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RESUMEN
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE CONTIENEN
ANTAGONISTAS DE BRADIQUININA Y ACIDO HIALURONICO Y SUS
Usos

Se describen las composiciones farmacéuticas que contienen, como
ingredientes activos, una mezcla de un polimero de acido hialurénico con
un antagonista del receptor de bradiquinina B2. Se ha comprobado que
dichas composiciones son especialmente efectivas en el tratamiento de
enfermedades articulares degenerativas tales como osteoartritis usando

inyecciones intraarticulares.



COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE CONTIENEN
ANTAGONISTAS DE BRADIQUININA Y ACIDO HIALURONICO Y SUS
USQosS

CAMPO DE LA INVENCION

La invenciéon se refiere a las composiciones farmacéuticas que
contienen, como ingredientes activos, una mezcla de un polimero de acido
hialurénico con un antagonista del receptor de bradiquinina B2. Se
demuestra que dichas composiciones son especialmente efectivas para el
tratamiento de enfermedades articulares degenerativas tales como

osteoartritis usando inyecciones intraarticulares.

ESTADO DE LA TECNICA

La osteoartritis (OA), también conocida como enfermedad
degenerativa articular, es un trastorno degenerativo progresivo y doloroso
de las articulaciones. Las principales caracteristicas fisiopatolégicas de la
OA son destruccién y pérdida de -cartilago articular, hipertrofia e
inflamacién de la membrana sinovial y consiguiente edema de la
articulacién. Estos efectos producen sintomas tales como dolor, rigidez y
pérdida de funcién. La alta incidencia de la OA en la poblaciéon de edad
avanzada, se asocia con el aumento de la expectativa de vida media,
indica que la cantidad de pacientes afectados por este trastorno
probablemente aumenten en forma considerable en el futuro cercano. Los
pacientes de OA consideran que la reduccién del dolor es muy importante
para su calidad de vida.

En la actualidad no esta disponible ningin farmaco que detenga el

avance de este trastorno. Los tratamientos existentes se disefan



principalmente para reducir los sintomas del dolor y recuperar la funciéon
articular. EI paracetamol vy férmaéos antiinflamatorios no esteroides
(NSAID) estan ampliamente prescriptos para el tratamiento del dolor en la
osteoartritis. Sin embargo, el uso a largo plazo de dichos farmacos se
puede acompaidar por importantes efectos adversos, especialmente a nivel
gastrointestinal (Ulceras) y en términos de agregacion plaquetaria. La
inyecciéon intraarticular de corticoides reduce la inflamacion y dolor
asociados, pero estos, rara vez se usan ya que sus efectos son efimeros.
En consecuencia, existe una evidente necesidad de nuevos agentes
terapéuticos que reduzcan el dolor e inflamacion asociados con la
osteoartritis.

La bradiquinina (BK) es un miembro de las quininas, una familia de
péptidos pequerios (8—11 aminoacidos) que derivan de precursores con un
peso molecular alto (quinindgenos) después del ataque de las enzimas con
actividad peptidasa (calicreina). La formaciéon de quinina se activa en
varias circunstancias, que involucran procesos inflamatorios, isquémicos &
inmunes o infecciones bacterianas y virales.

Se han caracterizado farmacolégicamente dos receptores de quinina:
el receptor B1, que esta minimamente expresado en condiciones normales,
pero cuya expresion estd inducido por los estimulos enumerados
anteriormente, y el receptor B2, que esta expresado constitutivamente en
muchos tipos celulares. La bradiquinina, a través de la estimulacion del
receptor B2, es uno de los mediadores mas importantes de inflamacion y
dolor, y participa en la liberaciéon de mediadores proinflamatorios e
hiperalgésicos.

Se ha demostrado que la bradiquinina (BK) participa en la



fisiopatologia de OA a varios niveles.

Hace mucho tiempo que se sabe que las quininas se liberan en el
liquido sinovial de los enfermos de OA. Mas aln, en estos pacientes, se ha
hallado que el receptor B2 en las células que revisten la cavidad sinovial,
los fibroblastos, y las células endoteliales de los vasos sanguineos.

Muchos estudios de varios modelos preclinicos indican que la BK,
cuando se administra en la via intraarticular induce la extravasacion
plasmatica y la acumulacién de neutréfilos de la membrana sinovial de la
rata mas efectivamente que otros mediadores de inflamacién tales como
sustancia P, histamina y péptido relacionado con el gen de calcitonina. Mas
aun, la BK reduce el contenido de proteoglicanos del cartilago articular y
genera la liberacion de prostaglandinas en modelos de OA murina.,

Se demostré que algunos antagonistas del receptor de bradiquinina
B2 son efectivos para inhibir eventos inflamatorios e hiperalgesia en varios
modelos de sinovitis animal.

Después de su liberacién, la BK excita y sensibiliza las fibras
nerviosas sensitivas que inervan la capsula articular.

La significacién clinica de la BK ha sido demostrada en un ensayo de
fase |l realizado en 58 pacientes con OA sintomatica de la rodilla, en los
que una administracién intraarticular sola del antagonista del receptor B2
icatibant (90 pg/ml) redujo la intensidad del dolor de la rodilla en mayor
grado que con el placebo (55 pacientes). Sanofi-Aventis recientemente
comunicé que en pacientes con OA de la rodilla, la infiltracién intraarticular
de icatibant (3 x 500 pg de inyecciones separadas por una semana) induce
una fuerte respuesta analgésica que dura hasta 3 meses después del

tratamiento, y este efecto analgésico considerable se obtiene con efectos



insignificantes o sin ellos.

Muchos antagonistas del receptor de bradiquinina B2 se han descrito
en la bibliografia.

El documento EP370453 descrihe algunos compuestos con una
estructura peptidica que actitan como antagonistas de bradiquinina vy
dichos compuestos incluyen el definido como icatibant. Icatibant también
constituye el objeto de la patente EP1594520, en donde se describe su uso
en la prevencién y tratamiento de osteoartritis.

El documento WO03103671 describe un grupo de antagonistas de
bradiquinina no peptidicos muy poderosos. Una seleccién de antagonistas
particularmente potentes se informa en el documento WO2006040004, que
incluye el compuesto MEN16132; también se ha probado que estos
antagonistas son muy efectivos en la prevenciéon y tratamiento de la
osteoartritis, especialmente en tratamientos intraarticulares de la rodilla.

El hialuronano (también conocido como &cido hialurénico o
hialuronato) es un glicosaminoglicano no sulfatado ampliamente distribuido
en los tejidos endotelial, conectivo, epitelial y neural. Este es uno de los
principales componentes de la matriz extracelular, y contribuye
significativamente a la proliferacion y migracién celular. En promedio, una
persona que pesa 70 kg tiene 15 g de hialuronano &n el cuerpo, un tercio
del cual se intercambia por dia (degradacién y sintesis).

El hialuronano es uno de los principales componentes del liquido
sinovial y aumenta su viscosidad. En conjunto con la lubricina, es uno de
los principales lubricantes de los componeéntes del liquido. El hialuronano
también es un componente importante del cartilago articular, donde se

halla como revestimiento de cada célula (condrocitos).
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El hialuronano se ha usado para el tratamiento de la OA de la rodilla
(Puhl W; Scharf P (1997). Ann Rheum Dis 56 (7). 637-40.) Dicho
tratamiento, conocido como suplementacion viscosa, consiste en una serie
de inyecciones en la articulacidn de la rodilla que se disefa para
incrementar la viscosidad de los liquidos contenidos en ella, lubricar y
sostener la articulacion y en consecuencia producir un efecto analgésico.
También se ha postulado que el hialuronano tiene un efecto bioquimico
favorable sobre las células del cartilago. El primer producto de esta clase
lanzado en el mercado fue Hilan G-F 20 (Synvisc®), que ha sido
comercializado por Genzyme desde 1998. La European Medicines Agency
(EMEA) extendié la aprobacion de Hilan GF-20 como tratamiento para el
dolor de OA en la cadera en 2002, y en el tobillo y el hombro en 2007.
Otros productos del m'ercado incluyen Ostenil® (TRB CHEMEDICA),
Suplasyn® (MERCKLE RECORDATI) y GO-ON® (ROTTAPHARM).

Un metaanalisis de 18 ensayos clinicos aleatorizados ha confirmado
los beneficios clinicos de Hilan G-F 20 y esta clase de suplementos
viscosos, que concluyen que los suplementos viscosos son superiores a un
placebo y que muchos de ellos son mas efectivos que los esteroides en el
tratamiento del dolor asociado con la OA de la rodilla (Positive Synvisc
Data Published por Cochrane Collaboration Source, Press Release 2005,
May 05, Genzyme Corp).

Desde el punto de vista estructural, el hialuronano es un polimero
que consiste en unidades de disacaridos repetitivas de N-
acetilglucosamina y glucuronato de sodio. El que se usa para el tratamiento
de la OA generalmente se extrae de las crestas de gallo, y se puede aislar

fracciones de varios pesos moleculares promedio, que varian de 0,5 a 10



millones de dalton. El efecto de suplementacidén viscosa varia, de acuerdo
con el peso molecular y la densidad (Gomis et al, Artritis & Rheumatism,
2004, 50:314-326).

Se han propuesto numerosos métodos para el tratamiento de
osteoartritis, que incluye el uso de antagonistas de BK o acido hialurénico.

El documento WOO03063799 también propone el uso de las
composiciones farmacéuticas que contienen una pluralidad de agentes
condroprotectores, que incluyen los inhibidores de la proteinasa metalica
de la matriz (MMP) (la bradiquinina inhibe la produccién de MMP), pero no
se hace mencién del uso de acido hialurénico.

Sin embargo, existe una necesidad no satisfecha de tratamientos
efectivos para las enfermedades degenerativas articulares tales como

osteoartritis.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la actualidad, se ha hallado en forma sorprendente que las
composiciones farmacéuticas contienen, como ingredientes activos:

- a) acido hialurénico

- b) un antagonista del receptor de bradiquinina B2 muestra
eficacia sorprendente en el tratamiento de las enfermedades degenerativas
articulares tales como, pero sin limitacién, osteoartritis.

La presente invencion se refiere a las composiciones farmacéuticas
que contienen un antagonista del receptor de bradiquinina B2, los
siguientes se prefieren:
*H-D-Arg—-Arg-Pro~Hyp-Gly-lgl-Ser-D-F5F-Igl-Arg—OH (B10056),
«H-Arg-Arg—Pro-Hyp—-Gly—Igl-Ser-D-Igl-Oic-Arg—OH (B9430),



«H-D-Arg-Arg-Pro—Hyp-Gly-Thi-Ser-D-Tic-Oic-Arg—OH (lcatibant),

. 4—-[2-[([[3-(3—-Bromo-2-metil-imidazo[1.2-a]piridina—8—iloximetil)—
2,4—dicloro—fenil]-metil-carbamoill-metil)—carbamoil}-vinil]-N,N-
dimetil-benzamida, (FR167344)

. 3—(6-acetilamino—piridina—3—il)-N—([[2,4—dicloro-3—(2-metil-
quinolin—8—iloximetil)—fenill-metil-carbamoil]-metil)—acrilamida,
(FR173657 o FK3657)

. [3—(4—carbamidoil-benzoilamino)—propil]l-amida de acido 1-[2,4~
dicloro—3-(2,4-dimetil-quinolin—-8—iloximetil)-bencensulfonil—
pirrolidin—2—carboxilico (LF160687, Anatibant)

. 4—(4-[1-[2,4—-dicloro—3—(2,4—dimetil-quinolin-8—iloximetil)-
bencenulfonil]-pirrolidin—2—carbonil]-piperazino—1-carbonil)-henz-
amidina, (LF160335)

. 2—-[5-(4—ciano~benzoil)-1-metil-1H-pirrol-2-il]-N-[2,4-dicloro~3-
(2—-metilo—quinoline-8—iloximetil)-fenil]l-N-metil-acetamida,

o uno de los compuestos descriptos en &l documento

WO02006/04004, que tiene la férmula general (1)

R
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en donde

R es hidrégeno o metilo

W representa un enlace simple o un atomo de O

n=34

- X es hidrégeno o un grupo amino —NR1R2 en el que R1 y R2
pueden ser de modo independiente entre si hidrégeno o un grupo
seleccionado de metilo, etilo, n—propilo, isopropilo,

- Y es un amonio cuaternario (-NR3R4R5)*A” en el que R3, R4,
R5 pueden ser de modo independiente entre si metilo, etilo, n—propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, n—pentilo y A™ es un anién de un Aacido
farmacéuticamente aceptable;

sus sales, enantibmeros y mezcla enantioméricas
farmacolégicamente aceptables.

A los fines de esta invencion, un acido farmacéuticamente aceptable
es un acido seleccionado de acido clorhidrico, bromhidrico, fosférico,
carboénico, acético, sulfurico, trifluoroacético, metansulfénico, succinico,
maleico, malico, malénico, citrico, edético; donde el anién porta dos o mas
cargas negativas, A— seran un valor fraccionado.

Entre los compuestos de la formula general (1), el siguiente
compuesto es particularmente preferido: (4—(S)-Amino—5—(4—{4-[2,4-
dicloro—3—(2,4—dimetil-quinolin—8—iloximetil)-bencensulfonilamino]-
tetrahidro—piran—4—carbonil}-piperazin—-1-il)-5—oxo-pentil]-trimetil—
amonio, en forma salificada con iones que derivan formalmente de un acido
seleccionado de acidos clorhidrico, acético, sulfurico, trifluoroacético,

metansulfénico, succinico y edético, diclorhidrato de cloruro es el

Y



compuesto definido como MEN16132 (PM 871,5).

El acido hialurénico usado tiene un peso molecular medio entre 0,5 y
10 millones de dalton, y de preferencia entre 4 y 9 millones de dalton; de
absoluta preferencia es el acido hialurénico con un PM promedio entre 5 y
8 millones de dalton, cono tal o en las formas de sal sédica o potasica.

Las composiciones de acuerdo con la invencién contienen una
cantidad de antagonista de bradiquinina por dosis entre 5,7x10™ y 2,3x1072
mmol (que en el caso de MEN16132, corresponde a una cantidad
aproximada de 0,05 a 20 mg), de preferencia entre 1,1x10™ y 1,1x1072
mmol (que en el caso de MEN16132, corresponde a una cantidad
aproximada de 0,1 a 10 mg), y aun de mas preferencia entre 2,9x10% y
5,7x10™ mmol (que en &l caso de MEN16132, corresponde a una cantidad
aproximada de 0,25 a 5 mg).

Dichas composiciones también contienen acido hialurénico en la
cantidad de 1 a 100 mg, y de preferencia 5 a 20 mg, por dosis.

Las formulaciones farmacéuticas de acuerdo con esta invencion
también pueden contener uno o mas portadores/excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Se prefieren las formas farmacéuticas liquidas y semisolidas
adecuadas para la administracién tépica, tales como soluciones, cremas,
geles o parches transdérmicos; en particular, formas adecuadas para
inyeccién intraarticular o intrabursal, tal como soluciones, y aplicacion
transdérmica, tales como formas semisélidas como cremas o geles vy
parches transdérmicos. La forma farmacéutica también puede consistir en
una forma en donde algunos o todos los componentes que estan en forma

seca, posiblemente liofilizados, se reconstituyen con una solucién acuosa u



10

otro portador adecuado antes de usar.

Dichas formulaciones se pueden producir por métodos bien
conocidos en el estado de la técnica usando excipientes conocidos tales
como aglutinantes, desintegrantes, rellenos, estabilizantes, diluyentes y
colorantes. Estas pueden incluir formas de liberacién retrasada o lenta que
se obtienen con polimeros adecuados conocidos en la tecnologia
farmacéutica.

Se prefieres portadores/excipientes farmacéuticamente aceptables
tales como solventes, conservantes tales como antioxidantes y/o agentes
quelantes y antimicrobianos, reguladores de isotonicidad y sistemas buffer
para la preparacién de formas liquidas adecuadas para uso inyectable.

Se prefiere agua como solvente, posiblemente con cosolventes tales
como glicoles, o polialcoholes tales como etilenglicol.

También se pueden usar conservantes o agentes quelantes, se
prefieren edetato de sodio y metabisulfito de sodio, y antimicrobianos, con
alcohol bencilico como preferido.

Cloruro de sodio o manitol son particularmente preferidos como
reguladores de isotonicidad.

Los sistemas buffer preferidos pueden ser el complejo de sales para
el buffer fosfato y citrato, de preferencia en la forma de sales de sodio o
potasio.

En esta invencién, en especial en la descripcién de los compuestos
con una estructura peptidica, se han usado las siguientes abreviaturas
para algunos aminoacidos no naturales: Nal = naftil-alanina; NMePhe = N-
metil-fenilalanina, Oic = Aacido Octahidroindol-2~carboxilico, Hyp =

Hidroxiprolina, Igl = acido aminoindanocarboxilico, Cpg = acido 1-

/¢
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aminociclopentanocarboxilico, Tic = acido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin—3—

carboxilico, F5F = pentafluorofenilalanina,

Los ejemplos tipicos de las formulaciones de acuerdo con esta

invencion son:

1.

Acido hialurénico, sal de sodio, con un peso molecular
promedio entre 0,5 y 10 millones de dalton, 5-20 mg, MEN-
16132 0,25-5 mg, en solucién salina (0,9% de NaCl), 0,1 N de
HClc.s.apH4,5 c.s.deaguaa 1 ml

Acido hialurénico, sal de sodio, con un peso molecular
promedio entre 0,5 y 10 millones de dalton, 5-20 mg, MEN-
16132 0,25-5 mg, en solucion salina (0,9% NaCl), HClI 0,1 N
c.s.apH6,cs.deaguaa1ml

Acido hialurénico, sal de sodio, con un peso molecular
promedio entre 0,5 y 10 millones de dalton, 5-20 mg, MEN-
16132 0,25-5 mg, en solucion salina (0,9% NaCl), fosfato
buffer (pH 6-8), c.s. de agua a 1 ml.

Acido hialurénico, sal de sodio, con un peso molecular
promedio entre 0,5 y 10 millones de dalton, 5-20 mg, MEN-
16132 0,25-5 mg, en solucién salina (0,99 NaCl), citrato
buffer (pH 6-8), c.s. de agua a 1 ml.

Preparacion extemporanea obtenida por la disolucién de
MEN-16132, 0,25-5 mg, en forma liofilizada, con una solucién
de acido hialurénico, sal de sodio (peso molecular promedio
entre 0,5 y 10 millones de dalton, 5-20 mg), con fosfato buffer
en solucién salina (0,9% NacCl), c.s. de agua a 1 ml.

Acido hialuronico, sal de sodio, con un peso molecular

/7
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promedio entre 0,5 y 10 millones de dalton 5-20 mg, icatibant
(MW 1304,5) 0,37-6,5 mg, en solucién salina (0,9% NacCl),
fosfato buffer (pH 6-8), c.s. de agua a 1 ml.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién son
utiles en la prevenciéon y tratamiento de enfermedades articulares,
inflamatorias, autoinmunes, traumaticas y degenerativas tales como tales
como osteoartritis y osteoartritis postraumatica, osteoartritis degenerativa
(gonartritis, espondilartritis), espondilosis, sinovitis, tenosinovitis, bursitis,
contusiones, esguinces, luxaciones y subluxaciones, y en enfermedades
articulares causados por alteraciones de desarrollo tales como
osteocondritis y displasia.

La dosis puede variar de acuerdo con la edad y el estado de salud
general del paciente, la naturaleza y gravedad de la enfermedad o
trastorno, y la via y tipo de administracién. En el caso del uso intraarticular
en un paciente humano adulto, el uso de las composiciones farmaceuticas
de acuerdo con la invencién podria incluir una dosis semanal (en una
administracién (nica) de antagonista bradiquinina que equivale a entre
2,9x10™ y 5,7x10™ mmol (que en el caso de MEN16132, corresponde a
aproximadamente 0,25 a 5 mg) y entre 5 y 20 mg de acido hialurénico.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién con mayor detalle:
Ejemplo 1

Acido hialurénico, sal de sodio, con un peso molecular promedio de
6 millones de dalton, 10 mg, MEN16132 0,5 mg, en solucién salina (0,9%
de NaCl), HCI 0,1 N c.s. a pH 4,5, c.s. de agua a 1 ml. La solucién se

coloca en jeringas prellenadas de 2,25 ml.
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Ejemplo 2

Acido hialurénico, sal de sodio, con un peso molecular promedio de
6 millones de dalton, 10 mg, MEN16132 0,5 mg, en solucion salina (0,9%
NacCl), que contienen buffer fosfato (Na:HPO, 0,16 mg NaH-PO; 0,04 mg),
c.s. de agua a 1 ml. La solucién se coloca en jeringas prellenadas de 2,25
ml.
Ejemplo 3

Acido hialurénico, sal de sodio, con un peso molecular promedio de
6 millones de dalton, 10 mg, MEN16132 0,2 mg, en solucién salina (0,9%
NaCl), HCI 0,1 N ¢.s. a pH 4,5, c.s. de aguaa 1 ml. La solucién se coloca
en jeringas prellenadas de 2,25 ml.
Ejemplo 4

Acido hialurénico, sal de sodio, con un peso molecular promedio de
6 millones de dalton, 10 mg, en soluciéon salina (0,9% de NaCl), que
contiene buffer fosfato (NazHPO,4 0,16 mg, NaH-PO4 0,04 mg), c.s. de agua
a 1 ml. MEN16132, en forma liofilizada, se disuelve con la solucién
descripta anteriormente.
Eiemplo 5

Acido hialurénico, sal de sodio, con un peso molecular promedio de
6 millones de daiton, 10 mg, icatibant 0,5 mg, en solucién salina (0,9%
NaCl), que contiene buffer fosfato ((Na;HPO, 0,16 mg, NaH-PO,4 0,04 mg),
c.s. de agua a 1 ml. La solucién se coloca en jeringas prellenadas de 2,25

ml.

Actividad biologica

Se midié la actividad de MEN16132, icatibant y acido hialurénico en

/T
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un modelo experimental de osteoartritis inducido por inyeccion intraarticular
de monoyodoacetato de sodio (MIA) que inhibe la glicélisis en los
condrocitos, de este modo causa dafo y muerte a estas células con la
consiguiente degeneracién de la superficie de la articulacién, de una
manera muy similar a la osteoartritis humana.

Se inyecté MIA (1 mg/25 ul) en el espacio intraarticular de la rodilla
derecha de la rata, a la vez que se administraron 25 ul de solucién salina a
la rodilla izquierda como control interno.

La administracion de MIA causa dolor, dificultad para caminar e
incapacidad de soportar peso en la pata correspondiente a la rodilla
tratada; el peso del cuerpo en consecuencia recae principalmente sobre la
pata izquierda, en un grado directamente proporcional al dolor percibido.
Este efecto persiste durante muchas semanas. El desequilibrio del peso en
las dos patas que soportan peso, evaluado de una manera no invasiva con
la prueba de incapacidad, mide el dolor resultante del dafio articular
(osteoartritis) inducido por MIA.

El propdsito de esta prueba fue evaluar el efecto protector de los
antagonistas del receptor de bradiquinina B2 frente a la osteoartritis
experimental, y establecer el efecto de la coadministracion del acido
hialurénico.

Siete dias después del tratamiento con MIA, se inyectaron
compuestos en estudio, y la prueba se repitié varias veces para medir el
efecto analgésico y su duracién.

MEN16132 e icatibant, a la dosis de 3 pg/25 yl i.a., redujo el dolor
causado por la osteoartritis en 55% y 40% respectivamente; se observo

efecto inhibidor maximo 3 dias después de la administraciéon de los

20
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compuestos. No se observé un aumento significativo del efecto inhibidor a
la dosis de 10 ug/25 ul i.a. El efecto antinociceptivo duré por mas de una
semana con ambos compuestos.

La administracion de acido hialurénico (peso molecular 6 millones de
dalton, 50 pg/25 ul i.a.) produjo un efecto antinociceptivo modesto, lo que
redujo ka respuesta al dolor en 16%.

La coadministracion de MEN16132 o icatibant con acido hialurénico
reforzé en forma considerable la respuesta antinociceptiva en las ratas en
las que se indujo osteoartritis con MIA. MEN16132 o icatibant (3 pg/25 pl
i.a.) y acido hialurénico (50 pg /25 pl) redujeron el dolor, medido como
desequilibrio del peso corporal entre la pata no tratada y la pata tratada, en
72% y 65% respectivamente. Sobre la base de la observacién directa de su
actividad motora, el comportamiento motor de las ratas tratadas con
MEN16132 o icatibant y acido hialurénico no difirié del de los controles que
no padecen de osteoartritis. El efecto de los dos antagonistas del receptor
B2 después de una sola administracién en asociacién con acido hialurénico
también duré mas tiempo, en algunos casos durante mas de dos semanas.

Se realizaron pruebas morfolégicas e histolégicas para obtener
confirmacién adicional de la sorprendente eficacia de la asociacion con
acido hialurénico para reducir los sintomas y dafo causado por la
osteoartritis. 14 dias después del tratamiento con la asociacién de
MEN16132 o icatibant y acido hialurénico, se observé una reduccion
sustancial (mas de 50%) del dafo presente en la superficie de la articulacién
de la rodilla, caracterizada por la reducciéon de la pérdida de condrocitos,
matriz de glucosaaminoglicanos y exposicién de hueso subarticular, con

resultados muy superiores a la administracion Unica de antagonistas de B2 o
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acido hialurénico.

Mas aun, la asociacién es particularmente interesante desde el punto
de vista aplicacién, porque los antagonista del receptor B2 quinina logra el
efecto antinociceptivo lentamente pero con una duracién mayor, mientras
que el acido hialurénico con un alto peso molecular (6 millones de dalton) o
una de sus sales produce el maximo efecto dentro de unas pocas horas de
la administracién La asociacién descripta en esta invencién en
consecuencia es rapidamente efectiva y larga duracién debido al efecto

complementario y de refuerzo de las dos clases de compuestos.

2
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REIVINDICACIONES

Composiciones  farmacéuticas, caracterizadas porque

comprenden, como ingredientes activos, una mezcla de:

a) acido hialurénico o sus sales seleccionadas de sodio y potasio

b) un antagonista del receptor de bradiquinina B2

junto con portadores y excipientes farmacéuticamente aceptables, en

donde:

el acido hialurénico esta en forma polimérica con un PM medio entre 0,5 y

10 millones de dalton, y

el antagonista de bradiquinina se selecciona de:

— antagonistas del receptor B2, seleccionados del grupo de:

H-D-Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Igl-Ser-D-F5F-lgl-Arg—OH

» H-Arg—Arg-Pro-Hyp-Gly-Igl-Ser-D-lgl-Oic~Arg—-OH

H-D-Arg—Arg—Pro-Hyp-Gly-Thi—Ser-D-Tic-Oic—-Arg—-OH
(Icatibant)
4-12-[([[3-(5-Brom-2-metilo—imidazo[1,2—-a]piridina—-8—
iloximetil)-2,4—dicloro—fenil]-metilo—carbamoil]-metilo)—
carbamoil]-vinil]-N,N—-dimetil-benzamida,
3—-(6-Acetilamino—piridina-3-il)-N-([[2,4—dicloro—3—(2-metilo—
quinoline—-8—iloximetil)—fenil]l-metilo—carbamoil]-metilo)-
acrilamida,

[3—(4—carbamidoil-benzoilamino)—propil]-amida del acido 1-
[2,4-Dicloro—3—(2,4—dimetil-quinolin—8—iloximetil)—
bencensulfonil-pirrolidin—2—carboxilico (Anatibant)
4—(4-[1-[2,4-Dicloro—3—(2,4-dimetil-quinolin-8-iloximetil)—

bencensulfonill-pirrolidina—2—-carhonill-piperazin—1-carbonil)—

23
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benzamidina,
» 2-[5—(4-Ciano-benzoil)-1-metilo—1H—pirrol-2—il]-N-[2,4-dicloro—
3—(2-metilo—quinolin—8—iloximetil)~fenil]l-N-metilo—acetamida,

— antagonistas del receptor B2, que tienen la férmula general (1)

R
a9
\r N CHs
@)
CL/ /CIH 0

en donde
- R es hidrégeno o metilo
- W representa un enlace simple o un atomo de O
- n=3 4
- X es hidrogeno o un grupo amino —-NR1R2, en el que R1y R2
pueden ser de modo independiente entre si hidrégeno o un grupo
seleccionado de metilo, etilo, n—propilo, isopropilo,
- Y es un amonio cuaternario (-NR3R4R5)*A” en el que R3, R4,
R5 pueden ser de modo independiente entre si metilo, etilo, n—
propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, n—pentilo y A™ es un anién
de un acido farmacéuticamente aceptable;

sus sales, enantiémeros y mezclas enantioméricas farmacolégicamente

24
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aceptables.

2. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con la reivindicacién
1, caracterizadas porque el antagonista de bradiquinina es un antagonista
del receptor de bradiquinina B2 seleccionado de:

— icatibant o

— un compuesto de formula general (1)

3. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con la reivindicacion
1, caracterizadas porque €l antagonista de bradiquinina es el compuesto de
formula general (l): (4—(S)-amino—-5—(4—{4—-[2,4—dicloro—-3—(2,4-dimetil—
quinolin—8—iloximetil)-bencensulfonilamino]-tetrahidro—piran—4—carbonil}—
piperazin—1-il-5—-oxo—pentil]-trimetil-amonio en forma salificada con iones
que derivan formalmente de uno seleccionado de los acidos clorhidrico,
acético, sulfarico, trifluoroacético, metansulfénico, succinico y edético.

4, Composiciones farmacéuticas de acuerdo con la reivindicaciéon
3, caracterizadas porque el compuesto (4—(S)-amino-5—(4-{4-[2,4-
dicloro-3-(2,4—-dimetil-quinolin—8—iloximetil)-bencensulfonilamino]-
tetrahidro—piran—4—carbonil}-piperazin—1-il-5—oxo—pentil}-trimetil-amonio
esta en la forma de diclorhidrato de cloruro (MEN16132).

5. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con las
reivindicaciones 1-4, caracterizadas porque la cantidad de acido
hialurénico por dosis €s 1-100 mg.

6. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con la reivindicacion
5, caracterizadas porque la cantidad de acido hialurénico por dosis es §-20

mg.

N
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7. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con las
reivindicaciones 1-6, caracterizadas porque el PM medio del acido
hialurénico varia entre 4 y 9 millones de dalton.

8. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con la reivindicacion
7, caracterizadas porque &l PM medio del acido hialurénico varia entre 5 y
8 millones de dalton.

9. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con las
reivindicaciones 1-4, caracterizadas porque la cantidad de antagonista del
receptor de bradiquinina esta entre 5,7x107° y 2,3x1072 mMoles por dosis
que en el caso de MEN16132, corresponde a una cantidad de 0,05 a 20 mg
por dosis.

10. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con la reivindicacién
9, caracterizadas porque la cantidad de antagonista del receptor de
bradiquinina esta entre 1,1x10™ y 1,1x10"2 mMoles por dosis que en el
caso de MEN16132, correspondes a una cantidad de 0,1 a 10 mg por
dosis.

11. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con la reivindicacion
10, caracterizadas porque la cantidad de antagonista del receptor de
bradiquinina esta entre 2,9x10™* y 5,7x10™* mmoles por dosis que en el
caso de MEN16132, corresponde aproximadamente a una cantidad de 0,25
a 5 mg por dosis.

12. Composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones
1-11, caracterizada porque tiene la forma de una solucién inyectable
intraarticular o intrabursal, o una forma transdérmica seleccionada de
crema, gel o parche.

13. Composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion

26
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12, caracterizada porque el antagonista de bradiquinina esta en una forma
solida seleccionada de cristalina, amorfa o liofilizada para disolverse antes
de usar en una solucién que contiene acido hialurénico de modo de
constituir la solucién inyectable intrarticular o intrabursal.

14. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con |la
reivindicaciones 1-13, caracterizadas porque también contienen un buffer
seleccionado de fosfato o citrato.

15. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con la
reivindicaciones 1-14, caracterizadas porque tambien contienen cloruro de
sodio como regulador de isotonicidad.

16. Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con |la
reivindicaciones 1-15, caracterizadas porque también contienen edetato de
sodio como agente conservante y quelante.

17. El uso del acido hialurénico en asociacién con un antagonista
del receptor de bradiquinina B2 para la preparacién de las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la reivindicacién 1, para la profilaxis y el
tratamiento de enfermedades articulares inflamatorias, autoinmunes,
traumaticas y degenerativas tales como osteoartritis y osteoartritis
postraumatica, osteoartritis degenerativa (gonartritis, espondilartritis),
espondilosis, sinovitis, tenosinovitis, bursiti's, contusiones, esguinces,
luxaciones y subluxaciones, y en enfermedades articulares causados por
alteraciones de desarrollo tales como osteocondritis y displasia.

18. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 17 del antagonista de
bradiquinina B2 Men-16132 en asociacion con ¢l acido hialurénico para la
preparacién de las composiciones farmacéuticas para la profilaxis y el

tratamiento de enfermedades articulares inflamatorias, autoinmunes,
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traumaticas y degenerativas tales como osteoartritis y osteoartritis
postraumatica, osteoartritis degenerativa (gonartritis, espondilartritis),
espondilosis, sinovitis, tenosinovitis, bursitis, contusiones, esguinces;
luxaciones y subluxaciones, y en enfermedades articulares causados por
alteraciones de desarrollo tales como osteocondritis y displasia.

19. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 18 del antagonista de
bradiquinina B2 MEN16132 en asociacién con acido hialurénico para
preparar las composiciones farmacéuticas adecuadas para el tratamiento
de osteoartritis y osteoartritis postraumatico.

p.p. ISTITUTO LUSO FARMACO D’ITALIA S.p.A.
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. . applicant and invento
Via Carlo Borrani, 11 PR NS
mventor only Jf this check-box
50012 BAGNO A RIPOLI (FI) L0 i i n o
Italy

Applicant’s rezistration Ho, with the Ofiice
PR 2

State (that iz, 2 suntry) 3f nationality: Swate (that iz, country) of residence:
Thiz perzon is applicani all designated all dusignared Stateg ex the Unitsd Stave; tha Sunes indicacd in
for the purposes of: Siaes the United 3tat2s o1 America sl America cnly the Suppleimenal Box

Name and address: (Family name gz awed by givennane; foralegal entiry, firll wficial dsignarion. | Thig parson is:
The addr2ss must include pastal code and name arsomnre. The counery of the addrées indicated in this
Bowis the applicont’s Sz ha is, couary) of rastdence W Ttz of residencs i indicate d below,) D applicant only
QUARTARA, Laura
M H p fnn :-: . c o
Via delle Cascine, 22 DX applicant and inventor

inventor only (I this check-box
ﬁg:y 44 FIRENZE D ic n:'zrzed, dc not fill in below.)

Applicant’s registration Ha, withthe Ofiice

State (that is, country) of nativnality: ISlate wthat iz, counny) of residence:
This person is applicant D all designated all designaied States except N the Unitcd Stazz the States indicated in
for the purposes ot States the United Siates of America 2N of America ouly the Supplemintal Box

Mame and addvess: (Family namagatlows:d by given name: soralezalntite, jisll aijicial dzignation. | This perzen is:
The addvess must include postal o 2 and nane o country, The conntry of the addvéss indicated in thic
Bow is the uppdicamt's Stanz (than ic, com vl arresicence ifno Staic oy residznce is indicazd leloow. ) D applicant only

D applicant and inventor

D inventor only (Jf this check-hox
is marked, deenlt fill in below,)

Applicant’sregistration Mo, with ths Office

State (that is, country) of nationality: State (that iz, country) of residence:
This person iz applicant all dexinated all dzsignated States except the Injizd States the Statzs indicated in
for the purposes of Siates the United Stakzs of Amrica ot Arierica only the Supplemenial Box

D Further applicants and/or (further) inventars are indicaied e another continuation shect,

Form FCT/FO/INT (continuation sheet) (July 2008) See Notes to the request Jzrm
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Box No. V. DESIGNATIONS

The filing of this request constitutes under Rule 4.9¢a) the designation of all Contracting Siates bound by the PCT on the internatinnal
filing date, for the grant of every kind of proteeiion available and, where applicable, fiw the grant of baih regional and national patents.

However,

[:] DE Germany is not designated fior any kind of national protection

D IP Japan is not designated for any kind of national protection

D F.R Republic of Korea Is not designated for any kind of national proiection
D R} Ruszian Federation is not designated for any kind of national protection

(The check-buxes above may snly be uzed 1o exclude firrevocably) the designation: concerned if, atthe time of filing o subsequentlyunder
Rude 26hiz. 1, the internatiznal gpplication contains in Bos Noo. VEa pricrity olaim 63 an aarlier natioual applicaticn filod in the particul ar
State concerned, in arder to avoid the ceasing of the effect, under the naticnal 1w, of thiz earlier national application.)

Box No. VI PRIORITY CLAIM

The pricrity of the following earlier application(s) is hereby claimed:

Filing Jate Nunan . Where carlier application is:
of carlier applicaticn of carlier application ational aonlication ] —: . ; } T
(day/monthyear) natienal apphicalion:| reaicnal application: [interiaticnal application:
counitry or Member [ “rogional Office receiving Qffice
of WTO

item (1) MI2007A002225 | IT

23 November 2007

(23.11.2007)

item (2)
itern (3)
item (4)

D Further priority claims are indicated in the Supglemental Box.

Transmit certificd copy: the receiving Office iz requested to prepare and ransmit to the International Bureau a cerlificd copy of the
earlicr application(s) (only if the earlicr application was jiled with the Qfice which yar the purpoces of this inteenaticnal apgdication
is the receiving Office) identificd above as:

O anitems  BA-daiii (1) O iem) O iem 3 O] iiem @) [ ciner, se2 Supplemental Rox

Restore the right of priovity: the receiving Orfice is requesied to restore the right of pricrity for the earlier applicarion(s) identified
above or in the Supplemienial Box as items) ( ). (See also the Notes to Box No. U1 jurther
infarmation must be provided to support 3 request to restove the right of priority.)

Incorporation by refcrence: where an clement of the international application referred 1o in Ariicle V() or (&) or 3 part of
the description, claims or drawings referred to in Rule 20.5(a) is noi otherwice contained in this international application but iz
completely contained in an carlier application whose priority is claimed on the date on which cne or more clements referred to in
Article TI(1)(i) were fiest reccived by the receiving Office, that element wr pari iz, sulject to confirmation under Puls 20.6,
incorporated by reference in this intermaiional applicaticn for the purpaces of Pule 20,6,

Box No. VIl INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Searching Autharity (ISA) (if more thun one hucrnatiznal Secarching Authority is competent ts carry ont the
internaticnal search, indicate the Authority chosen,; the two-letter cade may be used):

S M

Form FCT/ROVIOL (secand sheet) (July 2003) ce Notes t3 the request form
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Sheet No.

Box No. IX

CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

Thiz iiternaticnal application coutains:
(a) on paper, the 1ollawing number of
sheets:

request (including
declaration and
supplemental shests)
deseription (excluding
sequance listing and/ow
tables related thereio)
claima

abstract

drawings

=

23

Sub-total number of sheets :
sequence listing

tables related thereto

(for both, actual number

af sheets if filed an paper,
j‘!lhe!lher .I;r not a/sjq

1l2d in clectronic form,

fee (/C) bn’;‘/{'hd

Toial number of sheets

(b) CJ only in clectronic form

(Section 801(a)(i))

(i) O sequence listing

@iy O tables related thereto

() O also in electronic form
(Section 01(2)(ii))

(i) 0 zequence listing

(i) O tables related thereio
Type and number of carriers (dicketiz,
CO-ROM, CD-R or other) on which are
contained the

(additional copies to ke indicated under
items 9(it) anllor 1000, in right column)

X

)

OO0 00 oood

da W 12

This intcrmational application is accompanied by the following MNuoraber
iter(s) (imark the applicable check-boves below and indicate in of items

right column the number of each item):
1.

fee calculation sheet

original szparate power of attorney

sriginal general pawer of attorney

copy of general pawer of attorney; reference number,

statemient cxplaining lack of signaturs

priovity Jocuracni(s) identified in Box Mo. Vi as

L5 10T () Pt

ranslation of internaiional applicaiion into

(language): ......... ... ... .

separate indications conceming deposited microorganiem

or other biological material

sequence listing in electranic form

indicate type and number of carriers)

[ copy submittsd for the purpose: of infemational cearch under
Fule 13¢¢r only (and not a: part of the international application) :

O {only where chesk-bow (YD) or (o)1) &5 marked in Lot column)
additional copies including, where applicable, the copy for the
purposes of international search under Rule 13er

O together with rzlevant statement az to the identity ol the copy or
copies with the zequence listing mentioned ia left column

tables in clectronic fonu refaied 1o se%uence listing
(indicate type and number of carviors,

@ O copy submitied for the purposes of intemational search under
Seution 202(h-guaczr) only (and not as part of the international
application) :

iy O (onbyvoliere cheok-box (BIED co (clii) is marked inlefi cohunn
additional copies including, where applicable, the sopy for the
purposcs of international search under Section 502(k=guater)

Ggiiy 4 tegether with relevant statement as to the identity of the copy or
copies with the tables mentioned in lefi column :

1.3 copy of reaults of earlicr searchies) (Fule 120iz.1(a))

Figure of the drawings which
should accampany the abstract:

Language of filing of the
international application:

ENGLISH

Box Neo. X
Next oo cach cignanaez,

SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE

indicate the name of th: percon signing and the cagaczity invhich the p2reon signe (if cwch capaciiy £ ot sbvious frin roding the requet),

PAO Fi

7 November 2008
(07.11.2008)

1. Date of aziual receipt of the purportied
international application:

(10.11. 0

For receiviné; Qffice uce only

0 NOV 2008

-

Drawings:

Corrected date of actual receipt due (o later bt
timely reccived papers or drawings completing
the purported international application:

D received:

Date of timely receipt of the required
carrections under PCT Article 11(2):

D not received:

. International Searching Authority
(if two or more are competent):

ISA/

G. Trauanittal of scarch copy Jelayed
until zearch fee is paid

Date of receipt of the record copy
by the International Burcau:

For International Bureau use only

Formi POT/RO/101 (lazi sheeyy (July 2008)

See Nores 1o the request form
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THE INTERNATIOMAL PRELIMINARY
REPORT ON PATENTABILITY

(PCT Rule 71.1)
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Appdtcant's or agent’s file referznos

SCB 1175 PCT
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Inbamatianal applisathon Ho,
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Intaraational fillng date (daydnonitgeesar)

Priarly dats (davfnonthdcar)
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Applicant
ISTITUTO LUSO FARMACO D'ITALIA S.P.A.

application.

communication to all the slected Offices.

[5M]

4. REMINDER

(Article 39%(1)) (see alen the raminder

PCT Applicant's Guide.
The applicant's

anabling dizclosure, clarity and support fior th

Where a translation of the international application rmust ba furnizhe
must contain 2 translation of any annexes 1 the international preliminary report on patentability. It is the
applicant's rasponsibility to prepare and furnish such translation directly to 2ach elected Office concarmed.

1. The applicant is hereby notified that this International Praliminary Exarnining Autharily transmite herewith the
International praliminary raport on patentability and its annexeas, if any, established on the international

2. Acopy of the report and its annexes, if any, i3 being transmiited to the International Bureau for

Where required by any of the elected Offices, the International Bureau will prepars an English translation of
the repott (but not of any annexes) and will transmit such translation to thoze Offices,

The applicant must entar tha national phase hefore aach elected Office by performing certain acts (filing
translations and paying national fa=3) within 30 months from the priority dale (or later in some Officas)
sent by the Intsinalional Bureau with Form PCTAE/301).

d to an elected Office, that translation

For further details on the applicabls tirne limits and requirernents of the elected Officss, see Volumas 1 of the

s attention is drawn to Articls 23(5), which provides that the criteria of novelly, inventive step
and industrial apphcablllty described in Articls 33(2) to (4) mersly serve the purposes of international
prefiminary examination and that "any Cantracting State may apply additional or different criteri |a for the
purposes of daciding whether, in that State, the claimed inventions I3 patentable or not" (see al

7(5)). Such additicnal crite A may relate, for sxample, to exemptions from patentability, requhern»:nt- for
@ claims.

50 Article

MNarng and mailing addrmas of the indernaiionsl
praliminary sxamining authonity:
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Eurapaar: Patent Office
D-8012938 Munich

Autlearized Dfflcar

Stark, Saskia :”

Tel. 32 50 22059764

pree) hwu."

Form PCTAPEA/A1E (Janusry 2004)
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Box No.| Basis of the report

1. With ragard to the language, this repott is based on
the international application in the [anguaigs i which it was filard
O  atranslation of the international application Into , which is the language
of a translation furnizshad for the purposas of;
O international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b))

[ publication of the intgtnational application (under Rule 12..4(&))
O international praliminary exarmination (under Rules 55.2(a) andfor 55.3(a))

2. With regard to the elements* of the intemational application, this report is based on {replacement sheets which
have been furnished to the receiving Office in response o an invitation uncer Article 14 are referrad to in this
raport as "ariginally filed" and are nol annexed o this repart):

Description, Pages

1-13 as originally filed

Claims, Numbers

1-19 as originally filsd

O asequence listing andfor any related table(s) - see Supplemantal Box Relating to Sequence Listing

O Tha amendiments have resulted in the cancallation of:
O the description, pages
[J the claims, Nos.
O the drawings, sheetsfigs
O the seguence listing (specify):
0 any table(s) refated to sequence listing (specify):

[X)

4. O This report has been establizhed as if (some of) the amendments annsxed to this report and listed helow
had not been made, since they have bazn considerad to go beyond the disclosura as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

[ the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, shestsfigs

O the sequencs listing (specify):

O any table(s) related to sequencs listing (3pecify):

5. [0 Thiz opinion has kaen 2stablished taking into account the rectification of an obvious mistake authorizad
by or natiflad to this Authority under Rule 91 (Rule 70.2 (e)).

&. O  Supplementary international search report(s) from Autherity(ies)  have been raceived and taken into
account iin drawing up this roport (Rubs 45bis.8(b) and (¢)).

Forrn FCTAPEA/ 103 (January 2o00) 3 C,
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Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial

applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Movelty (M) Yas:
No:

Inventive step (I1S) Yes:
No:

Industrial applicability (JA) Yes
No:

2. Citations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet

Form FCTAPEA/ 103 (January 2003)
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\Y Reasonad statemant under Rula 68.2 (a) (ii) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability

1) Documents
The following documenis (D1-D3) are referred to in this communication; the numbering will ba ad-
herad ta in the rest of the procedure:

D1:  GERWIM I ET AL: "Intraavlicular drug delivery in ostesarthritia” ADVANCED DRUG
DELIVERY REVIEWS, ELSEVIER BY, AMSTERDAM, 1L, val. 58, no. 2, 20 May 2005
(2005-05-20), pages 226-242, XPO2I892183 (SSP: 0159-409X [rehicved on 2006-05-20]

D2: WO 03103871 A (MEHARIMI RICERCHE SPA [IT]; CALVANI FEDERICO {IT];
CATRAMBO! IE FERNANDO) 18 Dacembar 2003 (2003-12-18)

D3: WO 2006/040004 A (LUSO FARMACQ IHIST [IT]; FELICETTI PATRIZIA [IT]; FINCHAM
CHRISTORHER 1) 20 April 2003 (2006-04-20)

Unless olherwise specifiad, referenae is macke lo the respective sited passages in D1-D3 (see the
Intarnational Search Report, Form PCT/ISA/210).

2) Novelty - Article 33 (1) and (2) PCT

2.1) D1 discloses several posaibilities of Intraarticular administration of hyalurenic acid preparations and
also of bradykinin B2 receptor antagenists (HOE140) for the (reatment of oateoarthritis and related
diseases. HOE 140 Is an ablraviation for icatibant. D2 and D3 desacribe non-peptide bradykinin
receptor antagonists of a formula comparable to that in present claim 1.

[lone of the dosuments D1-D2 revaals the combinsd use of hiyaluronic acid and a braclykinin B2
receptor antagonisl for an intraaticular treatment of osteoarthritia.

2.2)  Hence, in the light of D1-D3 (32e sections V-1, 2.1) and under consideration of section VIll, the
subjact-matter of claims 1-19 is considered novel acoording to Articlis 33 (1) and (2) PCT.

3. Inventive Step - Articlz 33 (1) and (3) PCT
3.1)  The problern posed in the present application was the effzclive freatment of degeneralive joint
dizeases, aspecially ostanarthritiz.

The solution according o the Applicant waz pharmaceutical compasitions comprising as the active
ingradients a mixiure of a) hyaluronic acid or salts thersof selectad from sodium and potassium, b)
a bradykinin B2 receptor antagonist, together with pharmaceutically acceptable carriers and
excipients, wherein: the hyaluronic acid is in polymer form with a imaan MW of 0.5-10 million
Daltons and the bradykinin antagonist is sslected out of a certain group.

The technical effect iz considerad 1o be a boosied antinaciceptive rasponse and speacifically a quick
and long-lasting pain relief effect.

Foiti PCT/Separate Sheat/don (Shaat 1) (EF il 2005)
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0

D1 which is regardad closast prior art discloses ceveral poasibilitizs of intraarticular administration
of hyaluranic acid preparations and also of bradykinin B2 receptor antagonists (HOE1Q,
aorresponds to leatihant) for the treatment of osteoarthritis and ralated diseases.

D1 doas not discloze the fixed combination of 2zid active principles in ana galanical formulation,
Thera iz no teaching in D1 to manufacture a fixed combinatian of hyaluronic acid and a bradykinin
B2 raceptor antagonist. Due o similarities in the machanism of action dascribed on page 235,
paragraph 4.2.1, (evidanice for inhibition of hradykinin synthesis), D1 may sven teach away from tha
caembination of hyaluronic acid and bradykivin inhibitors in one formulation.

A surprising effect is shwon in the examplz on bislogical activity reportad on pages 11-13
(particularty page 13/lines 2-12) of the patent application.

Co-administration of hyaluronic acid (50 micrograms/microliter i.a.) with MEF 16132 (3
micrograrms/25 microlitars i.a.) or lcatibant (3 microgram=/25 microliters 1.a.) reduced pain by 72 7
and 65 % respactively (pain reduction with ihe single componeniz: a) MEN18132: 55 %, lcatibant:
40 %, hyaluronic acid: 165 %; comparison in one animat itself).

A synergistic offect was proven verzus pain reduction measured with the single componants. A
fonger-tarm effect was obvious, somatimes up o 2 wesks (2.g.substantial reduction over 50 % in
the damage prasent on the joint surface of the knee, see page 12/lines 16-19).

Mo pointer can be found for a cambination of docurments D1 with D2 or D1 with D3.
Thereflore, - aller r2consideration due 10 the lstter of Qclober 8ih, 2009 - (he subject-matter of
claims 1-19 doas riot seem to b obvious td a peraon skillad in the art due to the taaching of D1 and

also not following a combination of D1 with D2 or with D3.

Thus the aforementionad subjeci-matter is regarded to meet tha requitements of Article 33 (1) and
(3) PCT in that extent that it could be considersd inventive.

Forn PCT/ Saparals Shestol (Shast 2) (EFD-April Z002)

be
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ANEXOS

INVENTORES

MAGGI, Carlo, Alberto

( Borgo Tegolaio, 15, I-50125 Firenze, Italia );

GIULIANI, Sandro

( Via Crlo Borrani, 11, I-50012 Bagno a Ripoli, Italia );

QUARTARA, Laura

( Via delle Cascine, 22, 1-50144 Firenze, Italia ).



