de la curacidon/cierre de las
Ulceras y la evaluacidén histolégica de las mismas realizado tras la toma de
muestras mediante punch de biopsia de 6mm.

No se ha producido ninguna muerte ni ningln signo negativo debido a
los tratamientos administrados (productos de ensayo) durante el desarrollo d
del estudio.

Tras la cirugia se observé una elevada formacion de fibrina para recubrir

el espacio de la Ulcera en todos los animales del estudio (figura 43) vy
posteriormente se formé tejido de granulacién (figura 44).
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Figura 40. Apariencia de la Ulcera del
animal tres dias tras su creacion
quirurgica con formacién de fibrina

Figura 41. Apariencia de la Ulcera del
animal siete dias tras su creacion

quirurgica con formacién de tejido de
granulacion

Se observaron signos clinicos negativos durante la evoluciéon de las
Ulceras destacando la aparicion de signos locales de infeccién (pus, inflamacion,
calor y dolor) que dieron como resultado la aparicion de abscesos que contenian

liguido seroso blanquecino: pus, tal y como se expone en la tabla 31.

TRATAMIENTO

CONTROL

ROV-1105

ROV-1106

ROV-1107

Tabla 31. Signos clinicos negativos observados durante el estudio

N2 ULCERAS
QUE
PRESENTAN
ABSCESOS

10

ANIMALES

4(ambas Ulceras)
5(ambas ulceras)
6(ambas ulceras)

2 (ambas ulceras)
3 (ambas Ulceras)

7 (ambas Ulceras)
8 (ambas Ulceras)
9 (ambas Ulceras)
10 (ambas ulceras)
11 (ambas ulceras)

13 (ambas ulceras)
14 (Ulcera derecha)
15 (ambas ulceras)
16 (ambas ulceras)
17 (ambas ulceras)

N2 ULCERAS
QUE
PRESENTAN
FRAG.
OSEOS

ANIMALES

4 (Ulcera izquierda)
5 (uUlcera izquierda)

2 (ulcera derecha)
3 (ambas ulceras)

8 (ambas ulceras)
9 (ambas ulceras)
10 (ulcera derecha)

13 (ambas ulceras)
14 (Ulcera derecha)
15(ambas ulceras)

16(ulcera derecha)
17 (ambas ulceras)
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Los abscesos fueron tratados mediante la limpieza con betadine diluido
con solucién salina estéril y agua oxigenada diluida con solucién salina estéril. Si
el absceso estaba cerrado, se abrid para permitir introducir un hisopo
profundamente dentro de la lesidn y limpiar el interior del absceso. Se instaurd
tratamiento antibidtico sistémico para el tratamiento de dichos abscesos en
todos los animales del estudio tras su aprobacion.

La aparicidn de infecciones en el tejido con la alta recurrencia de
infecciones en las Ulceras diabéticas (probablemente empeoradas por el hecho
de que los animales no ayudan en evitar que ocurra) probablemente esté
relacionada con la relativamente gran superficie ulcerada, que busca aumentar
los tiempos de curacion y acercarlos a la situacidn clinica real en humanos.

El hecho de disponer de una “n” variable relacionada con la aparicion de
estos eventos es la que ha motivado que las comparaciones estadisticas cambien
sobre lo estudiado en ratones.
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Tabla 32. Resultados del diagndtico infeccioso de los tratamiento administrativos

MUESTRA PRIMER RESULTADO SEGUNDO RESULTADO
10/06/2011 15/06/2011
Pseudomonas Luteola Burkholderia gladioli
Sensible a cefepima, Sensible a ciprofloxacino,
Naranja/ROV1105
ciprofloxacino, levofloxacino, levofloxacino, Trimetoprim
Trimetoprim sulfametoxazol sulfametoxazol
Verde/ROV1106 ESTERIL ESTERIL
CDC grupo EF-4a CDC grupo EF-4a
Azul/ROV1107 Resistente a todos los Resistente a todos los

antibioticos testados

antibioticos testados

Por otro lado, se observaron que las siguientes ulceras expulsaron

pequefios fragmentos de la capa cortical ésea, posiblemente por fenémenos de
osteomielitis (Inflamacidon 6sea) derivados de la prolongada exposicién del
hueso. Estos fragmentos hacian reaccién de cuerpo extrafio y generaban un
exudado purulento hasta su expulsidén o extraccion. Tras la expulsidon/extracciéon
de dichos fragmentos, y un buen lavado, las heridas han evolucionado sin
complicaciones.

Los animales que han expulsado fragmentos son 12 y las ulceras que han
expulsado fragmentos son un total de 17, distribuidos del siguiente modo: 3
Ulceras perteneciente al grupo control, 3 ulceras al tratamiento ROV1105, 4
Ulceras del ROV1106 y 7 ulceras del ROV1107.
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Tabla 33. Presentacion de fragmentos éseos y fecha de extraccidén

ANIMAL TRATAMIENTO ULCERA FECHA DE EXTRACION
4 CONTROL EXTREMIDAD IZQUIERDA 12/07/2011
EXTREMIDAD IZQUIERDA 4/07/2011
5 CONTROL
EXTREMIDAD DERECHA 5/07/2011
EXTREMIDAD IZQUIERDA 19/07/2011
3 ROV1105
EXTREMIDAD DERECHA 6/07/2011
2 ROV1105 EXTREMIDAD DERECHA 14/07/2011
21/07/2011
8 ROV1106 EXTREMIDAD IZQUIERDA 18/07/2011
EXTREMIDAD IZQUIERDA 5/07/2011
9 ROV1106
EXTREMIDAD DERECHA 27/06/2011
10 ROV1106 EXTREMIDAD DERECHA 10/07/2011
EXTREMIDAD IZQUIERDA 18/07/2011
13 ROV1107
EXTREMIDAD DERECHA 20/07/2011
14 ROV1107 EXTREMIDAD DERECHA 12/07/2011
EXTREMIDAD IZQUIERDA 12/07/2011
15 ROV1107
EXTREMIDAD DERECHA 18/07/2011
16 ROV1107 EXTREMIDAD DERECHA 22/06/2011
EXTREMIDAD IZQUIERDA 09/07/2011
17 ROV1107
EXTREMIDAD DERECHA 04/07/2011
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Peso corporal.

En la Tabla 34 y Figura 45 se muestran los valores globales de la
evolucidn del peso corporal a partir de la creacion de las ulceras y durante la
administracién de los tratamientos a lo largo del estudio. No se observaron
cambios significativos de peso en ninglin grupo durante esta etapa del estudio ni
diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 34. Evolucion del peso durante el estudio tras la creacién de las Ulceras

TIEMPO PESO

SEGUIMIENTO (Kg)

(Dias) CONTROL  ROV1105 ROV 1106 ROV 1107
0 16,90+2,83 18,55+3,41 17,91+4,03 16,87+2,72
3 17,35¢2,02 18,17+3,32 18,47+4,72 16,40%2,63
7 17,62+3,34 18,53+3,47 19,12+5,55 16,97+4,14
10 17,13+2,64 18,45+2,69 18,56+5,32 16,52+2,91
14 18,15+2,01 18,93+3,71 17,83+4,48 16,78+2,35
17 19,12+2,53 19,30+3,37 18,50+4,90 17,64+2,51
21 18,43+2,15 19,23+3,66 18,37+4,76 17,87%3,23
24 18,68+2,63 18,97+3,86 18,63+4,75 17,92+2,71
28 18,03+2,82 18,70+3,92 18,43+4,60 17,45+3,11
31 19,23+2,55 19,77+4,07 18,61+4,97 17,82+2,94
35 19,88+3,01 20,02+3,97 19,5045,19 17,92+3,00
38 20,1742,70 19,30+3,18 19,3045,02 17,92+3,32
42 20,354#3,40 20,32+3,97 19,91+4,93 18,47+3,44
45 20,42+2,84 20,05+4,01 19,64+4,88 18,20+3,17
49 21,07+3,07 20,47+4,38 19,86%5,83 17,94+3,08
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52 21,07+2,66 21,12+4,37 20,65%5,61 18,55+3,67
56 21,52+2,55 21,05+4,43 20,88%5,58 18,97+3,38
59 21,72+2,92 21,07+4,51 21,0145,60 19,02+3,40
63 21,9243,14 21,42+4,79 21,26%6,02 19,19+3,15
66 00 e 21,52+4,32 21,14+6,10 19,1443,32
70 0 - 21,87+4,46 21,68+5,93 19,1843,70

Tratamientos
W control

WRrov1105
[RrRovi106
BRrovi107

257

207

Peso (kg)

157

10

rTrrrrrTTrTroTrTT T T T T T T
0 3 7 10 1417 2124 2831 3538 4245 4952 5659 63 66 70

Tiempo de tratamiento (dias)

Figura 42. Evolucion del peso durane el estudio tras la creacion
de la Ulcera.
La ganancia de peso indica que en todo caso el proceso de ulceracion no alterd
la pauta alimenticia de los animales

Evolucion del area de las ulceras. Estudio de reduccion de las
ulceras.

En la tabla 35 se muestran los valores globales de la evolucidn del area
de las Ulceras a lo largo del estudio, mientras que en la tabla 28 se refleja el
porcentaje de reduccidn o curacion de las mismas. En el tiempo 10, a los 10 dias
de tratamiento, se observaron diferencias significativas del tratamiento
ROV1106 frente al resto de los grupos con menor reduccién del area de las
Ulceras.

En los grupos de tratamiento ROV1105 y ROV1107 el drea de las dulceras
disminuyd significativamente a partir del dia 10 mientras que en el grupo control
y en el ROV1106 esta disminucién fue significativa a partir del dia 14.
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Tabla 35. Evolucidn del area de las Ulceras durante el estudio

Z:EEGI\:IJTI\CI’IIENTO AREA (cm’)

(Dias) CONTROL  ROV1105  ROV1106 ROV 1107

0 16,49t1,79  16,55¢1,97  15,8942,98  17,21%2,60
3 21,2043,71% 22,17+1,62* 19,62+2,19% 19,26+1,89*
7 21,4242,11% 21,70+1,33% 22,60+2,71* 19,76+2,29*
10 15,36:1,39  14,18+0,99* 17,31#2,62 14,93+2,13*
14 8,2141,01*  7,41:0,67*  7,98+1,35%  7,69+1,48*
17 4,87+1,06*  4,44+1,06*  4,77+1,09%  5,08+1,60*
21 1,91£0,79*  2,29+0,84*  1,93%0,77*  2,49+1,23*
24 0,9310,44*  126:0,73*  1,25:0,93*  1,36+0,96*
28 0,190,11%  0,44:0,32*  0,66+0,57*  0,49+0,43*
31 0,03:0,03*  0,39:0,30*  0,26:0,24*  0,27:0,31*
35 0,0740,12*  0,22¢0,18%  0,11¢0,11*  0,16+0,30*
38 0,02¢0,04*  0,61+1,14* 0,05:0,12*  0,18+0,37*
42 0,0240,02*  0,19:0,34*  0,15:0,23*  0,06+0,14*
45 0,00£0,00*  0,08:0,18*  0,05:0,07*  0,020,05*
49 0,04£0,06*  0,05:0,07*  0,05:0,12%  0,08+0,16*
52 0,01#0,02*  0,05:0,10*  0,07£0,20%  0,05£0,07*
56 0,0120,01*  0,04:0,09%  0,03t0,05*  0,04+0,09*
59 0,00£0,00*  0,02:0,05*  0,01:0,01*  0,04+0,07*
63 0,00£0,00%  0,01:0,02*  0,01£0,02*  0,01+0,02*
66 0 e 0,020,03*  0,00:0,00*  0,03+0,07*
70 0,00£0,00*  0,00:0,01*  0,030,05*

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.
1 Diferencias significativas con respecto al resto de los grupos.
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Tabla 36. Evolucion del porcentaje de reduccién de las ulceras

TIEMPO
SEGUIMIENTO

(Dias)

0

3

7

10
14
17
21
24
28
31
35
38
42
45
49
52
56
59
63
66

70

PORCENTAJE DE REDUCCION DE LA ULCERA (%)

CONTROL

0,00+0,00
-30,09+24,64*
-31,04+18,24*
5,97+12,97
49,7048,44*
70,06+7,78*
88,12+5,56*
94,21+2,96*
98,80+0,75*
99,79+0,21*
99,51+0,87*
99,86+0,27*
99,85+0,14*
99,99+0,02*
99,76+0,36*
99,92+0,14*
99,95+0,11*
99,99+0,03*
100,00+0,00*

ROV1105

0,00+0,00
-35,23+16,33*
-32,15+12,92*
13,22+13,07*
54,61+7,54*
72,55+8,78*
85,81+6,37*
92,06+5,15*
97,25+2,27*
97,65+1,89*
98,67+1,11*
96,12+7,39*
98,85+2,23*
99,43+1,15*
99,72+0,42*
99,70+0,61*
99,70+0,56*
99,83+0,33*
99,94+0,11*
99,89+0,20*

100,00+0,00*

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

T Diferencias significativas con respecto al resto de los grupos.
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ROV 1106

0,00+0,00
-25,49+14,21*

-45,23+24,88*

-10,44+16,26%

48,72+11,04*
69,73+5,68*
88,11+3,84*
91,99+6,28*
96,08+3,19*
98,43+1,27*
99,37+0,60*
99,68+0,81*
99,06+1,44*
99,69+0,40*
99,63+0,82*
99,48+1,48*
99,79+0,36*
99,95+0,09*
99,95+0,14*
99,99+0,01*

99,98+0,07*

ROV 1107

0,00+0,00
-14,01+18,56*
-17,40%22,36*
12,04+14,24*
55,30+6,02*
70,73+7,73*
85,97+6,04*
92,43+4,87*
97,29+2,27*
98,54+1,63*
99,17£1,51*
98,92+2,28*
99,65+0,74*
99,90+0,26*
99,54+0,95*
99,73+0,45*
99,73+0,58*
99,72+0,50*
99,91+0,14*
99,81+0,44*

99,81+0,32*
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Figura 43. Evolucion del area de la ulcera durante el estudio.
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Figura 44. Evolucién del porcentaje de reduccion de la ulcera durante el estudio.

Evolucion del area externa de las ulceras. Estudio de contraccion de
las ulceras

En la tabla 37 se muestran los valores globales de la evolucidn del drea
externa de las ulceras a lo largo del estudio y en la tabla 38 se refleja el
porcentaje de contraccién de las mismas. El drea externa fue significativamente
mayor a los 10, 35 y 42 dias para el grupo de tratamiento ROV1106 y fue
significativamente menor en los tiempos 35, 63, 66 y 70 dias para el grupo de
tratamiento ROV1107. El porcentaje de contraccion de las ulceras fue

significativamente mayor en el grupo de tratamiento ROV1107 en los siguientes
tiempos: dias 35, 63, 66 y 70.
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Tabla 37. Evolucion del area externa de las ulceras durante el estudio.

TIEMPO
SEGUIMIENTO

(Dias)

0

3

7

10
14
17
21
24
28
31
35
38
42
45
49
52
56
59
63
66
70

AREA EXTERNA (cm?)

CONTROL  ROV1105 ROV 1106
18,95+1,26  18,06+1,84  20,69+2,31%
12,16+1,90* 11,92+1,66* 13,08+2,08*
9,30£1,76*  10,80£2,62* 10,99+1,37*
7,10£1,76%  7,84+1,71*  8,32+1,30*
6,24+1,36*  7,56+2,23*  7,65+1,59*
5,67+0,93*  6,87+0,81*  5,89+0,81*
5,08+0,96*  5,42+1,33*  4,92+0,74*
5,31+1,29*  537+127*  6,360,95*+
5,80+0,82*  6,29+2,23*  6,58+1,51*
6,27+41,20*  6,97+0,75*  7,64+0,90*+
7,17+¢1,40%  7,54+1,03*  7,85+0,88*
6,82+0,88*  6,78+0,77*  6,76+1,27*
6,47+1,20*  6,51+0,75*  5,65+0,71*
6,71+0,90*  6,27+1,04*  6,56+1,27*
6,25+0,55*  5,96+0,67*  6,58+1,26*
4,93+0,86*  5,15+0,59*  4,80+0,82*
------------ 4,2740,75%  4,65+1,12*
------------ 3,46+0,54*  3,58+0,55*

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

T Diferencias significativas con respecto al resto de los grupos.

ROV 1107

18,56+2,73
12,53+1,57*
11,63+1,85*
9,07+2,42*
7,83+1,97*
5,70+1,29*
4,69+1,29*
4,85+0,82*t
6,02+0,71*
6,72+1,17*
7,05+1,24*
5,44+1,21*
5,27+1,12*
5,83+1,02*
5,68+0,94*
3,73+0,49* %
3,14+0,83*t

2,61+0,62*t
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Tabla 38. Evolucidon del porcentaje de contraccion de las ulceras durante el estudio.

TIEMPO
SEGUIMIENTO

(Dias)

0

3

7

10
14
17
21
24
28
31
35
38
42
45
49
52
56
59
63
66
70

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

PORCENTAJE DE CONTRACCION (%)

CONTROL

ROV1105

-15,84+12,66
25,51+14,90*
42,95+13,23*
56,27+13,11*
61,30+11,49*
65,34+6,26*
69,22+5,33*
67,68+7,85*
64,78+3,90*
62,15+4,64*
56,77+5,17*
58,23+6,97*
60,62+6,63*
59,24+3,54*
61,76+4,57*
70,00+4,89*

-10,83+20,24
27,17£13,24*
33,16+21,51*
51,56+14,08*
53,19+16,88*
58,06+6,77*
67,08+8,05*
67,62+6,56*
61,13+15,98*
57,49+6,18*
54,35+8,54*
58,79+7,56*
60,51+7,53*
62,08+7,70*
64,12+4,45*
68,73+5,92*
74,45+3,46*

79,16+3,60*

ROV 1106

-33,17+23,28
14,98+21,24*
29,30+11,93*
46,16+12,52
50,54+12,53*
61,51+10,03*
67,89+9,14*
58,19+12,81*t
57,37£12,36*
50,80+9,01*
49,3318,83*
55,67£14,39*
63,66+6,33*
58,20+7,45*
58,16+6,37*
69,22+6,26*
69,57+10,14*

76,46+7,29*

T Diferencias significativas con respecto al resto de los grupos.

ROV 1107

-9,46%18,62
26,23+10,70*
31,32+13,23*
46,83+14,12*
53,91+12,10*
65,72+10,73*
72,40+7,90*
71,07£7,35%t
63,88+8,67*
60,23+8,37*
58,37+8,58*
67,60£9,08*
68,79+7,86*
65,16+8,90*
66,02+8,49*
77,83%4,57*t
80,96+7,04*t

84,26+5,19*t
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Figura 45. Evolucion del area externa de la Ulcera durante el estudio.
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Figura 46. Evolucion de la contraccion de la ulcera durante el estudio.
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Evaluacion histopatoldgica por grupos.

En la mayoria de los casos y en todos los grupos, los procesos de tipo
cronico predominan sobre los de tipo agudo y en ningln caso se observa
ulceracion de la epidermis. La presencia de fibroblastos, matriz extracelular y
neovasos es mayor que el infiltrado inflamatorio que se localiza sobre todo
alrededor de los vasos. Estas lesiones se encuentran principalmente en el tejido
conjuntivo subcutaneo.

Por otro lado y también en todos los grupos, la hiperplasia de la
epidermis y la hiperqueratosis son escasas debido igualmente a la evolucién de
la lesion. No se observa presencia de inflamacidén en la epidermis en ningun

grupo.
Grupo |. Control.

En este grupo, las lesiones mas importantes encontradas han sido la
inflamacién, la fibrosis y la neovascularizacién que, como ya se ha comentado
anteriormente, han aparecido sobre todo en el tejido conjuntivo subcutaneo.

El infiltrado inflamatorio es mayoritariamente leve, ligeramente superior
a las células que aparecen en una dermis normal y tan sélo en la extremidad
izquierda del animal 6 podria ser considerado moderado (Figura 47: Ay B). Las
células inflamatorias son principalmente linfocitos y células plasmaticas
localizadas alrededor de los vasos, aunque en el animal 5 (Figura 47: Cy D) en la
extremidad izquierda se han observado también numerosos eosindfilos.

La fibrosis, con aumento en el numero de fibroblastos y matriz
extracelular es moderada en 3 de las muestras y leve en otras tres (Figura 50: E y
F). El aumento en el nimero de vasos en este caso tanto en la dermis como en el
tejido conjuntivo subcutaneo es la lesidn mas evidente, siendo principalmente
moderada.

Con esto, en los animales del grupo control las lesiones son sobre todo
de caracter leve observandose un leve-moderado aumento del tejido conjuntivo
en el tejido conjuntivo subcutaneo y la presencia de un mayor nimero de vasos.
En todo caso, se trata de procesos de tipo cronico y con recuperacidon de la
epidermis, donde no se observa ulceracion.
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Figura 47. Ay B: Animal 6 extremidad izquierda. Infiltrado moderado
perivascular con fibrosis leve en tejido conjuntivo subcutaneo.
Cy D: animal 5 extremidad izquierda. Inflamacién y fibrosis leve aunque
compuesta sobre todo por eosindfilos
E y F: animal 4 extremidad derecha. Inflamacién leve con aumento de
fibroblastos y matriz extracelular moderados.
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Grupo I. Tratamiento ROV 1105.

En este grupo, el infiltrado inflamatorio perivascular es escaso en el
tejido conjuntivo subcutaneo, con un ligero-moderado aumento en el nimero
de fibroblastos y matriz extracelular (Figura 48: A, B, C, D y E). Si es mas evidente
el aumento en el nimero de vasos aunque este aumento es sobre todo
moderado.

Sélo en el animal 1 tanto en la extremidad derecha como en la
izquierda, los valores de fibrosis son moderados y en la extremidad izquierda se
observa la presencia de pequefios granulomas constituidos por células
plasmaticas y macréfagos que han dado lugar a este tipo de células. (Figura 48:
F)

Como en el grupo control, en este grupo la lesién observada es de tipo
crénico, caracterizado por aumento del tejido conjuntivo fibroso y los neovasos,
aunque inferiores al caso del grupo control.

Figura 48. Ay B: animal 2 extremidad derecha.

C, Dy E: animal 3 extremidad derecha. En ambos casos se observa un leve
infiltrado inflamatorio perivascular y fibrosis con un incremento en el
numero de neovasos, mas marcado en el animal 2
F: animal 1 extremidad derecha. Pequefio granuloma con presencia de una
célula gigante multinucleada (flecha).
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Grupo Il. Tratamiento ROV 1106.

En este grupo, 4 de las 10 muestras analizadas presentan una
inflamacién moderada y en tres de ellas aparece una inflamacién de tipo
granulomatosa (figura 49: A y B). En la extremidad izquierda del animal 10 se
observan numerosos macréfagos con hemosiderina citopldsmica lo que puede
significar la existencia de hemorragia previa (Figura 49: C, D y E). En el resto, de
nuevo predomina una fibrosis moderada en el tejido conjuntivo subcutaneo y en
dos casos, tanto inflamacién como fibrosis son leves (Figura 49: F). Los valores
medios son inferiores a los del grupo control, pero la lesidon parece ser
ligeramente mas aguda. En este caso coincide también con un menor valor
medio del grado de neovascularizacidon que se encuentra mas presente en los
€asos cronicos.

granulomatosa en el tejido conjuntivo subcuténeo.

C, Dy E: animal 10 extremidad izquierda. Inflamacidn y fibrosis moderada
junto con la presencia de acimulos de macréfagos cargados de
hemosiderina.

F: animal 7 extremidad derecha. Recuperacion casi completa de la piel, con
escasa fibrosis en el tejido conjuntivo subcutaneo
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Grupo lll. Tratamiento ROV 1107

En el grupo de animales tratados con ROV1107, en tres de los 12 casos
predomina la inflamacidon sobre la fibrosis (Figura 50: A y C) y en otros 2 es al
contrario. En el resto es similar y siempre leve (Figura 50: B). En los casos de
predominio de la inflamacién ésta es moderada o incluso severa y aguda como
en la extremidad izquierda del animal 13, donde las células inflamatorias
mayoritarias son neutrdfilos (figura 50: D, E y F). También se observan algunas
pequefias dreas de hemorragia en el tejido conjuntivo de 4 de las muestras
analizadas, lesion infrecuente en el resto de los grupos. Por otro lado, en este
grupo como también en el control y a diferencia de lo que sucede en los grupos
tratados con ROV1105 y ROV1106, no existe ninguna muestra en la que no se
observe ni inflamacién ni fibrosis (una en cada grupo).

Como ya sucedia en el grupo tratado con ROV1106, las lesiones en este
caso son mas agudas, siendo el valor medio de la inflamacién superior al del
resto de los grupos y menor el de la fibrosis y la neovascularizacién, aunque en
estos dos Ultimos casos coinciden con los valores medios de ROV1105 y
ROV1106 respectivamente.

Figura 50. A: animal 12 extremidad izquierda. Predominio de la inflamacién sobre la fibrosis, con
presencia de un pequefio granuloma.
By C: animal 14 extremidad derecha. Escasa fibrosis e inflamacion perivascular. Areas de
hemorragia en el tejido conjuntivo.
D, E y F: animal 13 extremidad izquierda. Inflamacion severa y aguda que se distribuye bajo la
epidermis, pero también en el tejido conjuntivo subcutdneo. Las células inflamatorias son sobre
todo neutrdfilos.
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CONTROL ROV1105 ROV1106 ROV1107

Figura 51. Media del grado de hiperplasia epidérmica en funcién
del grupo.

Resultados comparativos de los grupos.

Tabla 39. Medidas de la puntuacidn histoldgica.

ULCERACION IN‘;‘E;EJ:Q% \ HIPERPLASIA HIPERQUERATOSIS
CONTROL 6 0,0040,00 0,0040,00 0,17+0,41 0,33+0,82
ROV1105 6 0,0040,00 0,0040,00 0,83%0,75 0,67%0,52
ROV1106 10 0,00+0,00 0,00+0,00 0,40+0,52 0,60+0,52
ROV1107 12 0,00+0,00 0,00+0,00 0,25+0,45 0,08+0,29*

HEMORRAGIA INFLAMACION  T- GRANULACION/  CONGESTION/

FIBROSIS NEOVASCULARIZACION
CONTROL 6 0,00+0,00 1,17+0,41 1,50+0,55 2,33+0,52
ROV1105 6 0,17+0,41 1,00+0,63 1,17+0,75 2,17+0,75
ROV1106 10 0,10+0,32 1,10+0,88 1,30+0,67 1,90+0,74
ROV1107 12 0,3310,49 1,250,75 1,17+0,39 1,92+0,67

* Diferencias significativas con respecto al grupo ROV1105 y ROV1106.
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ULCERACION PUSTULAS/ HIPERPLASIA HIPERQUERATOSIS
INFLAMACION
CONTROL 6 0,00+0,00 0,00+0,00 0,1740,41 0,3310,82
ROV1105 6 0,00+0,00 0,00+0,00 0,8310,75 0,6710,52
ROV1106 10 0,00+0,00 0,00+0,00 0,40+0,52 0,60+0,52
ROV1107 12 0,0040,00 0,0040,00 0,25%0,45 0,08+0,29*

HEMORRAGIA INFLAMACION  T- GRANULACION/  CONGESTION/

FIBROSIS NEOVASCULARIZACION
CONTROL 6 0,00+0,00 1,17+0,41 1,50+0,55 2,33+0,52
ROV1105 6 0,17+0,41 1,00+0,63 1,17+0,75 2,17+0,75
ROV1106 10 0,10+0,32 1,10+0,88 1,30+0,67 1,90+0,74
ROV1107 12 0,3310,49 1,250,75 1,17+0,39 1,92+0,67

1,00

0,75

0,50

Hiperqueratosis epidermis

0,25+

0,00-
CONTROL ROV1105 ROV1106 ROVI107

Tratamiento

Figura 52. Media del grado de hiperqueratosis epidérmica en funcidn del grupo.

*Diferencias significativas con respecto a los grupos ROV1105 y ROV1106
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Figura 53. Media del grado de hemorragia en dermis en funcidn del grupo.
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Figura 54. Media del grado de inflamacién dérmica en funcion del
grupo.
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T.Granulacion / Fibrosis dermis
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Figura 55. Media del grado de fibrosis dérmica en funcién del

grupo.
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Figura 56. Media del grado de neovascularizaciéon dérmica en

funcidn del grupo.
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124

8-

Puntuacién Greenhalgh

o

CONTROL ROV1105 ROV1106 ROV1107

Figura 57. Media de la puntuacién segun la escala de Greenhalgh
en funcién del grupo.
* Diferencias significativas con respecto al grupo control (p<0,05).

Grado escala Greenhalgh

CONTROL ROV1105 ROV1106 ROV1107

Figura 58. Media del grado de clasificacion segun la escala de
Greenhalgh en funcién del grupo.
* Diferencias significativas con respecto al grupo control (p<0,05).
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Tabla 40. Medias de puntuacién segun escala de Greenhalgh.

:nl:g.:-:ACION GRADO PROMEDIO
CONTROL 6 9,67+3,01 ]
ROV1105 6 11,83+2,71 \Y
ROV1106 10 10,70+3,47 ]
ROV1107 12 10,33+3,77 ]

Referencias bibliograficas

Ver capitulo 7.- de bibliografia [47,48,49,50,51]
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5.4.- Estudios de ulceras por quemadura

5.4.1. Estudio cédigo SIF 210-1, grupos VI y VII

Titulo

Estudios in vivo de evaluacion de la actividad de principios activos
desarrollados por laboratorios Rovi para el tratamiento de Ulceras tdpicas por
quemadura en modelo experimental porcino, grupos VI y VII.

Objetivo

Evaluar la actividad terapéutica del tratamiento con nuevos principios
activos sacaridicos desarrollados por los Laboratorios Farmacéuticos Rovi,
administrados por via topica, mediante la comparacién entre si y con un grupo
control no tratado en un modelo de ulcera por quemadura. Se evaluaran 2
nuevos productos de ensayo con la caracterizacién que se resumen en la
siguiente tabla

Tabla 41. Grupos y productos de ensayo.

GRUPOS GRUPO VI GRUPO VII

Nombre del

producto de ROV1105 ROV1106

ensayo

Pureza N/A N/A

Lote ROV1105 ROV1106
ROV1105 1%, ROV1106 1%,

Composicion . . - . . -
colageno e hialuronato sédico  coldgeno e hialuronato sédico

Animales de estudio

La investigacion se realizd con 12 cerdos enanos (“minipigs”) de la raza
Gottingen, cuyas caracteristicas estan descritas en el estudio anterior.

Tras veintiocho dias de aclimatacion en las instalaciones del centro, se

identificaron mediante crotales con el cédigo de identificacién del animalario del
centro, y una vez identificados se dividieron en los grupos de estudio.
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Tabla 42. Grupos de estudio.

Producto de

n Modelo
ensayo
6 ROV1105
Grupo VI ’
Control no tratado Ulceras por
quemadura
Grupo VIl 12 ROV1106

Equipos e Instalaciones

Este estudio se ha realizado en las instalaciones del animalario del
centro, para albergar a los animales en cubiculos individuales en condiciones
ambientales estrictamente controladas durante el transcurso del estudio.

Productos de ensayo

Los productos de ensayo fueron preparados en jeringa precargada. Cada
jeringa contenia 1 ml de producto y el tratamiento diario consistia en la
aplicacion de 0,5 ml por cada Uulcera y dia. El tratamiento se aplicd
uniformemente con la ayuda de un depresor lingual pldstico estéril para cada
Ulcera.

Creacion de las ulceras topicas por quemadura de segundo grado

Siguiendo la metodologia expuesta en la bibliografia consultada, con el
animal bajo anestesia general inhalatoria y analgesia mediante infusion continua
de remifentanilo, se realizaron 2 ulceras por quemadura cada una de ellas en
cada una de las extremidades posteriores. Una de las Ulceras realizadas a los
animales del grupo VI, se empledé como control al tratamiento y al resto de los
producto de ensayo a testar. Para la realizacidn de las Ulceras, se aplicé sobre un
area circular de 16 cmz, un disco metalico, de las mismas dimensiones,
precalentado a 97 °C durante 20 segundos, origindndose en dicha zona una
qguemadura de segundo grado. Se instauré un tratamiento antibidtico con
amoxicilina clavulanico (20 mg/kg), y un tratamiento analgésico con parches de
liberaciéon continua de buprenorfina durante 7 dias tras la creacién de las
Ulceras.
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Recogida y registro de datos.

La recogida de datos se llevé a cabo dos veces por semana, coincidiendo
con el control y registro de peso. Se descubrieron las ulceras, para limpiar la
zona con suero salino fisioldgico y cambiar el vendaje, en este momento se
realizaron fotografias digitales, de forma protocolizada, de la zona ulcerada para
seguir la evolucién e ir midiendo la reduccién del area de las ulceras. De esta
forma se determind la velocidad de epitelizacion de cada animal.

Una vez concluida la fase de seguimiento, se procedié a coger muestras
de biopsia para andlisis histoldgico, y evaluar mediante estas técnicas la calidad
de la cicatrizacion de cada animal.

Resultados relativos a la creacion del modelo de ulcera tépica por
quemadura en modelo porcino.

Con los animales bajo anestesia general, se marcé con tinta indeleble un
area circular de 16 cm” sobre el relieve 6seo del trocanter mayor femoral de
ambas extremidades posteriores. Una vez marcada el drea se aplicé un disco de
acero precalentado a 97 °C durante veinte segundos.

La metodologia empleada permite recrear las caracteristicas de una
quemadura de grado ll, es decir, una lesidon cutanea que implica la totalidad de la
epidermis y penetra de forma variable en la dermis. Mediante esta técnica se
obtiene también una superficie afectada constante de 16 cm?. Los resultados de
la intervencién fueron favorables en todos los casos.

Resultados relativos a la actividad farmacoldgica de los productos
de ensayo en el tratamiento de las ulceras.

En el siguiente apartado se describen todos los resultados obtenidos a lo
largo del estudio. Esto es, la evolucién del peso corporal, la evolucion de la
curacion/cierre de las Ulceras y la evaluacidn histoldgica de las mismas realizado
tras la toma de muestras mediante punch de biopsia de 6 mm.

No se ha producido ninguna muerte debida a los tratamientos
administrados (productos de ensayo) durante el desarrollo del estudio. Se han
observado signos clinicos negativos causados por los productos de ensayo
testados en este estudio: aparicidon de pequeiias ampollas que contenian liquido
seroso transparente y estéril, asi como hematomas en la zona cicatricial de
algunas ulceras, tal y como se expone en las Figuras 63 y 64.
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Tabla 43.- Signos clinicos negativos observados durante el estudio

CONTROL 6 4 19, 21, 22, 23 0 -
1
ROV-1105 2 21, 22 0 -
2
25,30,
1 25, 26, 30, 27(ambas
ROV-1106 5 7 28 (ambas ulceras), 6 ulceras),
29(ambas ulceras) 28(Ambas
Ulceras)

Figura 59. Presencia de ampollas en Ulcera Figura 60. Presencia de hematomas en
no tratada (grupo control) animal del tratamiento ROV1106
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Peso corporal.

En la siguiente tabla se muestran los valores globales de la evolucion del

peso corporal a lo largo del estudio.

Se observa un aumento significativo de peso con respecto a su valor
basal en el tratamiento ROV1106 a partir del dia 17. Sin embargo estos cambios
no son relevantes ni negativos para el bienestar de los animales en el animalario.

Tabla 44.- Evolucion del peso durante el estudio

TIEMPO
SEGUIMIENTO
GRUPO
Vi
1 0
2 3
3 7
4 10
5 14
6 17
7 20
8 23
9 27
10 30

DIAS DE ESTUDIO

GRUPO
Vil

0

14

17

20

23

27

30

PESO
(Kg)

CONTROL

17,17 £1,09
16,65+ 1,27
17,27 £1,57
17,95+ 2,04
17,20+ 0,95
18,17 +1,01
18,07 £ 0,82
18,27 +1,02
17,84 +0,78

18,49+ 1,16

*Diferencias significativas con respecto al valor basal.
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ROV1105

17,17+1,09

16,65+1,27

17,27+1,57

17,95+2,04

17,2+0,95

18,16+1,02

18,07+0,82

18,27+1,02

17,84+0,78

18,49+1,16

ROV 1106

16,83 +0,73
17,39 +£0,58
17,62 +0,72
18,83 £ 1,06*
18,32+0,72
19,67 £0,73*
19,08 £ 0,69*
18,99 £ 0,66*
18,76 £0,87*

19,18 + 1,08*
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Figura 61. Evolucién del peso durante el estudio.

Evolucion del area de las ulceras.

En la tabla 45 se muestran los valores globales de la evolucidn del drea
de las Ulceras a lo largo del estudio. Mientras que en la tabla 46 se refleja el
porcentaje de reduccién o curacién de las mismas. En el tiempo 6, a los 17 dias
de tratamiento se observaron diferencias significativas del tratamiento ROV1105
frente al grupo control no tratado con menor reduccién del area de las ulceras.
En todos los grupos el drea de las ulceras disminuyd significativamente a partir
del dia 14.

Tabla 45. Evolucion del area de las ulceras durante el estudio.

TIEMPO . AREA
SEGUIMIENTO DIAS DE ESTUDIO (cm?)

GRUPO ~ GRUPO CONTROL ROV1105 ROV 1106

VI Vil
1 0 0 17,24 + 1,18 16,53+0,87 17,05 £ 0,65
2 3 2 16,50 + 1,29 15,71+0,67 17,06 + 1,02
3 7 6 16,69 + 1,02 15,90+0,83 16,79 + 0,97
4 10 9 16,32 + 0,94 16,08+1,10 17,17 +1,82
5 14 14 8,61 +2,87* 10,70+4,14* 10,36 + 1,53*
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6 17 17 3,91+1,85* 7,61+4,33*% 5,34 +1,55*
7 20 20 0,74 £ 0,74* 3,41+4,20* 1,80+ 1,24*
8 23 23 0,18 £ 0,33* 0,40+0,66* 0,45+0,61*
9 27 27 0,81 +1,32* 0,02+0,05* 0,04 + 0,09*
10 30 30 0,89+1,57* 0,00+0,02* 0,10 +0,16*

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.
T Diferencias significativas con respecto al grupo control

Tabla 46. Evolucion del porcentaje de reduccién de las Ulceras.

::EEG“:'JT“?"ENTO ED;:’:SDI 5 % DE REDUCCION DE LA ULCERA

\G/'IRUPO GVTIUPO CONTROL ROV1105 ROV 1106
0 0 0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0%0,0
3 3 2 4,14+7,79 4,64 +7,80 -0,17+7,01
7 7 6 2,89 % 8,65 3,46 + 8,85 1,41+ 6,90
10 10 9 4,87 +9,96 2,3249,92 -0,82+11,35
14 14 14 49,47 +17,83*  35,78+23,29* 39,27 + 8,80*
17 17 17 77,42 +10,58*  54,79+23,71*t 68,67 + 8,96*
20 20 20 95,75 + 4,38* 80,20+23,18* 89,48 + 7,20*
23 23 23 98,94 + 1,92* 97,55+4,13* 97,39 + 3,56*
27 27 27 95,20 + 8,09* 99,88+0,29* 99,78 +0,53*
30 30 30 94,58 + 9,63* 99,95+0,12* 99,40 + 0,95*

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

1 Diferencias significativas con respecto al grupo control
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Figura 62. Evolucion del drea de la Ulcera durante el estudio.
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Figura 63. Evolucion del porcentaje de reduccion de la dlcera durante el estudio.
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Evaluacion histopatoldgica por grupos:
Grupo VI. Extremidad izquierda. Control.

En este grupo control, aunque las lesiones mds importantes se localizan
sobre todo en el tejido conjuntivo subcutdneo, la epidermis también presenta
alteraciones histoldgicas. Asi, en el animal 23 se observa una ulceracién
completa del epitelio, con presencia también de una severa inflamacién

En este animal se observa también un infiltrado inflamatorio en el
epitelio de la epidermis que estd presente en casi todos los animales de este
grupo. En dos casos leve y en otros dos moderado, que se acompafa de
hiperplasia del epitelio. Esta hiperplasia se muestra como un crecimiento en
forma de papilas hacia el tejido conjuntivo y normalmente aparece asociado a
una acantosis con pérdida de la cohesidn entre las células y una espongiosis con
edema intercelular (figura 65 correspondiente al animal 19).

En el tejido conjuntivo subcutaneo la presencia de hemorragias se
observa solamente en el animal 22 de forma moderada (figura 64). Sin embargo,
el infiltrado inflamatorio vuelve a ser una constante en este grupo, siendo severo
en los animales 22 y 23, moderado en los 20 y 24 y leve en los 19 y 21. También
se acompafia de un aumento del nimero de células conjuntivas (fibrosis) que se
orientan en diferentes direcciones espaciales y de un aumento del nimero de
Vasos.
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Figura 64. Controles. A, By C: animal 23, extremidad izquierda. Ulceracion completa de la
epidermis, con sustitucion por células inflamatorias, que se extienden también al tejido
subcutaneo con presencia de una severa de la fibrosis. D: animal 22, extremidad izquierda.
Zonas de hemorragia sobre todo alrededor de los neovasos.

2
A
.

Figura 65. Animal 19 extremidad izquierda. Control. Hiperplasia de la epidermis con la
emisidn de papilas en la dermis. En ésta, el infiltrado inflamatorio es ligero, pero la fibrosis es

moderada y la neovascularizacién es severa
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Grupo VI. Extremidad derecha. Tratamiento ROV 1105.

En este grupo, los valores promedio de casi todas las lesiones de la
epidermis han disminuido con respecto al grupo control, con la excepcién de la
hiperqueratosis en la capa cornea. En ningln caso se observa ulceracién del
epitelio de la epidermis y sélo en el animal 21, aparece una pustula bajo el
estrato cérneo. La inflamacidn sélo aparece también en este animal. La
hiperplasia, acompafiada de espongiosis, es mas comun en este grupo aunque
menos severa que en el grupo control. Sin embargo, la hiperqueratosis aumenta,
con presencia de nucleos en el estrato cérneo.

En el tejido conjuntivo subcutaneo, los promedios del infiltrado
inflamatorio y de la fibrosis son menos graves que en el grupo control, siendo
sélo en el animal 22 severos. La neovascularizacion es también menor. El
aumento del valor promedio respecto al control en el caso de la presencia de
hemorragia se debe a que en el animal 24 (figura 66) esta es severa, pero sélo
esta presente en este animal y de forma leve en el 22. El animal mas
representativo de este grupo es el 20 donde se observa la hiperplasia e
hiperqueratosis moderada y un leve incremente en el tejido conjuntivo fibroso
subcutaneo (figura 67).

Figura 66. Animal 24: extremidad derecha. Tratamiento ROV 1105. Severa hemorragia en
el tejido conjuntivo subcutaneo.
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Figura 67. Animal 20: extremidad derecha. Tratamiento ROV 1105. A pesar la hiperplasia
de la epidermis y la hiperqueratosis moderadas, es el animal mas representativo del
grupo.

Grupo VII. Tratamiento ROV 1106.

Los valores promedio en este grupo son generalmente inferiores a los
encontrados en el grupo control aunque superiores a los del grupo ROV1105. La
ulceracion de la epidermis sélo aparece en la extremidad izquierda del animal 28
(figura 68) con lo que el valor medio es inferior al control pero no al tratamiento
ROV1105, donde no aparece ninguna muestra ulcerada. En la extremidad
izquierda no se observan pustulas ni inflamacién en la epidermis y en la derecha
aparecen en tres animales de los cinco analizados, aunque siempre de forma
leve.
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La hiperplasia aparece en casi todos los animales de este grupo, sobre
todo en la extremidad derecha (25 y 27 severas, 26 y 28 moderadas y 29 leve).
En cambio, en la extremidad izquierda, los valores son mas bajos. De nuevo, el
valor promedio es inferior al control y similar al del grupo VI. La hiperqueratosis,
aunque estad también aumentada respecto al grupo control, el valor medio es
inferior al tratamiento ROV1105. Se observa por ejemplo en los animales 26
extremidad izquierda y derecha (figuras 69 y 70) y en la extremidad derecha del
28 (figura 71). En el animal 30 no se observan lesiones en la epidermis (figura
72).

Son los animales 28 en su extremidad izquierda y derecha, y el 27 en su
extremidad derecha, los que presentan los valores mas altos de lesién en el
tejido conjuntivo subcutaneo. En este animal 28, la hemorragia en el tejido
subcutdneo, el aumento de la fibrosis, el infiltrado inflamatorio y la
neovascularizacién son moderados o severos en las dos extremidades. En la
extremidad derecha del animal 27, son la inflamacién, la fibrosis y la
neovascularizacion los que son severos. En el resto de los animales, en ambas
extremidades, las lesiones son principalmente moderadas o leves. Sin embargo
respecto al control, todos los valores promedios, excepto la hemorragia estan
disminuidos y estan aumentados con respecto al grupo VI excepto la fibrosis,
cuyo valor es similar.

Figura 68. Animal 28: extremidad izquierda. Tratamiento ROV1106. Completa ulceracién
de la epidermis con aumento del tejido conjuntivo fibroso en la dermis, hemorragias e
inflamacion.
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Figura 69 Animal 26: extremidad izquierda. Tratamiento ROV 1106. Hiperplasia de la
epidermis.

Figura 70. Animal 26: extremidad derecha. Tratamiento ROV 1106. Moderada hiperplasia
de la epidermis y severa inflamacién del tejido conjuntivo subcuténeo, sobre todo en la
union dermo-epitelial. También aparecen aumentos moderados de la fibrosis y de la
neovascularizacién.

Figura 71. Animal 28: extremidad derecha. Tratamiento ROV 1106. Severa hemorragia en la
dermis, con moderado aumento del infiltrado inflamatorio, tejido de granulacion y vasos.
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Figura 72. Animal 30: extremidad derecha. Tratamiento ROV 1106. La epidermis no
presenta hiperplasia, pero en la dermis si se observa un moderado aumento del
infiltrado inflamatorio, fibrosis y la neovascularizacién y un ligero aumento de las zonas

de hemorragia

Resultados comparativos de ambos grupos.

El tratamiento ROV1105 es el que presenta los mejores valores
promedio respecto a ambos grupos: al grupo control y al tratamiento ROV1106
para casi todas las lesiones estudiadas. Ademas, también presenta la mayoria de
sus animales incluidos en el grado V de Greenhalgh que es el grado donde la
recuperacion de la piel es mas evidente. El siguiente grupo con menores lesiones
es el tratamiento ROV1106 aunque con una mayor variabilidad en cuanto a la
respuesta al tratamiento. Por ultimo, el grupo control, es en el que las lesiones
son mas evidentes y los grados de Greenhalgh menores. El aumento de la
hiperqueratosis en ambos grupos tratados con respecto al grupo control,
pudiera ser atribuido a la aplicacién del tratamiento, independientemente del
tipo de este, ya que ni la ulceracién, la inflamacion o la hiperplasia aparecen
aumentadas. En la tabla siguiente se describen las medias de las puntuaciones
histoldgicas.
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CONTROL

ROV1105

ROV1106

TRATAMIENTO

CONTROL

ROV1105

ROV1106

12

6
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Tabla 47. Medias de la puntuacidn histoldgica.

EVALUACION HISTOLOGICA DE LA EPIDERMIS

ULCERACION

0,50+1,23
0,00 + 0,00

0,25 +0,87

PUSTULAS/
INFLAMACION

1,50+ 1,05

0,17+0,41 *

0,25+0,45 *

HIPERPLASIA

2,00 +£1,00
1,50 £ 0,55

1,45+1,04

EVALUACION HISTOLOGICA DEL TEJIDO SUBCUTANEO

HEMORRAGIA

0,33+0,82
0,67 £1,21

0,83+1,19

INFLAMACION

2,00 +£0,89
1,17+ 1,67

1,67 +0,99

* Diferencias significativas con respecto al grupo control.

T.
GRANULACION
/ FIBROSIS

1,83+0,75
1,50+0,84

1,42 +1,00

HIPERQUERA-
TOSIS

0,00 + 0,00
1,17+0,75 *

0,55 +0,69

CONGESTION/
NEOVASCULA-
RIZACION

1,83+0,75
1,00+0,63

1,67 +0,78

Ulceracion

2,54

1,57

o

T
CONTROL

T
ROV1105

T
ROV1106

Figura 73. Media del grado de ulceracién epidérmica en funcion

del grupo
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Figura 74. Media del grado de inflamacion epidérmica en funcién
del grupo
*Diferencias significativas con respecto al grupo control (p<0,05)

Hiperplasia
P
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Figura 75. Media del grado de hiperplasia epidérmica en funcién
del grupo
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Figura 76. Media del grado de hiperqueratosis epidérmica en
funcién del grupo
* Diferencias significativas con respecto al grupo control (p<0,05)
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Figura 77. Media del grado de hemorragia subcutanea en funcién

del grupo
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Figura 78. Media del grado de inflamacién subcutdnea en funcién

del grupo
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Figura 79. Media del grado de fibrosis subcutanea en funcién del
grupo
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Figura 80. Media del grado de congestion subcutanea en funcién
del grupo

Tabla 48. Medias de puntuacidn seguiin escala de Greenhalgh

TRATAMIENTOS N EVALUACION GREENHALGH

PUNTUACION GRADO PREDOMINANTE

CONTROL 6 6,33 +2,42 GRADO Il
ROV1105 6 12,00+2,45* GRADO IV
ROV1106 12 8,92+4,01 GRADO Il

* Diferencias significativas con respecto al grupo control.
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Media puntuacion Greenhalgh.
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Figura 81. Media del grado de la puntuacidn segun la escala de
Greenhalgh
* Diferencias significativas con respecto al grupo control (p<0,05).

Referencias bibliograficas

Ver capitulo 7.- de bibliografia [48,49,50,51,52]
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5.5.- Estudios de ulceras corneales

5.5.1. Estudio SIF 110-1

Titulo:

Estudio in vivo en conejo diabético de la evaluacion de la actividad de
principios activos para el tratamiento de Ulceras corneales

Objetivo

Evaluar la actividad terapéutica de 5 tratamientos farmacoldgicos
(nuevas moléculas desarrolladas por Laboratorios ROVI) en la curacion de
Ulceras corneales en modelo experimental de conejo diabético y compararlo
entre ambos y con un grupo control sin tratamiento.

La Ulcera corneal indolente es una queratitis ulcerativa superficial,
también denominada Defecto Corneal Superficial Crénico (SCCED). Se caracteriza
por ser defectos superficiales, cronicos, no infectados y con dificultad para
cicatrizar. En este tipo de Ulceras se dafia la membrana basal del epitelio corneal,
por lo que el epitelio que crece no se adhiere al estroma. Esto hace que con
cualguier movimiento (incluso el parpadeo fisiolégico), el epitelio que no esta
adherido se desprenda, siendo necesarias semanas o incluso meses para que se
produzca una regeneracion epitelial adecuada. El epitelio en estos casos, al no
estar unido al estroma, se desbrida facilmente.

En este proyecto se ha creado un modelo en conejo diabético de Ulcera
corneal indolente asociada ojo seco para el ensayo de la actividad terapéutica de

5 tratamientos farmacoldgicos en la curacion de dichas Ulceras corneales.

Tabla 49. Productos de ensayo.

Grupo | Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Grupos (control) I m v v v
Nombre del
productode = --—-- Vehiculo SRO-002 SRO-003 SRO-004 SRO-005
ensayo
Lote N/D ROV1101 ROV1102 ROV1103 ROV1104
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Animales del estudio

Para el estudio se han empleado 43 conejos albinos de raza
neozelandesa (2 de reserva y 5 para poner a punto las técnicas quirdrgicas y de
seguimiento de la patologia corneal), con un peso medio de 4.3510,37 Kg.

Los animales tras 7 dias de aclimatacion, fueron sometidos a un examen
clinico veterinario previo a la realizacién del estudio y fueron identificados
mediante microchip.

Tras las 6 semanas de estabilizacion del estado diabético inducido en 38
conejos con aloxano (50mg/kg), los animales se distribuyeron aleatoriamente a 6
grupos experimentales. Tras la creacion quirurgica de la Ulcera corneal, todos los
tratamientos se administraron por via tépica, en el ojo del animal, siendo el
volumen de administracién de 0,1 ml (2 gotas).

Producto de ensayo

Los productos de ensayo se detallan a continuacion.

Tabla 50. Productos de ensayo.

COMPOSICION ESTABILIDAD PH SOLUBILIDAD
coldgeno/hialu-  Estable Solubles en agua
4 R 5.0 Insoluble en etanol,
ronato sodico 3 mesesa4d°C .
metanol e isopropanol
ROV 1101 al 1% Estable Solubles en agua
ROV1101 colageno/hialu- 3 meses a 4 °C 5.3 Insoluble en etanol,
ronato sodico metanol e isopropanol
ROV 1102 al 1% Estable Solubles en agua
ROV1102 colageno/hialu- 3 meses a 4 °C 4.3 Insoluble en etanol,
ronato sodico metanol e isopropanol
ROV 1103 al 1% Estable Solubles en agua
ROV1103 coladgeno/hialu- 3 meses a 4 °C 5.4 Insoluble en etanol,
ronato sddico metanol e isopropanol
ROV1104 AL1 % Estable Solubles en agua
ROV1104 colageno/hialu- 3 meses a 4 °C 5.5 Insoluble en etanol,
ronato sodico metanol e isopropanol
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Sujetos de estudio

La investigacidn se ha llevado a cabo en treinta y ocho conejos machos.

Creacion del modelo de diabetes en el conejo

Durante la semana previa a la diabetizacion se realizdé una extraccion de
sangre, con el fin de obtener suero para medir perfil hepatico, renal y
metabdlico (glucosa, colesterol, triglicéridos) basal de los animales de
experimentacion. Tras obtener esta primera muestra se procedio a la induccién
experimental de la diabetes en los 38 conejos (2 de reserva por las posibles
complicaciones que pudieran surgir de la creacion de este modelo patoldgico).

La induccidn de la diabetes se realizd6 mediante la inyeccion, en la vena
marginal de la oreja, de una dosis Unica de un tdxico selectivo de las células B-
pancredticas, el aloxano (50 mg/kg disueltos en 15 ml de solucidn salina con pH
ajustado entre 4,5-5,0). Debido a la destruccién de las células B-pancredticas
provocada por el aloxano, en las primeras horas posteriores a la inyeccidn del
mismo se produce una liberacion masiva de insulina y un estado de
hipoglucemia. Con el fin de evitar los graves problemas que la hipoglucemia
pudiera acarrear para la vida del animal, tras el aloxano se le administrd 2 ml de
solucién glucosada al 5% por via intravenosa y 8 ml de la misma solucién por via
subcutdnea. Durante los primeros 5 dias se mantuvo a los conejos con agua de
bebida glucosada al 10% hasta que alcanzaron el estado hiperglucémico.
Posteriormente, a los 5 dias tras induccion con el aloxano la solucidn glucosada
se sustituy6 por agua de bebida normal.

Como tratamiento para proporcionar un buen bienestar de los animales
de experimentacién, durante los 7 dias posteriores a la administracion de
aloxano se administré analgesia (buprenorfina 0,05 mg/kg) via subcutanea cada
12 horas y metoclopramida (0,5 mg/kg) via subcutdanea cada 12 horas. Durante
los primeros 3 dias se admisnitré carprofeno (3 mg/kg) via subcutanea cada 24
horas y flunixin meglumine (2 mg/kg) via subcutanea cada 24 horas.

Los animales permanecieron estabulados con agua y comida ad libitum
durante 6 semanas. En el periodo de estabulacidn a todos los animales se les

realizd controles de peso y glucemia dos veces a la semana.

Para confirmar la presencia de diabetes se considerd un nivel de glucosa
mantenido mayor de 180-200 mg/ml.
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Tras la induccién de diabetes, los conejos se fueron distribuyendo
aleatoriamente a los 6 grupos experimentales descritos anteriormente para la
creacion de la Ulcera corneal.

Creacion de la ulcera corneal

El dia del ensayo se anestesiaron los animales con el siguiente protocolo
anestésico: induccidn con propofol via IV (4 mg/kg), mantenimiento anestésico
con sevoflurano (3-4%) via inhalatoria y analgesia con buprenorfina IV (0.05
mg/kg). Tras la anestesia del animal se realizd el rasurado y desinfeccion de la
zona periocular. Se procedid a preparar el campo quirdrgico segun el
procedimiento habitual: antisepsia cutanea y colocacién de pafios estériles
fenestrados para el abordaje de toda la zona orbitaria y globo ocular. Se realizé
un lavado de la superficie ocular con suero salino fisiolégico y se realizaron las
medidas basales:

- Toma de imagenes de la superficie corneal y el estado de su curvatura
mediante la topografia corneal usando el Topdgrafo CSO®. De esta forma se
descartan enfermedades que alteren la forma correcta de la cérnea.

- Mediciéon de la presién intraocular en cada ojo con el tonémetro Care
Vet, Tonovet.

- Toma de imagenes digitales para medidas de la Ulcera y evaluacién del
segmento anterior con la lampara de hendidura SL-D4 TopCon®.

- Medicidn de la profundidad del epitelio corneal mediante paquimetria.

- Medicion de la secrecion lacrimal mediante un test de Schrimer

Tras las medidas basales se realizé la Ulcera empleando un
microqueratomo (SBK® Moria). Se coloca el anillo de succidon para el centrado e
inmovilizacién de la cérnea y se selecciona una profundidad de 100 micras para
el paso de la cuchilla. El diametro de la uUlcera fue de 9 mm. Una vez realizada la
Ulcera se lavé abundantemente con solucién salina isoténica (Cl Na 0.9%).

Tras la creacidon de la uUlcera se tomaron las mismas medidas descritas
anteriormente. Se utilizd como area basal de la Ulcera la medida realizada
inmediatamente después de la intervencidn quirurgica.

Durante los 7 dias posteriores a la intervencién se administré analgesia
(buprenorfina 0,05 mg/kg) via subcutanea cada 12 horas y metoclopramida (0,5
mg/kg) via subcutanea cada 12 horas. Durante los primeros 3 dias se admisnitrd
carprofeno (3 mg/kg) via subcutdanea cada 24 horas y flunixin meglumine (2
mg/kg) via subcutanea cada 24 horas.
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Al dia siguiente y durante un total de 30 dias, los animales se medicaron
con los tratamientos asignados segun el grupo de tratamiento (tabla 51).

Diariamente también se administré atropina via tdpica cada 8 horas
para provocar ojo seco con disminucion de produccion de la lagrima.

Tabla 51. Distribucion de animales por grupos del estudio.

GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il GRUPO IV GRUPO V GRUPO VI
CONTROL VEHicuLO TRAT. SRO-002 TRAT.SRO-003) TRAT.SRO-004 TRAT.SRO-005
(N=5) (N=5) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6)
Animales Animales Animales Animales Animales Animales
5,21,22,23,2 25,26,27,28, 6,30,31,32,33, 4,7,10,11,12,1 14,16,17,18,20,

1,8,13,35,36,38

4 29 34 9 37

Seguimientos

Los seguimientos de las Ulceras se llevaron a cabo diariamente con la
medicién de las mismas medidas basales. Para la realizaciéon de las medidas los
animales se sedaron con dexmedetomidina (40 microgramos/kg) que se revirtidé
posteriormente con atipamezol (400 microgramos/kg). Las medidas que se
registraron en los seguimientos fueron las siguientes: radio de la superficie
anterior de la cérnea (mm), presidén intraocular (mmHg), grosor de la cdrnea
(micrémetros), 4rea de la Ulcera corneal (mm?), potencia corneal (dioptrias) y
produccion de lagrima (mm).

Se registré también, el peso corporal de los animales en los tiempos de
seguimiento.

Tras la ultima medida a los 30 dias de tratamiento, se eutanasiaron los
animales. Se procedié a la diseccién del casquete esclerocorneal para extraer el
area central de la cornea que se conservé en formol para su posterior procesado
histolégico (tincion de hematoxilina-eosina y tricrédmico de Masson) por el
laboratorio de anatomia patoldgica.
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Valoracidn histolégica de las tlceras

La evaluacién histolégica ha determinado la calidad del tejido formado
asi como la determinacion de la disposicién de las fibras de colageno. Las
muestras se remitieron en formol, se incluyeron en parafina y se realizaron tres
cortes consecutivos de 5 . Sobre cada corte se realizaron las tinciones de
hematoxilina-eosina (HE), Rojo Sirio y tricrémico de Masson (TCM). Los grados
asignados a cada pardmetro se recogen en la tabla 4. En los cortes tefiidos con
HE, se estudié el grado de epitelizacién en la zona de ulceracién, el nimero
absoluto de queratinocitos del epitelio, la profundidad de la Ulcera o el grado de
fibrosis, infiltrado inflamatorio, apoptosis, presencia de vasos, presencia de
fibras nerviosas y estado de la Membrana de Descemet. La profundidad de la
Ulcera y el grado de fibrosis bajo el epitelio se estudiaron juntos ya que ambos se
relacionan con el espesor del tejido conjuntivo en la zona lesionada. En los casos
en los que no se observaba ulceracion (valor 5), el grado asignado corresponde
con la fibrosis encontrada siendo 1 de un espesor inferior al 25% del estroma
corneal, 2 de entre 26 y 49% y 3 de mas del 50%.

Con la tincién de Rojo Sirio, se valord la pérdida del coldgeno en el
estroma como una disminucion en la coloracién y por ultimo, con el TCM, la
existencia de sustancia hialina en esta misma capa, que se tifié de rojo.

Tabla 52. Puntuacion dada en funcidn de los grados asignados a cada pardmetro

CLASIFICACION DE LA

AL L] PUNTUACION

1: ulceracion severa

Grado de epitelizacion 1-5 S . .
5: inexistencia de ulcera

L. L. Numero absoluto 3 i
Pérdida queratinocitos ) Numero absoluto de células
de células
Profundidad ulcera/fibrosis
Infiltrado inflamatorio

Pérdida colageno

Lo 1: leve
Presencia hialina .
. 1-3 2: media
Grado de apoptosis
3: severa

Presencia fibras nerviosas
Presencia vasos
Membrana de Descemet
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Resultados referentes a la creacion del modelo diabético en el
modelo experimental: conejo diabético

Tras la induccién de la diabetes con el aloxano (50 mg/kg) en los 38
conejos y tras el seguimiento de los niveles de glucemia durante la primera
semana se observo que los conejos 1,2,3,4, 7,8,9,10,11,12,13,14,16,17,18,19,20
y 37 tenian valores de glucosa inferiores a 200 mg/ml. En funcién de estos
resultados se considerd realizar una segunda induccion del estado diabético con
una nueva dosis de aloxano (50 mg/kg). Realizando de nuevo el seguimiento de
los niveles de glucosa de estos animales se observd de nuevo que los conejos 6,8
y 19 seguian con valores de glucosa inferiores a 200 mg/kg por lo que de nuevo
se les indujo el estado diabético con una nueva dosis de aloxano (50mg/kg). Por
ultimo el conejo 19 no mostraba valores de glucosa que indicaran estado
diabético por lo que se tuvo que reinducir la diabetes con una cuarta dosis de
aloxano tras la cual se consiguié obtener dicho estado diabético en este animal
experimental.

Tras la induccion del estado diabético del conejo 15, este presentd
signos clinicos de intoxicacion: convulsiones, taquipnea severa, hiperextension y
rigidez de extremidades que desencadenaron en muerte el mismo dia. La
necropsia macroscopica reveld hemorragia masiva en ambos pulmones. El
conejo 2 a los 5 dias post induccidon del estado diabético muere. Tras la
necropsia realizada se observé un tejido hepatico amarillento y blando que
indicé una lipidosis hepatica. Estos datos junto con la analitica practicada hizo
pensar que la causa de la muerte fue por fallo hepatico. Del mismo modo, tras
10 dias de la administracion del aloxano el conejo 9 muere y tras 7 semanas
muere el conejo 3, ambos también por fallo hepatico.

En la tabla 53 y Figura 86 se muestran los valores medios de glucosa
mantenidos durante el desarrollo del estudio, excluyendo los datos de los
animales fallecidos (animales 2, 3, 9 y 15). Los valores de glucemia se
mantuvieron por encima de 200 mg/kg en todos los animales durante el
desarrollo del ensayo.
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Glucosa (mg/dl)

150 1

Basal 72 horas 3® semana 5° semana 7* sermana 97 semana 11* semana
24 horas 2* semana 4* semana 6% semana 8% sermana 10* semana

Tiempos
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Figura 82. Valores medios de glucosa mantenidos en los conejos incluidos en el
estudio experimental.
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Tabla 53. Valores medios de glucosa mantenidos en los conejos incluidos en el
estudio experimental

TIEMPOS

Basal

8 horas post induccién aloxano
24 horas post induccién aloxano
48 horas post induccion aloxano
72 horas post induccién aloxano
Semana 2 post induccion aloxano
Semana 2 post induccion aloxano
Semana 3 post induccion aloxano
Semana 3 post induccion aloxano
Semana 4 post induccion aloxano
Semana 4 post induccion aloxano
Semana 5 post induccion aloxano
Semana 5 post induccion aloxano
Semana 6 post induccion aloxano
Semana 6 post induccion aloxano
Semana 7 post induccion aloxano
Semana 7 post induccion aloxano
Semana 8 post induccion aloxano
Semana 8 post induccion aloxano
Semana 9 post induccion aloxano

Semana 9 post induccion aloxano
Semana 10 post induccion aloxano

Semana 10 post induccion aloxano
Semana 11 post induccion aloxano

Semana 11 post induccion aloxano

GLUCOSA
(mg/ml)

152,26+20,10
251,59+137,02
169,29+89,35
369,88+146,14*
367,29+153,57*
445,91+157,07*
441,73+152,16*
469,06+186,88*
389,23+104,97*
399,97+213,16*
427,94+149,73*
497,09+176,48*
504,09+193,48*
479,56+185,21*
446,15+159,13*
448,71+166,91*
349,82+76,97*
380,97+94,18*
391,73+85,58*
442,32+118,26*
470,97+150,36*

417,20+104,27*

459,45+149,35*
469,00+132,14*

404,64+139,58*

* Diferencias estadisticamente significativas respecto al valor basal. p<0,05.
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Resultados relativos a la creacion del modelo de ulcera corneal
indolente y ojo seco en el conejo diabético

Exactamente a las 6 semanas de induccién con buenos resultados del
estado diabéticos los animales fueron intervenidos quirdrgicamente para la
creacion de la ulcera corneal empleando un microqueratomo (SBK® Moria). Una
vez realizada la Ulcera se lavd abundantemente con solucion salina isotdnica (Cl
Na 0.9%).

Tras la cirugia los animales fueron aleatoriamente distribuidos a los
grupos de tratamiento.

No hubo ningun hallazgo intraoperatorio que impidiera o dificultara la
creaciéon de la Ulcera corneal. Los resultados de la intervenciéon fueron
favorables. No se produjo ninguna muerte debida a la creacién de la Ulcera
corneal.

Figura 83. Realizacion del corte de la Figura 84. Ulcera corneal tras la cirugia.
superficie corneal para creacion de la ulcera.

Con respecto a la creacion de ojo seco, se observé que la administracidon
tépica de atropina cada 8 horas produjo una disminucién significativa de la
produccion de lagrima consiguiendo el modelo de ojo seco en todos los sujetos
de estudio. Se adjuntan los resultados de las medias medidas del test de
schrimer (mm) durante el desarrollo del estudio y el % de reduccién de la
ldgrima mantenido durante el estudio. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos del estudio.
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Tabla 54. Medidas del test de schrimer (mm) durante el desarrollo del estudio

TIEMPO
(DIAS)

Basal
0 postcirugia
1

2

10
11
12
13
14
15
16
17
18

19

20

PRODUCCION DE LAGRIMA MEDIANTE TEST DE SCHRIMER (MM)

Grupo |
19,8+2,4

19,8+2,4

Grupo Il
20,043,7

20,0+3,7

12,843,3*
10,0£2,4*
11,243,6*
8,8+1,9*
8,4%2,5*
8,4%2,7*
8,6%4,0*
6,81£2,9*
6,614,2*
7,0£2,5*
7,8+2,3*
7,0+1,9*
7,8%2,4*
8,2+1,3*
9,2+0,8*
6,8%3,7*
6,0£1,6*
6,2+0,8*

7,2+1,3*

13,414,2*
9,843,1*
9,8%2,7*
10,4+1,5*
10,6£1,3*
7,2£1,9*
6,843,8*
4,6x2,6*
7,0+1,6*
6,611,7*
7,6%1,5%
6,6%1,3*
7,0%1,4*
7,240,8*
5,413,0*
6,243,5*
8,613,2*
7,41, 7%

6,612,1*

Grupo Il
18,7+2,8
18,7+2,8
25,0£0,0
13,045,8*
11,0+2,7*
11,043,1*
10,7+2,2*
8,0+2,1*
7,542,4*
6,5+3,0*
8,5+1,6*
8,7+1,6*
8,3+1,0*
9,0+0,9*
7,7+1,0*
7,7£1,6*
7,8+1,6*
7,3+1,6*
8,2+4,3*
8,2+2,9*
7,0+1,7*

7,5+1,9*

Grupo IV GrupoV Grupo VI

19,945,8
19,945,8
13,7£1,2*
10,1£2,2*
10,6+2,5*
8,1+0,9*
8,9+0,9*
10,243,4*
9,7%2,3*
8,743,8*
7,2%4,5*
8,34+2,0*
8,2%1,2*
7,31, 7%
7,0£0,9*
6,8%1,2*
8,5%4,3*
8,8%1,2*
8,5%2,3*
7,214,4%
6,8+1,7*

7,0+1,8*

16,8+4,0
16,8+4,0
13,045,8*
8,5%1,4*
7,8%1,2%
7,3%0,8*
7,741,5%
7,2%0,7*
8,713,3*
10,243,9*
8,3%1,2*
7,8%0,7*
7,0£2,1*
7,5%1,2*
8,0+1,4*
8,211,2*
7,241,9*
7,0£1,7*
6,8+1,0*
6,5%1,4*
6,2+1,7*

6,8%1,2*

16,0£3,5
16,0£3,5
10,545,1*
8,312,2*
7,5%1,6*
8,5%1,5*
7,7+1,0*
6,50,5*
6,014,6*
11,8+4,5*
8,7+1,9*
7,7+0,8*
6,7%1,2*
7,243,1*
7,242,0*
7,8%1,2*
9,1+1,1*
7,8%1,2*
7,6%0,5*
6,7£1,5*
7,143,0*

6,712,2*
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21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

4,8+2,7*
5,4%1,8*
6,0£1,4*
5,6%1,7*
7,20,8*
6,4+0,9*
5,8%1,3*
6,0£0,7*
6,410,9*
5,6%1,3*

5,6%2,4*

7,245,9*
6,612,6*
7,8+0,8*
8,210,8*
6,410,9*
7,6%0,5*
6,810,8*
7,241,6*
5,8%0,8*
6,8+1,3*

7,6%2,5%

7,7+4,9*
7,5%4,0*
7,8%2,2%
8,7£2,1*
6,7£1,7*
7,3%0,8*
7,3%1,4*
6,3+2,5*
7,3%1,0*
6,742,2*

9,043,5*

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

(DiAS)

Basal

0 postcirugia

1

2
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5,3+1,9* 6,8+1,2*
5,7+1,9* 7,8+2,4*
6,8+0,7* 7,80,7*
7,8+1,7* 6,5+2,8*
6,5+2,4* 6,0+3,5*
7,8+1,3* 7,0+1,5*
7,3%1,0* 6,3%3,0*
6,3+2,4* 7,2+2,8*
7,0£1,3* 6,0+2,0*
7,7+2,4*% 7,3%3,3*

6,0£2,4* 7,7+1,6*

% DE REDUCCION DE PRODUCCION DE LAGRIMA

Grupo | Grupo Il

0,0+0,0 0,0+0,0

-25,0+50,0 0,0+0,0

35,1+16,2* 33,2+17,2*

47,7+10,3* 50,8+14,4*

43,9+14,3* 50,0+14,1*

55,319,8*% 47,247,2*

57,2+13,3* 45,6+11,8*

57,6+12,9* 63,96,7*

56,2+22,4* 65,0+22,3*

Grupo Il
0,0+0,0
16,7+40,8*
-25,0+0,0
30,5+30,8*
39,4+20,2*
38,7+23,9*
41,2+17,8*
56,3+12,9*
57,8+19,8*

63,1+21,2*

Grupo IV
0,0+0,0
0,0+0,0
19,6+14,3*
42,9+24,6*
43,8+15,1*
55,7+14,3*
52,6+12,3*
48,4+16,3*
50,3+15,9*

56,9+24,8*

Tabla 55. % de reduccidn de lagrima durante el desarrollo del estudio.

Grupo V
0,0+0,0
16,7+40,8
24,4+21,9*
48,0+11,9*
51,6+12,3*
54,9+9,3*
53,7+7,7*
55,8+9,3*
44,7429,2%

34,9+31,2*

7,141,1*
8,412,2%
7,940,9*
6,611,4*
6,1+1,5*
7,6%1,0*
8,113,4*
7,8+1,9*
6,611,4*
7,341,2%

7,4%0,8*

Grupo VI
0,0+0,0
0,0+0,0
34,4+27,0*
45,7+16,1*
51,3+12,4*
44,1+16,5*
49,7+13,5%*
57,0+13,9*
64,4+27,3*

27,9+24,6*



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

66,5+11,2*
67,6+17,9*
64,9+11,2*
60,6+10,5*
64,8+7,8*
60,7+10,2*
58,3+7,0*
52,9+7,7*
65,8+18,2*
69,8+6,1*
67,9+7,9*
62,7+10,6*
75,6+13,3*
72,6+8,2**
69,0+9,6*
71,5+8,2*
63,246,2*
67,3%5,8*
70,9+4,6*
69,1+6,6*
67,3+6,0*
71,2+8,2*

72,4+9,9*

76,7+12,0*
63,5+12,0*
66,4+9,6*
60,6+11,8*
66,2+8,5*
64,0+9,6*
62,8+9,8*
73,5¢12,3*
69,9+15,9*
56,0+20,1*
61,8+13,0*
65,1+16,3*
65,6+24,7*
67,0+11,6*
60,1+7,9*
58,3%5,2*
66,69,8*
60,619,6*
64,7+9,6*
64,2+3,4*
70,6+4,5*
64,7+11,5*

62,4+8,9*

53,7+10,7*
53,4+7,1*
55,1+3,2*
51,0%7,7*
58,1+8,5*
60,5+12,4*
57,4+9,4*
60,1+11,0*
54,7+30,0*
55,3+18,8*
61,2+13,6*
59,6+10,4*
57,9+24,6*
59,4+16,2*
56,9+13,5*
52,2+14,4*
64,2+8,7*
59,9+7,9*
60,0+8,4*
65,1+16,0*
59,9+7,9*
63,9+11,5*

50,8+21,7*

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

64,2+26,5*
57,3x14,1*
58,3+10,0*
63,5+9,3*

64,616,7*

64,1+13,3*
58,3+15,9*
54,7+11,1*
54,6x22,5*
64,6+19,8*
64,5+12,6*
62,9+15,4*
72,3+14,5*
71,1+12,2*
64,919,2*

59,0+14,5*
66,5+15,2*
58,8+14,7*
61,7+12,3*
66,7+16,9*
62,3+16,3*
60,7+13,3*

68,6116,3*
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47,1£17,7*
51,1+13,2*
58,2+10,9*
53,4+13,5*
51,4+8,4*
48,5+16,6*
55,7+15,8*
58,0+6,2*
58,2+8,0*
58,7+14,9*
60,4+19,4*
57,9+10,4*
57,5+12,1*
51,9+16,3*
51,9+8,5*
62,0+9,1*
65,3+12,5*
58,0%5,0*
62,8+11,3*
55,7+19,8*
64,0+9,5*
55,5+18,5*

53,0+£12,5*

45,6+6,5*

50,8+7,3*

55,7+17,8*
53,0+25,5*
51,7+26,0*
48,8+15,3*
39,9+21,8*
49,9+13,1*
50,415,7*
54,8+18,5*
57,4+18,1*
51,1+26,7*
52,0+18,6*
46,6+21,4*
48,8+14,8*
56,8+12,3*
61,2+10,7*
51,0+12,7*
50,0+21,8*
50,7+16,4*
55,4+23,4*
53,4+12,2*

50,1+16,8*
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Tratamientos
M control

M vehiculo
[ sro-002
[l sro-003
[l srRo-004
[J sro-005

% reduccion de la produccion de Tagrima
~
b
1

LI N N N I N SN SN N NN N BN N N SN BN NN NN NN BN N N SN N N B N B N BN S N |
basal 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
posteirugia 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Tiempo (dias)

Figura 85. % de reduccién de lagrima durante el desarrollo del estudio.

Resultados relativos a la actividad farmacoldgica de los productos
de ensayo en el tratamiento de las tlceras corneales

En el siguiente apartado se describen todos los resultados obtenidos a lo
largo del estudio. Esto es, la evolucién del peso corporal, la evolucién de la
curacién/cierre de las ulceras y la evaluacidn histoldgica de las mismas realizado
tras la eutanasia de los animales y toma de muestras.

No se ha producido ninguna muerte debida a los tratamientos
administrados (productos de ensayo) durante el desarrollo del estudio. El Unico
conejo que muere a los 8 dias tras la creacion de la Ulcera corneal y tras la
administracion de su tratamiento es el conejo 3 (grupo IV: tratamiento SRO-003)
y su muerte se debe a fallo hepatico producido por la induccién de diabetes con
el aloxano. Tampoco se han observado signos clinicos negativos causados por los
productos de ensayo testados en este estudio.

Los datos recogidos del animal 3 (grupo IV) se eliminan del estudio
estadistico.

Peso corporal

En la tabla siguiente se muestran los valores globales de la evolucion del
peso corporal a lo largo del estudio.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas del peso
entre los grupos ni diferencias significativas observadas a lo largo del estudio.
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TIEMPO
(DIAS)

0
0 postcirugia
1

2

10
11
12
13
14
15
16
17
18

19

20

ESTUDIOS IN VIVO

Tabla 56. Evolucién del peso durante el estudio.

PESO (Kg)
Grupo |
4,45+0,27

4,45+0,27

Grupo Il
4,54+0,54

4,54+0,54

4,3610,38
4,25+0,20
4,30+0,24
4,20+0,19
4,23+0,28
4,30+0,34
4,14+0,23
4,13+0,20
4,13+0,21
4,11+0,18
4,16+0,17
4,19+0,22
4,18+0,20
4,1610,24
4,10+0,21
4,16+0,22
4,14+0,25
4,25+0,22

4,23+0,29

4,54+0,50
4,52+0,48
4,57+0,42
4,37+0,41
4,37+0,46
4,34+0,589
4,34+0,56
4,39+0,52
4,32+0,59
4,33+0,54
4,38+0,56
4,38+0,53
4,42+0,55
4,42+0,54
4,40+0,51
4,41+0,55
4,44+0,56
4,45+0,58

4,47+0,54

Grupo Il
4,21+0,16
4,21+0,16
4,24+0,00
4,2040,14
4,21+0,15
4,14+0,18
4,07+0,19
4,0840,18
4,07+0,17
4,06%0,18
4,0610,14
3,99+0,15
3,9940,16
4,00+0,16
4,03%0,13
4,06%0,12
4,05%0,16
4,04+0,14
4,05+0,14
4,05+0,16
4,12+0,16

4,06+0,12

Grupo IV
4,35+0,50
4,35%0,50
4,35%0,76
4,28+0,58
4,29%0,57
4,22+0,58
4,21+0,60
4,12+0,59
4,1040,62
4,14%0,61
4,1310,62
4,11+0,64
4,12+0,63
4,25%0,61
4,16%0,63
4,1610,64
4,17%0,63
4,180,589
4,18%0,61
4,2040,61
4,17%0,59

4,20+0,55

Grupo V

4,4010,35
4,40%0,35
4,42+0,37
4,41+0,41
4,37+0,37
4,27+0,30
4,3210,31
4,2910,28
4,2610,24
4,25%0,22
4,2410,25
4,29%0,28
4,2010,24
4,21%0,26
4,21%0,26
4,2210,27
4,17%0,22
4,2510,27
4,24+0,30
4,21+0,28
4,25%0,33

4,2610,31

Grupo VI
4,2410,35
4,24%0,35
4,22+0,29
4,2310,38
4,20+0,38
4,18+0,38
4,19%0,34
4,1740,33
4,100,289
4,06%0,32
4,0910,33
4,13+0,30
4,0310,31
4,12+0,33
4,10%0,33
4,1940,31
4,24%0,36
4,2010,35
4,21+0,37
4,12+0,34
4,22+0,34

4,19+0,35
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21 4,23+0,19 4,45+0,52 4,10+0,13 4,19+0,6C 4,22+0,3C 4,28+0,38
22 4,25+0,21 4,45+0,52 4,09+0,16 4,20+0,54 4,23+0,33 4,23+0,38
23 4,25%0,20 4,46+0,53 4,09+0,14 4,19+0,54 4,22+0,28 4,26+0,37
24 4,25+0,23 4,48+0,55 4,11+0,16 4,19+0,55 4,21+0,31 4,28+0,36
25 4,28+0,22 4,49+0,55 4,15+0,12 4,21+0,56 4,23+0,3C 4,22+0,36
26 4,28+0,27 4,52+0,54 4,13+0,14 4,20+0,56 4,25+0,28 4,31+0,38
27 4,24+0,26 4,50+0,56 4,11+0,14 4,22+0,57 4,23+0,32 4,33+0,34
28 4,27+0,23 4,51+0,52 4,12+0,14 4,21+0,56 4,23+0,28 4,26+0,35
29 4,25+,021 4,53+0,59 4,14+0,13 4,21+0,57 4,24+0,34 4,30+0,37
30 4,27+0,23 4,58+0,61 4,11+0,12 4,26+0,53 4,27+0,3C 4,31+0,37
31 4,27+0,25 4,56+0,63 4,16+0,11 4,20+0,55 4,23+0,3C 4,28+0,39

Evolucién del Area de las ulceras corneales.

A continuacion se muestran los valores globales de la evolucion del area
de las Ulceras corneales a lo largo del estudio, asi como del porcentaje de
reduccion o curacion de las mismas.

La reduccidn de las ulceras y por tanto la disminucién del area de las
mismas y el aumento del porcentaje de reduccion es significativo (p<0,05) a
partir del dia siguiente tras la creacion de la Ulcera para todos los grupos.

Se observa que los grupos 1, 2, 3, 4, y 6 alcanzan valores de reduccidn
de las heridas superiores al 50% a partir del dia 2 mientras que esta reduccion se
observa en el grupo 5 a partir del dia 3 de tratamiento.

No hay diferencias estadisticamente significativas en los valores de
reduccion de la uUlcera entre los grupos del estudio durante el desarrollo del
mismo.
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Tiempo
(dias)

0
postcirugia

1

2

10
11
12
13
14
15
16
17

18
19

20

21

Grupo |

61,02+12,00
23,52+6,45*
12,31+7,99*
3,77+4,55*
1,65%1,79*
2,22+2,00*
7,03+10,63*
9,44+11,15*
11,63+11,17*
10,51+9,48*
7,61+9,94*
8,69+11,55*
9,10+10,55*
8,4918,89*
9,06+8,48*
7,68+7,21*
6,31+8,14*
6,26+8,31*
4,98+6,60*
6,18+4,98*

5,1145,02*

Tabla 57. Evolucién del drea durante el estudio.

Grupo Il

58,2249,21
23,26+14,37*
11,10+8,44*
4,17+3,45*
1,58+1,18*
2,28+2,78*
7,78+7,75*
5,99+5,93*
6,186,61*
7,487,23*
5,704,31*
5,30%3,43*
5,51+3,52*
9,73+7,61*
11,59+8,65*
10,13+3,65**
9,24+5,00*
7,32%4,23*
4,87+£3,07*
3,99x4,10*

2,92+2,07*

ESTUDIOS IN VIVO

Area (mm?)

Grupo lll

61,63+14,46

39,93+0,00*
28,93+6,83*
11,78+3,19*
5,02+3,48*
4,14+4,29*
8,26+7,70*
9,33+8,08*
6,24+7,09*
5,61+7,97*
6,909,14*
2,78+3,84*
3,8815,25*
2,96%3,42*
3,70%5,56*
3,52+3,69*
3,45%3,75*
4,02+4,29*
3,62+3,22*
2,01+2,31*
1,40+1,69*

1,24+1,41*

Grupo IV

63,55+14,90

42,32+16,12*
29,37+17,32*
17,39+12,18*
6,45+6,48*
1,97£1,81*
4,51+5,16*
2,12+2,58*
1,45+1,63*
0,99+1,25*
3,16%4,77*
4,89+7,07*
6,71+9,01*
6,56+7,66*
8,78+7,42*
9,41+6,64*
8,20+6,00*
9,07+6,90*
9,96+7,44*
13,17+8,33*
9,92+7,97*

8,5815,68*

Grupo V

63,98+13,47

45,67+10,15*
32,366,83*
17,47+7,08*
10,42+5,78*
13,04+6,43*
13,91+5,13*
11,84+5,05*
12,70+8,13*
10,69+6,55*
8,58+6,86*
8,38+6,64*
9,70%5,42*
9,36+7,06*
6,8815,73*
12,10+9,22*
9,26+7,31*
9,32+6,72*
9,75+3,47*
9,35+3,67*
7,31+4,60*

8,1345,91*

Grupo VI

63,1949,96

46,69+11,43*
26,84+9,29*
13,94+7,68*
6,0415,06*
1,92+1,50*
4,46+3,03*
2,30+1,65*
3,2743,05*
5,74+8,96*
5,30+7,94*
3,45+3,36*
3,1313,24*
4,20+4,75*
3,6214,54*
3,15+3,91*
3,40%4,34*
4,22+5,61*
6,8015,10*
7,01%5,24*
3,70+1,11*

4,10+3,66*
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31
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3,84+3,88*
2,80%3,41*
4,71+2,59*
4,50+3,19*
3,734,71*
5,50+1,89*
5,75+4,18*
4,92+5,05*
2,70+2,18*

3,78+2,82*

2,21+2,01*
0,76+0,84*
0,79+0,87*
1,44+0,80*
1,67+0,39*
0,80+1,40*
0,64+1,18*
0,49+0,48*
1,13+1,71*

0,1540,14*

0,70+1,19*
0,70+1,52*
2,33+4,08*
2,00+3,48*
2,09+2,83*
0,74+1,14*
0,67+1,08*
0,49+1,15*
1,23+2,11*

1,68+2,72*

7,27+3,20*
4,65%3,40*
4,29+3,01*
3,7615,70*
2,81+5,04*
1,84+1,83*
2,07+2,22*
1,72+2,72*
1,42+1,23*

1,06x0,73*

5,92+3,24*
6,00+4,12*
5,94+4,21*
5,47+2,99*
6,09+2,93*
5,88+2,21*
6,35+2,89*
4,98+2,75*
3,89+2,49*

3,20+1,70*

Nota: El calculo de las medias corresponden a los animales que han llegado al final del
tratamiento, excluyendo los animales 2, 3,9y 15.
* Diferencias significativas con respecto al valor basal.

7,85+12,06*
9,10+13,19*
9,28+13,77*
10,62+9,66*
7,48+5,73*
5,98+5,47*
6,77+7,05*
5,01+6,28*
4,95+6,91*

4,87+6,24*
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Tabla 58. Evolucién de la reduccion de las ulceras.

% DE REDUCCION DE LA ULCERA

Grupo |

0,0+0,0

Grupo Il

0,0+0,0

61,616,3*
79,0£12,3*
94,1+7,1*
97,5+2,3*
96,5+2,9*
89,7+14,1*
84,8+15,6*
79,5£20,4*
81,7+16,0*
88,1£13,3*
87,0£15,5*
86,1+14,3*
86,3£13,3*
84,7+13,6*
87,6£9,9*
90,5+10,9*
90,7+11,2*
92,6£9,0*
90,6£6,9*

92,1+7,0*

61,0+19,6*
80,6+15,3*
93,245,2*
97,3%2,0*
95,8+5,5*
86,0+15,2*
89,1+11,7*
88,7+13,3*
85,6+15,1*
89,4+9,2*
90,4+7,2*
90,5%5,7*
83,8+11,4*
80,7+12,7*
82,8+4,5*
83,8+9,2*
87,1+7,9*
91,2+5,9*
92,7+7,2*

94,6+3,9*

Grupo Il

0,0+0,0

3,618,7
52,3+10,6*
79,68,6*
90,9+7,5*
93,1+7,2*
86,8+10,6*
85,1+12,7*
89,0+13,5*
90,2+15,3*
88,0+18,0*
95,3+7,4*
93,3+10,5*
95,0+6,8*
93,4+11,1*
94,0+6,9*
94,2+7,1*
93,616,7*
94,0%5,6*
96,7+4,3*
97,8+2,9*

98,2+1,9*

Grupo IV

0,0+0,0

17,6£19,1*
62,2+17,1*
77,4+15,7*
92,1+8,8*
97,5%2,4*
93,3+7,3*
96,8+3,8*
97,9+2,5*
98,4+1,9*
94,0+9,7*
90,4+14,3*
88,1+16,1*
88,7+13,1*
86,5+9,9*
84,3+12,4*
87,3+8,6*
85,9+10,3*
85,9+10,0*
80,5+10,8*
85,8+10,4*

87,5+7,5*

Grupo V

0,0+0,0

28,5+6,1*
48,9+7,3*
72,8+8,3*
83,5¢7,7*
80,3+6,4*
78,3%5,6*
82,1+4,5*
81,4+9,1*
84,5+7,7*
87,8+8,5*
88,1+8,5*
84,2+10,2*
85,8+9,8*
89,68,1*
81,3+13,0*
85,9+9,9*
85,7+9,0*
85,03,5*
85,7+4,2*
88,4+6,8*

87,1+8,9*

Grupo VI

0,0+0,0

26,88,6*
57,8+11,7*
78,3+10,3*
90,9+6,9*
96,9+2,4*
93,1#4,1*
96,5+2,3*
95,0+3,9*
90,7+14,1*
91,2+12,7*
93,9+6,2*
94,6+5,4*
92,8+7,9*
92,6+8,1*
93,6+7,0*
93,2+7,4*
92,0%9,3*
87,7+8,9*
87,5+9,4*
93,9+2,2*

94,7+4,9*
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22 93,816,0* 95,8+3,8* 99,1+1,5* 88,7+4,2* 90,614,7* 92,3+15,3*
23 95,5+5,0% 98,6+1,6* 99,1+1,9* 92,5+5,3* 90,8+54* 90,7+16,7*
24 92,5+3,3* 98,4+1,7* 97,0+5,0* 93,3+4,0* 91,0#5,4* 90,6+17,4*
25 92,9+4,5* 97,4+1,7* 97,5t4,3* 95,2+6,3* 91,643,7* 86,1+13,4*
26 94,616,3* 97,1+0,7* 97,2+3,5*% 96,515,5*% 90,1+4,8* 89,8+7,9*
27 90,7+3,6* 98,7+2,3* 99,1+1,4* 97,2+2,2* 90,61+3,2* 92,08,0*
28 90,745,2* 99,0+1,9* 99,1+1,4* 96,8+2,8* 90,2+3,5* 91,9+9,2*
29 92,816,6* 99,2+0,7* 99,4+1,5* 97,7+2,9* 92,0£4,4* 94,618,1*
30 96,0+2,9* 98,2+2,9* 98,3+2,7* 97,8+1,8* 93,843,7* 94,9+8,8*
31 94,0+4,2* 99,7+0,2* 97,9+3,4* 98,0+1,6* 94,8+2,6* 94,8+8,0*
* Diferencias significativas con respecto al valor basal.
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Figura 87. Evolucion de la reduccidn de las ulceras.
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Evolucion del resto de parametros cornéales: grosor corneal y
potencia corneal

Grosor corneal

Se observé un aumento significativo del grosor corneal en todos los
grupos tras la cirugia que se mantuvo hasta el dia 5 en todos los grupos excepto
en el grupo V en el que se mantuvo el aumento del grosor corneal durante los 30
dias de estudio. Este aumento de grosor es indicativo de un proceso inflamatorio
de la cérnea. El grosor corneal es significativamente mayor en el grupo V que en
el resto de los grupos durante el desarrollo del estudio.

Tabla 59. Evolucién del grosor corneal.

Grosor Corneal (MICRAS)

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V
410,6428,1 399,8+33,7 403,0+25,2 436,1+34,9 423,0+15,4
411,4+47,2 409,6%7,2 412,0+22,1 433,0+42,0 377,8+30,3
------------------ 587,0+0,00*  560,0+108,1* 680,8+64,4*t

569,2+113,6*

567,7+121,6*

600,4+68,0*

556,6+90,8*

629,7+68,3*

573,7£111,3*

670,3+128,4*

605,0+132,0*

659,8+68,0*

703,5+40,1*t

438,6+52,8 465,2+133,1* 516,7+103,8* 540,8+155,2* 613,3+129,9*t
383,2+48,7 378,4+98,9 443,7+60,8 477,4£155,6  638,0+89,5*t
350,6+14,9 370,8+54,2 405,2+58,5 390,3168,4 663,2+77,5* 1
415,0+123,3  421,8+118,5  447,7+72,6 382,5+61,1 659,8+91,7*t
405,4+98,5 423,2+130,3  437,0493,8 396,3+48,7 616,5+132,1*+
444,2+119,5  442,4+135,5  408,0+55,8 388,7168,3 575,2+125,5*%t
439,2+92,2 418,0+91,7 430,7+88,1 422,8+54,3 575,0+126,1* %
475,0+83,4 428,6%85,1 425,0+47,0 454,3+59,3 596,3+107,9*t
426,4+96,5 441,8+62,5 453,0+77,1 450,3+82,3 559,0+108,7*
444,8+81,3 452,6+106,0  447,3%55,6 496,3+90,9 549,3+105,9*t
447,2+84,4 487,6169,2 437,5+55,0 532,8+127,8  591,0+99,7*t

Grupo VI
398,0+11,1
392,2+20,1
597,2+125,7*
688,8+69,3*
613,8+60,3*
530,2+104,7*
406,0+88,8
379,8+36,8
395,5+33,1
388,5+28,1
434,3+97,3
462,5+108,5
446,3+75,3
411,3+46,9
432,3+83,1

476,6+131,5
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444,4+106,2  548,0+62,3*  475,8+75,5 512,8+113,6  570,3+114,5*t 446,3£126,2
455,4+72,97  516,4¥49,3*  466,2176,4 500,3190,9 572,3¥102,1*+ 431,7+81,2
457,2+96,8 523,2+126,9* 466,5+86,0 532,3490,5 629,5+174,9*t 451,4+77,4
440,4+72,5 461,0+55,7 464,2+69,9 561,5+109,2  601,0+89,5*t  445,4+75,5
397,0£36,0 466,0+81,1 481,7+83,0 566,3+133,3  600,2+108,5*t 414,3+77,5
408,2+88,8 471,2+110,6  457,0+77,7 552,3+80,9 627,5+124,1*t 467,7+68,5
473,2+111,9  487,0+127,4  441,0%47,8 524,8459,3 635,0£150,6*t 449,8+35,8
429,0+63,3 485,2+142,8  463,3%70,2 505,5+57,6 598,2+141,7*t 482,1+77,5
416,8+47,6 486,2+117,9  460,3%£82,5 528,7+78,7 621,3£130,6*t 486,4168,3
457,8165,1 470,8+127,6  464,8+54,7 521,7+143,6  612,2+161,4*t 459,5+54,2
426,2+48,6 454,0+136,3  465,3%60,6 504,5+102,4 590,7+146,8*t 485,0+89,5
435,0+64,2 440,2+105,7  470,6+87,5 500,8+89,9 556,5+137,6*t 464,3+36,4
427,0+45,6 456,6+118,0 474,1+79,0 473,5+65,8 626,7+165,1*t 459,6+41,1
422,6+50,9 484,4+132,1  463,7+£72,8 472,0+83,2 646,7£147,5*t 466,3+35,0
423,2+66,8 449,2+118,0  443,0485,5 470,8+96,4 630,3£153,4*t 449,7+48,4
444,2+71,9 473,2+138,9  456,8+85,5 475,8+89,9 608,7+172,5*t 457,6+50,3
427,2+53,1 451,8+129,2  457,0+94,0 458,3165,7 611,7£197,5*t 432,1+37,2

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.
T Diferencias significativas con respecto al resto de los grupos de estudio.
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Figura 88. Evolucién del grosor corneal.

Potencia corneal

Se observé un aumento significativo de la potencia corneal en los grupos
I, 1y Il al segundo dia tras la cirugia que revirtié al tercer dia en en los grupos | y
IIl'y al cuarto dia en el grupo Il. El resto del estudio este parametro se mantuvo
dentro de valores normales en todos los grupos.

Tabla 60. Evolucién dela potencia corneal.

T(i;;:sp)o Potencia Corneal (dioptrias)
Grupo | Grupo |l Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Basal 44,89+2,05 44,37+1,01 44,46+1,55 43,43+1,84 43,52+1,80 44,01+1,62
gostcirugia 42,99+1,59 43,47+2,27 43,19+1,80 41,84+2,49 41,14+1,36 42,71+2,39
e 41,560,00 44,34+2,69 47,65+1,37 44,61%3,41
2 54,70+8,62*t 47,98+5,42* 49,09+5,29* 44,75+3,86 45,70+4,22 46,27+2,67
3 45,61+3,20  48,7616,34* 46,40%3,62  45,72t4,38 45,5411,91 46,9315,51
4 45,87+3,49  42,78+3,11  44,86%3,03 42,30+5,61 41,99+1,35 44,78+5,44
5 47,79+4,66 45,72+2,13 43,51+1,81  44,53+3,57 41,35%3,16 43,68+2,96
6 44,44+3,34  43,98+1,22  43,80+2,85 42,63+4,58 43,41+7,25 42,94+2,82
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7 44,80+1,75 44,17+4,26  43,91+2,28  41,93+2,73 41,93%3,54 43,33+3,40
8 45,37+2,45 46,16+3,61  45,64+4,77  42,45+3,11 41,05#3,39 42,27+2,36
9 45,9745,32 45,12+5,87  44,64+5,09 41,80+1,81 40,82+1,67 41,72+3,24
10 43,57+2,04  44,76%3,02  42,14+1,92  43,12+3,45 43,97+2,96 43,11+3,12
11 45,39+3,88  42,63+2,95 43,61+2,46 43,29+2,34 41,60+3,66 43,51+4,73
12 42,86+2,73 43,62+1,69  43,16%3,71  42,64+4,10 42,41+4,37 41,37+2,51
13 43,91+3,04  41,61+2,68  42,47+1,94 41,07+3,29 41,9313,27 42,20+4,22
14 43,76+2,16  40,50+1,19  43,12+1,66 43,38%5,35 40,18+2,39 43,12+3,44
15 44,26+4,69  45,05+5,33  43,46%2,23  43,35%#3,85 42,50+2,41 44,68+3,47
16 45,23+3,24  44,54+1,91  44,42+1,61 43,39+2,68 41,97+2,88 43,08+2,31
17 43,52+2,51 42,27+2,56  44,58+2,09  45,64+5,85 40,71£2,35 43,23+4,48
18 42,65+3,80  44,91+3,13  42,90+1,66 44,09+2,02 42,45+3,27 42,69+4,67
19 44,65+4,45 42,15+3,73  45,31+2,51  41,58+3,31 43,43+4,45 42,17+1,41
20 41,81+0,75 42,54+2,34  42,77+1,68  42,44+4,29 44,21+3,73 42,18+3,93
21 42,26+3,01 43,67+4,03  42,17+1,45 43,01+3,34 42,58+2,35 41,75+3,02
22 46,33+3,91 43,35+2,16  43,50+1,59 42,99+0,80 42,64+1,23 41,09+2,80
23 42,84+1,63 42,21+1,89  41,08+2,12  40,88+1,85 41,79+2,13 43,17+2,84
24 43,33+1,19  42,49+2,77  42,24+1,84  41,76+3,00 39,85%3,24 42,99+3,98
25 43,37+1,31 43,36+1,71  43,43%3,23  41,91+2,85 40,07£2,18 43,73+3,33
26 42,98+2,82 42,72+2,66  41,92+2,58  43,4313,28 41,24+2,60 41,13+2,22
27 42,92+1,97  42,10+2,08  43,51+2,07 40,73%+2,39 41,70£1,83 42,49+2,32
28 44,30+1,79  43,19+¢1,91  42,58+1,85 41,46%+1,99 41,49+1,58 42,04+1,67
29 43,27+1,76  41,93+0,77  43,10+2,46  41,35+1,91 40,94+2,86 41,43+2,43
30 43,54+1,54  42,00+2,37  41,56+1,38  41,35%#3,17 40,61+2,30 41,58+3,54
31 44,23+1,96  43,06+2,58  41,85+1,17 41,35%+2,31 41,36%1,55 40,86+1,84

* Diferencias significativas con respecto al valor basal.
1 Diferencias significativas con respecto al resto de los grupos de estudio.
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Evaluacion histopatoldgica

Resultados histoldgicos por grupos: los promedios de los valores
obtenidos para los parametros estudiados en los diferentes grupos se recogen
en la tabla 61.

Se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo V
y el resto de los grupos en las valoraciones asignadas a la profundidad de
Ulcera/fibrosis y a la pérdida de colageno, y diferencias estadisticamente
significativas en el grado de epitelizacidn del grupo Il con el resto de los grupos.

Tabla 61. Resultados del estudio histoldgico. MEDIAS DE LOS GRUPOS.

GRUPOS DE ESTUDIO

Grupol  Grupoll  Grupolll Grupo IV Grupo V Grupo VI
(Control) (vehiculo) (SRO-002) (SRO-003) (SRO-004) (SRO-005)
Gradode ~— 3g416 3,020t 4,6:08  4,6:05 4,015 43t12
epitelizacion
perdida 22:19 18116  40:1,7 22416 15105 2,815
queratinocitos
Profundidad o ci05 0,808  1,2609  1,060,6 2,3:0,5t 1,006
ulcera/fibrosis
Infiltrado 0,605 1,0¢1,2 0,712 0,7+0,8 1,840,9 0,3+0,5
inflamatorio
Perf:llda de 0,8+0,4 2,2+0,8 1,540,8 1,2+0,7 2,3+0,5+ 1,0+0,6
colageno
Pres.enaa 0,440,9 1,841,3 0,7%1,2 1,0+1,3 0,7+1,2 0,5+0,5
hialina
Grado de 0,0+0,0 0,6£1,3 0,00, 0,30,8 0,00,0 0,00,0
apoptosis
Presencia
fibras 0,0£0,0 02:04 0,000  0,0£0,0 0,0£0,0 0,2£0,4
nerviosas
Presencia 0,000 06:1,3 1,015  0,0:0,0 05t1,2  0,3:0,8
vasos
Membranade .04 0405 00100 0,204 0,740,8 0,2£0,4

Descemet

T Diferencias estadisticamente significativas con respecto al resto de los grupos.
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Profundidad de la lceraffibrosis

Grupos

Figura 89. Puntuacion de la relacion entre profundidad de la dlcera/fibrosis.
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Figura 90. Puntuacion asignada al grado de pérdida de colageno.
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Figura 91. Grado de epitelizacion en los grupos de estudio.
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Resultados histolégicos del Grupo | (control)

En el grupo |, el promedio en el grado de epitelizacién es 3,8 ya que, en
los animales 5 y 21, la ulceracion es importante aunque en el resto de los
animales esta no se observa. Sin embargo, el nimero de queratinocitos en el
epitelio es bajo (promedio de 2,2), excepto en el animal 24, donde esta
practicamente completo. La profundidad de la uUlcera o la presencia de fibrosis
bajo el epitelio son leves, apareciendo en tres de los 5 animales estudiados. El
infiltrado inflamatorio también es escaso, constituido sobre todo por neutroéfilos
polimorfonucleares. Por otro lado, la pérdida de coldgeno, aunque pequefia,
aparece en 4 de los 5 animales del grupo, coincidiendo en un caso con el
aumento de la sustancia hialina. En ninguno de los animales de este grupo se
observa apoptosis celular, presencia de fibras nerviosas o vasos en el estroma y
sélo en el animal 22 aparece un engrosamiento de la membrana de Descemet en
el area afectada.

Figura 92. Animal 21: grupo 1 (control sin tratamiento). Ay B: HE; C Rojo Sirio; D: TCM.
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Presencia de ulceracién del epitelio corneal junto con un infiltrado
inflamatorio de neutroéfilos polimorfonucleares. Con rojo sirio se observa una
disminucién del coldgeno en las areas donde luego aparece presencia de
sustancia hialina (roja con el TCM).

Figura 93. Animal 23: grupo | (control sin tratamiento). A: HE; B: Rojo Sirio.

En este animal, la cdrnea tan sélo presenta un ligero infiltrado
inflamatorio en el estroma.

Resultados histolégicos del Grupo Il (vehiculo)

Es en este grupo es donde la ulceraciéon es mas marcada ya que en dos
animales ocupa la mayor parte de la cérnea y en otro, también aparece. Por
esto, el promedio es el mas bajo de todos los grupos estudiados. También el
numero de queratinocitos es pequefio incluso en los animales en los que no
existe Ulcera, pasando de 5 a 6 que serian el nimero existentes en una cérnea
normal a 2-3 en estas corneas. En el animal 28, donde la ulceracién es mayor, la
profundidad de ésta se encuentra entre el 25 y 50% del espesor de la cornea con
un infiltrado inflamatorio abundante y una presencia de vasos en el estroma
severos. En todos los animales de este grupo se observa una pérdida de
colageno puesta de manifiesto mediante la tincién de rojo sirio, siendo severa en
dos casos, moderada en otros dos y sélo leve en uno. Esta pérdida se acompana
de su sustitucion por sustancia hialina practicamente en el mismo grado. Una
apoptosis severa se observa en el animal 25 junto con un engrosamiento de la
membrana de Descemet.
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Figura 94. Animal 28: grupo Il (control y vehiculo). Ay B: HE; C Rojo Sirio; D: TCM.

Este es el animal cuya cérnea presenta el mayor grado de lesién, con
una severa ulceracion del epitelio acompafiada por un infiltrado inflamatorio,
presencia de vasos en el estroma y engrosamiento de la membrana de
Descemet. Ademas, en las imdgenes C y D tomadas en el mismo campo se
observa la sustitucion del colageno por la sustancia hialina.
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Resultados histoldgicos del Grupo Il (tratamiento SRO-002)

En este grupo, el promedio de grado de epitelizacion es elevado (4,6) y
la pérdida de queratinocitos escasa (promedio de 4 queratinocitos en el epitelio
corneal). Sélo uno de los animales presenta ulceracion en el epitelio (animal 6),
donde también se observa una reduccién en el nimero de queratinocitos. Sin
embargo, la profundidad de la ulcera y la fibrosis es escasa y no se observa
infiltrado inflamatorio. En el animal 30, aunque no presenta ulceraciéon y el
numero de queratinocitos es mayor, la presencia de tejido fibroso bajo la tlcera
es mas importante, asi como el infiltrado inflamatorio y la pérdida de colageno.
Son precisamente en estos dos animales nimeros 30 y 6 donde se observan las
mayores pérdidas del coldgeno con sustitucion por sustancia hialina en el caso
del animal 6 y presencia de vasos en el estroma en el animal 30. En el resto de
los animales todos los parametros estudiados son normales o levemente
alterados.

Figura 95. Animal 30: grupo Il (SRO-002). A: HE; B y C: Rojo Sirio.

En este animal se observa un infiltrado inflamatorio de tipo
granulomatoso junto con presencia de vasos y pérdida del colageno en el
estroma.
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Figura 96. Animal 31: grupo Ill (SRO-002). A: HE; B y C: Rojo Sirio; D: TCM.

Este es el animal mas representativo del grupo lll, sin presencia de
ulceracion en el epitelio, con escasa pérdida de queratinocitos, poca fibrosis,
infiltrado inflamatorio o pérdida de colageno y siempre a nivel superficial.

Resultados histoldgicos del Grupo IV (tratamiento SRO-003)

En este grupo, el promedio de ulceracidn es también bajo (4,6), aunque
la pérdida de queratinocitos es algo mas elevada (promedio de 2,1) que en el
anterior grupo. Sin embargo, en el resto de los parametros, el grado de lesidn
corneal es leve o moderado, destacando solamente la moderada fibrosis e
infiltrado inflamatorio en el animal 13 y la también moderada pérdida de
coldgeno y presencia de sustancia hialina en el animal 35. En el animal 1, la
pérdida de colageno es moderada y el aumento de la sustancia hialina severo. En
el animal 8 se observa un aumento en el grado de apoptosis de las células del
estroma.
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Figura 97. Animal 35: grupo IV (SRO-003). A: HE; B: Rojo Sirio; C: TCM.

Ligero infiltrado inflamatorio y fibrosis en la zona superficial. En las
zonas donde existe mayor fibrosis, el epitelio aparece despegado. Moderada
pérdida de coldgeno en la zona cercana a la membrana de Descemet que se
corresponde con el aumento de la sustancia hialina en esa misma zona.
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Figura 98. Animal 38: grupo IV (SRO-003). Ay B: HE; C: Rojo Sirio; D: TCM.

En este animal, excepto una pequefia ulceracién del epitelio, todos los
demas parametros estudiados se han alterado levemente o son normales.

Resultados histolégicos del Grupo V (tratamiento SRO-004)

De todos los grupos en los que se ha aplicado un tratamiento, este es el
que presenta los mayores grados de lesidn, con promedios ligeramente mas
altos para la ulceracion pero reduccién importante en el numero de
gueratinocitos. También fueron mayores el grado de profundidad de las Ulceras
y la fibrosis, el infiltrado inflamatorio, la pérdida de colageno e incluso,
alteraciones en la membrana de Descemet, que aparecen en 3 de los 6 animales
estudiados. Los animales 7 y 12 son los que presentan las ulceras de mayor
tamafo mientras que son el 7 y el 11 donde las Ulceras o la fibrosis son mas
profundas y el infiltrado inflamatorio mds severo. La pérdida de colageno es
moderada o severa en todos los animales de este grupo y la presencia de
sustancia hialina es marcada en el animal 19.
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Figura 100. Animal 11: grupo V (SRO-004). A: HE, B: Rojo Sirio; C: TCM.

La pérdida significativa en el nUmero de queratinocitos (A) se asocia a
una fibrosis moderada bajo el epitelio y una pérdida de coldgeno en esa misma
zona.
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Aunque el epitelio de la cdrnea se mantiene, la fibrosis es severa, junto
con un infiltrado inflamatorio y presencia de vasos también severos. La pérdida
de colageno es manifiesta (B) aunque en este caso, no se ha sustituido por
sustancia hialina (C).

Figura 101. Animal 19. A: HE; B: Rojo Sirio; C: TCM.

El epitelio no aparece ulcerado aunque el nimero de queratinocitos esta
claramente disminuido. En las imagenes se observa una disminucién del
coldgeno y su sustitucién por sustancia hialina.

Resultados histolégicos del Grupo VI

En este grupo, se observa ulceracién del epitelio en 2 de los 6 animales
estudiados, aunque solo en uno, el animal 37, es mas marcada. El promedio en
el nimero de queratinocitos es superior al del grupo IV en el que la presencia de
ulceracién fue menor. En el resto de los animales, todos los grados de lesiones
fueron leves con la excepcion de un moderado aumento en el nimero de vasos
en el estroma del animal 20. Sin embargo, de nuevo sélo en el animal 37, la
profundidad de la fibrosis bajo el epitelio fue moderada junto con la pérdida de
coldgeno y una leve presencia de sustancia hialina.
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Figura 102. Animal 37: grupo VI (SRO-005). A: Rojo Sirio; B: TCM

En la zona donde el epitelio estd ulcerado se observa una disminucion
de la presencia de coldgeno y un ligero aumento de la sustancia hialina en esa
misma zona.

Figura 103. Animal 20: grupo VI (SRO-005). A: HE; B: Rojo Sirio; C: TCM

Se observa un aumento en el nimero de vasos en el estroma corneal
con una fibrosis y una pérdida de colageno leves.
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Tabla 62. Valores individuales de los Grupos | y II.

Grado de | 2 2 5 5 5 4 5 1 5 1 4 32
epitelizacion

Pérdida 0 1 2 3 5 22 3 0 3 0 3 1,8
queratinocitos

Profundidad

ulcera/fibrosis t 1100 06 c 1 0 21 08
Infiltrado 1 1 0 1 0 06 1 0 0 3 1 1
inflamatorio

Pérdidacolageno 1 1 1 0 1 0,8 2 3 1 3 2 2,2
Presencia hialina 0 2 0O 0O O 0,4 2 3 1 3 o0 1,8
Grado d‘.e 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0,6
apoptosis

Pres?ncna fibras O 0 0 0 0 0 00 0 1 0 0,2
nerviosas

Presencia vasos 0 0 0 0 0 0 0O 0O O 3 o0 0,6
Membrana de 0O 0 1 0 0 62 1 1 0 0 0O 04

Descemet
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Tabla 63. Valores individuales de los Grupos Il y IV

Grado de | 5 5 5 5 5 3 46 5 5 4 46
epitelizacion

Perdld.a . 3 5 5 5 5 1 4 3 1 1 2,1
queratinocitos

Profundidad 3 1 1 1 0 1 116 1 1 1 1
ulcera/fibrosis

Infiltrado 3 1 0 0 0 0 06 1 0 1 06
inflamatorio

Pérdida colageno 3 1 1 1 1 2 15 2 1 1 1,1
Presenciahialina 0 O 1 0 0O 3 06 2 0 1 1
Grado de O 0 0 0 0 0 0 0 0 o0 0,3
apoptosis

Presc.enua fibras 0 0 0 0 0 0o o 0 o 0 0
nerviosas

Presencia vasos 3 0 0 0 0 0 0,5 0 O 0 0
Membranade o, §, o o o 1 0 0 0,1

Descemet
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Tabla 64. Valores individuales de los Grupos V y VI.

Gr?do- de‘ P 5 2 5 5 2 5 4 5 4 5 5 5 2 4,3
epitelizacion

Perdld:‘;! . 2 1 2 2 1 1 1,5 4 2 5 2 3 1 2,8
queratinocitos

Profundidad 232 3 2 2 23 1 1 0 1 1 2 1
ulcera/fibrosis

!nflltrado . 1 3 1 3 2 1 1,8 o* 1 0 0o* 0 1 0,3
inflamatorio

Pérdida colageno 2 2 2 3 2 3 2,3 1 1 0 1 1 2 1
Presencia hialina 0 0 O 1 0 3 0,6 1 1 0 0 0 1 0,5
Grado de apoptosis 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Prestenua fibras 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0,1
nerviosas

Presencia vasos 0 0 O 3 0 0 0,5 o* 0 0 o* 2 0 0,3
Membrana de 110 2 o0 0 06 1 0 0 0 0 0 01

Descemet

Referencias bibliograficas

Ver capitulo 7.- de bibliografia [48,49,50,51,52].
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6. Conclusiones

6.1. Estudio codigo SIF 109-1

Este estudio ha sido realizado en modelo ratéon diabético y la
administracién de los productos se ha realizado via subcutdnea, para el
tratamiento de Ulceras diabéticas.

Los productos de estudio han sido heparina, bemiparina y dos derivados
nitrados de heparina y bemiparina respectivamente.

Los resultados obtenidos con los 4 tratamientos farmacoldgicos tanto de
la evolucién de la herida por medicion de su area, como del estado histoldgico
de la piel el ultimo dia del estudio, muestran que la reduccién de las heridas es
significativo (p<0,05) a partir del dia 8 tras la creacion de la Ulcera en los grupos
1-4, mientras que en el grupo 5 lo es a partir del dia 3 Sin embargo, los grupos 1-
4 alcanzan valores de reduccién de las heridas superiores al 90% a partir del dia
18 mientras que el grupo 5 no.

El grupo 3 (Producto de ensayo 2: BP-116, Lote 21) muestra una mayor
reduccion del drea de la herida y un menor tiempo necesario para ello respecto
al resto de los grupos, sin embargo, este grupo fue el que presentd el mayor
numero de animales con un grado | de recuperacidn histoldgica y presentd
mayor numero de muestras con un infiltrado celular poco grueso o constituido
mayoritariamente por células inflamatorias con menor recuperacion del epitelio.

Por el contrario, el grupo 4 fue el que presentd el mayor nimero de
animales con el grado de recuperacién mas elevado, el grado IV, observandose
una re-epitelizacion muy avanzada en varias muestras y la formaciéon de un
tejido conjuntivo grueso y maduro debajo de este epitelio neoformado.

Por tanto se considera que el grupo 4: tratamiento con HO5106C-116
Lote 2, es el que muestra mejores resultados de reduccion de la herida y de
recuperacion histoldgica del epitelio.

El comportamiento de este producto frente al resto podemos atribuirlo
a las caracteristicas de ser el producto nitrado en mayor proporcién, lo que
unido a su baja actividad anti Xa ha dado lugar a los mejores resultados de
curacion de las heridas.

255



CONCLUSIONES

6.2. Estudio codigo SIF 109-6

Este estudio ha sido realizado en modelo ratén diabético y la
administracion de los productos como en el estudio anterior, se ha realizado via
subcutdnea, para el tratamiento de Ulceras diabéticas.

Los productos de estudio han sido cuatro derivados nitrados de
heparina.

Los resultados obtenidos con los 4 tratamientos farmacoldgicos, de la
evolucién de la herida por medicién de su drea, muestran que la reduccidn de las
heridas es significativo (p<0,05) a partir del dia 8 tras la creacion de la ulcera en
el grupo 3, a partir del dia 10 para los grupos 1, 4 y 5y a partir del dia 14 para el
grupo 2. El grupo 5 alcanza valores de reduccién de las heridas superiores al 90%
a partir del dia 28, el grupo 3 a partir del dia 31 mientras que el resto de los
grupos grupo no consigue esta reduccidn hasta el dia 35 tras la creacién de la
Ulcera.

El grupo 3 (Producto de ensayo 2: HO5106C-116, Lote 2) y el grupo 5
(Producto de ensayo 4: HO854-116 Lote 41) muestran en menor tiempo una
mayor reduccion del area de la herida que el resto de los grupos. Sin embargo, el
grupo 3 es el grupo donde se observa una mayor presencia de células
inflamatorias en las muestras y también mayor cantidad de tejido de granulacion
en la dermis con menor recuperacion del epitelio.

Los grupos 2 y 5 son los que presentan un mayor grado de recuperacion
histoldgica, aunque en todos los grupos es muy evidente la reduccion de la
lesidn y la reepitelizacién de la ulcera.

Por tanto en conjunto el grupo 5: producto de ensayo 4, HO854-116
Lote 41, es el que muestra mejores resultados de reduccidn de la herida y de
recuperacion histoldgica del epitelio.

Dentro del grupo de compuestos estudiado, el comportamiento de este
producto frente al resto podemos atribuirlo a la combinacién del grado de
nitracion, con el peso molecular y la baja actividad anti Xa, caracteristicas que
han dado lugar a los mejores resultados de curacion de las heridas.
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6.3. Estudio SIF 109-7

Este estudio ha sido realizado en modelo ratén diabético y la
administracion de los productos se ha realizado via tépica, para el tratamiento
de Ulceras diabéticas.

El grupo de productos de estudio ha estado formado por un producto
registrado, un vehiculo de administracién y dos derivados nitrados de heparina.

Los resultados obtenidos, tras evaluar la actividad terapéutica de 4
tratamientos farmacoldgicos, tanto de la evolucién de la herida por medicién de
su drea como del estado histoldgico de la piel el Ultimo dia del estudio, muestran
que la reduccién de las heridas es significativo (p<0,05) a partir del dia 8 tras la
creacion de la Ulcera en todos los grupos 1-5.

Se observa que los grupos 1, 2, 4, y 5 alcanzan valores de reducciéon de
las heridas superiores al 60% a partir del dia 8 mientras que esta reduccién no se
observa a este tiempo en el grupo 3.

El grupo 3 (Producto de ensayo 3: RG-003) muestra significativamente
(p<0,05) valores menores de reduccidn de Ulcera a los dias 8 y 10 del estudio.
Los animales de este grupo mostraron sancgre abundante durante los primeros
10 dias tras la creacién de la ulcera.

El estudio histolégico revela que la recuperacion se encuentra en un
estadio mas avanzado en los grupos 1y 2, ya que el infiltrado inflamatorio esta
siendo sustituido por fibroblastos cada vez mas maduros y matriz extracelular
elaborada por estos.

Por tanto el grupo 1: tratamiento tdpico con producto de ensayo RG-
001, es el que muestra mejores resultados de reduccién de la herida y de
recuperacion histolégica del epitelio, con la mayor puntuacion de Greenhalgh.
Este producto se corresponde con el producto comercial, que debido a su
composicion, y sobretodo al principio activo, es el que dentro del
comportamiento positivo del grupo haya destacado con los mejores resultados.
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6.4. Estudio codigo SIF 210-1, Grupos de estudio I, Il y Il

Este estudio ha sido realizado en modelo cerdo diabético y la
administracion de los productos se ha realizado via tépica, para el tratamiento
de Ulceras diabéticas, y en concreto Ulceras cutdneas grado Il

El grupo de productos de estudio ha estado formado por bemiparina, un
derivado nitrado de heparina y una heparina de muy bajo peso molecular.

Los resultados obtenidos mediante la evoluciéon de la Uulcera por
medicién de su area y porcentaje de reduccién, no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de tratamiento y el grupo
control que evidencien una mayor rapidez de cierre de las mismas con respecto
al grupo control.

Se observd un mayor porcentaje de contraccion de las Ulceras
correspondientes al tratamiento ROV1107 a partir de los 63 dias de tratamiento.

Las conclusiones que desde el punto de vista histoldgico se pueden
obtener después del estudio de las muestras remitidas es que, aunque las
lesiones son en la mayoria de los casos crénicas, en el grupo de tratamiento
ROV1107 los procesos son ligeramente mas agudos y por tanto estdan menos
recuperados que el resto de los grupos tratados. La media de inflamacidn es
superior y la de fibrosis y neovascularizacion son inferiores con respecto al
control. También hay mayor nimero de muestras incluidas en el grado Il de la
clasificacidn de Greenhalgh y col.

El siguiente grupo menos recuperado es el tratado con ROV1106,
aunque en este caso, los valores medios son inferiores a los del grupo control.
Ademas, en este caso, aparecen granulomas de cuerpo extrafio que, aunque
también estan presentes en los otros grupos, en este caso tienen un mayor
tamaiio.

Por ultimo, el grupo tratado con ROV1105 es el mas recuperado con los
valores medios mas bajos en inflamacién, fibrosis y neovascularizacién.

El producto bemiparina se corresponde con el que da los mejores
resultados en la curacién de las Ulceras.
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6.5. Estudio codigo SIF 210-1, grupos VI y ViI

Este estudio ha sido realizado en modelo cerdo diabético y la
administracion de los productos se ha realizado via tépica, para el tratamiento
en este caso de Ulceras por quemadura.

El grupo de productos de estudio ha estado formado por bemiparina y
un derivado nitrado de heparina.

Los resultados obtenidos con los 2 nuevos productos de ensayo,
mediante la evolucién de la Ulcera por medicién de su area y porcentaje de
reduccion, no muestran diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de tratamiento y el grupo control que evidencien una mayor rapidez de
cierre de las mismas con respecto al grupo control.

El estudio histolégico de las muestras concluye que de todos los grupos
estudiados, el que mejor valores promedio ha obtenido de epitelizacion y
cicatrizacion es el tratamiento ROV1105. La mayoria de las Ulceras tratadas con
este tratamiento presentan un grado de epitelizacion que corresponde al grado
V de Greenhalgh que es el grado donde la recuperaciéon de la piel es mas
evidente. El siguiente grupo con menores lesiones es el tratamiento ROV1106
aunque con una mayor variabilidad en cuanto a la respuesta al tratamiento. Por
ultimo, el grupo control es el que presenta las lesiones mas evidentes y los
grados de Greenhalgh menores.

Es importante detallar que se han observado signos clinicos negativos en
las Ulceras tratadas con el tratamiento ROV1106: aparicién de pequeias
ampollas de liquido seroso en 7 de las 12 Ulceras y hematomas en la zona
cicatricial de algunas 6 de las 12 ulceras. La Ulceras tratadas con el tratamiento
ROV1105 no mostraron hematomas y 2 de ellas presentaron también las
ampollas mencionadas, que también se observaron en 4 de las 6 Ulceras no
tratadas por lo que se considera que la aparicion de estas ampollas no se debe al
tratamiento con los productos de ensayo y se debe al fino espesor de la
neoepidermis formada.

Por tanto el tratamiento ROV1105, es el que muestra mejores
resultados de recuperacion histoldgica de las Ulceras.

El producto bemiparina, como en el estudio anterior, se corresponde
con el que da los mejores resultados en la curacién de las Ulceras.
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6.6. Estudio SIF 110-1

Este estudio ha sido realizado en modelo conejo diabético y la
administracion de los productos se ha realizado via tépica, para el tratamiento
en este caso de Ulceras corneales.

El grupo de productos de estudio ha estado formado por bemiparina y
tres derivados nitrados de heparina.

La administracion de aloxano via IV segln la metodologia descrita y la
administracién tépica de atropina, permitieron obtener un modelo de conejo
diabético con patologia ocular de ojo seco que permitié realizar la Ulcera corneal
en el modelo preclinico adecuado.

Los resultados obtenidos con los 5 tratamientos farmacoldgicos,
mediante la evolucidn de la ulcera corneal por medicion de su area y porcentaje
de reduccién, no muestran diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. Las medidas elevadas del grosor de la cérnea durante los dias de
tratamiento del grupo V revelaron un fuerte componente inflamatorio en la
cornea de los animales de este grupo (tratamiento SRO-004).

El estudio histolégico de las muestras concluye que de todos los grupos
estudiados en los que se ha administrado tratamiento, el que mejor valores
promedio ha obtenido de epitelizacidn y cicatrizacion es el grupo Il (SRO-002)
seguido por los grupos VI (SRO-005) y IV (SRO-003). El grupo V (SRO-004)
presenta una menor ulceracién del epitelio, pero sin embargo el resto de valores
promedio son similares al grupo | y Il (control y vehiculo). El grupo Il (vehiculo) es
el que presenta los mayores grados de lesién y el grupo V el que presenta un
mayor grado de inflamacion.

En cuanto a los valores promedio de los parametros analizados, la
ulceracion esta presente sobre todo en los grupos | y Il. Sin embargo, el nUmero
de queratinocitos es menor en los grupos Il y V. La fibrosis o a la profundidad de
las Ulceras es mayor en el grupo V junto con el infiltrado inflamatorio vy la
pérdida de colageno. La apoptosis, presencia de fibras nerviosas, presencia de
vasos en el estroma o alteraciones en la membrana de Descemet son hallazgos
poco frecuentes en todos los grupos estudiados.

Por tanto, el grupo lll: tratamiento SRO-004, es el que muestra mejores
resultados de recuperacién histoldgica del epitelio corneal.

En este estudio el producto que da los mejores resultados en la curacion
de las Ulceras corneales se corresponde con un producto nitrado.
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6.7. Conclusiones generales

Se han obtenido por hemisintesis derivados de heparina sédica unidos
covalentemente a grupos donadores de dxido nitrico, mediante dos estrategias
de sintesis diferente sobre la sal de benzalconio de derivados de heparina sddica
y heparina de bajo peso molecular:

- Reaccién con acido nitrico
- Reaccion via linker

El procedimiento de obtencion de estos derivados permite modular el
grado de sustitucién, peso molecular medio, actividad anticoagulante, etc.

Los derivados obtenidos presentan una actividad anticoagulante
minimizada con lo que se evita la aparicién de efectos secundarios asociados
tales como hemorragias, hematomas, etc.

Los compuestos obtenidos han mostrado:
- su capacidad para regenerar tejido ulcerado.

- su capacidad de reduccién y de reepitelizacién de la ulcera, la cual
varia no solo con el grado de sustitucién con grupos nitro de los compuestos sino
también con el peso molecular medio de éstos y su actividad bioldgica.

Los diversos ensayos realizados sobre diversos modelos animales y con
vias de administracién diferentes, han mostrado su capacidad para la reducciéon
de ulceras, aunque en varios de ellos no han mejorado significativamente los
resultados obtenidos con bemiparina, heparina de bajo peso molecular.
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