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Uso de Colédgeno-Polivinilpirrolidona en la inflamacidén y
fibrosis pulmonar en pacientes infectados por el virus

SARS-CoV2 (Covid-19)

CAMPO TECNICO
Antecedentes
En el momento actual el mundo se encuentra en una emergencia
sanitaria por la presencia de una infeccidén masiva por el
virus SARS-CoV2.
A pesar de todos los esfuerzos de la comunidad médica y
cientifica en materia de salud, no se ha encontrado un
tratamiento curativo o bien, que destruya al virus.
Con base en lo anterior se han hecho innumerables esfuerzos
por ayudar a los pacientes afectados por este padecimiento
para corregir el estado patoldgico y sus posibles secuelas.
La infeccidn provocada por el virus SARS-CoV2 produce la
destruccidédn celular masiva en el pulmdn y otros édrganos, dque
se acompafia por un estado de hiperinflamacidén, lo que causa
como secuela la fibrosis pulmonar en los ©pacientes
recuperados y la muerte en aquellos pacientes con falla
multiorgénica.
En un esfuerzo por controlar el proceso inflamatorio que
conduce a la destruccidén alveolar y la fibrosis, con la
consecuente pérdida de la funcién del o6rgano respiratorio,
se estd evaluando el efecto de los anticuerpos monoclonales
anti-receptor de IL-6 (tocilizumab) y el uso de células
mesenquimales precursoras.
El comun denominador de estos trabajos es modular la
respuesta inflamatoria, con lo que se acorta el periodo de
estado y potencialmente, se limita el desarrollo de la
fibrosis pulmonar.
También se estéa evaluando el papel de algunos
inmunosupresores tales como los corticosteroides, la
colchicina, los 1inhibidores de la via de sefializacioén
JAK/STAT como un recurso para modular la respuesta inmune.

Tomando como base la informacidén anterior, el empleo de un
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inmunorregulador, mé&s gue un inmunosupresor, como el
COLAGENO-POLIVINILPIRROLIDONA, (Fibroquel marca registrada;
clave SSA: 010 000 3999), que tiene un mecanismo de accidn
que de manera relevante: modula negativamente la expresidn
de la IL-1B, IL-8, TNF-0, TGF-R1l, IL-17, Cox-1, moléculas
de adhesidn leucocitaria (ELAM-1, VCAM-1 e ICAM-1),
incrementa sensiblemente los mediadores y mecanismos
moduladores de la inflamacidén (expresidén de IL-10 y el
nimero de células T reguladoras); asi mismo, disminuye la
fibrosis tisular, resultaria relevante en el control de la
tormenta de citocinas que se presenta debido a la
hiperinflamacién provocada por el sindrome de activacidn
macroféagica (linfohistiocitosis hemofagocitica secundaria) .
Es importante destacar que la colagena-polivinilpirrolidona
(coldgena-PVP) fue protegida en la patente Mexicana No. 264
089 vy sus contrapartes tanto en Europa como en otras
jurisdicciones. La patente ‘089 describe y reclama el uso
de colagena-PVP para modular la inflamacidén articular
crbnica, en la cual se discuten detalladamente todos 1los
analisis de la artritis reumatoide (AR) y la osteocartritis
(OA) desde distintos enfoques que abarcan aspectos clinicos,
patolégicos, histolégicos, biomecéanicos, biogquimicos e
inmunoldégicos de los tejidos de la cavidad articular
afectada y muy particularmente, se estudiaron tanto la AR
como la OA consideréandolos procesos inflamatorios
autoinmunes y no autoinmunes, respectivamente; se propuso
un farmaco a base de colagena-PVP para usarse en el
tratamiento de dichos padecimientos y se analizaron sus
interacciones celulares en el cuerpo humano para evitar
efectos secundarios indeseables tales como la toxicidad e
inmunogenicidad y buscando alternativas para evitar la
cirugia.

El mecanismo regulador de la inflamacién ejercido por la
colédgena polimerizada tipo I se encuentra sustentado en 2
modelos: el primero, de inflamacidén no-autoinmune [modelo

de osteocartritis (OA)] y el segundo, de inflamacidn



10

15

20

25

30

35

WO 2022/035306 3 PCT/MX2021/050045

autoinmune [modelo de artritis reumatoide (AR)]

Modelo de inflamacidén no-autoinmune (OA) y autoinmune (AR):
Se realizaron co-cultivos de cartilago y sinovia de 9
pacientes con AR y 8 pacientes con OA sometidos a reemplazo
por proétesis de cadera o rodilla (Tabla 1). El1 tejido
articular se cultivé con (a) RPMI (control), (b) colagena
polimerizada tipo I al 1%, durante 7 dias. Se recolectaron
los sobrenadantes y tejidos de los dias 1 y 7. En los
sobrenadantes de cultivo se cuantificd la concentracidn de
I.-13, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-o e IFN-y mediante ELISA vy
los resultados se normalizaron con la concentracién de
proteinas totales. Por medio de histoquimica se evalud la
expresidn de IL-1B3 e TNF-a.

Los datos demograficos y clinicos de 1los pacientes se
detallan en la Figura 1.

Sintesis de citocinas pro-inflamatorias en los co-cultivos
de cartilago y sinovia de pacientes con AR u OA.

Un gran numero de citocinas (pro- y anti-inflamatorias) vy
factores de crecimiento estan involucrados en la
fisiopatogenia de la OA v la AR. Entre las citocinas pro-
inflamatorias que han demostrado tener un papel pivote en
el desarrollo de estas enfermedades se encuentran la IL-103
y el TNF-oa. La adicién de colagena polimerizada tipo I a los
co-cultivos de AR u OA disminuyd la expresidn tisular de

TNF-a vs. los controles en el tejido sinovial (Fig. 2).

Figura 2. Efecto de la coldgena polimerizada tipo I en la
expresiétn de TNF-a. (A) Células inmunorreactivas a TNF-a en
el tejido sinovial de los <co-cultivos. (B) Células
inmunorreactivas TNF-a+ en el cartilago de los co-cultivos.
Artritis reumatoide (AR) : panel de la izquierda.
Osteocartritis (OA): panel de la derecha. Basal: tejido en
condiciones basales. Control Dia 7: tejido control cultivado

con RPMI durante 7 dias y que no recibid ningun tratamiento.
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Cada cultivo fue realizado por triplicado para cada
condicién, de los cuales al menos se analizaron dos
secciones de cada uno de los tejidos. Los resultados se
expresan como el promedio * error esténdar (ESM) del
porcentaje de células inmunorreactivas en 9 co-cultivos de
pacientes con AR y 8 con OA. *p<0.002.

Niveles de citocinas pro-inflamatorias en los sobrenadantes
de co-cultivos de cartilago y sinovia de pacientes con AR u
OA.

Asimismo, la adicién de colagena polimerizada tipo I a los

co-cultivos de AR u OA disminuyd la expresidn de IL-1B y
TNF-o0 vs. los controles en los sobrenadantes al dia 7 de

cultivo (Fig. 3 y Fig. 4, respectivamente).

Figura 3. Efecto de la coldgena polimerizada tipo I en la
expresiédn de IL-13 en los sobrenadantes de los co-cultivos
de cartilago y sinovia de pacientes con artritis reumatoide
(AR) u osteoartritis (OA). Los datos representan el promedio
+ DE de 9 co-cultivos de cartilago y tejido sinovial de
pacientes con AR y de 8 co-cultivos de pacientes con OA.
Cada cultivo fue realizado por triplicado para cada
condicién. Los resultados fueron normalizados con la
concentracién de ©proteinas totales del sobrenadante,
determinada por el micrométodo de Folin-Lowry. AR: panel de
la izquierda. OA: panel de la derecha. Basal: tejido en
condiciones basales. Control Dia 7: tejido control cultivado
con RPMI durante 7 dias y que no recibid ningun tratamiento.

*p<0.008.

Figura 4. Efecto de la coldgena polimerizada tipo I en la

expresidén de TNF-a en los sobrenadantes de los co-cultivos
de cartilago y tejido sinovial de pacientes con artritis
reumatoide (AR) u osteoartritis (OA). Los datos representan
el promedio + DE de 9 co-cultivos de cartilago y sinovia de
pacientes con AR y de 8 co-cultivos de pacientes con OA.

Cada cultivo fue realizado por triplicado para cada
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condicién. Los resultados fueron normalizados con la
concentraciétn de proteinas totales del sobrenadante,
determinada por el micrométodo de Folin-Lowry. AR: panel de
la izquierda. OA: panel de la derecha. Basal: tejido en
condiciones basales. Control Dia 7: tejido control cultivado
con RPMI durante 7 dias y dque no recibidé ningun
tratamiento*p<0.008.

Un patrén similar se observd en relacidn a la concentracidn
de IL-8 en los sobrenadantes de los co-cultivos (Fig. 5).
Sin embargo, la mayor disminucidén se determindé en los co-
cultivos de tejidos de pacientes con AR tratados con

coldgena polimerizada tipo I. No se determinaron niveles

detectables de IL-12 e IFN-y en los cultivos.

Figura 5. Efecto de la coldgena polimerizada tipo I en la
expresiédn de IL-8 en los sobrenadantes de los co-cultivos
de cartilago y tejido sinovial de pacientes con artritis
reumatoide (AR) u osteoartritis (OA). Los datos representan
el promedio + DE de 9 co-cultivos de cartilago y sinovia de
pacientes con AR y de 8 co-cultivos de pacientes con OA.
Cada cultivo fue realizado por triplicado para cada
condicién. Los resultados fueron normalizados con la
concentracién de ©proteinas totales del sobrenadante,
determinada por el micrométodo de Folin-Lowry. AR: panel de
la izquierda. OA: panel de la derecha. Basal: tejido en
condiciones basales. Control Dia 7: tejido control cultivado
con RPMI durante 7 dias y dque no recibidé ningun tratamiento.
*p<0.006.

Niveles de factores anti-inflamatorios en los sobrenadantes
de co-cultivos de cartilago y sinovia de pacientes con AR u
OA.

La adicién de colédgena polimerizada tipo I a los co-cultivos
de AR u OA aumentd la concentraciédn de IL-10 entre 10 y 25
veces en 1los sobrenadantes de los co-cultivos, a niveles
estadisticamente significativos al dia 7 vs. el dia 1 de

cultivo (Fig. 6).
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Figura 6. Efecto de la coldgena polimerizada tipo I en la
expresidn de IL-10 en los sobrenadantes de los co-cultivos
de cartilago y tejido sinovial de pacientes con artritis
reumatoide (AR) u osteoartritis (OA). Los datos representan
el promedio + DE de 9 co-cultivos de cartilago y sinovia de
pacientes con AR y de 8 co-cultivos de pacientes con OA.
Cada cultivo fue realizado por triplicado para cada
condicién. Los resultados fueron normalizados con la
concentraciétn de proteinas totales del sobrenadante,
determinada por el micrométodo de Folin-Lowry. AR: panel de
la izquierda. OA: panel de la derecha. Basal: tejido en
condiciones basales. Control Dia 7: tejido control cultivado
con RPMI durante 7 dias y que no recibid ningun tratamiento.
*p<0.006.

Expresidén génica de las citocinas pro- y anti-inflamatorios
en los tejidos de los co-cultivos de cartilago y sinovia de
pacientes con AR u OA.

La evaluacidén de la expresidn génica de citocinas pro- y
anti-inflamatorias mostrd que la colagena polimerizada tipo
I adicionada a 1los co-cultivos de tejido articular de
pacientes con AR, reguld negativamente la transcripcién de
genes tales como el de TINF-ao e IL-23 (Fig. 7A, B) vy
positivamente el de células T reguladoras, FOXP3, a niveles
estadisticamente significativos con respecto al control

(Fig. 7B).

Figura 7. Efecto de la coldgena polimerizada tipo I en la
expresién génica de citocinas y factores pro- y anti-
inflamatorios en los tejidos de los co-cultivos de cartilago
y tejido sinovial de pacientes con artritis reumatoide (AR).
(A) Cuantificacién de la expresidn génica de IL-1B, TNF-d,
IL-6 e IL-10 y (B) cuantificacidén de la expresidn génica de
IL-23 vy Foxp3 mediante RT-PCR en tejidos de membrana
sinovial vy cartilago co-cultivados durante 7 dias. Las

barras muestran el promedio + DE de los niveles de trascritos
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de las muestras normalizados a través de la expresién del
gen constitutivo GADPH determinado por 2AACt. Los datos
representan el promedio + DE de 9 co-cultivos de cartilago
y sinovia de pacientes con AR. Cada cultivo fue realizado
por triplicado para cada condicidén. Basal: tejido en
condiciones basales. Control Dia 7: tejido control cultivado
con RPMI durante 7 dias y que no recibid ningun tratamiento.
Valores de *p<0.05 fueron considerados como significativos.
Mientras que la adicidén de colagena polimerizada tipo I a
los co-cultivos de tejido articular de pacientes con OA
indujo una regulacidén negativa de la expresién génica de
TNF-oo y positiva de Foxp3 a niveles estadisticamente

significativos con respecto al control (Fig. 8).

Figura 8. Efecto de la coldgena polimerizada tipo I en la
expresidn génica de citocinas y factores pro- y anti-
inflamatorios en los tejidos de los co-cultivos de cartilago
y sinovia de ©pacientes con Osteocartritis (OA) . (A)
Cuantificacién de la expresidén génica de IL-1B, TNF-o, IL-6
e IL-10, (B) IL-23 y Foxp3 mediante RT-PCR en tejidos de
membrana sinovial y cartilago co-cultivados durante 7 dias.
Las barras muestran el promedio + DE de los niveles de
trascritos de las muestras normalizados a través de la
expresién del gen constitutivo GADPH determinado por 2AACt.
Los datos representan el promedio + DE de 8 co-cultivos de
pacientes con OA. Cada cultivo fue realizado por triplicado
para cada condicidén. Basal: tejido en condiciones basales.
Control Dia 7: tejido control cultivado con RPMI durante 7
dias y que no recibid ningun tratamiento. Valores de *p<0.05
fueron considerados como significativos.

En el presente estudio demostramos que la adicidén de
la coladgena polimerizada tipo I a los co-cultivos de
cartilago y sinovia de pacientes con AR disminuyd® a nivel

génico y proteico la sintesis de citocinas pro-inflamatorias

tales como IL-1B, IL-8, IL-23 y TNF-a lo cual podria estar
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directa o indirectamente relacionado con el incremento
observado en los mecanismos reguladores de la inflamaciédn,
mediados por el aumento en los niveles de IL-10 y la
expresidédn génica de Foxp3 en células T reguladoras.

En ambas enfermedades, la membrana sinovial més no el
cartilago parece ser el tejido que contribuye de manera méas
importante en la sintesis de los factores solubles pro-

inflamatorios.

La accién de la colagena polimerizada tipo I parece depender
del estadio de activacidn celular como se ha demostrado por
Jou I-M, et al, 2005 y Furuzawa-Carballeda et al, 2003 ya
que la adicidédn de la colégena atelopeptidica polimérica tipo
I a las células en reposo no induce ninguna respuesta, es
decir no tiene ningun efecto.

Los resultados obtenidos concuerdan con el analisis de
diversas proteinas de matriz extracelular gue han sido
empleadas como moléculas potencialmente terapéuticas en
modelos animales de:

a) enfermedades autoinmunes, como la AR en la que
se han evaluado péptidos sintéticos de fibronectina para
inhibir o interrumpir la infiltracién de células
inflamatorias a la cavidad articular (Hines KL, 1994; Wahl
SM, 1994), o bien la trombospondina-1 (TSP-1) y la
angiostatina (fragmentos de plasmindgeno) como una
estrategia para inhibir la angiogénesis (Yin G, 2002; Jou
I-M, 2005).

b) Supresidn o inhibicidén del crecimiento tumoral
y la metéstasis, tal es el caso de la endostatina (fragmentos
de colédgena XVIII)-angiostatina y el Tie-2 soluble gque
incrementa la supresidn del crecimiento tumoral prostatico
y del melanoma (Scappaticci FA, 2001; Raikwar SP, 2005) o los
complejos de endostatina con ADN dentro de liposomas
catidénicos para prevenir la metéstasis del
osteosarcoma (Peterszegi G, 1998; Pasco S, 2003; Honerbeck

W, 2003; Maquart FX, 2004; Bellon F, 2004; Duca L, 2004;
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Pasco S, 2004; Maquart FX, 2005).

Concluyendo, la colagena polimerizada tipo I induce la
regulacidén negativa de la expresién de algunas citocinas
pro-inflamatorias, estimula la produccidédn de citocinas anti-
inflamatorias vy la expresién de Foxp3 en células T
reguladoras, favoreciendo los mecanismos de modulacidn

negativa de la inflamacidn.

Modelo de inflamacidn autoinmune (AR). Evaluacidédn del efecto
regulador de la inflamacidén, inductor de 1la tolerancia
inmunoldégica y del mecanismo de accién de la colagena
polimerizada tipo I en un modelo murino de artritis inducida
por colédgena (CIA)

El objetivo del estudidé consistidé en evaluar si la
aplicacidén intramuscular de la coléagena polimerizada tipo I
o0 la coldgena polimerizada tipo I combinada con metotrexato
(MTX) era capaz de prevenir el establecimiento, o 1la
progresidétn de la artritis inducida por inyeccidédn de colagena
en roedores (CIA). El efecto se determindé a nivel clinico,
histoldégico y molecular comparando los resultados con el
tratamiento esténdar de oro: el MTX.

Para ello se llevaron a cabo 3 modelos:

Modelo de Toxicidad. Veintiun ratones macho de la cepa
DBA1/0laHsd de 8 semanas de edad se trataron con 100 gl de
(a) placebo (amortiguador de citratos), (b) colédgena tipo I
polimerizada, (c) MTX (2.5mg/kg), (d) coldgena polimerizada
tipo I (b) con MTX (c) (vol:vol), por semana durante seis
semanas. Tres animales fueron sacrificados en la semana
sexta y tres en la décimo tercera semana. Se obtuvieron el
bazo, los ganglios, el tejido articular, higado, pulmones,
rifiones y corazédn con el fin de valorar el infiltrado
inflamatorio, las poblaciones celulares predominantes y la
expresidn de citocinas pro- y anti-inflamatorias.

Modelo Artritis Temprana. Cincuenta ratones con las mismas

caracteristicas fueron inmunizados en la base de la cola con

100 pg de colagena tipo II de pollo emulsificada en adyuvante
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completo de Freund. E1l refuerzo se aplicd en el dia 21 en

la base de la cola con 100 png de colagena tipo 1II
emulsificada con el adyuvante incompleto de Freund. El1 mismo
dia del refuerzo se aplicaron via intramuscular, los
tratamientos (a-d) cada semana durante seis semanas. Tres
animales fueron sacrificados en la semana sexta y tres en
la décimo tercera semana. Se obtuvieron el bazo, 1los
ganglios, el tejido articular, higado, pulmones, rifiones y
corazén con el fin de valorar el infiltrado inflamatorio,
las poblaciones celulares predominantes y la expresidén de
citocinas pro- y anti-inflamatorias.

Modelo Artritis Establecida. Se indujo la artritis como en
el modelo anterior en 50 ratones y los tratamientos se
aplicaron via intramuscular, después de 2 semanas del
refuerzo, cada semana durante 6 semanas. Tres animales
fueron sacrificados en la semana octava y tres en la décimo
quinta semana. Se obtuvieron el bazo, los ganglios, el
tejido articular, higado, pulmones, rifiones y corazdn con
el fin de wvalorar el infiltrado inflamatorio, las
poblaciones celulares predominantes y la expresién de
citocinas pro- y anti-inflamatorias.

Evaluacién histoldégica. E1 infiltrado inflamatorio y la
arquitectura tisular se evalud por H&E y tincidén tricrdédmica
de Massén y el contenido de proteoglicanos, con la técnica
de PAS.

Evaluacion citométrica. Mediante FACS se determindé el

porcentaje de las poblaciones de células Thl (CD4*/IFN-v'),
Th2 (CD4*/IL-4%), Treg (CD4*/FOXP3*) Thl7 (CD4*/IL-17*) vy
células dendriticas (CD4-/CDllc*) en las células del bazo.
Efecto de la coldgena polimerizada tipo I y la mezcla de
coldgena polimerizada tipo I con metotrexato (MTX) en el
modelo de toxicidad.

Ninguno de los tratamientos evaluados en el estudio produjo
toxicidad en los ratones. Se evalud mediante anédlisis
macroscodpico e histopatoldgico de rifiones, corazdn,

pulmones, bazo, ganglios linfaticos y patas traseras. Todos
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los tejidos analizados tenian una arquitectura normal. No
se observaron infiltrados inflamatorios u otras
anormalidades.

Andlisis histopatoldgico del efecto de 1la coldgena
polimerizada tipo I en el modelo de artritis temprana
(preventivo) y de larga evolucidn (tardio o paliativo).

El anadlisis histopatoldgico se realizd en las patas traseras
de ratones con CIA, por dos investigadores de forma cegada.
Las 1imAgenes representativas de secciones de tejido
articular tefnidas con H&E y PAS de los grupos con CIA,
tratados con (a) placebo, (b) la colagena tipo I
polimerizada, (c) MTX se presentan en la Figura 9. Los
ratones con CIA mostraron artritis tipica, que es
caracterizada por una infiltracidén extensa de células
inflamatorias, hiperplasia sinovial, pérdida del espacio
articular y erosidn osea. El1 tratamiento con la colagena
polimerizada tipo I disminuydé el grado de inflamacidén vy
preservd la estructura articular. Mientras que el
tratamiento con la colagena atelopeptidica tipo I
polimerizada/MTX resultd en una reduccidn significativa de
los infiltrados inflamatorios vy la recuperacién de la
arquitectura tisular. E1 MTX indujo algunas anormalidades
tisulares, como la presencia de ndédulos (tejido de fibrina
amorfa) y un tejido de reparacidn de la lesidn de Dbaja
calidad, asi como infiltrados inflamatorios. El1l efecto de
las diferentes condiciones se mantuvo hasta el segundo

sacrificio (Fig. 10).

Figura 9. Efecto paliativo de la colédgena polimerizada tipo
I en el dafio histolbégico en ratones con CIA. Tincidén de
hematoxilina y Eosina y PAS. (A) Seccidn representativa del
primer sacrificio. (B) Seccidn representativa del segundo
sacrificio. La magnificacién o amplificacidén de las
histologias corresponde a 100X.

Efecto de la coldgena polimerizada tipo I en el modelo de

artritis temprana (preventivo) y de larga evolucion (tardio



10

15

20

25

30

35

WO 2022/035306 12 PCT/MX2021/050045

o paliativo) en el porcentaje de subpoblaciones de células
T CD4+ del bazo.

El porcentaje de células Thl7 del bazo en los ratones sin
CIA (controles) fue de ~1.3%, mientras que en los ratones
con CIA en el modelo de artritis temprana fue de 2.5% vy
4.3%, para el primero y segundo sacrificio, respectivamente
(Fig. 10A y B) y de 2.4% y 3.6%, para el primer y segundo
sacrificio, respectivamente en el modelo de artritis de
larga evolucién (Fig. 10C y D).

La colagena polimerizada tipo I (b), el MTX (c) vy la
combinacidén de ambos (d), produjeron una reduccidén sostenida
y estadisticamente significativa, que mantuvo los niveles
de células pro-inflamatorias, Thl7, en intervalos
considerados como normales, tanto en el modelo de artritis
temprana durante el primer y segundo sacrificio (1.0-1.4% y
0.9-1.35%, respectivamente, Fig. 10A y B), como en el modelo
de artritis de larga evolucidén durante el primer y segundo
sacrificio (0.5-0.45% y 0.9-1.45%, respectivamente, Fig. 10C
y D).

El numero de células Th2 circulantes se modificd Unicamente
durante el primer sacrificio con el tratamiento de coléagena
polimerizada tipo I (b) en el modelo de artritis temprana
(Fig. 10D).

Cabe destacar que el tratamiento de la artritis temprana y
de larga evolucidédn con la colagena polimerizada tipo I (b)
y la mezcla combinada con MTX (d) indujo el incremento de
células T reguladoras Foxp3+ a niveles estadisticamente
significativos comparados con los de los ratones con
artritis tratados con el (a) placebo o vehiculo, y mayores
que los ratones sanos tanto en el primer como en el segundo
sacrificio (Fig. 10A, B, C y D). Mientras que el (c) MTX
indujo una reduccidn significativa en el porcentaje de estas
células en ambos modelos.

Con respecto a las células reguladoras, antes conocidas como
células T supresoras (5% a 15% de 1las células T CD4+

periféricas y tisulares en individuos sanos), éstas ejercen
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inmunosupresidén extrinseca celular y tolerancia a antigenos
propios y extrafios. Las Tregs modulan el curso natural de
las respuestas 1inmunes, protegiendo a los tejidos de la
inflamacién al limitar el dafio y evitar la autoinmunidad.
Suprimen las respuestas inmunoldgicas al producir granzimas
y perforinas, agotando IL-2, secretando moléculas supresoras
como IL-19 y TGF-fl1 y disminuyendo las funciones de las
células presentadoras de antigeno (APC), ademéds promueven
la anergia o apoptosis de las células T efectoras. Como tal,
las Tregs juegan un papel importante en la reparacidn de los

tejidos y la homeostasis.

Figura 10. Efecto de la col&dgena polimerizada tipo I en el

modelo de artritis temprana (preventivo) vy de larga
evoluciodn (tardio o paliativo) en el ©porcentaje de
subpoblaciones de células T CD4+ del bazo. (A) Células del

bazo obtenidas ex vivo en el modelo de artritis temprana
durante el primer sacrificio. (B) Células del bazo obtenidas
ex vivo en el modelo de artritis temprana durante el segundo
sacrificio. (C) Células de bazo obtenidas ex vivo en el
modelo de artritis de larga evolucidén durante el primer
sacrificio. (D) Células del bazo obtenidas ex vivo en el
modelo de artritis de larga evolucidn durante el segundo
sacrificio. La produccidn intracelular de IL-17A, IL-4, IFN-
v vy Foxp3 por las células T CD4+ se detectd por citometria
de flujo. Los resultados son representativos de 6 ratones
analizados en cada grupo. La linea punteada horizontal
representa los valores normales promedio obtenidos de
ratones sin CIA (n = 3). Los datos representan el promedio
+ ESM. *p <0.05.

Efecto de la coldgena polimerizada tipo I en el modelo de
artritis temprana (preventivo) y de larga evolucion (tardio
o paliativo) en el porcentaje de células dendriticas CD4-
/CD11c* del bazo.

Las células CDllc son células dendriticas gque unen la

respuesta inmune innata con la adaptativa, a través del
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reclutamiento de células efectoras inmunes como las células
NK, NKT (células T asesinas naturales) y los neutrdéfilos.
Ademéds, las células dendriticas tienen como principal
funcién la de presentar antigenos y dirigir la respuesta
inmune. En el modelo de artritis temprana, las células CDllc
se presentaron en un porcentaje menor y estadisticamente
significativo en 1los tres tratamientos con respecto al
control durante el segundo sacrificio (Figura 11A). Mientras
que en el modelo de artritis establecida, las células CDllc
se presentaron en un porcentaje menor y estadisticamente
significativo en los tres tratamientos con respecto al
control, tanto en el primero como en el segundo sacrificio

(Figura 11C,D).

Figura 12. Efecto de la colagena polimerizada tipo I en el
modelo de artritis temprana (preventivo) vy de larga
evolucién (tardio o paliativo) en el porcentaje de células
CDllc* del bazo. (A) Células del bazo obtenidas ex vivo en
el modelo de artritis temprana durante el primer sacrificio.
(B) Células del bazo obtenidas ex vivo en el modelo de
artritis temprana durante el segundo sacrificio. (C) Células
de bazo obtenidas ex vivo en el modelo de artritis de larga
evolucidn durante el primer sacrificio. (D) Células del bazo
obtenidas ex vivo en el modelo de artritis de larga evolucidn
durante el segundo sacrificio. La expresidén del CDllc se
detectd por citometria de flujo. Los resultados son
representativos de 6 ratones analizados en cada grupo. La
linea punteada horizontal representa los valores normales
promedio obtenidos de ratones sin CIA (n = 3). Los datos
representan el promedio + ESM. xp <0.05

Efecto de la coldgena polimerizada tipo I en el modelo de
artritis temprana (preventivo) y de larga evolucion (tardio
o paliativo) sobre el factor de transcripcidén NF-kB.
Inferimos que el mecanismo de accién de la coléagena
polimerizada tipo I podria estar dado a través de la

regulacion del factor de transcripcidén NF-xB y AP-1. En
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particular, NF-xB regula la expresion de enzimas
proinflamatorias, citocinas, guimiocinas, inmunorreceptores
y moléculas de adhesidén celular, asi como la apoptosis. A
la luz de este conocimiento, se analizaron la expresiédn de
NF-xBp65 y de su inhibidor IxkBa en esplenocitos ex vivo
(Fig. 12).

En los ratones con CIA, el porcentaje de esplenocitos NF-
kB+ e IxBa+ fue mayor, mientras que el de NF-kB+/IxBo+ fue
menor con respecto a los ratones sin CIA y a los tratamientos
administrados, especialmente el de la coladgena polimerizada
tipo I o la mezcla combinada con MTX tanto en el modelo de
artritis temprana como en el de larga evolucidédn (Fig. 12).
El porcentaje de los complejos de NF-kB+ con su inhibidor
IxBo+t se incrementan a un nivel estadisticamente
significativo en aquellos grupos de ratones con artritis
temprana y de larga evolucidédn bajo los tratamientos con
coldgena polimerizada tipo I (tratamiento b) y MTX con
coldgena polimerizada tipo I (tratamiento d), lo que sugiere
una regulacidén negativa del factor de transcripcidn y en

consecuencia de la inflamacidén.

Figura 12. Efecto de la coladgena polimerizada tipo I en el
modelo de artritis temprana (preventivo) vy de larga
evolucidn (tardio o paliativo) en la expresidén de NF-kxB e
IkB-a ex vivo en los esplenocitos. (A) Células de bazo de
ratones del modelo de artritis temprana durante el primer
sacrificio. (B) Esplenocitos obtenidos inmediatamente
después del segundo sacrificio. (C) Células de Dbazo de
ratones del modelo de artritis de larga evolucidédn durante
el primer sacrificio. (D) Esplenocitos obtenidos
inmediatamente después del segundo sacrificio. Los niveles
intracelulares de las células NF-kBp65 e IkBa se detectaron
por citometria de flujo. Los resultados son representativos
de 6 ratones analizados en cada grupo. La linea punteada
horizontal representa los valores normales promedio

obtenidos de ratones (n = 3) sin CIA. Los datos representan
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la media * SEM. x*p <0.05.

Efectos adversos.

No hubo evidencia de eventos adversos después de la
inyeccidén de placebo o los diferentes tratamientos a 1lo
largo del estudio. El uUnico evento adverso observado fue
dolor que durd menos de 15 minutos en el sitio de inyeccién.
Concluyendo, con el modelo de toxicidad se pudo comprobar
que no hubo dafio a los o6érganos analizados, ni toxicidad
alguna con ninguna de las condiciones evaluadas.

En el estudio se demostrd que tanto la (b) coldgena tipo I
polimerizada, como monoterapia, asi como la combinacidén de
la (d) colagena tipo I polimerizada con MTX exhiben efectos
tanto preventivos como paliativos en el modelo de CIA, a
través de la regulacién negativa de la presentacioéon
antigénica (disminucién de la poblacidén CDllc*), de la
subpoblacién de células Thl7 (1.5-2.0X vy 3.0-4.0%,
respectivamente) y la regulacidédn positiva de células Tregs
(5.0-6.0X vy 5.5-6.0, respectivamente). El mecanismo de
accidén parece estar directamente relacionado con la
regulacidén del factor de transcripcidn NF-kB.

La articulacién de los ratones con CIA tratados con la (b)
la coldgena polimerizada tipo I mantuvo una arquitectura
tisular semejante a la normal, sin infiltrados
inflamatorios, erosiones o&seas o pérdida del espacio
articular, asi como el contenido de proteoglicanos. Los
tratamientos a base de coldgena polimerizada tipo I fueron
seguros y eficaces. No se presentaron efectos adversos.

En vista de dicho antecedente, es claro que un farmaco capaz
de modular a los mediadores solubles pro- vy anti-
inflamatorios, asi como el numero de células efectoras pro-
inflamatorias y de células reguladoras de la inflamacidn,
pueda ser util para tratar distintos procesos inflamatorios
tanto agudos como crodénicos, asi como autoinmunes y no
autoinmunes, de corta o larga evolucidén. No obstante, no es
posible simplemente asumir que el farmaco funciona

eficientemente en todos los casos de inflamacidén, por tanto,
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es un objeto de la invencién evaluar el efecto clinico e
inmunoldégico de la administracidédn intramuscular de la
coladgena tipo I polimerizada, en la tormenta de citocinas
en pacientes con enfermedad leve a grave y potencialmente
semi-critica por Covid-19.

Es otro objeto de la invencidén valorar el uso del farmaco
de la invencidn mediante el curso clinico de pacientes
diagnosticados con Covid-19.

Es aun otro objeto de la invencidén evaluar el efecto clinico
del wuso del farmaco de colagena tipo I polimerizada,
administrada por via intramuscular en pacientes
diagnosticados con infeccidén por Covid-19 de leve a semi-
critica.

Es otro objeto de 1la invencidén proponer un esquema
terapéutico del farmaco de coldgena tipo I polimerizada,
administrada por via intramuscular en pacientes
diagnosticados con infeccidén por Covid-19 de leve a moderada
(Tabla 1; criterios del 1-4).

Es otro objeto de 1la invencidédn proponer un esguema
terapéutico del farmaco de coladgena tipo I polimerizada,
administrada por via intramuscular en pacientes
diagnosticados con infeccién por Covid-19 de grave a semi-
critica (Figura 1, Tabla 1; criterios del 5-6).

Es otro objeto de la invencidn demostrar que la colé&gena-
PVP es un farmaco que tiene un efecto regulador de la
tormenta de citocinas tanto en estadios tempranos como
tardios de la infeccién provocada por SARS-CoV2 (COVID-19).
Otro objeto de la invencidn es fundar experimentalmente y
demostrar que la coladgena-PVP es un farmaco gue pueda usarse
en el proceso hiperinflamatorio observado en la infeccioén
provocada por el virus SARS-CoV2 (Covid-19) con efectos
francamente positivos y muy importante, sin efectos
colaterales indeseables como se ha demostrado desde hace méas
de veinte afios.

Un objeto adicional de la invencidédn es evaluar a nivel

inmunoldégico, el efecto de la administracidédn intramuscular
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de la coldgena tipo I polimerizada en pacientes con
enfermedad moderada a grave por SARS-CoV2 (Covid-19).
Demostrar que la colégena tipo I polimerizada administrada
por la via intramuscular modifica la fibrosis post-neumonia
por  SARS-CoV2 (Covid-19), evitando que el ©paciente
desarrolle las secuelas fibroéticas, sin producir efectos
adversos (basados en los resultados de las investigaciones
previas).

Cabe mencionar que la coléadgena tipo I polimerizada ha sido
desarrollada en México por investigadores mexicanos y su
estudio ha sido avalado y apoyado por el CONACyT en diversas
ocasiones (CONACyT SALUD 2002-01-7421; CONACyT SALUD 2003-
Cc01- 127/Bl; CONACyT SALUD 2004-C01-65; INNOVAPYME CO0003
2012-01), por lo cual, tiene como sustento diversos estudios
que son relevantes para la presente crisis de salud en México

y el mundo.

Breve Descripcién de la Invencidn

El uso del farmaco de la invencidén, es decir, el uso de
colagena polivinilpirrolidona (colagena-PVP) fue
administrado por la via intramuscular, debido a su efecto
sistémico, ya que podria regular negativamente la expresidn
de citocinas proinflamatorias, moléculas de adhesidén
leucocitaria, e incrementar tanto la IL-10, como el numero
de células T reguladoras, lo que puede derivar en
importantes Dbeneficios para el tratamiento de 1la fase
hiperinflamatoria que presentan los pacientes con SARS-CoV2
(Covid-19).

S1 este farmaco es administrado por la via intramuscular
podria modificar la fibrosis post-neumonia por SARS-CoV2
(Covid-19), al prevenir el sindrome de insuficiencia
respiratoria aguda, evitando de esta forma que el paciente
desarrolle las secuelas fibroéticas, sin producir efectos
adversos (basados en los resultados de las investigaciones
previas).

Lo anterior se evalud como tratamiento coadyuvante en un
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ensayo piloto de dos brazos, uno con administracioéon
intramuscular de 1.5 ml del principio activo y otro con 1.5
ml vehiculo, durante 3 dias cada 12 horas y durante 4 dias
cada 24 horas para hacer un total de 7 dias de tratamiento
con una dosis total de 15 ml de Coladgena-PVP en pacientes
con neumonia leve a moderada por Covid-19 (Tabla 1;
categoria 1 a 4). La mejoria clinica, los cambios en los
niveles de la inflamacibén sistémica y mediadores solubles
proinflamatorios, asi como la fibrosis se evaluaron a los 7
y 14 dias postratamiento. Asimismo, también se evalud el
efecto de la administracidén intramuscular de 1.5 ml del
principio activo, durante 7 dias cada 12 horas para hacer
un total de 21 ml de Colagena-PVP en pacientes con neumonia
grave a semi-critica por Covid-19 (Tabla 1; categoria 5 a
6) .

Clasificacidén de la gravedad de la neumonia por Covid-19

Categoria | Descripcidn

de

gravedad

1 No hospitalizado, sin limitacién de actividades

2 No hospitalizado, pero con limitacidén de
actividades y/o requerimiento de oxigeno
suplementario

3 Hospitalizado, pero sin requerimiento de oxigeno
suplementario ni de atencidén médica continua
(permanece hospitalizado para aislamiento)

4 Hospitalizado, sin requerimiento de oxigeno
suplementario, pero requiere de atencidén médica
continua

5 Hospitalizado, requiere oxigeno suplementario

6 Hospitalizado, requiere ventilacién mecanica no
invasiva o puntas de alto flujo

7 Hospitalizado, requiere VMI o ECMO

8 Muerte

Beigel JH, 2020
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La Figura 1 es una Tabla con Datos Demograficos y Clinicos
en AR y OA.
La Figura 2 es una grafica del efecto de 1la coléagena
polimerizada tipo I en la expresidn de TNF-[J.
La Figura 3 es una grafica del efecto de 1la coléagena
polimerizada tipo I en la expresiétn de IL-13 en los
sobrenadantes de los co-cultivos de cartilago y sinovia de
pacientes con artritis reumatoide (AR) u osteocartritis (OA).
La Figura 4 es una grafica del efecto de 1la coléagena
polimerizada tipo I en la expresiétn de TNF-0 en los
sobrenadantes de 1los co-cultivos de cartilago y tejido
sinovial de pacientes con artritis reumatoide (AR) u
osteocartritis (OA).
La Figura 5 es una grafica del efecto de 1la coléagena
polimerizada tipo I en la expresiétn de IL-8 en 1los
sobrenadantes de los co-cultivos de cartilago y tejido
sinovial de pacientes con artritis reumatoide (AR) u
osteocartritis (OA).
La Figura 6 es una grafica del efecto de 1la coléagena
polimerizada tipo I en la expresién de IL-10 en 1los
sobrenadantes de 1los co-cultivos de cartilago y tejido
sinovial de pacientes con artritis reumatoide (AR) u
osteoartritis (0OA).
La Figura 7 es una grafica del efecto de 1la coléagena
polimerizada tipo I en la expresidn génica de citocinas vy
factores pro- y anti-inflamatorios en los tejidos de los co-
cultivos de cartilago y tejido sinovial de pacientes con
artritis reumatoide (AR).
La Figura 8A es una grafica del efecto de 1la coléagena
polimerizada tipo I en la expresidn génica de citocinas vy
factores pro- y anti-inflamatorios en los tejidos de los co-
cultivos de cartilago y sinovia de pacientes con
Osteocartritis (OA).

La Figura 8B es una grafica del efecto de 1la coléagena
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polimerizada tipo I en la expresidédn génica de citocinas vy
Foxp3 en OA.

La Figura 9 es un cuadro del efecto paliativo de la coléagena
polimerizada tipo I en el dafio histoldédgico en ratones con
CIA. Tinciétn de hematoxilina y Eosina y PAS. (A) Secciodn
representativa del primer sacrificio. (B) Seccidn
representativa del segundo sacrificio. La magnificacidén o
amplificacién de las histologias corresponde a 100X.

La Figura 10A y 10 B es una gréfica del efecto de la colagena
polimerizada tipo I en el modelo de artritis temprana
(preventivo) en el porcentaje de subpoblaciones de células
T CD4+ del bazo, en un primer y en un segundo sacrificio (7
y 56 dias) post-Tx, respectivamente.

La Figura 10C y 10D es una grafica del efecto de la colagena
polimerizada tipo I en el modelo de artritis de larga
evoluciodon (tardio o paliativo) en el ©porcentaje de
subpoblaciones de células T CD4+ del bazo, en un primer y
en un segundo sacrificio (7 y 35 dias) post-Tx,
respectivamente.

La Figura 11A es una grafica del efecto de la coléagena
polimerizada tipo I en el modelo de CIA temprana FACS de
células dendriticas y Linfocitos esplénicos en un primer
sacrificio a los 7 dias post-Tx.

La Figura 11B es una grafica del efecto de la coléagena
polimerizada tipo I en el modelo de CIA temprana FACS de
células dendriticas y Linfocitos esplénicos en un segundo
sacrificio a los 56 dias post-Tx.

La Figura 11C es una grafica del efecto de la coléagena
polimerizada tipo I en el modelo de CIA avanzada FACS de
células dendriticas y Linfocitos esplénicos en un primer
sacrificio a los 7 dias post-Tx.

La Figura 11D es una grafica del efecto de la coléagena
polimerizada tipo I en el modelo de CIA avanzada FACS de
células dendriticas y Linfocitos esplénicos en un segundo
sacrificio a los 35 dias post-Tx.

La Figura 12A es una grafica del efecto de la coléagena
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polimerizada tipo I en el modelo de artritis temprana
(preventivo) en un primer sacrificio a los 7 dias post-Tx.

La Figura 12B es una grafica del efecto de la coléagena
polimerizada tipo I en el modelo de artritis temprana
(preventivo) en un segundo sacrificio a los 56 dias post-
Tx.

Figura 12C es una grafica del efecto de 1la colagena
polimerizada tipo I en el modelo de larga evolucidén (modelo
paliativo) en el porcentaje de células CDllc+ del bazo en
un primer sacrificio a los 7 dias post-Tx.

La Figura 12D es una grafica del efecto de la coléagena
polimerizada tipo I en el modelo de larga evolucién (modelo
paliativo) en el porcentaje de células CDllc+ del bazo en
un segundo sacrificio a los 35 dias post-Tx.

LA Figura 13 es una representacidédn grafica de la evaluacidn
sintomatoldgica de una paciente de 60 afilos con obesidad,
fumadora pasiva y diagnosticada con COVID-19 (RT-PCR+), con
una gravedad de la enfermedad nivel 4-5 durante el
tratamiento usando coladgena polimerizada tipo I en funcidn
del tiempo.

La Figura 14 es una representacidédn grafica de la evaluacidn
de una paciente de 55 afios, con hipertensién y obesidad, con
COVID-19 (RT-PCR+), con una gravedad de la enfermedad nivel
4-5 durante el tratamiento mediante el uso con colagena
polimerizada tipo I.

La Figura 15 es una representacidédn grafica de la evaluacidn
de un paciente de 52 afios, con obesidad y diagnosticado con
COVID-19 (RT-PCR+), con una gravedad de la enfermedad nivel
4-5 durante el tratamiento con colédgena polimerizada tipo
I.

La Figura 16 es una representacidén grafica de la evaluacidn
de un paciente de 60 afios, sin comorbilidades, fumador
activo vy diagnosticado con COVID-19 (RT-PCR+), con una
gravedad de la enfermedad nivel 4-5 durante el tratamiento
usando colagena polimerizada tipo I.

La Figura 17 es una representacidn grafica de la evaluacién
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de una paciente de 56 afios, con diabetes e hipertensién y
diagnosticada con COVID-19 (RT-PCR+), con una gravedad de
la enfermedad nivel 4 durante el tratamiento mediante el uso
de coldgena polimerizada tipo I.

La Figura 18 es una representacidén gréafica de la evaluacidn
del comportamiento sintomatoldédgico grupal de los pacientes
con COVID-19 durante el tratamiento (7 dias) y
postratamiento (7 dias) con colagena polimerizada tipo I.
La Figura 19 es una representacidén gréafica de la evaluacidn
del comportamiento sintomatoldédgico grupal de los pacientes
con COVID-19 durante el tratamiento (7 dias) y
postratamiento (7 dias) con colagena polimerizada tipo I.
La Figura 20 es una mujer de 51 afios con sobrepeso, sin
morbilidades y diagnosticada con COVID-19 (RT-PCR+), con una
gravedad de la enfermedad nivel 4 durante el tratamiento
mediante el uso de colédgena polimerizada tipo I.

La Figura 21 es una representacidén grafica de la evaluacidn
de un paciente masculino de 51 afios, sin morbilidades
adicionales, diagnosticado con COVID-19 (RT-PCR+), durante
el tratamiento mediante el uso de colédgena polimerizada tipo

I.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencidén se refiere al uso intramuscular de
coldgena polimerizada tipo I para modificar la fibrosis
post-neumonia por Covid-19, al prevenir el sindrome de
insuficiencia respiratoria aguda, evitando de esta forma gque
el paciente desarrolle las secuelas fibroéticas, sin producir
efectos adversos.

El uso de coladgena polimerizada tipo I se evaludé como
tratamiento coadyuvante en un ensayo piloto de dos brazos,
uno con administracién intramuscular de 1.5 ml del principio
activo y otro con 1.5 ml vehiculo, durante 3 dias cada 12
horas y durante 4 dias cada 24 horas para hacer un total de
7 dias de tratamiento con una dosis total de 15 ml de

Colagena-PVP en pacientes con neumonia leve a moderada por
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Covid-19 (Tabla 1; categorias 1 a 4).

En una segunda modalidad de la invencidén se usa 1.5 ml del
principio activo y otro con 1.5 ml vehiculo, durante 7 dias
cada 12 horas para hacer un total de 21 ml de Coldgena-PVP
en pacientes con neumonia grave a semi-critica por Covid-19

(Tabla 1; categoria 5 a 6).

La mejoria clinica, los cambios en los niveles de 1la
inflamacioén sistémica 3 mediadores solubles
proinflamatorios, asi como la fibrosis se evaluaron a los 7
y 14 dias postratamiento.

El uso intramuscular de coldgena polimerizada por via
intramuscular cada 12 h durante 3 dias y después cada 24 h
durante 4 dias en pacientes con enfermedad leve a grave por
Covid-19 o cada 12 h durante 7 dias en pacientes con
enfermedad grave a semi-critica por Covid-19 se funda en el
esquema de tratamiento propuesto para la artritis reumatoide
activa; (Furuzawa-Carballeda J, 2006).

En todos los casos se registrd una mejoria clinica. La
mejoria clinica se reportd individualmente (Figuras 13 a 17)
y de manera grupal (Figuras 18 a 19), tomando en cuenta los
siguientes pardmetros: porcentaje de Sp02, temperatura,
frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, intervalos de
tos, dolor toréacico, cefalea, disnea, odinofagia, anosmia,
la pérdida del sentido del gusto, la presencia artralgias y
mialgias.

Descripcion de los Sintomas antes, durante y después del
tratamiento

La sintomatologia fue de presentacidédn variable en cuanto a
intensidad y frecuencia (Figuras 13-17). Al momento del
diagndéstico, todos los pacientes presentaron desaturacién,
cefalea y alteraciones de la frecuencia respiratoria, el 80%
presentaron fiebre, alteraciones en la frecuencia cardiaca,
tos, disnea, odinofagia, alteraciones en el sentido del
gusto, artralgias y mialgias. Unicamente el 40% de los

pacientes manifestaron anosmia. Ninguno de los pacientes
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refirié dolor toréacico.

Los cambios en los niveles de la inflamacidén sistémica vy
mediadores solubles proinflamatorios, asi como la fibrosis
se evaluaron a los 7 y 14 dias postratamiento para determinar

el nivel de mejoria.

Ejemplos de pacientes con enfermedad de leve a moderada
A 5 pacientes (3 mujeres), con una edad promedio de 56.0 +
3.4 (intervalo: 52-60), con enfermedad leve-moderada, con
sintomas, sin y con requerimiento de oxigeno para mantener
la Sp0:>92%, con datos radiograficos o tomograficos de
infiltrados pulmonares, se registraron las principales
comorbilidades gque representan factores de riesgo para
enfermedad més grave (Figuras 13-17) y mediante el uso de
colagena-PVP intramuscular se determindé su evolucidn
clinica.

Medicacidn concomitante

El tratamiento se estandarizdé para todos los pacientes con
azitromicina 500 mg/24 h; oseltamivir 75 mg/12 h;
enoxaparina 40 mg/24 h; adimod 800 mg/12 h; paracetamol 1
gr/8 h; moxifloxacino 400 mg/24 h.

Administracidén de la coldgena polimerizada tipo T

Descripcidon de los Sintomas antes, durante y después del
tratamiento

La sintomatologia fue de presentacién variable en cuanto a
intensidad y frecuencia (Figuras 13-17). Al momento del
diagnostico, todos los pacientes presentaron desaturaciodn,
cefalea y alteraciones de la frecuencia respiratoria, el 80%
presentaron fiebre, alteraciones en la frecuencia cardiaca,
tos, disnea, odinofagia, alteraciones en el sentido del
gusto, artralgias y mialgias. Unicamente el 40% de los
pacientes manifestaron anosmia. Ninguno de los pacientes
refirié dolor torécico.

A excepcidn de un paciente, que inicid el tratamiento con

coladgena polimerizada tipo I al dia 5 posterior al
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diagndéstico de COVID-19, en los restantes se inicidé el mismo
dia del diagndstico.

En todos los casos tratados con la colagena polimerizada
tipo I, a los 7 dias se determindé un aumento en la SpO2 (89
al 93%), la desaparicién de la fiebre, las alteraciones en
la frecuencia cardiaca y en la odinofagia. El1 20% de los
pacientes persistidé con alteraciones de la frecuencia
respiratoria, cefalea, anosmia y artralgias. En el 40% de
los pacientes persistié6 la tos, mialgias y pérdida del
sentido del gusto. El1 60% de los pacientes persistid® con
disnea (Figuras 13-17).

Al dia 14, es decir 7 dias postratamiento con la colégena
polimerizada tipo I, se determindé un aumento en la pSOz (90
al 94%), y en un 20% de los pacientes se presentaron
alteraciones leves de la frecuencia cardiaca, tos y pérdida
del sentido del gusto. Los demds sintomas desaparecieron

(Figuras 13-17).

Figura 13. Evaluacidén sintomatoldgica de los pacientes con
COVID-19 durante el tratamiento usando colagena polimerizada
tipo I. A) La figura y tabla pertenece a una paciente de 60
afios diagnosticada con COVID-19 (RT-PCR+), fumadora pasiva
con obesidad y una gravedad de la enfermedad nivel 4-5. Los
sintomas tales como B) pS02, C) temperatura, D) frecuencia
cardiaca, E) frecuencia respiratoria, F) tos productiva o
no productiva, G) dolor torécico, H) cefalea, I) disnea, J)
odinofagia, K) anosmia, L) pérdida del sentido del gusto,
M) artralgias y N) mialgias, son reportados durante 14 dias
posteriores al inicio del tratamiento con colagena
polimerizada tipo I. La fecha del diagnéstico fue el
29/04/2020 y el inicio del tratamiento con coléagena

polimerizada tipo I fue el 09/05/2020.

Figura 14. Evaluacidén sintomatoldgica de los pacientes con
COVID-19 durante el tratamiento mediante el uso con coléagena

polimerizada tipo I. A) La figura y tabla pertenece a una
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paciente de 55 afios diagnosticada con COVID-19 (RT-PCR+),
con hipertensién y obesidad, y una gravedad de la enfermedad
nivel 4-5. Los sintomas tales como B) pS02, C) temperatura,
D) frecuencia cardiaca, E) frecuencia respiratoria, F) tos
productiva o no productiva, G) dolor torécico, H) cefalea,
I) disnea, J) odinofagia, K) anosmia, L) pérdida del sentido
del gusto, M) artralgias y N) mialgias, son reportados
durante 14 dias posteriores al inicio del tratamiento con
colédgena polimerizada tipo I. La fecha del diagnéstico fue
el 04/04/2020 y el inicio del tratamiento con coléagena

polimerizada tipo I fue el 04/05/2020.

Figura 15. Evaluacién sintomatoldgica de los pacientes con
COVID-19 durante el tratamiento con coldgena polimerizada
tipo I. A) La figura y tabla pertenece a un paciente de 52
afios diagnosticado con COVID-19 (RT-PCR+), con obesidad, vy
una gravedad de la enfermedad nivel 4-5. Los sintomas tales
como B) pS02, C) temperatura, D) frecuencia cardiaca, E)
frecuencia respiratoria, F) tos productiva o no productiva,
G) dolor toréacico, H) cefalea, I) disnea, J) odinofagia, K)
anosmia, L) pérdida del sentido del gusto, M) artralgias vy
N) mialgias, son reportados durante 14 dias posteriores al
inicio del tratamiento con coladgena polimerizada tipo I. La
fecha del diagnéstico fue el 10/02/2020 y el inicio del
tratamiento con coldgena polimerizada tipo I fue el

11/05/2020.

Figura 16. Evaluacién sintomatoldgica de los pacientes con
COVID-19 durante el tratamiento con colédgena polimerizada
tipo I. A) La figura y tabla pertenece a un paciente
masculino, de 60 afios diagnosticado con COVID-19 (RT-PCR+),
fumador activo sin comorbilidades, y una dgravedad de la
enfermedad nivel 4-5. Los sintomas tales como B) pS02, C)
temperatura, D) frecuencia cardiaca, E) frecuencia
respiratoria, F) tos productiva o no productiva, G) dolor

toracico, H) cefalea, I) disnea, J) odinofagia, K) anosmia,
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L) pérdida del sentido del gusto, M) artralgias y N)
mialgias, son reportados durante 14 dias posteriores al
inicio del tratamiento con coladgena polimerizada tipo I. La
fecha del diagnéstico fue el 10/05/2020 y el inicio del
tratamiento con coldgena polimerizada tipo I fue el

10/05/2020.

Figura 17.

Evaluacidén sintomatoldgica de los pacientes con COVID-19
durante el tratamiento mediante el uso de coléagena
polimerizada tipo I. A) La figura y tabla pertenece a una
paciente de 60 afios diagnosticada con COVID-19 (RT-PCR+),
con diabetes e hipertensién, y una gravedad de la enfermedad
nivel 4. Los sintomas tales como B) pS0Oz, C) temperatura, D)
frecuencia cardiaca, E) frecuencia respiratoria, F) tos
productiva o no productiva, G) dolor torécico, H) cefalea,
I) disnea, J) odinofagia, K) anosmia, L) pérdida del sentido
del gusto, M) artralgias y N) mialgias, son reportados
durante 14 dias posteriores al inicio del tratamiento con
coldgena polimerizada tipo I. La fecha del diagnoéstico fue
el 09/05/2020 y el inicio del tratamiento con coléagena

polimerizada tipo I fue el 11/05/2020.

Efectos adversos
No se detectaron efectos adversos, a excepcidn de dolor en
el sitio de 1la aplicacidén, el cual persistid por 5-15

minutos.

Conforme a todos los Ejemplos anteriores, el uso de coléagena
polimerizada tipo I o <colagena-PVP como coadyuvante
terapéutico en la hiperinflamacién vy la tormenta de
citocinas provocada por el COVID-19 en el grupo de pacientes
analizados demostrd que al final del tratamiento y durante
el seguimiento de 7 dias, 1los pacientes presentaron un

aumento en la SpO2 y ninguno requiridé de oxigeno para
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mantener la saturacidén >90% (Figura 18). Ninguno de 1los
pacientes presentd el sindrome de insuficiencia respiratoria
aguda, ni requirid® de hospitalizacidén. Ningun paciente
muridé. Lo anterior sugiere que la colégena polimerizada tipo
I ejerce un potente efecto regulador de la inflamacidén a
nivel sistémico. No se determinaron complicaciones
relacionadas con la infeccidén por SARS-CoV2, ni debido al
uso de la colagéna-PVP. En todos los pacientes desaparecid
la disnea, 1la cefalea vy se normalizé la frecuencia
respiratoria y la temperatura (Figuras 18 y 19). Asimismo,
desaparecieron la odinofagia, la anosmia, las artralgias y
las mialgias (Figura 19), todo lo anterior sin producir
efectos adversos, a excepcidén del dolor en el sitio de 1la

aplicacién.

Figura 18. Comportamiento sintomatoldégico grupal de 1los
pacientes con COVID-19 durante el tratamiento (7 dias) vy

postratamiento (7 dias) con colédgena polimerizada tipo I.

A) pSO2, B) Temperatura, C) Frecuencia cardiaca, D)
Frecuencia respiratoria, E) Disnea, F) Cefalea. La
intensidad se reporta como Ninguna = 0, Leve, tolerable =
1, Moderada, molesta = 2 y Grave, inhabilitante = 3. Los

datos representan el promedio * el error estandar de los

pacientes tratados (n=5).

Figura 19. Comportamiento sintomatoldégico grupal de 1los
pacientes con COVID-19 durante el tratamiento (7 dias) vy
postratamiento (7 dias) con colédgena polimerizada tipo I.
A) Tos, B) Odinofagia, C) Pérdida del gusto, D) Anosmia, E)
Artralgias, F) Mialgias. La intensidad se reporta como
Ninguna = 0, Leve, tolerable = 1, Moderada, molesta = 2 y
Grave, inhabilitante = 3. Los datos representan el promedio

+ el error estédndar de los pacientes tratados (n=5).

Ejemplos de pacientes con enfermedad de grave a semi-

critica
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En 2 pacientes (1 mujer), con una edad promedio de 51.0 =
0.0, con enfermedad grave-semicritica, con sintomas, con
requerimiento de oxigeno para mantener la Sp02>92%, con
datos radiogréficos de infiltrados en ambos pulmones, se
registraron las principales comorbilidades que representan
factores de riesgo para enfermedad mas grave (Figuras 20 y
21) y mediante el uso de 1.5 ml de colagena-PVP
intramuscular cada 12 h durante 7 dias, se determind su
evolucién clinica.

Medicacién concomitante

El tratamiento se estandarizdé con azitromicina 500 mg/24 h

por 6 dias; i1vermectina 12 mg cada 24 h por 2 dias.

Descripcidn de 1los Sintomas antes, durante y después del
tratamiento

La sintomatologia fue de presentacidén variable en cuanto a

intensidad y frecuencia (Figuras 20 y 21). Al momento del
diagnoéstico, los pacientes presentaron desaturacioén,
alteraciones de la frecuencia respiratoria, fiebre,

alteraciones en la frecuencia cardiaca, disnea, alteraciones
en el sentido del gusto y artralgias.

Los pacientes iniciaron tardiamente el tratamiento con
colagena polimerizada tipo I (entre 10 y 15 dias después del
inicio de los sintomas).

En ambos casos tratados con la coladgena polimerizada tipo
I, a los 7 dias se determindé un aumento en la Sp0O:z (entre el
91 v 94%), la desaparicidn de la fiebre, las alteraciones
en la frecuencia cardiaca, en la frecuencia respiratoria,
la cefalea y las artralgias.

Efectos adversos

No se detectaron efectos adversos, a excepcidn de dolor en
el sitio de la aplicacidén, el cual persistidé por 5-15

minutos.

Figura 20. Evaluacidén sintomatoldgica de los pacientes con

COVID-19 durante el tratamiento mediante el uso de coléagena



10

15

20

25

30

WO 2022/035306 31 PCT/MX2021/050045

polimerizada tipo I. A) La figura y tabla pertenece a una
paciente de 51 afios diagnosticada con COVID-19 (RT-PCR+),
con sobrepeso, fumadora activa y una dJravedad de la
enfermedad nivel 6. Los sintomas tales como B) pS0O2, C)
temperatura, D) frecuencia cardiaca, E) frecuencia
respiratoria, F) tos productiva o no productiva, G) dolor
toracico, H) cefalea, I) disnea, J) odinofagia, K) anosmia,
L) pérdida del sentido del gusto, M) artralgias y N)
mialgias, son reportados durante los 7 dias del tratamiento
con colagena polimerizada tipo I. La fecha del diagndstico
fue el 18/05/2020 y el inicio del tratamiento con colagena

polimerizada tipo I fue el 04/06/2020.

Figura 21. Evaluacidén sintomatoldgica de los pacientes con
COVID-19 durante el tratamiento mediante el uso de coléagena
polimerizada tipo I. A) La figura y tabla pertenece a un
paciente de 51 afios diagnosticado con COVID-19 (RT-PCR+),
fumador activo y una gravedad de la enfermedad nivel 6. Los
sintomas tales como B) pS02, C) temperatura, D) frecuencia
cardiaca, E) frecuencia respiratoria, F) tos productiva o
no productiva, G) dolor torécico, H) cefalea, I) disnea, J)
odinofagia, K) anosmia, L) pérdida del sentido del gusto,
M) artralgias y N) mialgias, son reportados durante los 7
dias del tratamiento con colégena polimerizada tipo I. La
fecha del diagnéstico fue el 23/05/2020 y el inicio del
tratamiento con coldgena polimerizada tipo I fue el

04/06/2020.

Habiéndose descrito la invencidén como antecede se reclama

como propiedad lo contenido en las siguientes:
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REIVINDICACIONES

1. Uso de coléagena polimerizada tipo I cada 12 h
durante 3 dias, luego de los 3 dias, cada 24 h durante 4
dias para tratar la tormenta de citocinas, la inflamacién y
fibrosis pulmonar en pacientes infectados por el virus SARS-
CoV2 (Covid-19) con enfermedad leve a moderada.

2. Uso de colagena polimerizada tipo I cada 12 h
durante 7 dias, para tratar la tormenta de citocinas, la
inflamacién y fibrosis pulmonar en pacientes infectados por
el virus SARS-CoV2 (Covid-19) con enfermedad grave a semi-
critica.

3. El uso de colédgena polimerizada tipo I de
conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, en donde la
colédgena polimerizada tipo I estd formulada para ser
administrable via intramuscular.

4., El1 uso de colédgena polimerizada tipo I de
conformidad con la reivindicacién 1, en donde la colégena
polimerizada tipo I estéa formulada para ser administrable
via intramuscular en una dosis de 1.5 ml del principio activo
durante 3 dias cada 12 horas y durante 4 dias cada 24 horas
para hacer un total de 7 dias de tratamiento con una dosis
total de 15 ml de Coladgena-PVP en pacientes con neumonia por
Covid-19.

5. El uso de coldgena polimerizada tipo I de
conformidad con la reivindicacién 2, en donde la colégena
polimerizada tipo I estéa formulada para ser administrable
via intramuscular en una dosis de 1.5 ml del principio activo
durante 7 dias cada 12 con una dosis total de 21 ml de
Coladgena—-PVP en pacientes con neumonia por Covid-19.

6. E1 uso de coladgena polimerizada tipo I de
conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, para generar
cambios en los niveles de 1la inflamacidén sistémica vy
mediadores solubles proinflamatorios, asi como la fibrosis
que pueden determinarse a los 7 y 14 dias postratamiento.

7. El1 uso de colédgena polimerizada tipo I de

conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, en donde en el
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momento del diagnéstico a cada paciente COVID-19 positivo
se le evaluo desaturacidn, cefalea y alteraciones de la
frecuencia respiratoria, fiebre, alteraciones en la
frecuencia cardiaca, tos, disnea, odinofagia, alteraciones
en el sentido del gusto, artralgias y mialgias, anosmia vy
dolor toracico para determinar mejoria clinica.

8. El uso de colagena polimerizada tipo I de
conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, en donde en
estadios avanzados de 1la enfermedad por COVID-19 se le
evalluo desaturacidén, cefalea y alteraciones de la frecuencia
respiratoria, fiebre, alteraciones en la frecuencia
cardiaca, tos, disnea, odinofagia, alteraciones en el
sentido del gusto, artralgias y mialgias, anosmia y dolor
torédcico para determinar mejoria clinica.

9. El1 uso de colédgena polimerizada tipo I de
conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, estd formulada

para no producir efectos adversos.



