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DESCRIPCION
Uso de eritropoyetina para la regeneracion de tejido in vivo

La presente invencion se refiere al uso de eritropoyetina (EPO) en forma aislada para la regeneracion de tejidos, en
particular la piel.

En la ontogenia, es decir, el desarrollo embrionario del individuo, se expresan factores de crecimiento que pueden
desencadenar procesos estructurales fundamentales y numéricos con respecto al recuento celular. En el organismo
en crecimiento, se pierde progresivamente la capacidad para reparaciones estructurales mediante regeneracion,
dado que ya no se expresan estos factores de crecimiento. Los factores de la médula 6sea o de los 6rganos
hematopoyéticos estan acoplados en el tiempo a procesos de crecimiento de otros 6rganos durante procesos
ontogenéticos especificos.

Una desventaja de factores de crecimiento conocidos, tales como por ejemplo "Epidermal Growth Factor" (factor de
crecimiento epidérmico) (EGF), "Vascular Endothelial Growth Factor" (factor de crecimiento endotelial vascular)
(VEGF) o "Hepatocyte Growth Factor" (factor de crecimiento de hepatocitos) (HGF), es que los procesos de
multiplicacion, en particular en el caso del uso de células primarias in vitro, estan limitados y que el uso in vivo es
problematico debido a posibles efectos secundarios, tales como por ejemplo la activacion de oncogenes.

Por lo tanto, el conocimiento preciso de los factores y su administracion controlada seria tanto un factor importante
para poder multiplicar y diferenciar de manera correspondiente células, en particular en el campo de la ingenieria de
tejidos, como para inducir procesos estructurales de la regeneracion tridimensional (3-D).

En particular en el caso de la ingenieria de tejidos estan en primer plano las especificaciones estructurales de este
tipo, donde el crecimiento 3-D y su inicio no se entienden hasta el momento. Si bien los planteamientos
convencionales, tales como cultivos de agregados logran una alta densidad, en cambio deben construirse con
células expandidas previamente o aisladas a partir de tejidos primarios, por ejemplo, hepatocitos. Hasta el momento
no era posible un proceso de crecimiento inductivo en una estructura determinada, preestablecida.

Hasta el momento no era posible un crecimiento de creacion de forma a partir de algunas células precursoras en
una estructura 3-D y un comportamiento inductivo para procesos adyacentes en el sentido de una regeneracion de
tejido in vitro e in vivo. Sin embargo, un comportamiento de crecimiento inductivo de células significa, precisamente
para procesos terapéuticos o biotecnolégicos, una innovacion considerable. Un comportamiento de crecimiento de
este tipo deberia poder permitir, apoyado por una matriz de soporte 3D, un crecimiento no sélo en el sentido de una
colonizacién o de una remodelacion estructural, sino en realidad una formacién dirigida de nuevo a partir de un
nucleo de induccion. Procesos de este tipo se desarrollan en la ontogenia y se basan en una disposicion
previamente existente.

Unicamente se conoce que los factores de crecimiento, en particular en el caso de progenitores neuronales de
origen fetal, tales como por ejemplo "Leukemia Inhibitory Factor" (factor inhibidor de leucemia) (LIF), "Ciliary
Neurotropic Factor" (factor neurotréfico ciliar) (CNTF), "Glial Derived Neurotrophic Factor" (factor neurotrofico
derivado de la linea celular glial) (GDNF) o "Nerve Growth Factor" (factor de crecimiento nervioso) (NGF), permiten
una fase de proliferacién de neuronas no diferenciadas. Sin embargo, tras conseguir una diferenciacion estos
factores ya no puede actuar. Buemi y col., J. Nephrol. 2002; 15: 97-103, describen que EPO desempefiaba un papel
importante en la neovascularizacion y en la cicatrizacion.

Por lo tanto, es deseable crear un procedimiento de regeneracion in vivo, que pueda mantener esencialmente el
estado fisiologico de estos sistemas celulares y permita un crecimiento esencialmente estructural.

Se encontré ahora que el uso del factor de crecimiento eritropoyetina (EPO) inicia o termina y dirige estructuralmente
la multiplicacion y diferenciacion de células en particular en la regeneracion de tejidos in vivo, preferiblemente en el
caso de la piel.

Sorprendentemente, con ello no sélo se provocé una multiplicacion de las células, sino también una induccion de
procesos estructurales, en particular cuando a través de un efecto inductivo en el caso de un implante en el sitio (in
situ) por ejemplo a través de un denominado proceso de toma de referencia se provoca una multiplicacion celular
localmente especifica y una diferenciacion dirigida. Esto significa que las hormonas del crecimiento pueden
desencadenar pero también terminar estos procesos estructurales.

Los factores de crecimiento se encuentran en general comercialmente disponibles, pero también pueden prepararse
mediante ingenieria genética segin métodos conocidos por el experto. No comprenden sdlo los factores de
crecimiento que se producen en la naturaleza, sino también derivados o variantes con esencialmente la misma
actividad bioldgica.

EPO se designa también como forma embrionaria de TPO y se describe con sus variantes por ejemplo en los
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documentos EP 0 148 605, EP 0 205 564, EP 0 209 539, EP 0 267 678 o EP 0 411 678.

En consecuencia, la expresion factor de crecimiento, de acuerdo con la presente invencion, no se limita solo a las
formas que se producen en la naturaleza, sino que también comprende formas o variantes o derivados que no se
producen en la naturaleza. La expresion factor de crecimiento de acuerdo con la presente invencién no sélo
comprende estimuladores del crecimiento, sino también inhibidores del crecimiento, tales como por ejemplo
somatostatina, TGF beta y/o prostaglandinas. Los inhibidores del crecimiento de este tipo son adecuados en
particular para la supresion o inhibicién del crecimiento de células alteradas, tales como por ejemplo células
tumorales, utilizandose los mismos localmente, de manera altamente concentrada, simultanea o secuencialmente
por ejemplo también por medio de hidrogeles o materiales de liberacion lenta.

El procedimiento de acuerdo con la invencion puede utilizarse para la aplicacién local in vivo, en la que se utilizan
factores de crecimiento o bien solos o bien en combinacion como mezcla o secuencialmente o en combinacion con
las estructuras de soporte o matrices biolégicas mencionadas, por ejemplo para la regeneracion de tejido, tal como
por ejemplo la regeneracion hepatica, regeneracion del musculo cardiaco o para la cicatrizacion de zonas de la piel,
por ejemplo en el caso de Ulceras diabéticas, o encias. Por ejemplo, pueden aplicarse en un hidrogel, por ejemplo
fibrina y/o un polimero, tal como por ejemplo polilactida o poli-hidroxi-alcanoato, y/o un alginato, sobre la superficie
de reseccioén por ejemplo de un higado para la regeneracion hepatica o en el caso de, por ejemplo, insuficiencia
hepatica aguda, pueden aplicarse de manera local o sistémica a través de un acceso con ayuda de un catéter.

En consecuencia, la presente invencion se refiere también al uso de EPO para la preparacion de un farmaco para el
tratamiento de la regeneracion de tejido, en particular piel, para apoyar el proceso de cicatrizacion, en particular en
la zona de la piel, preferiblemente en el caso de Ulceras diabéticas o encias y/o para mejorar la cicatrizacion y
regeneracion de tejido por ejemplo después de operaciones, para la activacion de la neovascularizacion y
regeneracion y/o isquemias tras lesiones y traumatismos y/o regeneracion de tejidos a continuacion de una lesion
tisular.

Como factor de crecimiento pueden usarse adicionalmente "Transforming Growth Factor beta" (factor de crecimiento
transformante beta) (TGF beta), prostaglandinas, factor estimulante de granulocitos y macréfagos (GM-CSF),
"Growth Hormone Releasing Hormone" (hormona liberadora de hormona del crecimiento) (GHRH), "Thyrotropin-
releasing Homone" (hormona liberadora de tirotropina) (TRH), "Gonadotropin-releasing Hormone" (hormona
liberadora de gonadotropina) (GnRH), "Corticotropin-releasing Hormone" (hormona liberadora de corticotropina)
(CRH), dopamina, "Antidiuretic Hormon" (hormona antidiurética) (ADH), oxitocina, prolactina, adrenocorticotropina,
beta-Celltropin, lutrotropina y/o vasopresina o adicionalmente uno o varios factores de regeneracion nerviosa,
preferiblemente "Nerve Growth Factor" (factor de crecimiento nervioso) (NGF) y/o uno o varios factores de
regeneracion vascular, preferiblemente "Vascular Endothelial Growth Factor" (factor de crecimiento endotelial
vascular) (VEGF) y/o "Plateled Derived Growth Factor" (factor de crecimiento derivado de plaquetas) (PDGF).

Las formas de realizacion adicionales representadas en la presente invencion sirven de manera analoga también
para los usos de acuerdo con la invencion descritos.

Ademas, puede usarse una estructura de soporte o matriz biolégica que contiene EPO, como sustrato inductivo para
la regeneracion y/o el crecimiento 3-D dentro de una fase de multiplicacion o después de una fase de multiplicacion
para la diferenciacién o para la detencion del crecimiento.

La estructura de soporte o matriz bioldgica representa por ejemplo un implante, un trasplante y/o un material de
soporte para el crecimiento de células, pudiendo ser la estructura de soporte o matriz biolégico una endoproétesis, un
catéter, una piel, un hidrogel, un material de sustitucién 6sea, un tejido alogénico, autélogo o xenogénico,
acelularizado o no acelularizado, un tejido sintético, una capa alimentadora o un tejido no tejido, tal como por
ejemplo un tejido no tejido de colageno, laminina y/o fibronectina con o sin estructura fundamental sintética o de otro
modo, tal como por ejemplo plastico o una matriz biolégica. Formas de realizacion a modo de ejemplo se han
descrito ya anteriormente.

La estructura de soporte o matriz biolégica puede colonizarse ya previamente con células especificas de tejido,
células precursoras, células de médula 6sea, sangre periférica, tejido graso y/o tejido fibroso o estar preparada ya
para la colonizacién in vivo.

La estructura de soporte o matriz biolégica puede estar recubierta también con una capa (bio)polimérica, que
contiene al menos uno de los factores de crecimiento mencionado. Como capa (bio)polimérica son adecuados por
ejemplo fibrina, plasma, colageno y/o polilactida.

Los siguientes ejemplos explicaran en detalle la invencidn, sin limitar la misma.

Ejemplos:
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Regeneracion de tejidos in vivo
a) Higado (s6lo para comparacion)

Después de la reseccion de parte del higado se administra al paciente EPO de manera sistémica y/o topica
mediante aplicacién sobre la superficie de reseccidon en combinacién con un polimero. El polimero puede ser un
biopolimero, tal como por ejemplo fibrina (de por ejemplo adhesivo de fibrina), plasma polimerizado, sangre
polimerizada o bioadhesivo, por ejemplo adhesivo de molusco. En cambio, puede tratarse también de geles
sintéticos o bioldgicos. Ademas la EPO puede incorporarse en tejidos no tejidos, que sirven para la hemostasia (por
ejemplo tejidos de colageno, tamponamientos, tejido y tejido de punto).

Mediante la accion de EPO se produce, en el plazo de 2 semanas, una recuperacion del volumen original del
higado. En este sentido no solo se produce una multiplicacion de los hepatocitos, sino un crecimiento coordinado en
el que también vuelven a crecer los vasos, los conductos biliares asi como las estructuras de capsula hasta su
tamaiio original.

En 30 animales pudo mostrarse que la regeneracion del higado tuvo lugar de manera significativa con respecto a los
animales control (sin administracion de EPO).

EPO puede utilizarse para la regeneracion hepatica también en el caso de enfermedades hepaticas cronicas, tales
como por ejemplo cirrosis, fibrosis, hepatitis. De este modo puede conseguirse por primera vez un efecto terapéutico
con respecto al parénquima hepatico.

b) Enfermedades intestinales inflamatorias (sdlo para comparacion)

En pacientes con la enfermedad de Crohn se producen trastornos de cicatrizacion en la zona del epitelio intestinal.
También estructuras tisulares subyacentes pueden verse afectadas en el marco de las reacciones inflamatorias. En
estos pacientes, la administracion sistémica y/o topica de EPO lleva a una recuperacion del epitelio intestinal
mediante regeneracion. La administracion tépica puede tener lugar a través de capsulas de liberacién lenta en la
zona del intestino o mediante administracion de supositorios con geles o instilacién local con disoluciones.

La reabsorcion en la zona vascular regional puede optimizarse mediante la administracion de compuestos pegilados
(PEG), de modo que a través de la administracion regional en la zona de inflamacion pueda tener lugar un efecto
sistémico y con ello el inicio del proceso de cicatrizacion.

La existencia de anemia se considera un factor pronéstico positivo en pacientes con enfermedad de Crohn. En el
pasado se suponia que la anemia era una enfermedad acompanante independiente, o que se atribuia a la pérdida
de fuerzas por problemas de reabsorcién. Los presentes resultados muestran que durante el trastorno de
cicatrizacion se trata de una deficiencia en EPO enddgena. De este modo, la enfermedad de Crohn puede tratarse
de manera muy selectiva mediante una administracion exégena de EPO. Otros campos de aplicaciéon se encuentran
también en el campo de la colitis ulcerosa.

c) Trastornos de cicatrizacion en la zona de la piel

En pacientes con Ulceras diabéticas, existen trastornos tépicos que dificultan el cierre de una herida en la zona, en la
mayoria de los casos, de las piernas. La capacidad para una regeneracion de tejido estructural esta limitada debido
a la enfermedad de base. En estos casos se induce una cicatrizacion mediante la administraciéon tépica de EPO.
Resulta ventajosa la aplicacion de EPO tras la rugosificacion del sustrato en el contexto de un desbridamiento. La
combinacion de EPO con una polimerizacion desencadenada por cloruro de calcio lleva a la integracion de EPO en
un coagulo de sangre, mediante lo cual se produce un preparado de liberacion lenta tépico. Como alternativa, EPO
puede administrarse también en combinacion con un adhesivo de fibrina o un tejido no tejido o un taponamiento
impregnado con EPO (por ejemplo tejido de colageno).

EPO puede administrarse de manera similar en todos los demas requisitos de cicatrizacion por ejemplo en la zona
muscular después de lesiones deportivas, enfermedades musculares, lesiones éseas, lesiones de las partes blandas
y en general para mejorar la cicatrizacion y la regeneracion de tejido por ejemplo después de operaciones,
enfermedades agudas y cronicas.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de eritropoyetina (EPO) para la preparacion de un medicamento para el tratamiento tépico de la piel durante
la cicatrizacion tras la rugosificacion del sustrato en el contexto de un desbridamiento y aplicacion de EPO, en el que
la EPO se integra en un coagulo de sangre mediante polimerizacién desencadenada por cloruro de calcio y se libera
a partir del mismo lentamente de forma local en la herida.

2. Uso de EPO para la preparacion de un medicamento para el tratamiento tépico de la piel durante durante la
cicatrizacion tras la rugosificacion del sustrato en el contexto de un desbridamiento y aplicacion de EPO, en el que la
EPO se administra en combinacion con un adhesivo de fibrina, un tejido no tejido o un taponamiento impregnado
con EPO.

3. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2 para el tratamiento topico de la piel en el caso de Ulceras diabéticas.

4. Eritropoyetina (EPO) para su uso terapéutico en el tratamiento topico de la piel durante la cicatrizacion tras la
rugosificacion del sustrato en el contexto de un desbridamiento y aplicacion de EPO, en el que la EPO se integra en
un coagulo de sangre mediante polimerizacion desencadenada por cloruro de calcio y se libera a partir del mismo de
forma local, o se administra en combinaciéon con un adhesivo de fibrina, un tejido no tejido o un taponamiento
impregnado con EPO.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

La lista de referencias citadas por el solicitante es, inicamente, para conveniencia del lector. No forma parte del
documento de patente europea. Si bien se ha tenido gran cuidado al compilar las referencias, no pueden excluirse
errores u omisiones y la OEP declina toda responsabilidad a este respecto.

Documentos de patente citados en la descripcién

« EP 0148605 A [0012] + EP 0267678 A [0012]
« EP 0205564 A [0012] +  EP 0411678 A [0012]
«  EP 0209539 A [0012]

Literatura no patente citada en la descripcion

«  BUEMIetal.J. Nephrol, 2002, vol. 15, 97-103[0007]



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

