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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas y cosméticas que contienen PLGF-1

Ambito de la presente invencion

La presente invencion se refiere a la preparacién de composiciones terapéuticas y cosméticas capaces de aumentar
la angiogénesis del tejido conjuntivo cutdneo, subcutdneo y de los drganos internos, que contienen el factor de
crecimiento placentario (PLGF). Por lo tanto estas composiciones son adecuadas para el tratamiento de estados
patolégicos o naturales que se benefician de la formacién o regeneracion de nuevos vasos en el sistema cutaneo,
como por ejemplo esclerodermia en sus diversas manifestaciones, envejecimiento de la piel o pérdida de cabello.

Estado técnico

El factor de crecimiento placentario (PLGF) es una glicoproteina homodimérica que regula la angiogénesis. La
secuencia polinucleétida completa que codifica la proteina PLGF fue descrita por Maglione y Persico en la patente
EP-B-0 550 519 (WO-A-92/06194). Por empalmes alternativos de PGLF ARN se generan tres formas homologas, en
concreto PLGF-1, PLGF-2 y PLGF-3, las cuales poseen secuencias polipeptidicas diferentes y estan descritas en la
literatura.

En el estado técnico se describen, 0 meramente se suponen, aplicaciones terapéuticas del PLGF-1. La patente EP-
B-0550519 se indica el empleo hipotético de PLGF en el tratamiento de estados inflamatorios genéricos, heridas,
guemaduras, Ulceras y periodos postoperatorios. La solicitud de patente internacional WO-A-01/56593 describe el
empleo sistémico parenteral de los factores VEGF y PLGF en el tratamiento y prevencion de la isquemia cerebral,
miocardica y periférica. El articulo cientifico publicado en “Il Farmaco”, vol. 55, (2000), paginas 165-167 (Maglione y
otros) describe también la eficacia del PLGF-1 para evitar la isquemia miocéardica y reducir la gravedad del infarto.
Por dltimo Faille y otros, en el “Journal Invest. Dermatol.”, 115(3), Sep. 2000, paginas 388-395, comunican que en
los queratocitos implicados en los procesos de reparacion del tejido lesionado se induce la produccion de PLGF.
Ziche y otros, “PLGF-1 is Chemotectic Mitogenic and Angiogenic” [el PLGF-1 es un factor quimiotactico mitogénico y
angiogénico], Laboratory Investigation, USA and Canadian Academy of Pathology. vol. 76, n°. 4, abril 1997 (1997-
04), paginas 517-531, revelan un implante corneal de una solucidon que contiene pequefias cantidades de PLGF-1
purificado, producido como proteina recombinante en células huésped eucariotas y que por tanto esta glicosilado.
Este documento no describe el empleo de PLGF-1 para tratar enfermedades de los tejidos conjuntivos cutaneos o
subcutaneos, la esclerodermia o el envejecimiento de la piel. Sin embargo la informacion del estado técnico previo
no permite concluir que el PLGF-1 sea efectivo en la prevencién o en el tratamiento curativo de enfermedades o
alteraciones patoldgicas relacionadas con el tejido conjuntivo cutaneo, subcutaneo y de los 6rganos internos. En
particular las informaciones del estado técnico previo no permiten concluir que la administracion de PLGF exdgeno
pueda influenciar in vivo la vascularizacion cutanea con respecto a estados patoldgicos y a situaciones naturales. Un
efecto promotor de angiogénesis y en particular de vascularizacién cutanea a consecuencia de la administracion de
PLGF exdgeno obtenido segln la presente invencion es especialmente ventajoso para el tratamiento de estados
patolégicos o fisiolégicos susceptibles de mejora mediante un aporte de sangre mas efectivo.

Resumen de la presente invenciéon

La presente invencion se basa en el hallazgo inesperado de que un incremento de los niveles de PLGF-1 en los
tejidos que forman el cutis y sobre todo en el tejido conjuntivo va acompafiado por un aumento de la vascularizacién
cutdnea. Asimismo se ha observado que dicho incremento de los niveles tisulares de PLGF-1 se puede conseguir
ventajosamente mediante la administracién de PLGF exdgeno, empleando las composiciones parenterales o tépicas
conforme a la presente invencion. La estimulacién de la angiogénesis resultd ser util en el tratamiento de patologias
tipicas del tejido conjuntivo cutdneo, subcutédneo y de los 6rganos internos, de la esclerodermia en sus diferentes
manifestaciones locales, de la esclerodermia sistémica progresiva y de la esclerosis sistémica, en la reparacion de
lesiones localizadas y Ulceras, en el tratamiento de la calvicie natural o patolégica, o en situaciones meramente
fisiolégicas tales como el envejecimiento de la piel, sobre todo debido a la exposicion al sol 0 a agentes atmosféricos
agresivos.

El objeto de la presente solicitud es el empleo de PLGF, en particular del tipo 1 de PLGF (PLGF-1), para preparar
composiciones terapéuticas o cosméticas promotoras de angiogénesis en el tratamiento preventivo o curativo de
enfermedades o alteraciones patoldgicas naturales relacionadas con el tejido conjuntivo cutdneo o subcutaneo y
seleccionadas entre la esclerodermia, en particular esclerodermia localizada, sistémica progresiva, la esclerosis
sistémica, el envejecimiento patolégico de la piel por exposicién a agentes atmosféricos/ambientales o a la radiacién
solar, y la calvicie de origen patoldgico.

Otro aspecto de la presente invencién es el uso de PLGF-1 en el tratamiento cosmético preventivo y curativo de la
pérdida del cabello y del envejecimiento de la piel.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicion farmacéutica que contiene el factor de crecimiento
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placentario tipo 1 (PLGF-1) como principio activo y un excipiente farmacéuticamente aceptable, destinada a la

promocion de la angiogénesis en el tratamiento preventivo o curativo de enfermedades o alteraciones patoldgicas

relacionadas con el tejido conjuntivo cutaneo o subcutaneo, seleccionadas entre:

— esclerodermia o

— envejecimiento prematuro de la piel por exposicién a agentes atmosféricos agresivos o a la radiacion solar
prolongada.

Otro aspecto de la presente invencion es una composicién cosmética de uso tépico que contiene PLGF-1 como
principio activo y un excipiente cosméticamente aceptable, la cual se caracteriza porque al menos el 98,5% del
PLGF-1 esta en forma dimera y multimera activa, como minimo el 70% en forma dimera y no mas del 1,5% en forma
monomeérica, y porque se encuentra en forma de locidon, emulsion W/O, emulsion O/W, suspensién, suspension
liposdmica, gel, crema, pasta, unglento.

Descripcién detallada de la presente invencién

El incremento de los niveles de PLGF-1 en los tejidos que forman la piel, y en particular en los queratinocitos, va
acompafiado por un aumento local de la vascularizacion. Este aumento de los niveles de PLGF-1 en los tejidos se
puede alcanzar por administracion sistémica o local de PLGF-1 exdgeno.

Ensayos

La accion angiogénica del PLGF-1 se determind por métodos conocidos efectuados in vivo o in vitro, tales como el
ensayo de vascularizacion de cornea de conejo o el ensayo de vascularizacion de la membrana corioalantoidea de
pollo. De acuerdo con la presente invencion la vascularizacion cutanea se examind mediante analisis morfométrico
computarizado de muestras de piel, tal como describen Streit y otros (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, Dec. 21st,
96(26), 14888-14893). Cortes de piel aislados de animales de laboratorio, tratados o no tratados segun la presente
invencién, se prepararon con tincién inmunohistoquimica, empleando anticuerpos monoclonales anti-CD31 del
animal utilizado. Los cortes asi tratados se analizaron por microscopia electrénica y el andlisis morfométrico de los
tejidos se realiz6 mediante el programa IP-LAB (Scanalytics Inc.). Se determiné el nimero de vasos por mm?, sus
tamafios promedio y el area respectiva ocupada por ellos, tal como describen Streit y otros.

En los animales tratados la administracion local de PLGF-1 exdgeno produjo un incremento significativo de los
pardmetros vasculares, tal como ilustran los ejemplos.

Un segundo método empleado para estimar la actividad angiogénica de la composicién segln la presente invencion
es la capilaroscopia y capilarometria microscépica in vivo. Esta conocida tecnologia consiste en la observacién
microscopica directa del cutis, preferiblemente tratado con sustancias intensificadoras transparentes tales como
vaselina o aceites vegetales. La zona preferida de andlisis es la lamina ungular del dedo de la mano. El andlisis de
los datos obtenidos por capilaroscopia y capilarometria se puede realizar adecuadamente empleando sistemas de
registro fotografico y sistemas de reprocesamiento de datos por ordenador. Los parametros tenidos en cuenta son la
morfologia vascular, la morfologia del tejido perivascular y el aspecto reolégico. La observacién morfolégica registra
cualquier aumento o disminucion de la vascularizacion, la luz capilar y la densidad capilar por mm?. La observacion
tisular evalla la transparencia del tejido conjuntivo, la presencia de hemorragia o de depdsitos de lipidos o colageno
esclerosado alrededor de los vasos capilares. En particular, la observacion del tejido conjuntivo perivascular destaca
en condiciones normales el asa capilar rodeada por un halo de color méas claro denominado halo capilar, formado
por tejido laxo rico en glucosaminoglicanos. La desaparicion o disminucion de dicho halo es una sefial de alteracion
estructural profunda del tejido conjuntivo. Otros tipos de alteraciéon son la menor transparencia tisular que acompafia
la esclerodermia. El aspecto reoldgico valora la velocidad de flujo o la presencia de agregados de eritrocitos o de
trombosis.

La actividad de las composiciones de la presente invencién en el tratamiento de la esclerodermia se evalué en un
modelo animal, tal como describen Yamamoto T. y otros en Arch. Dermatol. Res. Nov. 2000, 292(11), paginas 535-
541. Se induce un estado esclerodérmico en ratones C3H mediante un tratamiento con bleomicina (100 mcg/ml)
inyectada diariamente por via subcutdnea durante 3 semanas. Al cabo de 3 semanas se sacrifican los animales y se
analizan histolégicamente muestras de piel de las zonas tratadas. El efecto del tratamiento indica manifestaciones
histolégicas atribuibles a la esclerotizaciéon cutanea inducida por la bleomicina y en concreto engrosamiento de la
piel y elevados niveles de hidroxiprolina.

PLGF

El factor de crecimiento placentario tipo 1(PLGF-1) utilizado en la presente invencion puede ser de origen extractivo
u obtenido como un producto de expresion a partir de células huésped modificadas genéticamente. En la forma de
ejecucion preferida de la presente invencién se emplea un factor altamente purificado, en forma sustancialmente
homodimérica o multimérica, obtenido conforme al método revelado por los presentes inventores en la solicitud de
patente internacional PCT/IT 02/00065. En concreto se emplea un producto que contiene no menos del 98,5% de
formas activas dimeras y multimeras, no menos del 70% de forma dimera y en cualquier caso no mas del 1,5% de
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forma monomérica. En el &mbito de la presente invencion también se pueden usar cortes de PLGF-1 funcionalmente
activos. Los cortes que muestran al menos el 30% de la actividad especifica del factor purificado o, preferiblemente,
como minimo el 50% o, mejor, como minimo el 90% de la misma actividad se pueden considerar funcionalmente
equivalentes al factor natural.

Enfermedades
El tratamiento de la esclerodermia es un aspecto de la presente invencion y de las composiciones de la misma.

La esclerodermia es una enfermedad que afecta al sistema microvascular y al tejido conjuntivo cutaneo, subcutaneo
y de los érganos internos. La enfermedad induce la activacion de los fibroblastos y una produccion excesiva de
depdsito tisular y perivascular de colageno, que contribuye en gran medida a la formacion de fibrosis y zonas de
calcificacion y por tanto a la manifestacion de los sintomas inducidos por la enfermedad. En particular se observa por
capilaroscopia la presencia de grandes cantidades de colageno esclerotizado alrededor de los vasos cutéaneos, que
provoca el estrechamiento de la luz vascular.

Existe una esclerodermia local diferenciada, con implicacion cutdnea, que se caracteriza por un endurecimiento y
engrosamiento de la piel a causa de una deposicidon excesiva e inapropiada de colageno, y una esclerodermia
sistémica progresiva en la cual hay implicaciéon de vasos sanguineos y esclerosis sistémica con lesiones viscerales
asociadas a la fibrosis cutanea. El cutis, sobre todo el de los dedos y las manos, tiene aspecto endurecido, grueso y
edematoso. Ademas la enfermedad se manifiesta a nivel miocardico con insuficiencia cardiaca, y a nivel pulmonar,
gastrointestinal, renal y del sistema 6steo-muscular. Asimismo algunos pacientes desarrollan artropatias erosivas
inducidas por fibrosis cutanea, que complican enormemente la movilidad de las articulaciones.

En relacién con otros farmacos angiogénicos se ha indicado que la promocién de la angiogénesis, en particular de la
angiogénesis cutanea, debida al tratamiento con dichos farmacos es beneficiosa para el historial de la enfermedad.
En concreto, el andlisis capilaroscépico in vivo de areas cutadneas de pacientes afectados de esclerosis sistémica
tratada con factores angiogénicos, ha demostrado un aumento estadisticamente importante de la vascularizacion,
tanto en densidad como en calibre medio vascular. Ademas los nuevos vasos estan libres de colageno esclerosado
y por tanto son capaces de mejorar el aporte de sangre al tejido. Este aumento va acompafiado por una remision
parcial de las manifestaciones patologicas.

Sin pretender unir o limitar la presente invencion a teorias cientificas, se supone que en el efecto terapéutico ejercido
por el PLGF-1 en el tratamiento de la esclerosis sistémica en un modelo animal interviene la accién vasodilatadora
que acompafia a la angiogénesis in vivo. De hecho se ha demostrado que uno de los efectos inducidos por PLGF-1
es la estimulacion de la generacion de 6xido de nitrégeno (NO), sefialado por muchas evidencias cientificas como un
importante mediador de vasodilatacion.

El mecanismo de accion, supuestamente basado en el efecto producido por el PLGF-1 al tratar la esclerodermia y
sus manifestaciones colaterales, parece concordar hasta ahora con el tratamiento terapéutico de estas patologias.
De hecho este tratamiento se basa en el uso combinado de diferentes medicamentos, entre los cuales hay agentes
de efecto vascular y principalmente vasodilatador.

Un segundo aspecto de la presente invencién se refiere al tratamiento de los fenémenos tipicos del envejecimiento
de la piel. Aunque se considera fundamentalmente cosmético, este tratamiento tiene implicaciones terapéuticas,
teniendo en cuenta los fendmenos de deterioracion prematura del tejido cutdneo debidos a la exposicién prolongada
a la radiacion solar (fotoenvejecimiento), a otras radiaciones o a otras agresiones ambientales/atmosféricas.

La microscopia electronica de muestras de piel dafiada por la luz revela una morfologia microvascular tipica que,
entre otras manifestaciones, se caracteriza por la presencia de capilares patolégicamente dilatados, forrados de
elastina o rodeados por un denso material amorfo. Asimismo se observa una presencia de células endoteliales
activadas que llevan un mayor nimero de organulos citoplasmaticos y vesiculas pinociticas. Se ha comprobado que
la estimulacidon de una nueva vascularizacion cutanea debida a la administracion de PLGF-1, segun la presente
invencion, genera en la piel envejecida, tanto natural como prematuramente, un efecto modulador sobre la matriz
extracelular responsable del tono y espesor de la piel. La mayor vascularizacion capilar debida al tratamiento local
prolongado con las composiciones de la presente invencion va acompafiada por un aumento de los fibroblastos y
por la produccion de nuevo colageno, seguida de una mejoria general del aspecto de la piel.

Otro aspecto de la presente invencion atafie a la pérdida de cabello.
La vascularizacion cutanea mejorada va acompafiada de otra manifestacion de importancia tanto terapéutica como
cosmeética, esto es, la modulacion del crecimiento de los anexos cutédneos (pelo, etc.) como prevencion contra la

pérdida y estimulo de la regeneracion.

La fase anagena, que corresponde al periodo de crecimiento del cabello, va acompafiada por un aumento natural de
la vascularizacién de los foliculos capilares. La accién angiogénica del PLGF-1 aplicado localmente promueve este
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aumento de la vascularizacion y el consiguiente crecimiento del cabello. El analisis morfométrico computarizado de
segmentos de piel proximos al foliculo capilar de animales tratados con las composiciones de la presente invencién
reveld no solamente un aumento de la luz y densidad capilar, y en consecuencia un incremento generalizado de la
vascularizacion perifolicular, sino también un aumento de las dimensiones del bulbo piloso y del propio diametro del
cabello.

El efecto preventivo de la pérdida del cabello o el efecto promotor de su nuevo crecimiento no solo es aplicable al
caso de la pérdida natural, sino también a la pérdida por estados clinicamente relevantes como alopecia, trastornos
hormonales, quimioterapia, radioterapia o administracion de medicamentos.

Cualquier formulacion adecuada para la administracion local o sistémica de agentes terapéuticos se puede usar de
acuerdo con la presente invencion. Las formulaciones de uso local se emplean en el campo de las aplicaciones
cosmeéticas.

En concreto el factor PLGF-1 se puede administrar por via parenteral con un efecto sistémico o local, o por via topica
sobre la piel o las mucosas, con un efecto principalmente local. El efecto sistémico se logra sobre todo mediante
administracion endovenosa; la administracion intraperitoneal o intramuscular también es adecuada. El efecto local se
consigue por via tépica o parenteral intramuscular, subcutdnea o intraarticular. El factor PLGF-1 también se puede
administrar localmente por via electrotransportada o ionoforesis. Los implantes subcutaneos también son (tiles, si se
desea una liberacion retardada. La administraciéon oral del factor también es viable, pero menos aconsejable por la
condicion perecedera del producto activo.

Las composiciones para uso parenteral, sistémico o local comprenden soluciones, suspensiones, suspensiones
liposdmicas, emulsiones W/O o emulsiones O/W. Las composiciones para uso tépico incluyen soluciones, lociones,
suspensiones, suspensiones liposémicas, emulsiones W/O o emulsiones O/W, geles, unguentos, cremas, pomadas
y pastas. Segun una forma de ejecucion preferida la sustancia activa se formula en forma liofilizada, mezclada con
aditivos apropiados de liofilizacion y preparada para redisolver con diluyentes terapéuticamente aceptables. Como
aditivos de liofilizacién son (tiles: tampones, polisacaridos, sacarosa, manitol, inositol, polipéptidos, aminoacidos y
cualquier otro aditivo que sea compatible con la sustancia activa. En una forma de ejecucion preferida de la presente
invencion la sustancia activa se disuelve en tampoén de fosfato (NaH2PO4/H,0 - Na;HPO4/2H,0), en cantidad tal que
la relacion PLGF-1/fosfato tras la liofilizacion quede comprendida entre 1:1 y 1:2. Los diluyentes Utiles para el uso
parenteral son: agua, soluciones fisioldgicas, soluciones de azucar, soluciones hidroalcohdlicas, diluyentes oleosos,
polioles como glicerina, etilen- o polipropilenglicol, y cualquier otro diluyente que por esterilidad, pH, fuerza i6nica y
viscosidad sea compatible con el método de administracion.

En el caso de emulsiones o suspensiones la composicion puede contener tensioactivos adecuados de tipo no iénico,
zwitterionico, anidnico o catiénico comiunmente empleados en la formulacion de medicamentos. Las emulsiones
hidrofilas de aceite/agua (O/W) se prefieren para uso sistémico parenteral, mientras que las emulsiones lipdfilas de
agua/aceite (W/O) se prefieren para uso local o tépico.

Ademas las composiciones de la presente invencién pueden contener opcionalmente aditivos tales como agentes
isotdnicos, azucares o polialcoholes, tampones, agentes quelantes, antioxidantes, antibacterianos.

Las composiciones de uso tépico abarcan formas liquidas o semisdlidas. Las formas liquidas incluyen soluciones o
lociones, que pueden ser acuosas, hidroalcohdlicas, como etanol/agua, o alcohdlicas, y se obtienen disolviendo la
sustancia liofilizada.

Como alternativa se pueden formular soluciones de sustancia activa en forma de gel, afiadiendo agentes gelificantes
conocidos como almidén, glicerina, polietilen- o polipropilenglicol, poli(met)acrilato, isopropanol, hidroxiestearato.

Otros tipos de composiciones de uso tdpico son emulsiones o0 suspensiones en forma de pomadas, pastas, cremas.
Se prefieren las emulsiones W/O, que se absorben mas rapidamente. Son ejemplos de excipientes lipofilos: parafina
liquida, lanolina anhidra, vaselina blanca, alcohol cetilico, alcohol estearilico, aceites vegetales, aceites minerales.
Se pueden usar ventajosamente agentes que aumenten la permeabilidad cutanea para facilitar la absorcion. Como
ejemplo de dichos agentes cabe citar aditivos fisiologicamente aceptables como poli(alcohol vinilico), polietilenglicol
o dimetilsulféxido (DMSO).

Otros aditivos empleados en las composiciones tdpicas son agentes isotonicos, como azulcares o polialcoholes,
tampones, agentes quelantes, antioxidantes, antibacterianos, espesantes, dispersantes.

También se pueden emplear composiciones de liberacién retardada para uso local o sistémico, que comprenden
polimeros como polilactato, poli(met)acrilato, polivinilpirrolidona, metilcelulosa carboximetilcelulosa y otras sustancias
conocidas en el estado técnico. También pueden ser Utiles las composiciones en forma de implantes subcutaneos
basados p.ej. en polilactato u otros polimeros biodegradables.

Aunque es preferible envasar la sustancia activa en forma liofilizada y por consiguiente estable, las composiciones
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farmacéuticas pueden comprender ventajosamente sustancias que estabilicen el PLGF-1 en sus formas dimera-
multimera activas. Estos estabilizantes inhiben la formacion de enlaces intermoleculares de disulfuro, evitando la
polimerizaciéon de la sustancia activa. Sin embargo la cantidad de estabilizante deberia medirse cuidadosamente
para impedir la reduccion simultanea de la sustancia activa a la forma monomérica inactiva. Como ejemplos de tales
sustancias cabe mencionar: cisteina, cisteamina o glutation en forma reducida.

Dosificacion

La dosificacién depende de la via de administracion y de la formulacion elegida. Para administraciones parenterales
las cantidades oscilan entre 1 mcg/kg/dia y 500 mcg/kg/dia, preferiblemente entre 10 mcg/kg/dia y 200 mcg/kg/dia.
Estas administraciones se consiguen con composiciones farmacéuticas que contienen aproximadamente 50 mcg
hasta 30 mg por dosis unitaria, preferiblemente 500 mcg hasta 10 mg por dosis. Para aplicacion topica terapéutica
han resultado efectivas cantidades comprendidas entre 0,1 y 10 mg por gramo de composicion. Las composiciones
cosmeéticas de aplicacion local para el tratamiento del envejecimiento de la piel o de la pérdida de cabello contienen
preferiblemente 0,01 hasta 0,09 mg de sustancia activa por gramo de composicion.

La duracién del tratamiento varia en funcioén de la patologia o del efecto deseado. En el caso del tratamiento de la
esclerodermia la aplicacion varia desde 1 dia hasta 12 meses, segun la gravedad de la patologia. En el caso de un
tratamiento contra el envejecimiento natural o prematuro de la piel la aplicacion varia desde 1 hasta 400 dias, con
preferencia dura al menos 30 dias. La aplicacién también varia desde 1 hasta 400 dias en el caso de la prevencion
contra la pérdida del cabello o del estimulo del nuevo crecimiento de cabello.

Ejemplo 1
Solucion para uso parenteral:

Se envasan por separado 58 miligramos de sustancia liofilizada, que comprenden 25 mg de PLGF-1 puro y 33 mg
de tampon de fosfato (10 mg de NaH,PO4/H,0 y 23 mg de Na;HPO4/2H,0), y unos 125 ml de solucién fisiol6gica
para uso parenteral, en frascos previstos para mezclar el producto liofilizado con el diluyente inmediatamente antes
de usarlo. Una vez disuelta, la concentracion de sustancia activa es de 0,2 mg/ml aproximadamente.

Ejemplo 2
Emulsion W/O para aplicacion tépica:

Una cantidad de sustancia liofilizada que comprende 20 mg de sustancia activa se disuelve en 5 ml de solucion
hidroalcohdlica al 10% de etanol que lleva 10% de DMSO. La soluciéon se emulsiona en aceite vegetal esterilizado
para aplicacion cutanea, usando un tensioactivo apto para emulsiones W/O que posee un coeficiente HLB < 10. La
emulsion contiene aproximadamente 2 mg de sustancia activa por gramo de composicion.

Ejemplo 3
Emulsion O/W:

Una cantidad de sustancia liofilizada que lleva aproximadamente 20 mg de sustancia activa se disuelve en 5 ml de
solucidn hidroalcohdlica que contiene 30% de DMSO y se emulsiona con un tensioactivo apropiado en un disolvente
lipdfilo basado en aceite vegetal. La emulsién O/W resultante tiene una concentracion de sustancia activa de 3 mg/g
de composicion.

Ejemplo 4
Composicion tépica en forma de gel:

Una cantidad de sustancia liofilizada que comprende 10 mg de sustancia activa se disuelve en 20 ml de solucion
hidroalcohdlica al 10% de etanol que contiene 20% de DMSO. Después se adiciona a la solucion una mezcla de
polietilenglicol (400-4000) y polipropilenglicol. El contenido de sustancia activa es igual a 0,2 mg/g de composicion.
El gel es adecuado para uso cosmético.

Ejemplo 5

Durante 20 dias se trataron diariamente 4 ratones SKH-1 sin pelo por via parenteral subcutanea con 50 microlitros
de la solucion descrita en el ejemplo 1 (0,2 mg/ml) sobre una superficie de piel (1 cm2) de la zona dorsal. Otros 4
ratones SKH-1 se trataron durante 30 dias con la composicién descrita en el ejemplo 2 (2 mg/g) por una via topica.
Del mismo tipo de ratones, 4 se trataron solo con los excipientes para uso parenteral y otros 4 con los excipientes
para uso topico, siguiendo el mismo régimen de administracion. Se examinaron muestras de piel de los animales
mediante el analisis morfométrico computarizado descrito por Streit y otros (arriba citado). En concreto se tifieron
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inmuno-histoquimicamente cortes de piel (5 micras), empleando anticuerpos monoclonales anti-CD31 de ratdn. Los
cortes asi tratados se analizaron por microscopia electronica y el andlisis morfométrico de los tejidos se realizd con
el programa IP-LAB (Scanalytics Inc.). Los parametros considerados fueron el area cubierta por vasos (% por mm2) y
el tamafio medio de vaso (umz). Los resultados figuran en la tabla 1.

Tabla 1
Parametro Placebo parenteral Placebo tépico PLGF-1 parenteral PLGF-1 tépico
Area de vasos (mm‘) (%) [43+02% 41+02% 6,2 + 0,3% 5,2 £+ 0,6%
Tamario de vaso (um°) 180+ 9 176 + 9 279+ 14 235+ 12,7

Los valores indicados en la tabla muestran aumentos estadisticamente significativos, tanto respecto al tratamiento
parenteral como al tratamiento topico, aunque el aumento es menos marcado para el tratamiento tépico.

Ejemplo 6

En este ejemplo se us6 el modelo animal de esclerodermia inducida por bleomicina descrito por Yamamoto y otros
(arriba citado).

Un primer grupo de ratones C3H se traté con bleomicina (100 mcg/ml) inyectada diariamente por via subcutanea
durante 3 semanas. Otros 3 grupos de ratones C3H se trataron como el primero, pero a su inyeccion diaria se le
afiadieron 0,1, 1 y 10 mcg/ml de PLGF-1, respectivamente. A las 3 semanas del tratamiento se sacrificaron los
animales y se recogi6 la piel de las zonas tratadas para someterla a andlisis histologicos. El efecto del tratamiento
con PLGF-1 a 1 y 10 mcg/ml, aunque no a 0,1 mcg/ml, reflejé6 una disminucion significativa de las manifestaciones
histolégicas atribuibles a la esclerotizacién cutanea inducida por bleomicina. En concreto el engrosamiento cutaneo y
los niveles de hidroxiprolina son significativamente inferiores respecto a los ratones tratados solo con bleomicina.

Ejemplo 7

El dorso de la mano izquierda de personas adultas sanas de edad comprendida entre 50 y 60 afios, muy expuestas
a agresiones ambientales y a radiacion solar, se traté con aplicaciones topicas cutaneas de la composicion en forma
de gel descrita en el ejemplo 4. La cantidad aplicada fue de 1 g de gel, correspondiente a 0,2 mg de sustancia activa
por dia, durante 60 dias en verano. El efecto del tratamiento se evaludé por analisis capilaroscépico y capilarométrico,
registrando y reprocesando por ordenador los datos observados. El andlisis de las superficies no tratadas reflejo el
tipico cuadro de fotoenvejecimiento cutaneo prematuro, caracterizado por la presencia de capilares patoldgicamente
dilatados, forrados de elastina o rodeados por material amorfo denso.

A nivel macroscopico el tratamiento produjo una mejoria general del tono y aspecto de la piel.

En concreto los andlisis capilaroscopicos destacaron que el aumento de la vascularizacion capilar era especialmente
visible en las zonas perifoliculares del cabello. La comparacion, efectuada por capilarometria, de la zona perifolicular
de las superficies tratadas o no tratadas con la composicidn en cuestion reflejd un aumento de aproximadamente el
35,0% del ndmero de vasos por mm?. Sabiendo que un incremento de la vascularizacion del foliculo del cabello
estimula su crecimiento, los datos aportados en este caso demuestran que el tratamiento tépico con PLGF-1 no solo
es efectivo contra el envejecimiento de la piel, sino que también promueve el crecimiento de los capilares y del
cabello.
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REIVINDICACIONES

1. Uso del factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) para preparar un medicamento promotor de
angiogénesis en el tratamiento preventivo o curativo de enfermedades o alteraciones patoldgicas relacionadas con el
tejido conjuntivo cutaneo o subcutaneo, seleccionadas entre:
— esclerodermia, o
— envejecimiento cutdneo prematuro debido a la exposicién a agentes atmosféricos agresivos o a irradiacion
solar prolongada, o
— pérdida patoldgica del cabello debido a alopecia, trastornos hormonales, quimioterapia, radioterapia o a la
administracion de medicamentos.

2. Uso del factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) segun la reivindicacion 1, en que la enfermedad
es esclerodermia localizada o esclerodermia sistémica progresiva.

3. Uso del factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) conforme a la reivindicacion 2, en que la
esclerodermia localizada es cutanea y la esclerodermia sistémica progresiva es miocardica.

4. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en que el medicamento se halla en una forma adecuada
para producir un efecto local o sistémico.

5. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en que el medicamento se halla en una forma adecuada
para la administracion endovenosa, intramuscular, intraarticular, subcutdnea, tépica o por implante subcutdneo o
ionoforesis.

6. Uso del factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) como promotor de la angiogénesis cutanea o
subcutanea en la prevencion y el tratamiento cosmético del envejecimiento natural de la piel.

7. Uso del factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) como promotor de la angiogénesis perifolicular
en la prevencion y el tratamiento cosmético de la pérdida natural del cabello.

8. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, en que el PLGF-1 esta formulado en una composicién
cosmética para administracion topica.

9. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en que la cantidad de PLGF-1 apropiada para administrar
esta comprendida entre 1 y 500 ug por kg corporal por dia, preferiblemente entre 10 pg/kg/dia 'y 200 pg/kg/dia.

10. Factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) para emplear como promotor de angiogénesis en el
tratamiento preventivo o curativo de enfermedades o alteraciones patolégicas relacionadas con el tejido conjuntivo
cutaneo o subcutaneo, seleccionadas entre:
— esclerodermia, o
— envejecimiento cutaneo prematuro debido a la exposicion a agentes atmosféricos agresivos o a irradiacion
solar prolongada, o
— pérdida patologica del cabello debido a alopecia, trastornos hormonales, quimioterapia, radioterapia o a la
administracion de medicamentos.

11. Factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) para emplear segun la reivindicacion 10, en que la
enfermedad es esclerodermia localizada o esclerodermia sistémica progresiva.

12. Factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) para emplear segun la reivindicacién 10, en que la
esclerodermia localizada es cutédnea y la esclerodermia sistémica progresiva es miocéardica.

13. Factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) para emplear segun cualquiera de las reivindicaciones
10 a 12, en forma adecuada para producir un efecto local o sistémico.

14. Factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) para emplear segun cualquiera de las reivindicaciones
10 a 13, en forma adecuada para administracién endovenosa, intramuscular, intraarticular, subcutanea, topica o por
implante subcutaneo o ionoforesis.

15. Factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) para emplear segun cualquiera de las reivindicaciones
10 a 14, caracterizado porque el PLGF-1 es un producto de expresion procedente de células huésped modificadas
genéticamente.

16. Factor de crecimiento placentario de tipo 1 (PLGF-1) para emplear segun cualquiera de las reivindicaciones
10 a 15, en que al menos el 98,5% del PLGF-1 esta en forma dimera y multimera activa, al menos el 70% en forma
dimera y no mas del 1,5% en forma monomérica.
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17. Composicion farmacéutica que contiene el factor de crecimiento placentario tipo 1 (PLGF-1) como principio

activo y un excipiente farmacéuticamente aceptable, destinada a la promocién de la angiogénesis en el tratamiento

preventivo o curativo de enfermedades o alteraciones patoldgicas relacionadas con el tejido conjuntivo cutaneo o

subcutaneo, seleccionadas entre:

— esclerodermia o

— envejecimiento prematuro de la piel por exposicién a agentes atmosféricos agresivos o a la radiacion solar
prolongada.

18.  Composicion para emplear segun la reivindicacion 17, en que al menos el 98,5% del PLGF-1 esta en forma
dimera y multimera activa, al menos el 70% en forma dimera y no mas del 1,5% en forma monomérica.

19. Composicion para usar segun la reivindicacion 18, en que el PLGF-1 es un producto de expresion procedente
de células huésped modificadas genéticamente.

20. Composicion para emplear segun la reivindicacion 17, que por dosis unitaria de uso parenteral contiene 50 pg
hasta 30 mg de PLGF-1 y para uso tépico 0,1 mg hasta 10 mg de PLGF-1 por gramo de composicion.

21. Composicion para emplear segun la reivindicacién 17, en forma de solucién, locién, emulsién W/O, emulsion
O/W, suspensidn, suspension liposémica, gel, crema, pasta, ungliento o implante subcutaneo.

22. Composicion cosmética de uso tépico que contiene PLGF-1 como principio activo y un excipiente aceptable
cosméticamente, caracterizada porque al menos el 98,5% del PLGF-1 esta en forma dimera y multimera activa, al
menos el 70% en forma dimera y no mas del 1,5% en forma monomérica, y porque se encuentra en forma de locion,
emulsién W/O, emulsion O/W, suspensién, suspension liposémica, gel, crema, pasta, ungiento.

23. Composicion de uso tdpico segun la reivindicacion 22, caracterizada porque el PLGF-1 es un producto de
expresion procedente de células huésped modificadas genéticamente.

24, Composicion de uso topico segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 23, que comprende una o mas
sustancias elegidas entre cisteina, cisteamina o glutation en forma reducida, capaces de estabilizar el PLGF-1 en
sus formas dimera-multimera activas.
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