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@ Resumen:

Método y compuesto para el tratamiento de enfermeda-
des o dolencias articulares o para el tratamiento de la piel
con fines estéticos u otros, y el método de preparacién del
compuesto.

Método para el tratamiento de dolencias o enfermedades
articulares o para el tratamiento de la piel, que comprende
la infiltracién o la aplicaciéon de un compuesto que com-
prende al menos una sustancia derivada de sangre, la
cual es preferentemente un plasma sanguineo en gene-
ral, y en particular un plasma rico en plaquetas (PRP),
prefiriéndose entre los compuestos PRP un plasma rico
en factores de crecimiento (PRGF), y/o un sobrenadante
de cualquiera de los plasmas anteriores. El método seguin
la invencion permite aliviar e incluso regenerar las zonas
tratadas de forma notable. Opcionalmente, la sustancia
derivada de sangre podra mezclarse con acido hialuréni-
co (HA) y/o un compuesto derivado de HA, consiguiéndo-
se efectos alin mas beneficiosos.
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DESCRIPCION

Meétodo y compuesto para el tratamiento de enfermedades o dolencias articulares o para el tratamiento de la piel
con fines estéticos u otros, y el método de preparacién del compuesto.

Sector de la técnica

La invencién se refiere a un método de tratamiento de enfermedades o dolencias articulares (en particular para
el tratamiento de la artrosis) y a un método para el tratamiento de la piel con fines estéticos u otros, asi como a un
compuesto utilizable en ambos métodos y al método de preparacién de dicho compuesto.

Estado de la técnica

Durante los tltimos afios, el campo de la Medicina Regenerativa ha experimentado un importante avance como
consecuencia de la busqueda de nuevos tratamientos que reduzcan o solucionen el deterioro que sufren los tejidos de
los pacientes por desgaste, envejecimiento o enfermedad. Una parte muy importante de este avance ha sido el desarrollo
de un tipo de preparaciones o compuestos conocidos como compuestos “autélogos”, o compuestos derivados del
propio paciente (por ejemplo de la sangre del propio paciente). El desarrollo de los compuestos aut6logos se ha
visto impulsado debido a que se estdn buscando soluciones médicas que utilicen los propios recursos del paciente,
esperando reducir rechazos. Posteriormente, en la préctica se ha observado que la utilizacién de compuestos autélogos
en lugar de compuestos realizados a partir de sustancias genéricas (no obtenidas del propio paciente) también consigue
mejorar y acelerar la reparacion tisular, debido a que aportan un conjunto de moléculas bioactivas que participan en
y aceleran los procesos de reparacion natural. Los compuestos autélogos se caracterizan por ser biocompatibles, es
decir, el organismo los reconoce como propios. Ademds, los compuestos aut6logos son biodegradables y durante
su degradacién “in vivo” liberan subproductos o metabolitos naturales que no interfieren con los mecanismos de
reparacion sino que incluso los favorecen, al contrario de lo que ocurre con los compuestos sintéticos cuya degradacién
origina productos ajenos a la naturaleza del organismo que pueden dar lugar a reacciones inflamatorias que dificultan
o incluso inhiben los procesos de regeneracion. Los compuestos autélogos son también biomiméticos, es decir, su
interaccién con los tejidos receptores mimetiza mecanismos fisiolégicos de reparacién. Otra caracteristica peculiar
de los productos autélogos es su complejidad molecular: son compuestos multimoleculares cuyas diversas moléculas
van incidiendo en distintas etapas de la reparaciéon. Conseguir este efecto con productos sintéticos, es decir, conseguir
disenar e implementar la sintesis de una mezcla molecular de estas caracteristicas, demostrar su eficacia y bioseguridad
cumpliendo la legislacion sanitaria y trasladar esta sintesis al &mbito clinico resultaria un proceso muy costoso (de
hecho los tratamientos convencionales disponibles se basan en una Unica sustancia).

Dentro de los compuestos autélogos utilizados en Medicina Regenerativa se conocen los compuestos PRP, que son
unos compuestos obtenidos de la sangre del paciente. Los compuestos PRP estan constituidos por plasma enriqueci-
do en plaquetas (las siglas PRP corresponden a “Platelet-Rich Plasma”) y son utilizados en Medicina Regenerativa
principalmente por una cualidad que presentan: la liberacién local (desde el interior de las plaquetas) de moléculas
reparativas, también conocidas como factores de reparacion tisular. Entre las moléculas reparativas se encuentran unas
sefiales celulares muy conocidas y denominadas genéricamente como “factores de crecimiento”. Los factores de cre-
cimiento, entre los cuales se incluyen PDGF, TGF-beta, IGF-1, HGF, VEGF, EGF y bFGF, controlan el destino del
tejido lesionado actuando coordinadamente en las células de dicho tejido a través de receptores especificos situados
en la membrana celular. La interaccion de los factores de crecimiento con las células determina crucialmente la ac-
tividad celular. Estos factores de crecimiento activan o no la mitosis, modifican la angiogénesis, la sintesis de matriz
extracelular y la remodelacién del tejido, que son procesos comprendidos en la regeneracién del tejido lesionado.

Generalmente, los compuestos PRP se obtienen a partir de un método de preparacién que comprende cuatro pasos
fundamentales: la extraccién de sangre del paciente, la separacion de la sangre en diferentes partes, la extraccion de
una parte rica en plaquetas (PRP) de entre las diferentes partes, y la coagulacién (también conocida como activacion)
de dicho PRP para conseguir la liberacién de moléculas reparativas. Al final, se obtiene un compuesto PRP con una
determinada consistencia (grado de coagulacién) y actividad biolégica. Estos pasos conocidos en el estado de la téc-
nica presentan miltiples variantes que permiten obtener, en funcién de su configuracién y ejecucion concreta, muy
diferentes composiciones cualitativas y cuantitativas de compuestos PRP. Por ejemplo, algunos compuestos PRP cono-
cidos son plasmas enriquecidos en plaquetas y leucocitos mientras que otros compuestos PRP conocidos son plasmas
enriquecidos en plaquetas pero libres de leucocitos. La ausencia de leucocitos permite conseguir una serie de efectos
ventajosos. Principalmente, permite aumentar la reproducibilidad de la preparacién de estos compuestos y proveer a
estos compuestos de unas caracteristicas bioldgicas diferentes y favorables. Por ejemplo, entre dichas caracteristicas
bioldgicas favorables se encuentra la ausencia de los leucocitos llamados “neutréfilos”, que representan el 60-70% de
los leucocitos totales y que se consideran perjudiciales para un tejido en reparacion por ser una fuente de radicales li-
bres (los cuales destruyen indiscriminadamente las células locales) y una fuente de un tipo de enzimas conocidas como
“metaloproteinasas” (concretamente MMP-8 y MMP-9, las cuales destruyen los componentes de matriz extracelular).

Dentro de los compuestos PRP utilizados en Medicina Regenerativa se conocen los compuestos PRGF, que son
unos compuestos PRP caracterizados por contener un nimero moderado de plaquetas, por no contener leucocitos y
por que su activacidn, para producir la liberacién de las moléculas reparativas, se desencadena mediante la adicién
de cloruro de calcio. El cloruro de calcio conduce a la formacién de un polimero natural denominado “fibrina”. La
ausencia de leucocitos, ademds de proveer los efectos anteriormente mencionados, aumenta la estabilidad de la fibrina,
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es decir retrasa su degradacién. Esto es debido a que la fibrina estd libre del efecto de las elastasas, que son unas
enzimas hidroliticas que destruyen la matriz de fibrina (acelerando la degradaciéon de dicha matriz) y que se generan
como consecuencia de la activacién de un leucocito conocido como granulocito.

El estado de la técnica recoge distintas variantes de los compuestos conocidos como PRGF, de su procedimiento de
fabricacion, y de procedimientos de aplicacion en distintas situaciones médicas y en la tecnologia de cultivos celulares
ex vivo. Muy principalmente, se conocen las patentes US6569204, ES2180438B2 y ES2221770B2, en las cuales se
describen procedimientos de preparacién de un compuesto PRGF y su utilizacién para la regeneracion de tejido 6seo
durante la colocacion de implantes dentales u otro tipo de prétesis, como colirio, e incluso como medio de cultivo de
células ex vivo. La utilizacién de los compuestos PRGF en estas aplicaciones, ahora convencionales, ha demostrado
ser enormemente beneficiosa.

La invencién pretende ampliar el campo de aplicaciones y métodos de utilizacién de compuestos ricos en factores
de crecimiento (compuestos PRGF) en particular, y de compuestos ricos en plaquetas (PRP) y compuestos derivados
de sangre en general, a otras aplicaciones distintas de las aplicaciones convencionales mencionadas.

Descripcion breve de la invencién

Es objeto de la invencién un método para el tratamiento de dolencias o enfermedades articulares, que comprende
la infiltracién en la articulacién de un compuesto que comprende al menos una sustancia derivada de sangre, la cual
tiene unas propiedades bioldgicas capaces de modificar la condicién bioldgica y no sélo la condicién mecdnica de
la articulacién. Dicha sustancia derivada de sangre es preferentemente un plasma sanguineo y/o un sobrenadante de
plasma sanguineo. El plasma sanguineo es preferentemente un plasma rico en plaquetas (PRP), y dentro de los PRP,
preferentemente un plasma rico en factores de crecimiento (PRGF).

El método de la invencidn permite tratar desde dolores articulares leves hasta enfermedades como la condropatia
o la artrosis.

Es también objeto de la invencién un método para el tratamiento de la piel, con fines estéticos u otros, que compren-
de la aplicacién tdpica o la infiltracion bajo la piel de un compuesto que comprende a menos una sustancia derivada de
sangre. Al igual que en el caso anterior, dicha sustancia derivada de sangre es preferentemente un plasma sanguineo
y/o un sobrenadante de plasma sanguineo. El plasma sanguineo es preferentemente un plasma rico en plaquetas (PRP),
y dentro de los PRP, preferentemente un plasma rico en factores de crecimiento (PRGF).

Es también objeto de la invencién un compuesto que comprende al menos una sustancia derivada de sangre, y
acido hialurénico (HA) y/o al menos un compuesto derivado de HA. Dicho compuesto presenta unas propiedades
especialmente ventajosas para las aplicaciones anteriormente citadas ya que complementa las propiedades de la propia
sustancia derivada de sangre con las propiedades del HA. Ademads, consigue efectos novedosos por la propia combi-
nacién de ambos componentes.

Por dltimo, es objeto de la invencidn el método de preparacidon del compuesto anterior.
Descripcion detallada de la invencion

Es objeto de la invencién un método para el tratamiento de una articulacion afectada por una dolencia o una
enfermedad, que comprende la infiltracion en la articulacién de un compuesto que comprende al menos una sustancia
derivada de sangre. Podran tratarse segin este método segiin la invencién desde dolores leves hasta enfermedades
como la condropatia o la artrosis.

La artrosis, como es conocido, es una enfermedad articular con alta incidencia y prevalencia en la poblacién. La
padece un 10% de la poblacién por encima de 50 afios y no tiene cura. Tiene gran repercusion en la calidad de vida,
es degenerativa y se agrava con el paso del tiempo. El impacto social y econémico es muy grande tanto en pérdidas
de horas laborales como en gastos sanitarios. Actualmente, se utilizan tratamientos paliativos, dirigidos a tratar los
sintomas, principalmente el dolor. Con este fin se administran analgésicos y antiinflamatorios (AINES). Sin embargo
estos tratamientos no detienen ni modifican el curso de la enfermedad que evoluciona hasta el deterioro grave de la
articulacion. La indicacién en este caso extremo es la colocacién de una prétesis mediante cirugia. Alternativamente,
también se conocen tratamientos que consisten en la aplicacién de factores de crecimiento como el IGF-I o el bFGF de
forma individual (US6645945, US2004017695). Sin embargo su utilizacién no ha llegado al &mbito clinico todavia por
varias dificultades concurrentes: es necesario un largo y costoso proceso para implementar su sintesis y purificacién
en el laboratorio, para acreditar su bioseguridad y su eficacia in vivo, y para cumplir los requisitos legales sanitarios
para medicamentos sintéticos. En cuanto a una demostracién de eficacia, la heterogeneidad de los pacientes y la
complejidad de las enfermedades articulares hacen que la administracién de un dnico factor que interviene en un
unico mecanismo pueda resultar insuficiente para modificar un proceso patolégico complejo en el que estan implicados
muiltiples procesos.

Mediante el tratamiento segin la invencion, el cual utiliza una sustancia con propiedades bioldgicas, capaz de
liberar moléculas reparativas que actdan en el cartilago articular, se espera conseguir nuevos efectos terapéuticos muy
importantes, incluida cierta capacidad de devolver las condiciones fisioldgicas a la articulacién.
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Segtn la invencion, la sustancia derivada de sangre puede ser infiltrada no s6lo en cualquier momento, para aliviar
dolores o lesiones articulares de menor o mayor gravedad, sino en otras situaciones. Por ejemplo, puede infiltrarse
una sustancia derivada de sangre en una articulacién como paso posterior a una extraccién de liquido sinovial pato-
16gico de dicha articulacién, en situaciones de derrame, inflamacién y dolor articular. De este modo, se sustituye el
liquido sinovial patolégico por una sustancia que proporciona un ambiente bioldgico intraarticular mds saludable. La
sustancia derivada de sangre va a actuar sobre las células de la membrana sinovial, los sinoviocitos (responsables de la
produccion del liquido sinovial que bafia por completo la articulacion), estimulando la produccién de dcido hialuréni-
co y otras moléculas, actuando con antiinflamatorio y disminuyendo el dolor. También puede infiltrarse una sustancia
derivada de sangre tras realizar una cirugia artroscopica sobre la articulacion, para promover la actividad metabdlica
de los condrocitos, inhibir las enzimas que degradan la articulacién y estimular la produccién de acido hialurénico.
La sustancia derivada de sangre restituye el perfil molecular y el ambiente bioldgico articular, lo cual es muy intere-
sante dado que la articulacién queda desprovista de factores biolégicos como consecuencia del lavado articular que se
efectda durante la artroscopia.

Es también objeto de la invencién un método para el tratamiento de la piel, que comprende la aplicacién tépica o
la infiltracién mediante inyeccidn dermal, subdermal o intramuscular de un compuesto que comprende al menos una
sustancia derivada de sangre.

La sustancia derivada de sangre puede ser autéloga (proveniente del mismo paciente sobre el cual se va a aplicar el
tratamiento con el compuesto final) u homdéloga (no proveniente del mismo paciente, pero si de su misma especie). En
caso de que la sustancia derivada de de sangre sea aut6loga, presentard la ventaja de poder ser preparado en el mismo
tiempo de su utilizacidn (sin que sea necesario ningin sistema de conservacion), lo cual abarata el tratamiento y ademas
es totalmente biocompatible (no provoca reacciones inmunoldgicas). En cambio, el uso de sustancias homdlogas
puede ser interesante para el tratamiento de pacientes con enfermedades sistémicas complejas que pueden afectar a
las concentraciones de GFs en sangre (genérico) y en cualquiera de las preparaciones derivadas, y que no podrian
beneficiarse de las ventajas de este tipo de tratamientos. En estos casos, se podria solventar la situacion utilizando una
sustancia derivada de la sangre de una persona sana con propiedades reparativas demostradas.

Preferentemente, el compuesto derivado de sangre es un plasma en general, del tipo que sea, fabricado de la forma
que convenga para obtenerse una composicion adecuada para la aplicacién o caso clinico concreto. Es decir, se utilizard
un plasma con un contenido concreto de plaquetas, leucocitos y otros componentes que dependerd del método de
fabricacion u obtencién del plasma. El plasma presenta ademads la cualidad de que las moléculas reparativas (factores
de crecimiento, etc.) se liberan en un orden y en una velocidad que viene determinada por la necesidad natural del tejido
y la zona de tratamiento. Es decir, la liberacién de las sustancias regeneradoras se produce de forma controlada (en
contraposicidon con otros modos de realizacién de la invencidn, como se vera mas adelante). Con ello, la regeneracién
conseguida es mds lenta pero méds completa.

Preferentemente, el compuesto derivado de sangre es un plasma rico en plaquetas (PRP). Las plaquetas son fun-
damentales en la reparacion tisular, ya que contienen en su interior distintas estructuras o moléculas reparativas con
sustancias bioactivas que juegan un papel crucial en la reparacién. Entre dichas moléculas reparativas se encuentran
los mencionados “factores de crecimiento” (PDGF, TGF-beta, IGF-1, HGF, VEGF, EGF, bFGF, etc.), capaces de ac-
tivar o no la mitosis y capaces de modificar la angiogénesis, la sintesis de matriz extracelular y la remodelacién del
tejido.

De un modo especialmente ventajoso, de entre todos los plasmas ricos en plaquetas (PRPs) conocidos la invencién
utiliza plasma rico en factores de crecimiento (PRGF), ya que este tipo de compuesto PRP presenta una serie de ven-
tajas sobre otros compuestos PRP ya enumeradas en la introduccién del presente documento. Ademds, presenta otras
ventajas relacionadas con la aplicacién articular, como por ejemplo que contiene moléculas que bloquean o neutralizan
la actividad destructiva de unas enzimas llamadas metaloproteinasas (MMPs) responsables de la destruccion del car-
tilago articular. E1 PRGF contiene por ejemplo TIMPs y alfa-macroglobulina por lo tanto su aplicaciéon puede detener
la destruccion del cartilago. En segundo lugar, PRGF contiene factores como IGF-I y TGF-betal que son anabdlicos
(es decir estimulan la sintesis de matriz) para el cartilago. Por lo tanto el tratamiento con PRGF induciria la sintesis de
nueva matriz extracelular.

El plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) puede estar preparado segtin el método de la patente US6569204
o segun otro método apropiado.

Alternativamente o complementariamente, como sustancia derivada de sangre la invencion puede utilizar un sobre-
nadante proveniente de la coagulacién de un plasma sanguineo. En este caso, a diferencia del modo de realizacién en
el cual se utiliza plasma sanguineo, las moléculas reparativas (factores de crecimiento, etc.) se encuentran ya liberadas
y disponibles para actuar, con lo que el efecto del sobrenadante en el tejido o zona de tratamiento es mds rapido. Al
mismo tiempo, el sobrenadante es liquido por lo que al ser aplicado en la zona de tratamiento resulta més disperso y
dificil de confinar en dicha zona, en comparacién con el modo de realizacién en el cual se utiliza plasma sanguineo.

De forma especialmente ventajosa, el sobrenadante sanguineo serd un sobrenadante obtenido de la coagulacion de
un plasma rico en plaquetas (PRP). Este sobrenadante presentara las ventajas relacionadas con las propiedades de los
compuestos PRP, ya explicadas.
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Y como caso particular del anterior, preferentemente se utilizard un sobrenadante proveniente de la coagulacién de
un plasma rico en factores de crecimiento (PRGF). En este ultimo caso, el sobrenadante podra obtenerse mediante el
procedimiento de la patente ES2221770, por ejemplo. Este sobrenadante presentard las ventajas relacionadas con las
propiedades de los compuestos PRGF, ya explicadas.

La invencién también contempla una combinacion plasma y sobrenadante, del tipo que sean. Dado que los plasmas
tienen una consistencia relativamente viscosa y el sobrenadante tiene una consistencia liquida, se podrd variar las
cantidades de uno u otro para conseguir una mezcla de una consistencia deseada segtn las necesidades de la aplicacién
en la cual vaya a ser utilizado.

Es objeto de la invencién un compuesto que comprende al menos una sustancia derivada de sangre, autloga
u homéloga, y 4cido hialurénico (HA) y/o al menos un compuesto derivado de HA. El 4cido hialurénico (AH) es
una sustancia utilizada en ortopedia, traumatologia, medicina estética, otorrinolaringologia y oftalmologia, entre otras
areas de la medicina. El aspecto mas relevante del HA es su cardcter higroscdpico, es decir, su apetencia por el agua,
segun la cual las moléculas de HA inmovilizan las moléculas de agua en el interior de los tejidos. Dicho cardcter
higroscopico es responsable del volumen de la sustancia intercelular y de la hidratacién tisular de todos los tejidos.
Durante su degradacion, el HA no experimenta variaciones de volumen (es isovolémico). Debido a estas cualidades,
el HA se utiliza con objetivos fundamentalmente mecanicos, ya que puede proporcionar relleno, controlar la humedad
y aumentar el espacio tisular. También se puede utilizar como proteccién de zonas delicadas durante la cirugia, y
puede sustituir o suplementar fluidos biolégicos proporcionando lubricacién (véanse por ejemplo los documentos
US20050182022 o US6645945). Sin embargo, el HA no tiene actividad biolégica conocida, es decir, no interacciona
de forma bioldgica con el tejido en el cual es aplicado. Por ello, es especialmente ventajoso el combinar, segin la
invencién, las propiedades mecdnicas, estructurales y lubricantes del dcido hialurénico (AH) con las propiedades
bioldgicas de las sustancias derivadas de sangre. En cuanto a su obtencién, el HA se puede purificar de determinados
tejidos animales o humanos (es especialmente abundante en la piel y en el liquido sinovial), o bien obtener mediante
un proceso de fermentacion bacteriana y posterior purificacion en el laboratorio. En cuanto a su naturaleza quimica,
se trata de un polisacarido “universal” ya que es idéntico en todas las especies animales y ocupa el espacio intercelular
en todos los tejidos; es un polimero formado la repeticion de N-acetil glucosamina y 4cido glucorénico.

Como se ha mencionado, puede utilizarse HA puro o un compuesto derivado de HA. El compuesto derivado de
HA puede presentar multiples variantes, en funcién de una serie de factores. Un factor es el peso molecular del 4cido
hialurénico (AH). Otro factor es el origen del 4cido hialurénico (AH), que puede ser animal (cresta de gallo, aleta de
tiburdn, etc.) o de otras fuentes bioldgicas (cordén umbilical, ojos, etc.), proveniente de una fermentacién bacteriana,
proveniente de tecnologias recombinantes, etc. Un factor adicional es el hecho de si el 4cido hialurénico estd o no
modificado quimica o quimico-fisicamente mediante la creacién de enlaces entrecruzados. También lo es la variedad
de compuestos derivados de HA que pueda contener: sales (sédica, potasica, de calcio, magnesio, amonio etc.), ésteres,
hemiésteres, ésteres parciales (derivados de alginatos, sales de metales pesados), derivados sulfatados o N-sulfatados,
derivados amida, o con cualquier residuo o grupo de sustitucién OH~, O~ etc. Por tltimo, otro factor es la forma
geométrica del HA, que podra ser de granulos, esferas, polvo, fibras, esponjas, etc.

El compuesto definido por la invencién puede ser utilizado de forma especialmente ventajosa en el tratamiento de
dolencias o enfermedades articulares y en el tratamiento de la piel, por diversos motivos:

- Por supuesto, se aprovechan las propiedades de cada componente: las propias cualidades bioldgicas y re-
generadoras de la sustancia derivada de sangre, ya explicadas; las propias cualidades del HA (elasticidad,
viscosidad, aporte de lubricacién, capacidad de absorcién de golpes). Ademds, aparecen unos efectos ven-
tajosos como resultado de combinar en un compuesto el HA con una sustancia derivada de sangre. Por
ejemplo, se consigue un compuesto de mayor estabilidad (menor degradacién) que la sustancia derivada de
sangre por si sola.

- Se consigue un efecto temporal mas largo de presencia de HA en la articulacién, ya que al HA inicial
(aportado por el compuesto y de tipo exdgeno), el cual por sus propias caracteristicas tiende a desaparecer
con cierta rapidez, se suma un HA enddgeno generado por las células del tejido como consecuencia de la
accion del derivado de sangre. En otras palabras, se crea una especie de circulo de realimentacién segtin
el cual el HA favorece la accién del derivado de sangre, y éste dltimo contribuye a que no desaparezca el
primero.

- Se consigue un mayor control espacial de la liberacién y accién de los factores de crecimiento, es decir, se
consigue un mejor confinamiento de los factores de crecimiento en la zona de tratamiento (en comparacién
con la aplicacién de la sustancia derivada de sangre sin HA). Esto es debido al caricter isovolémico e
higroscépico del HA, que le permite retener las moléculas reparativas hidrosolubles de la sustancia derivada
de sangre en dicha zona. De este modo, el HA permite confinar la actividad biolégica de la sustancia
derivada de sangre durante un tiempo suficiente en la zona donde se encuentran los tejidos “diana”, sobre
los que se quiere actuar. Este efecto es ventajoso y novedoso con respecto a aplicar sustancias derivadas de
sangre sin HA. Por ejemplo, en caso de que se aplique PRGF sin HA, la red de fibrina comprendida en el
PRGF mantiene las moléculas reparativas confinadas durante un tiempo muy corto, porque la fibrina se va
retrayendo y va liberando el sobrenadante liquido que contiene las moléculas reparativas, y puede ocurrir
que dicho sobrenadante liquido se expanda, difunda o fugue hacia otras zonas. Entonces, se perderia el
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control de la zona diana y las moléculas reparativas podrian terminar ejerciendo su efecto en zonas donde
no son necesarias. Légicamente, esta dispersion de las moléculas reparativas del PRGF aplicado sin HA
ocurrird en mayor o menor medida dependiendo de las caracteristicas de la zona de tratamiento, la propia
consistencia del PRGF u otros factores.

- Se consigue también un mayor control temporal de la liberacién y accidn de los factores de crecimiento,
es decir, se consigue una liberacion mas lenta de las moléculas reparativas en la zona de tratamiento (en
comparacion con la aplicacién de la sustancia derivada de sangre sin HA). En consecuencia, se modifica
la biodisponibilidad de las moléculas reparativas. La permanencia de dichas moléculas reparativas en la
articulacién es mds prolongada y se maximiza el tiempo de exposicién del tejido al tratamiento.

El compuesto segtin la invencién presenta unas ventajas adicionales en el tratamiento de enfermedades articulares
en comparacion con la aplicacién exclusiva de una sustancia derivada de la sangre, por ejemplo PRGF. Por un lado,
el HA y/o compuesto derivado de HA aporta un efecto lubricante que es muy importante para una articulacién de-
teriorada. Adicionalmente, el compuesto segin la invencién cumple los requisitos de agente ideal condroprotector y
restaurador de la homeostasis de la articulaciéon. Ademads, mediante la inclusién de HA, se prolonga el tiempo de con-
tacto del compuesto con el cartilago y en consecuencia aumentan las probabilidades de penetracién y neutralizacién
de metaloproteinasas. Como se ha mencionado, el PRGF presenta una serie de caracteristicas que hacen interesante su
aplicacion intraarticular, con el fin de conseguir detener la destruccion del cartilago. Sin embargo, un compuesto PRGF
aplicado en el cartilago no cumple los requisitos de agente ideal condroprotector y restaurador de la homeostasis de
la articulacion. El PRGF se disocia en un liquido sobrenadante que contiene factores de crecimiento a una velocidad
mayor que la velocidad de penetracion de las moléculas en la dura matriz del cartilago articular. Por ello es interesante
este efecto de prolongacion de tiempo de contacto conseguido mediante el HA.

El compuesto segtin la invencion también presenta ventajas especificas para ser aplicado en la piel (por infiltracién
o por aplicacién tdpica), tanto en medicina estética como en otros campos. Dichas ventajas se originan en que el com-
puesto realiza varias funciones simultineamente. En primer lugar, sirve de material de relleno de las arrugas (gracias
al HA). En segundo lugar, el compuesto ejerce una funcién de regulacion de la hidratacién, actuando como lubricante
(gracias al grado liquido que contenga). En tercer lugar, la sustancia derivada de sangre estimula la sintesis local de
HA y coldgeno por parte de los fibroblastos dermales para provocar un efecto rejuvenecedor mds estable a lo largo
del tiempo. En cuarto lugar, el compuesto es biocompatible no inmundgeno (por ser derivado de sangre). En quinto
lugar, es biodegradable. Por tltimo, la viscosidad del compuesto puede variarse en funcién de su composicién exacta
y asi adaptarse en funcion de los didmetros de la aguja de inyeccién mds apropiada en cada aplicacién. Por ejemplo,
una aplicacion en medicina estética utilizando la técnica conocida como mesoterapia requiere muchos pinchazos que
deberdn ser muy poco agresivos, por lo que la viscosidad del compuesto deberd ser tal que permita el paso del com-
puesto por una aguja muy fina (30G). La viscosidad en este caso deberd estar en el rango, principalmente entre 2000
ml/g y 20000 ml/g.

La aplicacion en la piel del compuesto que comprende HA y una sustancia derivada de sangre puede dar mejores
resultados que la aplicacién de unicamente una sustancia derivada de sangre, también reivindicada por la presente
invencion. A modo de ejemplo, supdngase que se quiere tratar un envejecimiento facial. Si se infiltran dosis repetidas
de un PRGF en forma de mesoterapia, el PRGF actuard como relleno durante un tiempo muy reducido (pocos dias)
pero a cambio iniciard procesos celulares como la sintesis de HA y de coldgeno, los cuales aportardn cambios mas
estables proporcionando tersura, estabilidad e hidratacidn a la piel a largo plazo. Es decir, el PRGF actuaria como un
“suflé” desapareciendo su volumen al poco tiempo, por lo que el aspecto mejorado del paciente no duraria mucho.
En cambio, la mezcla de PRGF + HA proporcionaria un efecto de relleno gracias al HA, a la vez que se activaria la
actividad celular y se desencadenarfan cambios mds estables gracias a la bioactividad del PRGF.

Para la fabricacién del compuesto segtin la invencidn, podrd utilizarse como sustancia derivada de sangre un plasma
sanguineo, el cual preferentemente serd un plasma rico en plaquetas (PRP), y dentro de éste, un plasma rico en factores
de crecimiento (PRGF). Las propiedades ventajosas de cada uno ya han sido explicadas. También es posible que
la sustancia derivada de sangre contenga o sea un sobrenadante de plasma sanguineo, en particular de un plasma
rico en plaquetas (PRP), y preferentemente de un plasma rico en factores de crecimiento (PRGF). La utilizacion de
sobrenadante como medio de disolucidon del compuesto de dcido hialurénico (AH) permite obtener un compuesto
segun la invencién que, ademds de presentar propiedades bioldgicas (debido a que el sobrenadante proviene de un
plasma con propiedades bioldgicas), tenga una consistencia liquida o cuasi-liquida debido a que el sobrenadante es un
compuesto liquido.

En funcién de las proporciones de sustancia derivada de sangre y de HA y/o compuesto derivado de HA compren-
didas en el compuesto segin la invencion, éste puede presentar una consistencia final liquida (en caso de que se utilice.
cualitativamente mucha cantidad de un compuesto liquido, por ejemplo HA en solucién salina y/o sobrenadante), de
gel (es decir, medianamente viscosa, reduciendo la cantidad de componentes liquidos), de membrana (es decir, mas
viscosa y capaz de formar una membrana o pelicula), y asi sucesivamente hasta una consistencia sélida. La consis-
tencia final del compuesto segin la invencién depende de la utilizacién que vaya a hacerse del mismo. Por ejemplo,
en caso de estar destinado al tratamiento de enfermedades articulares podra presentar una consistencia liquido-visco-
sa para poder ser inyectado y al mismo tiempo coagularse inmediatamente después de entrar en la articulacién. En
cambio, en caso de estar destinado al tratamiento de la piel, en caso de que la aplicacién sea por ejemplo tdpica serd
preferible una consistencia liquida o de gel.
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Un ejemplo de compuesto segin la invencién estd realizado a partir de un sobrenadante liquido que contiene
entre otros PDGF (27.96 ng/ml (SD:12.13), TGF-b1 (55.27 ng/ml (16.23)), IGF-I (88.62 ng/ml (SD: 38.36)), EGF
(456 pg/ml (SD:210)), VEGF (421 pg/ml (SD:399)), TIMP-1 (400 ng/ml (SD:230)), HGF (606 pg/ml (SD:269)) y
que forma un coloide con el HA. Dicho coloide se mezcla con una determinada cantidad de plasma rico en factores
de crecimiento (PRGF), en una proporcién en volumen a la que se hard referencia como “S/PRGF”. El compuesto
tiene distintas opciones de configuraciéon, como puede observarse en la tabla siguiente, donde se describe la com-
posicion del nuevo compuesto multimolecular dotado de un mecanismo de accién mdltiple, dirigido a varias dianas
celulares:

Fase dispersante: | Fase dispersa HA PRGF Nuevo
sobrenadante % peso/vol % vol/vol compuesto (*)
PDGF;
TGF-b1;
IGF-I; Liquido viscoso
EGF; 0.5%-50% 0,1%-99% Gel
VEGF; Solido
TIMP-1;
HGF
(*) Consistencia del nuevo compuesto en funcién de las cantidades de Fase
dispersa HA y de PRGF.

Es también objeto de la invencién un método de preparacidn del compuesto descrito. Dicho método de preparacién
comprende los pasos de:

- disponer de al menos una sustancia derivada de sangre, autéloga u homdloga;

- mezclar dicha sustancia derivada de sangre con HA y/o al menos un compuesto derivado de HA, general-
mente afiadiendo la sustancia derivada de sangre mediante una jeringa, pipeta u otro instrumento al HA y/o
al menos un compuesto derivado de HA en condiciones de flujo laminar u otras condiciones similares que
garanticen la esterilidad de la preparacion;

- opcionalmente, activar dicha mezcla mediante cloruro de calcio.

La sustancia derivada de sangre es preferentemente un plasma sanguineo, y de modo especialmente ventajoso un
plasma rico en plaquetas (PRP) y a su vez un plasma rico en factores de crecimiento (PRGF). También podra ser un
sobrenadante de plasma sanguineo, de plasma rico en plaquetas (PRP) o de plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF). Para disponer de cualquiera de ellos, podra llevarse a cabo cualquier método convencional del tipo de los
explicados en la introduccién del presente documento, u otros.

En caso de que la sustancia derivada de sangre sea una sustancia sin activar (por ejemplo un plasma sanguineo,
un PRP o un PRGF) se afiadird cloruro de calcio para activar la sustancia, es decir, para producir la liberacién de
las moléculas reparativas. En cambio, si la sustancia derivada de sangre es una sustancia ya activada (por ejemplo,
cualquiera de los sobrenadantes mencionados) no serd imprescindible afiadir cloruro de calcio.

En un modo de realizacién del método de preparacion del compuesto, el HA y/o compuesto derivado de HA es
liofilizado. La mezcla de la sustancia derivada de sangre con HA y/o al menos un compuesto derivado de HA se realiza
afiadiendo la sustancia derivada de sangre a un tubo que contiene el HA y/o al menos un compuesto derivado de HA
liofilizado y calentando dicho tubo a entre 25 y 42°C para disolver el HA y/o al menos un compuesto derivado de HA
en la sustancia derivada de sangre.

En otro modo de realizacién del método de preparacion del compuesto, el HA y/o al menos un compuesto de-
rivado de HA esta disponible inicialmente en una disolucién. La mezcla de la sustancia derivada de sangre con el
HA y/o al menos un compuesto derivado de HA se realiza disolviendo el HA y/o al menos compuesto derivado de
HA en una disolucién salina estéril a entre 25 y 42°C, y a continuacién mezclando la disolucién suavemente con el
PRP.



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2333498 Al

El cloruro de calcio se aplica preferentemente en una concentracién de entre 6-120 mM. Este rango garantiza la
activacion plaquetaria, la formacién de fibrina y la coagulacion.

El método descrito puede comprender un paso adicional: esperar a la coagulacién del compuesto, tras activar
la mezcla mediante cloruro de calcio. Esto puede ser conveniente si desde el principio del tratamiento se desea un
compuesto con una consistencia menos liquida.
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REIVINDICACIONES
1. Compuesto para la regeneracién de tejidos, caracterizado por que comprende:
- al menos una sustancia derivada de sangre,
- é4cido hialurénico (HA) y/o al menos un compuesto derivado de HA.
2. Compuesto segtin la reivindicacién 1, donde la sustancia derivada de sangre es autloga.
3. Compuesto segtn la reivindicacion 1, donde la sustancia derivada de sangre es homéloga.
4. Compuesto segun la reivindicacién 1, donde la sustancia derivada de sangre es plasma sanguineo.

5. Compuesto segun la reivindicacién 4, donde la sustancia derivada de sangre es un plasma rico en plaquetas
(PRP).

6. Compuesto segtin la reivindicacién 5, donde la sustancia derivada de sangre es un plasma rico en factores de
crecimiento (PRGF).

7. Compuesto segtin la reivindicacién 1, donde la sustancia derivada de sangre es sobrenadante de plasma sangui-
neo.

8. Compuesto segtn la reivindicacién 7, donde la sustancia derivada de sangre es un sobrenadante de plasma rico
en plaquetas (PRP).

9. Compuesto segun la reivindicacion 8, donde la sustancia derivada de sangre es un sobrenadante de plasma rico
en factores de crecimiento (PRGF).

10. Método de preparacion de un compuesto para la regeneracién de tejidos, caracterizado por que comprende
los pasos de:

- disponer al menos una sustancia derivada de sangre,

- mezclar dicha sustancia derivada de sangre con 4cido hialurénico (HA) y/o al menos un compuesto derivado
de HA.

11. Método segtn la reivindicacioén 10, donde la sustancia derivada de sangre es autloga.
12. Método segtin la reivindicacioén 10, donde la sustancia derivada de sangre es homdloga.

13. Método segin la reivindicacién 10, que se caracteriza por que el HA y/o compuesto derivado de HA es
liofilizado, y la mezcla de la sustancia derivada de sangre con HA y/o al menos un compuesto derivado de HA se
realiza afiadiendo la sustancia derivada de sangre a un tubo que contiene el HA y/o al menos un compuesto derivado
de HA liofilizado y calentando dicho tubo a entre 25 y 42°C para disolver el HA y/o al menos un compuesto derivado
de HA en la sustancia derivada de sangre.

14. Método segtn la reivindicacién 10, que se caracteriza por que el HA y/o al menos un compuesto derivado
de HA estd en una disolucién, y la mezcla de la sustancia derivada de sangre con el HA y/o al menos un compuesto
derivado de HA se realiza disolviendo el HA y/o al menos compuesto derivado de HA en una disolucioén salina estéril
aentre 25 y 42°C, y a continuacion mezclando la disolucién suavemente con el PRP.

15. Método segun la reivindicacién 10, que se caracteriza por que el cloruro de calcio se aplica en una concentra-
cién de entre 6-120 mM.

16. Método segtin la reivindicacién 10, que comprende el paso adicional de activar dicha mezcla mediante cloruro
de calcio.

17. Método segun la reivindicacién 16, que se caracteriza por que comprende el paso adicional de esperar a la
coagulacién del compuesto, tras activar la mezcla mediante cloruro de calcio.
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200702174

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 US 2007037737 Al 15-02-2007
D02 Trends in Biotechnology. 2006
D03 Journal of the American Medical Association. 2003
D04 ES 2221770 A1 01-01-2005
D05 Pain Physician. 2006
D06 Thrombosis and Haemostasis. 2004

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La invencion tiene por objeto un compuesto para la regeneracion de tejidos que comprende acido hialurénico o derivado del
mismo y una sustancia derivada de sangre, autéloga u homologa, que puede ser plasma sanguineo, plasma rico en plaquetas
(PRP), plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) y sobrenadante de plasma sanguineo, de PRP o de PRGF. La invencién
también se refiere al método de preparacion de este compuesto mediante mezcla del acido hialurénico o derivado en estado
liofilizado o en disolucién con la sustancia derivada de la sangre, calentar entre 25°C y 42°C y opcionalmente activar dicha
mezcla mediante la adicién de cloruro de calcio.

El documento D01 se refiere a una composicién para su uso en reparacion, regeneracién y reconstrucciéon de tejidos como
cartilago, ligamentos, tendones, huesos, piel, cornea, tejido periodontal... mezcla de una solucién polimérica y una sustancia
bioldgica que puede ser una sustancia derivada de sangre o aislados celulares aut6logos o no autélogos. Entre los derivados
sanguineos se encuentra sangre completa o procesada, venosa o arterial..y plasma rico en plaquetas. El polimero puede ser
un polisacéarido natural o modificado entre los que se citan quitosano, acido hialurénico, condroitin sulfato, dermatan sulfato....
aunque en los ejemplos siempre utiliza quitosano. En el parrafo [0074] se hace referencia al método de preparacion de este
compuesto mediante combinacién del derivado de sangre con el polimero en solucién o suspension acuosa o en estado de
particula, detallandose este método en el ejemplo 5.

A la vista de lo que se conoce del documento D01, se considera que un experto en la materia intentaria combinar acido
hialurénico con plasma rico en plaquetas para la preparacién de un compuesto con propiedades de reparacién de tejidos,
utilizando el método descrito en DO1. Por lo tanto se considera que las reivindicaciones 1 a5y 10 a 17 de la solicitud carecen
de actividad inventiva (Art. 8.1. LP 11/1986).

No se ha encontrado divulgado en el estado de la técnica el compuesto formado por la combinacién de plasma rico en factores
de crecimiento (PRGF) o sobrenadante de plasma sanguineo, PRP o PRGF con &cido hialurénico y/o derivado del mismo. En
consecuencia se considera que las reivindicaciones 6 a 9 de la solicitud tienen novedad y actividad inventiva (Arts 6.1. y 8.1.
LP 11/1986).
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