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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud
Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea parsona juridica.

Poderes, si fuere el caso Copia auténtica

Certificado de existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica
Documento de Cesién del inventor al solicitante o a su acusante
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Copia de la solicitud Internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccidn de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripeion, reivindicaciones, dibujos).
Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traducci6n del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite ia licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, cettificado de depésito de material biolégico.

Arte final 12 x 12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

Otros
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LEGITIMACION.- Yo, ENRIQUE ARANA CANEDO-ARGUELLES,
Notario del Ilustre Colegio de Biolbao, con
residnecia en Vitoria, ~LEGITIMO X la firma que
antecede de.DONA BEATRIZ. ALDAMA BOLUMBURU, a quien
conozco y dquien: la estdmpa ®tn mi presencia en el
folio que antecede al presente el cual sello,
reintegro y rubrico, conteniendo apoderamiento que
detalla en favor de German Castillo Grau, Adriana

.Castillo*Gib§one y Luis Felipe Castillo Gibsone.
Tambigen hago constar que Dofia Beatriz Aldama
Bolumburu otorga tal apoderamiento en nombre Y

representacion de la Compafiia- Mercantil, -de
‘nacionalidad - espafiola "BIOTECHNOLOGY INSTITUTE I
MAS D, S. L.", y que ostenta facultades suficientes

para ello segun resulta de la escritu;a ante mi- ___ﬁ_____gr) ;
otorgada el 16 de Diciembre de 2.002, numero 4.482 FETEh UROIKD DOKLMENTAT, ’
de Protocolo, inscrita en el Registro Mercantil de - N
Alava al tomo 1.071, folio 173, Hoja VI-9.129, \a
inscripcion 22, cuya plena vigencia asevera sin que N e
me conste nada en contrario.-----------—o____ ]
Y a los ‘efectos prevenidos en el art. 207 del
‘Reglamento Notarial dejo constancia de la presente
legitimacion en acta por mi autdrizada en esta
fecha bajo el namero 2.936 de mi Protocolo
ordinario corriente. Vitoria, a tres de Diciembre

de dos mil siete.- DOY FE:! gqfrué’ncfa((at 6. Jval
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METODO Y COMPUESTO PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES O
DOLENCIAS ARTICULARES O PARA EL TRATAMIENTO DE LA PIEL CON
FINES ESTETICOS U OTROS, Y EL METODO DE PREPARACION DEL

COMPUESTO
DESCRIPCION
Sector de la técnica
La invencidn s refizre a un métode de tratamiento de enfermadadas o

dolencias articulares (en particular para =l tratamiento de [a artrasis) y a un
mé&tocla 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 las dltimos afos, =l campo de la Madicina Regensrativa ha
experimentado un importante avance como consecusncia de la basqueda de
nuavaos tratami=ntos que reduzean o solucionan el deteriors que sufren 108 tejidos
de s pacientes par desgaste, envejecimients o enfermadad. Una parte muy
impartante de este avanze ha sido &l desarrolla dz un tipo de preparaciones o
compuestos conacidas como compuastos “autdlogos”, o compuestos derivacos
del propio paciente (por gjemplo de la sangre del propio paciente). El desarrollo
de los compusstos autdlogos s ha visty impulsado dekide a que se estan
huscando soluzionzs medizas que utilicen 1os propios resursos dsl paciente,
esperando reducir rechazos. Postariorments, en la practica se ha ohservada que
la utilizacién dez compuestos autdlogos en lugar de compuestos realizados a partir
dz sustancias genéricas (no obtenidas del propio pacients) también consigus
mejorar y acelsrar la reparacian tisular, dekido a que aportan un conjunts de
moléculas bicactivas que participan &n y aceleran 1os procescs de reparacian
natural. Los compusstos autdlogos se caracterizan por ser biocompatibles, es
decir, &l organisma [os reconoce como propios. Ademas, 1os compuestos

autdlogos son bicdegradables y durante su o degradaciin g “in viva”  liberan

subprocductos o metabolitos naturales que no interfieren on 1os mecanisimos de
reparacidn sino que incluss los favorecen, al contrario de 1o que ocurrs on los

compuestos sintéticos cuya degradacidn origina procuctss ajznos ala naturalezs
dsl organismo que ;:-uc—-:{-\an dar lugar a reaccionzs inflamatorias que dificultan o
incluso inhiben los procesos de regensracidn. Los compusstas autdlogos son

también bicmimaticos, =3 decir, su interaceidn con los tgjidos receptoras



-

10

20

e8]
h

40

mimetiza macanismos fisioldginos de reparacidn. Otra caracteristica peculiar de
los  productos  autdlogos =s su complejiclad molecular: son compuastos
multimaoleculares cuyas diversas maléculas van incicli»'~ndo 2n ddistintas =tapas de
la reparacion. Conseguir este efecta con praductos sintéti w0s, 28 decir, conseguir
diszfiar & implementar 13 sintesis e una mezcla malzcular de  astas
caracteristicas, demostrar su =ficacia y kioseguridad cumpliendo la legislacian
sanitaria y trasladar =sta sintesis al ambita clinico resultaria un procéso muy
costosa (de hecho los tratamisntos convencionales disponibles se basan 2n una

unica sustancia).

Dentra che los compuestos autilagos utilizados =n Medicina Regenerativa
se conocen los compuestos PRP, que son unos compuastos obtenidas de la
sangre szl pacient:. Los compuestos PRP estan constituidos por plasma
enriquacida en plaquetas (1as siglas PRP correspandzn a “Platzlzt-Rich Plasma”)
y on utilizados en Medicina Pegenerativa principalmente por una cualidad que
presentan: la liberacién local (desde el interior de las plaquetas) de moléculas
reparativas, también conocidlas como factores de reparacidn tisular. Entre las
moléculas reparativas se encusntran unas se Aales celulares muy conocidas y
rlenominadas généri-::amente como “factores de cracimiznta’. Los factores de
crecimienta, entre los cualzs se incluyan POGF, TGF-beta, 1GF-I, HGF, VEGF,
EGF y bF3F, controlan &l desting el tejido bzsionado actuando comdinadamente
en las células de dicho tejide a través de receptorzs especificos situados an la

membrana celular, La interaccion de los factores o2 crecimiznta oon las células

det=rmina crucialments la actividad celular. Estos factores de crecimiento activan

o no la mitosis, modifican la angiogénesis, la sintesis de matriz e-tracelular y la
remadelacidn dal tejida, que son procesos comprendidos en 1a regeneracin dal

tejido lesionado.

Generalmente, los campuestos PRP s& obliensn a partir dz un matoda de
preparasion que comprends cuatro pasos fundamentales: la extraccion de sangra
del pacients, la separacion de la sangre en difzrentes partes, la extraccidn de una
parta rica en plagquetas (PRP) de entre las difzrantes partas, y la coagulacién
(tambidn conacida como activacidn) de dicho PRP para conseguir la likeracién de
maléculas reparativas. Al final, se obtizns un compussto PRP con una
determinacda consistencia (graco de -::-aagn.llacién) y adtividad kinldgina. Estos
pasos conccidos 2n el estads de 1a tdeniza presentan maltiples variantes oque
permiten obtener, en funcion de su configuracién y sjecucidn concreta, muy
diferentes composiciongs cualitativas y cuantitativas de compusstos PRP. Paor
gjampls, algunos compusstos PRP conocidos son plasmas enriquecidos en

pladquetas y leucocites misntras que otros compuestos PRP conocidas son
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plasmas enriquesides en plajustas pera libres de lzucocitos. La ausencia de
leucocitos permite conseguir una seriz de ofectos ventajosos. Principalmente,
permite aumantar la reproducibilidad de la preparacién de estos compuestos y
provesr a estos compusstos de unas caracteristicas bioldgicas diferentes y
favorables. Por ejempla, =ntre dichas caracteristicas hioldgicas favorablzs se
encuentra la aus=ncia de los leucocitos llamados “neutréfilos”, qque reprasentan 2l
£0-70% de los lsucocitos totales y que se consideran perjudiciales para un tejido
en raparacion por ser una fusnt: de radicales libres (los cuales destruyen
indiscriminadamente las células locales) y una fuentz dz un tipo de enzimas
conocidas come  “metaloproteinasas”  (concretamente MMP-8 y MMP-9, las

cuales destruyen los componzntes de matriz extracelular).

Dentro de los compuestos PRP utilizados en Medicina Regenerativa se
conocen los compusstos PRGF, que son unos compuestos PRP caracterizados
por contsnar un ndmars moderado de plaguatas, por no contensr leucocitos y por
que su activacién, para praducir 1a liberacién de las moléculas reparativas, se
desencadena me«:liante la adicion d= clorure de calcio. El cloruro de zaleio

conduce a la formacién de un polimern natural dencminade “firina”. La ausencia
de leucocitos, ademas de proveer los efzctos anteriormente mencionados,

aumsnta la estabilidad de la fibrina, =8 decir retrasa su degradacion. Esto as
debido a que la fibrina =sta librz del ofecto de las elastasas, que son unas
anzimas hidroliticas que destruyen la matriz d= fibrina (acslerando la degradasién
de dicha matriz) y que s& gensran como consscusnsia de la activacién de un

leucocito conocido como Jranulocito.

El estada oz la tdenica recoge distintas variantes de Ing compuestos
conacidos comeo PRGF, de su procadimisnto de fabricaciin, y de procedimisntos
de aplicacidn en distintas situacionss madicaz y en la tecnologia de cultivos
celulares ey viva, Muy principalments, sz conacen las patentes USEEEH204,
ESZ1a0438R2 y ESZZZITTORL, en las cuales se describezn procedimientos de
preparacidn de un compueste PRGF y su utilizaciédn para la regensracion de
tejido dseo Iulantc la colocacién de implantes dentalss u otes tipo de prétesis,
coma colirin, & incluso como medio de cultive de células ex viva, La dtilizacién de
los compusstos PRGF @n estas  aplicacioness, ahora convencionales, ha

demostrado ser enormements beneficiosa

La invencidn pretends ampliar 2l campo de aplicaciones y métodos de
utilizacicn de compuestas ricos en factores de crecimiznto (Compuestos PRGF)
en partizular, y de compusstos ricos en plagustas (PRP) y compuestos derivados

de sangre en genszral, a ofras aplicacionss distintas de las aplicaciones



wh

10

20

(98]
e

40

convencionalas mencionadas.
Descripcion breve de la invencion

Es objsta de 1a invencidn un método para =l tratamiznto de dolencias o
enfermedades articulares, que comprands la infiltracién en la articulacidn de un
compussto gqus comprends al menos una sustancia derivada de sangre, 1a cual
tizn= unas propiedades bioldgicas capaces de modificar 1a condicidn kioldgica y
ne sélo la condicidn mecaniza de la articulacidon. Dicha sustansia derivada de
sangre es preferentemeants un plasma sanguines y/o un solrenadants dz plasma
sanguinzo. El plasma sanguinzo 28 prefarantzments un plasma rico en plaquetas
(PRP), y dentro de las PRP, preferentements un plasma rice 2n factores de
crecimiento (PRGF).

El métado de la invencidn permite tratar desde dolores articularss leves
hasta enfermadades come la condropatia © la artrosis.

Es también objeto de la invencion un método para el tratamiento de la
pigl, con fines estéticos u otros, que comprends la aplicacién tdpica o la
infiltracidn kajo la pigl de un compuastd que comprende a menos una sustancia
derivada de sangrz. Al igual que en =l caso anterior, dicha sustancia derivada de
sangre &s prafarentements un plasma sanguined y/o un sabrenadante de plasma
sanguined. El plasma sanguinzo es preferentamente un plasma rico en plagquetas
(FRP), y dentra de los PRP, preferentzrents un plasma rico en factores de
crecimiento (PRGF).

Es tamhién objeto de la invencidn un compuesto que comprandz al manos
una sustancia derivada de sangre, y acido hialurdnico (HA) y/o al menos un
compuesto derivacds de HA.D Dicha campuesto presenta unas  propiscdacdes
Zspecialmente ventajosas para las aplicaciones anteriormentz citadas ya que
complemeanta las propisecdades de la propia sustancia derivada de sangre con las

propiedades  del HA. Ademas, consigue efectos novedosos por la propia
Por dltime, &3 objetoe de la invencidn el matoda de preparacién del

compuesto anterior,

Descripcion detallada de la invencion

Es ohjeto de la invencidén un métoda para =l tratamientn de una
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articulacién afectada por una dolencia 5 una anfermedad, que comprénde |a
infilttracidn =n la articulacién de un compussto que comprends al manses una
sustancia derivada de sangre. Podran tratarse s2gun este método se2gun la
invencién desde dolores leves hasta enfermedades come la condropatia o 1a
artrosis.

La artrosis, como es conocids, s una enfermedad articular con alta
incidencia y prevalencia en la poblacidn. La padese un 10% de la pollacidn por
encima de 50 afos y no tizne cura. Tiene gran rapercusidn en la calidact de vida,
as degensrativa y s agrava con &l paso del tiempo. El impacto social y
scondmico &s muy grands tanto en pérdidas de horas laborales coma en gastos
sanitarios. Actualmente, se utilizan tratamisntos paliativos, ‘:‘I'irigid-:-s a tratar los
sintomas, principalments el dalor. Con este fin se ac|mini§ran analgésicos vy
antiinflamatorios  (AINES). Sin embarge  astos tratamizntas no detiensn ni
madifican =l cursa de la enfermadad fue evoluciona hasta =l deterioro grave de
la articulacian. La indicacion en stz caso extremo es 1@ colocacién ‘de una
prétesis mediante cirugia. Altzrnativaments, también s conocen tratamisntos
fque congistzn en la aplicacién de factores de crecimisnto somd &l 1GF-1 o el
LFGF de forma individual  (USES45045, USZ004017625). Sin embargn su
utilizacién no ha legado al ambito clinico todavia por varias  dificultades
concuUrentas: =3 necesario un largs y costass proceso para implementar su
sintesis y purificacién en =l labaratorio, para acreditar su Bioseguridad y s
eficacia in vivo, y para cumplic les requisitos  legales  sanitarios  para
medicam=ntos  sintéticos. En cuanta a una demostracidn de aficacia, la

adles
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heterogensidad de los pacientzs y la complgjidad de las enferm
articulares hacen que la administracion de un anico factor dque interviens &n un
anico  mecanisma  pusda resultar insuficisnt: para  modificar un procesa

patoldgico complejo 2n el que astan implicados maltiplss procesos.

Mediantz &l tratamients segin la invencidn, el cual utiliza una sustanaia
con propiedades bioldgizas, capaz de liberar moléculas reparativas que actuan

en 2l cartilago articular, se espara conseguir nuevos efzctes terapéuticos muy

importantes, incluida cierta capacidad de devolver las condicionegs fisioldgicas a

la articulacién.

Segln 13 invencion, 12 sustahcia darivacla de sangre pusds ser infiltrada
no sélo &n cualquier moments, para aliviar dalores o lesiones artisulares de
menar o mayor gravedad, sing =n otras situacicnes. Por gjamplo, pusde infiltrarse
una sustancia derivada oz sangre 2 una articulacién como paso postetior a una

extraccion de liquido sinovial patolégica de dicha articulacidn, en situaciones de
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derrame, inflamaciidn y dolor articular. De este modo, se sustituye &l liquido
sinovial patoldgico por una sustancia que proporciona un ambients biolégico
intraartizular mas saludable. La sustancia derivada de sangre va a actuar sobra
las células e la memhbrana sinovial, los sinoviecitos (responsables de |a
produccidn del liguido sinovial que bafa por completo la  articulacidng,
estimulando la produccién de Acido hialurdnico y otras moléculas, actuando con
antiinflamatorio y disminuy=ndo el dolor. Tambign pusde infiltrarse una sustansia
derivada de sangre tras realizar una cirugia artroscépica sobre la articulacién,
para promaver 1a actividad metabélica de 1as condrecitos, inhilir las enzimas que
degraclan la articulacion y estimular la produccién de Acido hialurénico. La
sustancia derivada de sangre restituye el perfil molzcular y el ambiente bioldgico
articular, 1o cual s muy interzsantz dado que la articulacién quada desprovista
da factores bioldgicos como consecusncia del lavada articular que se efectia

durants la artroscopia.

Es tambign abjato de la invencidn un método para el tratamisnto de la
pigl, que comprende la aplicacién tépica o la infiltracién meadiante iny=ccion
dzrmal, subdermal o intramuscular de un compueste que comprends al menos

una sustancia derivada d= sangre.

La sustancia derivada o sangre pusde ser autdloga (proveniente del

mismo pacients sobre &l cual se va a aplicar &l tratamiento con el compuesto
R

final) u homdéloga (no provenisnts del mismo pasients, pero si de su misma

a

espacia). En caso d= que la sustancia derivada de de sangre sea autdloga,
presentard la ventaja de poder ser preparade en 2l mismo  tiemps d2 su
utilizacidn (sin que s=a necesario ningun sistama de consarvazién), o cual
abarata &l tratamienty y ademas s totalments biocompatible (no provoca
reaccionss inmunolégicas). En cambio, &l uso de sustancias hom-ﬁlogaé pueds
sar intzresants para =l tratamiento = pacientes con enfarmedades sistémicas
complzjas que puedsn afectar a las concentracionss o= GFs en sangre
(9enérico) y en cualquiera de las preparaciones derivadas, y que no podrian
beneficiarse de las ventajas de aste tipo de tratamientos. En estos casos, se
podria salventar 12 situacién utilizande una sustancia derivada dez la sangre de
una persona sana con prapisdades reparativas damaostradas.

Preferentemants, el compussts derivado de sangre s un plasma en
g=naral, del tipo qus sea, fabricado de la forma que convenga para obtensrse
una composicidn adecuada para la aplicacién o caso clinico concreto. Es decir,
se utilizard un plasma con un contenicdo concrets de plaguetas, leucocites y otras

componentes que dependard del método de fabricacian u obtencidn d=l plasma.
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El plasma presenta ademas la cualidad de que las moldculas reparativas
(factores e crecimiento, etc) se likeran en un orden y en una velocidad que
viens determinada por la nacesidad natural del tgjida y 1a zana de tratamients. Es
d=cir, la liberacién d= las sustancias regzneradoras se produce de forma
controlada (sn contraposicidon con otros modos de realizacidn de la invencidn,
como s verda mas adelantz). Con ello, la regenzracidn conseguida s mas lenta
pero mas complata.

Prefzrentemante, 2 compussto derivado de sangre as un plasma rico en
plajquetas (PRP). Las plagquatas son fundamentales en la reparacién tisular, ya
que contienen en sy interior distintas estructuras o maoleculas reparativas con
sustancias hicactivas que juzgan un papel crucial en la reparacion. Entre dichas
moléculas reparativas se encusntran los mencionados “factores de crecimiento”
(PDGF, TGF-beta, 1GF-I, HGF, VEGF, EGF, bFGF, etc), capaces de activar o na
la mitosis y capaces de madificar 2 angiogénssis, la sintesis de matriz
extracalular y la remodalacidn del tejido.

De un moda especialmente ventajoso, de entre todos |os plasmas ricos en
plaqustas (FRPs) conocidos |a invencion utiliza plasma rico en factores de
cracimienta (PRGF), ya que este tipo de compussta PRP presenta una serig de
vantajas sobre otros compuestos FRP ya enumeradas en la introduccidn del
presents documents. Ademias, presenta otras ventajas relacionadas con 1a
aplicacién articular, como por sjempls gque aoantiens maléculas que bloguean o
neutralizan 1a actividad destructiva de unas enzimas Hamadas metalaprotzinasas
(MMPs) regponsalilzs de la destruccidén del cartilago articular. EF PRGF cantiene
por ejempla TIMPs y alfa-macroglobulina por 1o tanto su aplicacidn pueds detener
la destruccidn del cartilago. En segundo lugar, PRGF contizne factarss coma
IGF-1 y TGF-batal que son anabdlicos (s decir estimulan la sintssis de matriz)
para el cartilago. Por o tanto &l tratamienta con PRGF induciria 1a sintesis de
nu=va matriz z«tracelular,

El plasma rico en factores de crecimisnts (PRGF) pueds estar praparads
segan 2l método de la patents USE5E9204 o segun otra método apropiada.

Altzrnativaments o complementariaments, como sustancia derivada de
sangre la invencidn puede utilizar un sobrenadants proveniente de la coagulacion
de un plasma sanguinea. En este casa, a difzrencia del mode de realizacién an el
cual se utiliza plasma sanguinzo, las maoldculas reparativas  (factores  de

, con o

crecimiento, &to) se sncusntr an ya lilbzradas y disponibles para actuar

que &l efecto del sobrenadants en el tejide o zona de tratamisnto 25 mas rapido.

\
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Al mismo tiemppo, el sabrenadants es liquido por 1o que al ser aplizadoe 2n la zona
ce tratamiento resulta mas disperse y dificil de confinar en dicha zona, &n

comparacian con el mado de realizacidn en el cual s utiliza plasma sanguineo.

De forma especialments ventajosa, =l sobrenadants sanguineo sera un
sobrenadante obtenido de la coagulacién de un plasma rico en plagqustas (PRF).
Este sobrenadante presentara las ventajas relacionadas con las propiedades de

03 compuastos PRP, ya explicadas.

Y como caso particular del anterion, preferentemente se utilizara un

sobrenadants provenientz de la coagulaciin de un plasma rico en factores de

cracimi=ntsy (PRGF). En este dltimo caso, &l sobrenadants podrd obtznsrse
madiantz @l procedimiento e la patente ES2221770, por ejemplo. Este

sobranadante presentara las ventajas relacionadas con las propisdades de los

compuestos PRGF, ya explicadas.

La invencidn  tambien  contempla .~ una  combinacidon plasma y

sobrznadants, del tipa que sean. Dado que los plasmas tiznen una consistzncia
relativamente visoosa y el sobrenadants tiens una consistensia liguida, se podra

variar las cantidades de unoe u ot para conseguir una mezcla de una
consistancia deseada s=guan las necesidadzs de la aplicacidn en la cual vaya a
ser utilizadao.

Es objeto de la invencidn un compussta que comprends al menos una
sustancia derivada de sangre, aut-ﬁlogé u homéloga, vy acido hialurénico (HA) y/o
al manas un compuesta derivado de HA. El acido hialurdnica (AH) =s una
sustancia  utilizada  en  ortopedia,  traumatolagia,  medicina astética,
atorrinclaringolagia y oftalmolagia, entre otras Areas de la medicina. El aspecto
mas ralavante del HA es su caracter higroscdpicn, es decir, su apetendia por 2l
agua, segun la cual las moléculas de HA inmovilizan las mioléculas d= agua &n &l
interior o= los tejidas. Dicha caracter higrascdpios es respansablz d=l volumen de
la sustancia intercelular y de 1a hidratacidn tisular de todos 1os tejidos. Durants su
degradaciin, & HA no eperimenta variaciones de volumen (28 isovoléimico).
Dekido a estaz cualidades, & HA se utiliza con objetivos fundamentalments
Mecanicos, ya qus pusce proporsionar rellena, sontrolar 1a humedad y aumentar
2l espacio tisular. Tambign se puade utilizar como proteccién de —onas delicadas
durantz la cirugia, y pueds  swstituir o suplementar fluidos  hiclbgicos
proporcionands lubricacidn . (vEanse  por gemple los dosumentos
WSZ00E0 122020 o USaad2945). Sin embargs, @l HA no tigne actividad biolsgica

conocida, es decir, nointeracciona de forma biolégica con &l tejide en el cual es
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aplicado. For &lla, =s .-sperlalmcntw ventajoso el comhbinar, s&Jgun 1a invencién,
las propiedades mecanicas, estructurales y lubricantes del acido hialurénico (AH)
con las propiedaces l::i.:»loglca% de las sustancias derivadas de sangrs. En cuanto
a su obtencién, = HA se pueds purificar de determinados tegjidos animalzs o
humanas (es aspecialmeants abundantz en la pisl y en &l liguide sinovial), o bien
obtener mediants un process de fermentacidn basteriana y posterior purificacién
en &l laboratorio. En cuanto a su naturalzza quimica, se trata oz un polisacarido
‘universal’ ya que es idantico en todas las especies animales y ocupa &l espacio
intercelular en todos los tejides; es un polimero formado la repeticién de N-acetil
glucosamina y acido glucordnico.

Como s= ha mencionado, puads utilizarse HA pure o un compusastd
dzrivacdo de HA. El compuesto derivado de HA pueds presentar maltiples
variantes, en funcidn dz una serie e factores. Un factor es el peso molzcular del
acido hialurénico (AH). Otro factor &s el origen del acido hialurdnico (AH), que
pusde ser animal (crésta de gallo, aleta de tiburdn, etc) o de otras fuentes
bioldgicas (cordén umbilical, cjos, =tz), proveniente de una fermentacion
Racteriana, provenisntz de tecnologias recambinantes, <tz Un factor adicional es
el hecho de si el Acido hialurénico esta o no modificado quimica o quimiczo-
fisicament: mediantz la creacidn de enlaces entrecruzados, También 1o es 1a

varisdadl de compuestos derivados de HA que pueda contener: sales (sddica,
potasica, de calcio, magnesio, amonio etz), ésteres, hamidsteres, ésteres

parciales (derivados de alginatos, sales de metales pesados), derivados
sulfatados o M-sulfatados, derivadas amida, o con cualguisr residuo o grupo de
sustitucién OH, O, =t Por Qltima, otro factar 2s la forma geoemétrica del HA, que
pocdrd ser de granulos, esferas, polva, fibras, esponjas, et

CEl compuesto definida por la invencién puads ser utilizads de farma
espaialments ventajosa en el tratamienta de dolzncias o enfermedades

articulares y en el tratamiznto de la piel, por diversoas mativos:

- Por supuesto, se aprovechan las propiedadss de cada componente:
las propias cualidades bioldgicas y regeneradoras de la sustancia
derivada de sangrs, ya e«plicadas; las propias cualidacss del HA
(2lasticidad,  viscosidad, aporte de  lubricacién, capacidad  de
absorcidn de golpas). Ademds, aparacen unos efectos ventajosos
coma resultacs ce combinar en oun compussto &l HA con una
sustancia  derivada de sangre. Por gjempla, s2 consigus  un
compuesto de omayor  astabilidad  (menor degradacidn) o que  la

sustancia derivada de sangre por si sola.

— 6\
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Sz consigue un afecto temporal mas largo ds presancia de HA en la
articulacién, ya quz al HA inicial (aportado por 21 compussto y de tipo
exdgent), &l cual por sus propias caracteristicas tiende a desaparacer
con cierta rapidez, se suma un HA enddgeno Jenerado por las

células del tgjichy como consecuencia de la acciin del derivade de

sangrz. En otras palabras, se orea una especie d= 0 ciroulo de

realimsntacidn segln <l cual &l HA favarecs la accidn del derivado de
sangre, y éste Ultimo contribuys a que no desaparezca 2l primero.

Se consigus un mayar control espadcial de la liberacidn y accidn de los
factores de crecimisnta, es decir, s& consigus un mejor confinamisnto
de Ios factores de crecimiento en la zona de tratamisnto (en
comparacion con la aplicacian de la sustancia derivada de sangre sin
HA). Esto es debido al caracter isovolémico & higroscépico del HA,
que e permite retener las moléculas reparativas hidroselukles de la
sustancia derivada de sangre en dicha zona, De este modo, & HA
permite confinar la adtividad bioldgica de la sustancia derivada de
sangre durante un tiempo suficients en la zona donds se encuentran

los tejicdoes “diana”, sobrz las que se quiere actuar. Estz efects &

2]

ventajoso y novedosas con raspecto a aplicar sustancias derivadas de2
sangra sin HA. Por zjempls, en caso de que se aplique PRGF sin HA,
la rzd de fibrina comprendida en &l PRGF mantiene las malésulas
reparativas confinadas durants un tizmpo muy corto, pordgquez 1a fikrina
g2 va retrayendo y va liberando =l sobrenadants liquido que contizne
las maléculas reparativas, y pusde acurrir que dicho sobrenadante
liquido se expanda, difunda o fugus hacia otras zonas. Entonces, se
perderia el control de la zona diana y las moléculas reparativas
podrian terminar ejerciendo su =fect en zonas donds no son
necesarias.  Lagicaments,  esta dispersidén de las moléculas
reparativas del PRGF aplicads sin HA oourrird en mayor o menar
medida dependiendo de las caracteristicas de la zona de tratamiento,

|3 propia consistzncia del PRGF U otras factores.

S consigue también un mayor control temporal de la liberacidn y
accidn de oz factores de crecimiento, es decir, se consigue una
liberaciin mas lenta de las maléculas reparativas 2n la zona de
tratamiento  (en comparaciin con la aplicacién de la sustancia
derivada de sangre sin HA). En consecusncia, se modifiza la

biodisponibilidad de las moléculas reparativas. La permanencia de
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dichas maoléoulas reparativas en la aticulacidin &s mas prolongada y

& maximiza 2l tiempo de epasician del tejide al tratamisnto.

El compuesto s2gun la invencidn presenta unas ventajas adicionales en el
tratamiento de enfermedades articulares en comparaciéon con la aplicacion
exclusiva da una sustancia derivada de la sangre, por ejemply PRGFE. Por un
lada, &l HA y/o compuests derivada de HA aparta un efscto lubricants que es
muy importanta para una articulacian deterioracda. Adicionalments, =l compuesto
s2gln 1a invencidén cumple los requisitos e agentz ideal condroprotzctor y
restaurador dz 1a homeostasis de la articulacidn, Ademas, mediantz la inclusisn
de HA, s& prolonga &l tizmpo de contacto del compussto con &l cartilags y en
consecusncia aumentan 1as probabilidades de penstracidn y neutralizaciéin Jde
metaloprotzinasas. Coma se ha mencionads, & PRGF presenta una serie de
caracteristicas que hacen interssante su aplicacidn intraarticular, con el fin de
conseguir detzner la destruscian del cartilage. Sin embargo, un compuesto PRGF
aplicado en 2l cartilaga no cumpls los recuisitos de agents ideal condroprotector
y restauraclor de la homeostasis Jde la articulacién, El FRGF se disocia en un
liquids sobrenadants que contiene factores de cracimiznts a una velocidad mayor
Aue la valocidad de penctracian de las maléculas #n la dura matriz del cartilago
articular. Por =llo es interesante esle efects de prolongacién de tiempo de

contacto conseguids mediants 21 HA,

El compussto segan la invencisn también pressnta ventajas aspecificas
para ser aplicade 2n la pisl (por infiltracion o por aplicacién tdpica), tanto en
medicing estética como en otros campos. Dichas ventajas se originan en que el
compuestd realiza varias funcionss simultansamentz. En primer lugar, sirve de
material de rellens de las arrugas (gracias al HA). En segundo lugar, =l
compuests ejarce una funcidn de regulacién de la hidratacién, actuande como
lubricantz (gracias al grada liquido que contenga). En tercer lugar, 1a sustancia
derivada de sangre estimula la sintesis local ds HA y colagena por partz de los
fibroblastos dermales para provocar un efzcts rejuvenscedor mas estable a 1o
largo del tiempa. En cuarto lugar, &l compuesto 2s biocompatible no inmunageno
(por ser derivads de sangre). En quinta lugar, es bisdegradalklz, Por Gltimo, 1a
viseasidad del compuesto puede variarse en funcidn de su composicidn ezacta y
asi adaptarse en funcidn de los diametros de la aguja de inysccidn mas
apropiacda en cada aplicacién, Por gjempla, una aplicacion en medicina astética
utilizanda la técnica conocida como mesoterapia requisre muchos pinchazos qus
debwran ser muy poco agresivos, par I que la viscosidad del compuesto debera
sar tal que permita &l pasa del compuesto por una aguja muy fina (303). La

viscosidad en este caso deberd estar @n &l rango, principalmentz entre 2000 mi/g
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y 20000 ml/g.

La aplicacidn en la pizl del compuesto que comprends HA 'y una sustancia
derivada de sangre pusde dar mejores resultados que la aplicacion  de
anicamente una sustancia derivada de sangre, tamhign reivindicada por la
presents invenciin, A moda de gjempla, supdngase que se quisre tratar un

envejecimiento facial. 3i se infiltran dosis repetidas de un PRGF =n forma e
)

masoterapia, el PRGF actuard como rellzno durant= un tismpo muy redusido
(pocos dias) pero a cambio iniciard procesos celularzs comao la sintesis de HA 'y

de colagend, los cuales apartaran cambics mas establas proporcionando tersura,
estabilidad & hidratacién a 1a pisl a largo plaze. Es decir, 2l PRGF actuaria comao
un “sufle” desapareciends su voluman al poco lemps, por o que el aspacto
mejorado del paciente noe duraria mucho. En cambic, la mezala de PRGF + HA
proporcionaria un efacta de rellzno gracias al HA, a la vez qus se activaria la
actividad celular y se desencadenarian cambios mas estables gracias a la
bicactividad del PRGF.

Para la fabricaziin del compussto segin la invencidn, podra utilizarse
como  sustancia  derivada de sangre un plasma sanguinea, el cual
preferentemanta sera un plasma rice en plagquetas (PRP), y dentro de éste, un

plasma rico en factores de crecimienta (FRGF). Las propicdades ventajosas d

il

cada uno ya han sido explicadas. También es posible que 1a sustancia cderivada
de sangre contenga o s2a un sobrenadants de plasma sanguines, en particular
dz un plasma rico en plaquetas (PRP), y preferentzmants de un plasma rico en
factores de crecimiento (PRGF). La utilizacién de sobrenadantz como medio de
disolucidn del compussta de Acido  hialurénice  (AH) permitz obtener un
compuests segun la invencidn ques, ademas de presentar propiedacdes biolégicas
(debids a que 2l sobrenadantz proviens de un plasma con propiedacas
bickhgicas), tenga una consistzncia liguicla o cuasi-liquida debido a que =l
saobrenadante es un compuesto liquico.

En funcidn de las proporciones de sustancia derivada dez sangres y d= HA
ylo compuesto derivads de HA comprendidas en el compuesta segin la
invencidn, éste pusds presantar una consistencia final liquida (en caso de que se
utilice cualitativaments mucha cantidad de un compuesto liguida, por jempla HA
#n soluciin salina y/o sobranadantz), de gel (&5 decir, medianamsnte viscosa,
raduciende la cantidad de componzntes liquidos), de membrana (s decir, mas
viscosa y capaz de formar una membrana o peliculd), y asi sucesivamente hasta
una consistencia sélida. La consistencia final del compuzsts segin la invencidn

depende de la utilizaciin que vaya a hasarse del misma. Par gjempla, en caso de
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estar destinada al tratamiento de enfermadades articulares podra presentar una
consistzncia  liquido-viscosa para poder ser inyectadoa y al mismo  tiempo
coagularse inmediatamantz después de entrar en la articulacién, En cambio, en

casn de astar destinado al tratamiznto de la piel, en casa de que la aplicacion sea

por ejemplo thpica sera preferibls una consistendcia ligquida o de gel.

' Un gjempla de compuesto sagun la invencidn esta realizado a partir de un
sobrenadante liguido que contiens entre otres PDGF (27.9% ng/ml (SD:12.13),
TGF-b1 (55.27 ng/ml (15.232)), IGF-l (32.62 ng/ml (SD: 33.24)), EGF (456 pg/ml
(SD:2140)), VEGF (421 pgfml (3D:359)), TIMP-1 (400 ng/ml (SD:220)), HGF (506
pa/ml (SD:2E3)) y que forma un coloide con el HA. Dicho coloide se mezcla con
crecimients (PRGF), en
como “S/PRGF”. El

compuests tizne distintas opciones de configuracidn, como puscds alszrvarse en

Lna determinada cantidad de plasma rico en factores de
una proporcidn en valumen a la que se hara refarencia
la tabla siguients, donde se describe la composicién del nuave compuesto
multimalecular dotado de un mecanismo dz accién maltiplz, dirigido a varias
dianas celulares:

Fase dispersants: | Fase dispersa HA PFSF Nuzvo
sobirenadants % peasolviol Y% vil/vial compuasto (%)
PDGF;
TGF-b1;
IGF-I; Liquida viscaso
EGF; 0.5%-50% 0,1%6-99% Gel
VEGF; Saélido
TIMP-1;
HGF

(") Comsistencia d=l nuevs compussto en funcién de las cantidades dz Fase
dispersa HA 'y de PRGF.

Es también obj=to de la invencidn un métode de preparacion del

compuasta desarita, Dicho métoda de preparacién comprende los pasos de:

- disponer de al menos una sustancia derivada de sangre, autdloga u
homaloga;

- mezclar dicha sustancia derivada de sangre con HA y/o al menos un
compuesta derivada de HA, generalments afadienda la sustancia
derivada de sangre madiants una p2ringa, pipeta u otro instrumento al
HA y/o al menas un compuests derivads de HA en condicionas de
flujo laminar u atras condiciones

similares que garanticen la esterilidad

de la preparacian;
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- opcionalments, activar dicha mezcla mediante cloruro d= calcio.

La sustancia Jderivada e sangre es  prefersntementz un plasma
sanguined, y e modo aspecialments vantajoso un plasma rico en plaguetas
(PRP) y a su vez un plasma rico en factores de crecimients (PRGF). Tambign
pedra ser un sabrenadants de plasma sanguines, de plasma rico en plagquetas
(FRP) o de plasma rico en factares dz crecimienty (PRGF). Para disponer de
cualquiera de 2llos, podra llevarse a caba cualjuier metodo convencional del tipo

de los explicados en la introduccidn del presente documente, u otros.

- En caso de que la sustancia derivada de sangre sea una sustancia sin
activar (por gempls un plasma sanguinzo, un PFP o un PRGF) s2 afadira
clorurs de calzia para activar la sustancia, &s decir, para producir la liberacién de
las maoléculas reparativas. En cambio, si la sustancia derivada de sangré &3 una
sustancia ya activada (por  sjemplos,  cualguiera de= las sobrenadantes

mencionados) no sera imprascindible afadir clarurs de calcio.

En un maodo de realizaciin del métada die preparaciin del compussto, 2
HA y/o compuesto derivado de HA &s liofilizads. La mezcla de la sustancia
derivacta de sangre aon HA y/o al menos un campussto derivado de HA se
realiza afadiendo la sustancia derivadda cde sangre a un tuko que contizns &l HA
yloal menos un compuesto derivads de HA liofilizada y calentando dicho tubo a
entra 25 y 42°C para disolver 2l HA y/o al menos un compusasto derivado de HA

en la sustancia derivada de sangre.

En otro mode de realizacién del mitodo de preparacién del compussts, el
HA y/o al menas un compussts derivado de HA esta disponible inicialmente =n
una disoluzién. La mezcla de la sustanzia dervivada de sangre con el HA y/o al
menas un compuesto derivada de HA se realiza disolviendo &l HA y/o al menos
compuests derivacds de HA en una disolucidn salina estéril a entre 25 y 42°C, vy a
continuacisn mezclando la disclucisn suavements con &l PRP.

El clorury de calcio s aplica prafersntemsntz =n una concentracién de
entre 6-120 mM. Este rango Jarantiza la activaciédn plagqustaria, la formacién de
fibrina y la coagulacian.

El métoda desarity pueds comprender un pase adicional; =sperar a la
coagulacisn del compuesta, tras activar la mezcla mediante cloruro de calcio.
Esto puede ser convenients si desde =l principio del tratamiento se desea un

compuests con una consistencia menos liquida.
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REIVINDICACIONES

1. Método para el tratamiente de una articulaciin afectada por una
dokzneia u enfermedad articular, que comprendz la infiltracién 2n la articulacién
e un compuesto que comprends al mencs una sustancia derivada de sangra.

2. Métado segan la rzivindicaciin 1, donde 1a sustancia derivada de
sangre s2 infiltra =n la articulacién después de haberse realizado una =«traczién

de liquicdo sinovial de dicha articulacién,

3. Método segun la reivindicacién 1, donde la sustancia derivada de
sangre s infiltra en la articulacién despugs d= haberse realizado una cirugia
artroscapica de dicha articulacién.

4. Método s=gin la reivindicacidn 1, donde la sustancia derivada de
sangrs &8 autdloga.

. Método segun la reivindicacian 1, donde la sustancia derivada de

sangre s homadloga.

6. Métddo s=gun la reivindicacion 1, dond= la sustancia derivada de

sangre es plasma sanguinen.

7. Método segin la reivindicacidn 6, donde la sustancia derivada de
sangre &s un plasma rico en plagustas (PRP).
8. Mé&tado segun la reivindicacion 7, donde la sustancia derivada de

sangra &s un plasma rico en faclores de crecimiento (FRGF).

9. Mé&todda segun 1a rzivindicacién 1, donde la sustancia derivada e
sangra &8 sobrenadants de plasma sanguinzo,

10. Método segun 1a reivindicacicn @, donde la sustancia derivada de
sangre es un schrenadants ds plasma rico en plaguetas (PRP).

1. M&todo segun la reivindicacidén 10, donde la sustancia derivada de
sangrs 23 un sobrenadantz de plasma rico &n factoras de crecimienta (PRGF).

12, M&todo sagun 1a reivindicacian 1, donds el compuesto comprende
aclemas acicdo hialurénico (HA) y/o un compussto derivada de HA.
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12. Métode para &l tratamiznto de la pisl, que comprends la aplicacién
tapica o la infiltracién mediants inysccidn dermal, subdzrmal o intramuscular de

un compuesto que comprends al menos una sustancia derivada de sangre.

14, Métodao segin la reivindicacidn 12, donde la sustancia derivada de

sangre es autédloga.

5

15. Método segun la reivindicacién 13, donds la sustancia derivada ¢

sangre s hoamdaloga.

7y

16, Métado s2gan la reivindizaszidon 13, donde la sustancia derivada

sangre =3 plasma sanguineo.

573

17. Método segun la reivindicacién 16, donde la sustanzia derivada o
sangre &8 un plasma rico en plaguetas (PRP).

12. Métado s=gan la reivindicacidn 17, donde la sustancia derivada de

sangre &5 un plasma rico en factores de crecimienta (PRGF).

5

19, Método segun la reivindicacién 13, donde la sustancia derivada «

sangre &s sobrenadants oe plasma sanguined.

20. Métoda segin la reivindicacidn 19, dond: la sustancia derivada de

sangre &35 un sobrenadants de plasma rico 2n plaguetas (PRP).

21. Método segun la reivindicacidn 20, donde la sustancia derivada e

sangre es un sobrenadants de plasma rico en factores de crecimiento (PRGF).
22 Mé&todo segun la reivindicacién 13, donde el compueasts comprende

ademas Acido hialurénico (HA) y/o al menos un compuesto derivado de HA.

2 Compuesto para la regsneracién de tejidos, caracterizado por que
comprencle:
- al manos una sustancia derivada de sangra,
- acido hialurdnico (HA) y/o al menas un compuesto derivado de HA,

24, Compuests segun la reivindicaciadn 22, donde la sustancia derivada de
sangre es autdloga.
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25, Compuesto sagan la reivindicacidn 23, dond2 la sustancia dzrivada de
sangre es homdloga.

26, Compuesto s2gon la reivindicacidn 23, donde 1a sustancia derivada de

sangre &g plasma sanguinen.
I

27. Compuesto segun 12 reivindicacion 26, donde fa sustancia derivada de

sangra as un plasma rico en plagquetas (PRP).

28, Compuasto sequn la reivindicacion 27, dand= la sustancia derivada de
sangre 23 un [an"aSITla rico en factores de crecimiento (PRGF).
29, Compuesto segun 1a reivindicacién 23, donde la sustancia derivada de

sangre s sobrenadante de plasma sanguineo.,
|

20, Compuesta segun la rzivindicaciin 29, donde 1a sustancia derivada e
sangrs &s un sobrenadante de plasma rico en plagquetas (PRP).
\

21, Compuasto segun la reivindicacidén 30, donds la sustancia derivada de
sangre s un sobrenadants de plasma rico en factoras de crecimients (PRGF).

i

|
22, M»—tu-lu de preparacién Jdeoun compuesty para la regeneracidn de
tejiclos, caractzrizada por que comprends 10s pasos de:
- clisp::-ner al menos una sustancia derivada de sangre,
- mezclar dicha sustancia derivada de sangre con Acido hialurénico
(HA) y/o al manos un campuesto derivada de HA,
\

22 Métada segun la reivindicacién 22, donde la sustancia derivada de

sangre es autdloga.

'

\
24, Método segan la reivindicacidn 232, dondz la sustancia derivada de

sangra as homisloga.
:

28, Métods segin la reivindicacidén 22, que se caracteriza por que el HA
ylo compuests derivacks de HA es licfilizads, y la mezcla de la sustancia derivada
de sangre con HA y/o al menas un compussty derivade de HA se realiza
afadi=nda 1a gu,nstancia derivada de sangre a un tubo que contiens @l HA y/o al
Menos un compussto derivacts de HA liofilizads y calentando dicho tubo a antra
250y 42°C para disolvar el HA y/o al menas un compussta derivado de HA &n la
sustancia derivacla de sangre.
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|
36, Métocla sagan la reivindicacidn 32, que 3e caracteriza por que < HA
y/o al menos un compuesto derivada de HA esta =n una discluciédn, y la meazcla
e la sustancig derivacda o= sangre con el HA y/o al menos un compuests
derivada de HA se realiza disolviendo 2l HA y/o al menes compuesto derivado de
HA =n una disolucidn salina estéril a entre 25 y 42°C, y a continuacidn mezalando

la disolucién suavemante con el PRP.
\

A7 Métods segan la reivindicacisn 22, que se caracteriza por que el
clorurs de calcio se aplica en una concantracian de entre 6-120 mM.
28, Método segan la reivindicacidn 32, que comprends 2l paso adicional

de activar dicha mezcla mediants clorurd de calzio.

Método segun la reivindizaciin 38, que se caracteriza por que

(]
(¥()

comprends =l paso adicional de esperar a la coagulacidn del compussto, tras
activar la mezcla mediante clorura de calcio.
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RESUMEN

Mét-:--:lo“:'ara = tratamients d= dolencias o enfermadades articulares o
jpara <l tratamisnte de la pizl, que comprends lainfiltracién o la aplicacion de un
compuaste que comprends al menoas una sustancia derivada de sangre, la cual
&5 preferentements: un plasma sanguines en gensral, y en particular un plasma
rico en plagquetas (PRP), prefirigndose entre 1os compuestos PRP un plasma rico
en factorss de crecimienta (PRGF), y/o un scbrenadante de cualquiera d= los
plasmas :anter‘ic.res. El métods segun la invencién permite aliviar & incluso
regsnerar las zonas tratadas de forma notable. Opcicnalments, la sustanscia
derivada  de .“sangre poodrd  mezclarse con acido  hialurdnica (HA) y/o un

compuests derivado de HA, consiguigndos: efectos adn mas benaficiosos.
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