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DESCRIPCION
Composiciones de plasma rico en plaguetas
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para la administracion oral que comprende plasma
rico en plaguetas y a usos de la misma. La invencion también describe composiciones nutricionales que comprenden
plasma rico en plaquetas.

Antecedentes de la invencion

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un producto derivado de la sangre que es rico en plaquetas. El PRP
normalmente se obtiene de la sangre de un paciente y se usa en la medicina regenerativa.

Las plaquetas desempefian un papel fundamental en la hemostasia y son una fuente natural de factores de
crecimiento. La liberacion de estos factores de crecimiento se genera mediante la activacion de las plaquetas, que
puede ser iniciada por una variedad de sustancias o estimulos tales como la trombina, el cloruro de calcio o el
colageno. Los factores de crecimiento son proteinas naturales capaces de estimular la proliferacion y la
diferenciacién celular. Los estudios han encontrado que los factores de crecimiento son importantes en diferentes
etapas de la cascada de curacidon de heridas y que influyen en gran medida en las actividades de diferenciacion
mitogénica y celular (Pierce et al., Proc Natl. Acad Sci. EE.UU. 86 (7), 2229-2233 (1989) y J. Biol Cell. 109(1), 429-
440 (1989) y D. L. Steed et al., Surg. Clin. North Am. 77, 575-586 (1997)). Por lo tanto, los factores de crecimiento
son potencialmente Utiles para fomentar especificamente la curacion de heridas y la reparacion de tejidos. En
general, el PRP puede incluir uno o mas de un factor de crecimiento transformante (TGF), factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF),
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), factor de
crecimiento endotelial derivado de plaquetas (PDEGF), factor de angiogénesis derivado de plaquetas (PDAF), factor
plaquetario 4 (PF-4) y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF).

En particular, los factores de crecimiento transformantes (TGF) presentes en el PRP incluyen particularmente los de
la familia TGF-B. EI TGF-f es una proteina que controla la proliferacion, la diferenciacion y otras funciones de las
células. También puede actuar como un factor de crecimiento autocrino negativo. Se sabe que el TGF- activa los
fibroblastos para formar procolageno, que produce la deposicion del colageno dentro de la herida. Otros factores de
crecimiento tales como PDGF son activadores de la colagenasa durante la curacion de las heridas, permitiendo la
remodelacion del colageno para reforzar la herida.

El PRP tiene muchas aplicaciones médicas, principalmente en cirugia oral constructiva y como parte de una
composicion usada como adhesivo quirdrgico. EI PRP se ha usado para formar un adhesivo de tejido de fibrina a
través de la activacion del PRP usando trombina y calcio, que activan las plaquetas para liberar su contenido, tal
como citoquininas y otros factores de crecimiento. Por ejemplo, el documento US 6.322.785 desvela un gel de
plaquetas autélogas que comprende PRP para aplicaciones de injertos 6seos e implantes dentales.

El uso de PRP se ha expandido a nuevas aplicaciones tales como la ingenieria de biotejidos o los injertos de tejido
autdlogo y alogénico, asi como la regeneracion de tejidos blandos (Oikarinen et al., Dent. Traumatol. 19, 19-29
(2003)). Estas aplicaciones incluyen el PRP como parte de una composicion para la curacion de heridas (documento
US 5.599.558) y la reparacion de tejidos (documento US 6.811.777), para su uso como sellante de tejidos
(documento US 5.585.007) o en combinacion con un biopolimero para bloquear temporalmente las arterias y las
venas (documento US 5.614.204). Por otra parte, el documento WO 2011/127071 se refiere a formulaciones de PRP
y a su uso en el tratamiento de la lesion isquémica, particularmente, del tejido conjuntivo, tejido cardiaco y tejido
pulmonar danado.

El documento US 6.811.777 desvela una composicion de plasma rico en plaquetas para el tratamiento de tejido
lesionado, tal como tejido conjuntivo, musculo cardiaco, musculo esquelético, material discal, cuerpo vertebral,
cerebro, médula espinal y tejido vascular mediante la introduccién de la composicion de plasma rico en plaquetas en
y alrededor del sitio de una lesion tisular.

La fuente mas rapida de PRP es la de la sangre extraida de un paciente, pudiéndose, por tanto, obtenerse y
activarse el PRP para su uso en el mismo paciente. Los métodos de uso de la propia sangre del paciente se
denominan métodos de donante "autélogo" o "autégeno”. Cuando la sangre es donada por un ser humano, pero no
por el mismo ser humano que se esta tratando, se denomina "homodloga". Las fuentes homoélogas de PRP pueden
ser biolégica o inmunolégicamente incompatibles con el paciente, y pueden implicar un posible riesgo de
contaminacién con contaminantes de la hepatitis y del VIH. El PRP autdlogo tiene varias ventajas de seguridad. Por
ejemplo, dado que, en general, el PRP es un subproducto de la propia sangre del paciente, la transmision de
enfermedades o las reacciones inmunolégicas no son un problema. Sin embargo, los pacientes con enfermedades
sistémicas complejas pueden afectar a la concentracion de los factores de crecimiento en la sangre y en cualquiera
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de los preparados derivados de la sangre, y por tanto, no se beneficiaran de las ventajas de este tipo de
tratamientos. Ademas, ciertos tratamientos requieren composiciones plaquetarias que se deben preparar
diariamente, y por lo tanto, requieren extraer regularmente sangre del paciente.

A la vista de la informacion anterior, las fuentes "heterdlogas" de PRP (de una especie foranea) pueden ser de
interés, ya que pueden proporcionar una fuente fiable, ampliamente disponible y altamente reproducible de materia
prima. Por ejemplo, la sangre porcina genera un menor riesgo de infeccion viral humana (VIH, hepatitis, etc.), la
produccion de factores de crecimiento es casi 100 % idéntica a sus homologos humanos, y es una fuente de
concentracion eficaz y constante de factores de crecimiento. Ademas, en muchos paises, la sangre de los
mataderos se desecha como material residual por la falta de posibilidades de uso de la misma.

Por lo tanto, seria muy deseable obtener una composicion que comprendiera PRP sin la necesidad de la propia
sangre de un paciente y que procediera de una fuente mas disponible, accesible y econdmica tal como la sangre
porcina.

Ademas, el uso de PRP autélogo para el tratamiento de pacientes afectados por la degeneracion de la rodilla con
inyecciones intraarticulares de PRP ha sido descrito por G. Fllardo ef al., Knee Surg. Sports Traumatol. Arthrosc.
19(4), 528-35 (2011). La artrosis es una enfermedad de las articulaciones con una alta incidencia y prevalencia en la
poblacion. El sintoma principal es el dolor, causando pérdida de capacidad y, a menudo, rigidez. No tiene cura, y los
tratamientos paliativos tales como la administracion de analgésicos y antiinflamatorios se usan principalmente para
el tratamiento de los sintomas. De hecho, la liberacion sostenida de los factores de crecimiento contenidos en el
PRP tiene efectos preventivos contra la progresion de la artrosis. El tratamiento con inyecciones de PRP puede
reducir el dolor y mejorar la funcién de la rodilla y la calidad de vida eficazmente a corto plazo. Estos efectos
preventivos parecen deberse a la estimulacion del metabolismo de la matriz del cartilago, causada por los factores
de crecimiento contenidos en el PRP (Saito et al., Clin. Exp. Rheumatol. 27(2), 201-7 (2009)).

El documento W02009/016451 desvela un método para el tratamiento de enfermedades articulares o dolor articular,
que comprende la infiltraciéon en la articulacion de un compuesto que comprende al menos una sustancia derivada
de sangre autologa.

Como se ha explicado anteriormente, se sabe que los factores de crecimiento son Utiles para potenciar la curacion
de heridas y la reparacion de tejidos. La adicion de factores de crecimiento exdgenos a la herida ha demostrado
aumentar la velocidad a la que se cierra la misma, el nimero de células de la zona de curacién, el crecimiento de los
vasos sanguineos y la resistencia de la cicatriz (Carter et al., Biolog. And Clinical Implications 303 (1988)).

En Knighton et al., Ann. Surg. 204, 322-330 (1986), se ha descrito una férmula de curacion de heridas derivada de
plaguetas en forma de un balsamo o de una pomada de aplicacion tépica.

Como se ha desvelado en la técnica anterior mencionada anteriormente, la mayoria de los productos bioldgicos,
tales como péptidos y farmacos de proteinas, actualmente se usan como formulaciones parenterales debido a su
baja biodisponibilidad oral. Las principales razones de la baja biodisponibilidad oral de los productos biolégicos son
sus propiedades fisicoquimicas desfavorables, que incluyen la degradacion enzimatica, la mala permeabilidad de la
membrana intestinal y el gran tamarfio molecular (R. |. Mahato et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 20, 153-214
(2003) y J. H. Hamman et al., BioDrugs 19, 165-177 (2005)). El plasma rico en plaquetas (PRP) contiene altos
niveles de entidades bioldgicas, tales como plaquetas y factores de crecimiento. Los inventores de la presente
invencion han encontrado que, sorprendentemente, el factor de crecimiento TGF-31 no se degrada en condiciones
gastricas ni gastrointestinales, y por consiguiente, los niveles de TGF-1 no se ven afectados por la digestion. Este
resultado fue totalmente inesperado, especialmente en vista de la baja biodisponibilidad oral mostrada por los
productos bioldgicos.

Explicacion de la invencién

Los inventores han encontrado que, sorprendentemente, las composiciones farmacéuticas que comprenden plasma
rico en plaquetas se pueden formular para la administracion oral y que son Utiles en el tratamiento de varios tipos de
enfermedades y lesiones tisulares.

Asi pues, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica administrada por via oral que comprende
plasma rico en plaquetas (PRP). Dicha composiciéon farmacéutica comprende PRP heterdlogo que se administrara
por via oral y que es eficaz en el tratamiento o en la prevencion del dolor asociado con las enfermedades, los
trastornos o las lesiones de las articulaciones y de los tendones.

Aunque no englobada por las reivindicaciones, también se desvela una composicion farmacéutica que comprende
PRP heterdélogo que se puede administrar por via oral y que es eficaz en el tratamiento o en la prevencién del dolor
asociado con las enfermedades, los trastornos y las lesiones del tejido conjuntivo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2579857 T3

También se desvela una composicién cosmética y una composicion nutricional o un complemento nutricional para la
administracion oral que comprende plasma rico en plaquetas.

La composicion farmacéutica para la administracién oral de la presente invencién comprende plasma rico en
plaquetas de una fuente heteréloga. Preferentemente, dicho plasma rico en plaquetas procede de sangre entera de
animales. Mas preferentemente, se usa la sangre entera de ganado o cerdos.

En otra realizacién, la composicién farmacéutica de la invencién comprende ademas factores de crecimiento.
Preferentemente, dicha composicion farmacéutica comprende factores de crecimiento seleccionados del grupo que
consiste en factores de crecimiento transformantes (TGF), factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factores de
crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento epidérmico (EGF), factores de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factores de crecimiento similares a la insulina (IGF), factores de crecimiento endotelial
derivado de plaquetas (PDEGF), factores de angiogénesis derivado de plaquetas (PDAF), factores de plaquetas 4
(PF-4), factores de crecimiento de hepatocitos (HGF) y mezclas de los mismos.

Para la administracion oral, la composicién farmacéutica que comprende plasma rico en plaquetas de acuerdo con la
invencion se puede incorporar en una formulacion que podria incluir uno o mas agentes, vehiculos o excipientes
tales como diluyentes inertes, agentes disgregantes, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes con el fin de proporcionar
preparados agradables para el paladar. La formulacion se puede administrar por via oral en forma de capsulas de
gelatina cerradas o comprimidos fabricados por compresion. Las capsulas y los comprimidos se pueden preparar
mediante cualquiera de las técnicas convencionales. Los comprimidos pueden contener la composicion farmacéutica
de acuerdo con la invencién mezclada con excipientes aceptables no téxicos que sean adecuados para la
fabricacion de comprimidos. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes tales como carbonato de
calcio, carbonato de calcio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de sodio; agentes de granulacion y disgregantes, por
ejemplo, almidéon de maiz, carboximetilcelulosa sddica, crospovidona, glicolato de almidén de sodio o acido alginico;
lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, didxido de silicio) y agentes aglutinantes, por ejemplo, estearato de
magnesio, acido estearico, lactosa monohidratada, celulosa microcristalina o talco. Las capsulas y los comprimidos
pueden estar recubiertos con diversos recubrimientos conocidos en la técnica para modificar los aromas, los
sabores, los colores y las formas de las capsulas y de los comprimidos. Las capsulas y los comprimidos también
pueden recubrirse mediante técnicas conocidas para retrasar la disgregacion y la adsorcién en el tracto
gastrointestinal, proporcionando asi una accion sostenida durante un mayor periodo de tiempo. Por ejemplo, se
puede emplear un material de retardo temporal tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo. Las
formulaciones para su uso oral también pueden presentarse en forma de capsulas de gelatina dura, en las que la
composicion farmacéutica se mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de
calcio o caolin, o en forma de capsulas de gelatina blanda, en las que la composicion farmacéutica se mezcla con
agua o un medio oleoso, por ejemplo, aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva. Las formulaciones
orales adecuadas también pueden estar en forma de suspension, jarabe, goma de mascar, oblea, elixir, y similares.
Si se desea, también se pueden incluir agentes convencionales para la modificacion de los aromas, los sabores, los
colores y las formas de las formas especiales. Ademas, para la administracion conveniente por sonda de
alimentaciéon enteral a pacientes que no pueden tragar, la composicion farmacéutica se puede disolver en un
vehiculo de aceite vegetal lipéfilo aceptable tal como aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de cartamo.

La composicién farmacéutica que comprende PRP para uso oral también puede ser una suspensiéon acuosa que
contenga dicha composicion farmacéutica mezclada con excipientes adecuados para la fabricacion de suspensiones
acuosas. Dichos excipientes son agentes de suspension, por ejemplo, carboximetilcelulosa sddica, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma de tragacanto y goma arabiga; agentes
dispersantes o humectantes, que pueden ser un fosfatido de origen natural, por ejemplo, lecitina, o productos de
condensacion. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservantes, por ejemplo, p-
hidroxibenzoato de etilo o de n-propilo, uno o mas agentes colorantes, uno o mas agentes aromatizantes y uno o
mas agentes edulcorantes, tales como sacarosa, fructosa o sacarina.

Los polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacién de una suspension acuosa mediante la adicion
de agua proporcionan la composicion farmacéutica de la presente invencion mezclada con un agente dispersante o
humectante, un agente de suspension y uno o mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes y los
agentes de suspension se ilustran por los ya mencionados anteriormente. También puede haber excipientes
adicionales, por ejemplo, agentes edulcorantes, saborizantes y colorantes.

Por consiguiente, en otra realizaciéon de la presente invencion, la composicion farmacéutica que comprende plasma
rico en plaquetas que se describe en el presente documento estd en forma de dosificacion oral solida.
Preferentemente, dicha composicién farmacéutica esta en forma de un comprimido, una capsula o un polvo seco
que se puede suspender y reconstituir en agua.

De acuerdo con la invencién, la composicién farmacéutica para la administraciéon oral que comprende PRP como se
ha descrito anteriormente en el presente documento, se puede usar en el tratamiento o en la prevencién del dolor
asociado con las enfermedades, los trastornos o las lesiones de las articulaciones y de los tendones. Los ejemplos
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de dichas enfermedades, los trastornos o las lesiones de las articulaciones o de los tendones incluyen, sin limitacion,
dafio en las articulaciones, lesiones en los tendones, artritis, lesiones osteocondrales, artrosis, tendinitis,
tenosinovitis, bursitis y lesiones de ligamentos. Preferentemente, la composicién farmacéutica administrada por via
oral para su uso en el tratamiento o en la prevencién del dolor asociado con las enfermedades, los trastornos o las
lesiones de las articulaciones y de los tendones comprende plasma rico en plaquetas heterélogo.

Por consiguiente, en una realizacion preferida, la invencion proporciona una composicion farmacéutica administrada
por via oral que comprende plasma rico en plaquetas para su uso en el tratamiento o en la prevencién del dolor
asociado con la artrosis. Preferentemente, dicha composiciéon farmacéutica comprende plasma rico en plaguetas
heterélogo. Mas preferentemente, el plasma rico en plaquetas es de origen porcino.

En otra realizacion, la composicidon farmacéutica de acuerdo con la invencion se administra por via oral a una dosis
que variade 0,2g a5 g al dia.

En otra realizacion, la composicion farmacéutica de acuerdo con la invenciéon se puede administrar por via oral una o
mas veces al dia durante un afio o mas tiempo.

En otra realizacion, la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica para la administraciéon oral que
comprende entre 1y 25 % en peso de PRP con respecto al peso total de la composicion. Preferentemente, dicha
composicion farmacéutica comprende entre 1 y 25 % en peso de PRP heterdlogo con respecto al peso total de la
composicion.

En otra realizacion, la composiciéon farmacéutica para la administracién oral, como se describe en el presente
documento, comprende ademas entre 1 y 25 % en peso de un agente formador de volumen y entre 50 y 98 % en
peso de al menos un excipiente o vehiculo seleccionado del grupo que consiste en agentes aglutinantes, cargas,
diluyentes, agentes filmégenos, lubricantes, deslizantes, disgregantes, conservantes, estabilizantes, antioxidantes,
recubrimientos, antiadherentes, saborizantes, edulcorantes, colorantes y sus mezclas. Los ejemplos de dichos
agentes formadores de volumen incluyen, sin limitacion, manitol, sorbitol, fructosa, glucosa, manosa, sorbosa, xilosa,
maltosa, lactosa, sacarosa, dextrano, inositol, dulcitol, xilitol, arabitol, trehalosa, arginina, glicina, histidina, dextrano y
polietilenglicol. Sin limitacion, el excipiente o vehiculo puede ser uno o mas de los siguientes compuestos: celulosa
microcristalina, fosfato tricalcico, lactosa monohidratado, hidroxipropilcelulosa, croscarmelosa de sodio, almidén de
sodio, silice coloidal, Aerosil 200, estearato de magnesio, fructosa, sabor a pifia, ascorbato de sodio y sus mezclas.

La composicion farmacéutica que comprende plasma rico en plaquetas de la presente invencion se puede usar en
combinacién con oftras terapias, compuestos o formulaciones conocidos. Por ejemplo, dicha composicion
farmacéutica se puede administrar por via oral en combinacién con uno o mas otros agentes seleccionados entre
antiinflamatorios, antirreumaticos, esteroides, factores estimulantes condrogénicos, monosacaridos, oligosacaridos y
polisacaridos (por ejemplo, glucosamina), glucosaminoglucanos (por ejemplo, acido hialurénico y sulfato de
condroitina), proteinas (por ejemplo, colageno hidrolizado), acidos grasos esenciales y antioxidantes, bien por
separado o en una sola formulacién.

La composicién farmacéutica que comprende plasma rico en plaquetas para la administracién oral de la presente
invencion puede ser para uso humano o veterinario. Para uso veterinario, la composiciéon farmacéutica como se
describe en el presente documento se administra por via oral como una formulacién aceptable adecuada para el uso
veterinario.

En otro aspecto, la composicién nutricional o el complemento nutricional para la administracion oral comprenden
plasma rico en plaquetas. Preferentemente, la composicién nutricional o el suplemento nutricional administrados por
via oral comprenden PRP heterélogo. Mas preferentemente, la composiciéon nutricional o el suplemento nutricional
que comprenden plasma rico en plaquetas para la administracién oral comprenden plasma rico en plaquetas de
origen porcino.

La composiciéon nutricional o el suplemento nutricional que comprenden PRP como se describe en el presente
documento, comprenden ademas factores de crecimiento. Preferentemente, dicha composicién nutricional o dicho
suplemento nutricional comprenden factores de crecimiento seleccionados del grupo que consiste en factores de
crecimiento transformantes (TGF), factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factores de crecimiento derivados
de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento epidérmico (EGF), factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factores de crecimiento similares a la insulina (IGF), factores de crecimiento endotelial derivados de plaquetas
(PDEGF), factores de angiogénesis derivados de plaquetas (PDAF), factores de plaquetas 4 (PF-4), factores de
crecimiento de hepatocitos (HGF) y mezclas de los mismos.

La composicién nutricional o el suplemento nutricional administrados por via oral que comprenden PRP como se
describe en el presente documento, comprenden ademas uno o mas aditivos aceptables y vehiculos.

Un proceso de preparacion de una composicion farmacéutica que comprende plasma rico en plaguetas comprende:
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a) centrifugar sangre porcina entera para preparar un sobrenadante de plasma rico en plaquetas;
b) afiadir al sobrenadante de la etapa a) un agente formador de volumen; y
c) liofilizar la solucién sobrenadante de la etapa b).

Las realizaciones descritas anteriormente se consideran ilustrativas en todos los aspectos y no restrictivas, estando
el alcance de la invencion indicado por las reivindicaciones adjuntas, mas que por la descripcion anterior.

Breve descripcion de las figuras

Con el fin de ilustrar mejor las ventajas y propiedades de la composicion objeto de la invencién, se adjuntan varios
graficos e imagenes como ejemplos no limitantes:

La Figura 1 muestra las puntuaciones medias de la escala VAS de las visitas 1, 2 y 3, que corresponden a los
dias 0, 15y 30, respectivamente. (Barras de error, IC del 95 %, **p < 0,05).

La Figura 2 muestra las puntuaciones medias TOTALES del cuestionario WOMAC de las visitas 1, 2 y 3, que
corresponden a los dias 0, 15 y 30, respectivamente. (Barras de error, IC del 95 %, **p < 0,05).

La Figura 3 muestra las puntuaciones medias relativas al DOLOR del cuestionario WOMAC de las visitas 1, 2y
3, que corresponden a los dias 0, 15 y 30, respectivamente. (Barras de error, IC del 95 %, **p < 0,05).

La Figura 4 muestra las puntuaciones medias relativas a la RIGIDEZ del cuestionario WOMAC de las visitas 1, 2
y 3, que corresponden a los dias 0, 15 y 30, respectivamente. (Barras de error, IC del 95 %, **p < 0,05).

La Figura 5 muestra las puntuaciones medias relativas a la DISCAPACIDAD FUNCIONAL del cuestionario
WOMAC de las visitas 1, 2 y 3, que corresponden a los dias 0, 15 y 30, respectivamente. (Barras de error, IC del
95 %, **p < 0,05).

La Figura 6 muestra la evaluacion subjetiva de la eficacia de acuerdo con el médico en las visitas 2 y 3
correspondientes a los dias 15 y 30, respectivamente.

La Figura 7 muestra la evaluacion subjetiva de la eficacia de acuerdo con el paciente. Las visitas 2 y 3
corresponden a los dias 15 y 30, respectivamente.

Explicacion detallada de la invencion

Las fuentes heterdlogas de plasma rico en plaquetas pueden ser cualquier especie animal de la que sea posible
obtener la cantidad necesaria de sangre, pero lo mas preferentemente es una fuente porcina. Los animales
destinados a la presente invencién pueden ser basicamente todos los animales, tanto jovenes como adultos.
Preferentemente, se usa sangre extraida en mataderos, y la sangre procede principalmente de animales adultos.
Los ejemplos de animales que son convenientes para su uso en la presente invencion son los animales de matanza
y otros animales de granja tales como vacas, cerdos, ovejas y cabras. Preferentemente, se usa la sangre entera de
ganado o de cerdo.

El origen porcino de la sangre, de acuerdo con la presente invencion, garantiza: 1) una ausencia total de posible
transmision de agentes virales humanos (hepatitis, VIH, etc.); 2) la produccién de factores de crecimiento casi 100 %
idénticos a sus homdlogos humanos; y 3) una fuente fiable, ampliamente disponible y altamente reproducible de
materia prima.

Los métodos de preparacion de plasma rico en plaquetas ya se han descrito en muchos informes. El plasma rico en
plaquetas, preferentemente de origen porcino, se prepara mediante la centrifugacion a baja velocidad con el fin de
sedimentar y retirar los glébulos rojos y los glébulos blancos de la sangre entera. El sobrenadante de plasma rico en
plaquetas aislado se disuelve en un agente formador de volumen (por ejemplo, manitol) y después se somete a un
proceso de liofilizaciéon. La activacion de los factores de crecimiento puede ocurrir de una variedad de maneras, por
lo general, por una variedad de sustancias conocidas como activadores. Se sabe que el TGF-31 esta presente en
granulos de plaquetas y se libera tras la activacion de las plaquetas con CaCl,. Por el contrario, en la presente
invencion, no se requieren activadores, ya que la liofilizacion del PRP causa una tension mecanica que rompe y
libera los factores de crecimiento de plaquetas.

Las composiciones de la presente invencion dieron lugar a una composicion mejorada de plasma rico en plaquetas
que contenia factores de crecimiento. En particular, se evaluaron los niveles de TGF-B (especialmente, de la
isoforma B1), porque el TGF-B potencia la produccién de matriz extracelular para aumentar la actividad de
proliferacion de los fibroblastos, para estimular la biosintesis de colageno de tipo | y fibronectina, y para inducir la
deposicion de la matriz 6sea. Por otra parte, este factor de crecimiento puede inhibir la formacion de osteoclastos y
la resorcion 6sea, favoreciendo asi la formacion de hueso durante la resorcién.

Como se detalla a continuacién en la Tabla 2, los resultados mostraron que los niveles de TGF-B1 en el PRP
liofilizado generaron un aumento de 4,1 veces en comparacion con el valor basal del PRP (no activado). Por otra
parte, no se observaron diferencias al comparar los niveles de TGF-B1 del PRP liofilizado (no activado) con los
niveles de TGF-1 del PRP activado con CaCl,.
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Como se ha explicado anteriormente, la administracién oral de farmacos es, con mucho, la via de administracion
mas ampliamente usada. A diferencia de los farmacos de bajo peso molecular convencionales, la administracion oral
de farmacos bioldgicos tales como péptidos, proteinas o farmacos macromoleculares, en general, no es factible sin
algun tipo de tecnologia farmacéutica sofisticada. La razén principal de la baja biodisponibilidad oral de los productos
bioldgicos es la degradacion enzimatica presistémica y la mala penetracion de la membrana intestinal.

Los inventores han encontrado que, sorprendentemente, la composicion que comprende plasma rico en plaquetas
de la presente invencion conserva sus propiedades funcionales cuando se administra por via oral.

Para evaluar la estabilidad gastrointestinal de la composicion que comprende PRP acuerdo con la invencion, se
midieron los niveles de TGF-31 en condiciones gastrointestinales y gastricas (véase la Tabla 1).

Se incubaron muestras de PRP en condiciones gastricas y gastrointestinales como se describe anteriormente por E.
Pefia et al., J. Agric. Food Chem., 52(15), (2004). Para evaluar la estabilidad gastrica, se incubé PRP liofilizado
(151 mg/ml) a pH = 2,0 con pepsina porcina (PEP; Sigma Aldrich P-7000, EC 3.4.23.1 a una concentracion final de
3,8 U/ml) durante 50 min a 37 °C. Las muestras se neutralizaron adicionalmente usando NaHCO3 y se incubaron en
condiciones intestinales usando pancreatina (PAN; Sigma-Aldrich P-1750 a una concentracion final de 9,3 pg/ml)
durante 30 min a 37 °C para evaluar la estabilidad gastrointestinal.

En todos los casos, los tratamientos enzimaticos se detuvieron mediante la colocacién de los productos digeridos en
un bafio de agua con hielo para su enfriamiento.

Se incluyeron muestras de control (sin tratamiento enzimatico) (para el control de la estabilidad gastrica: PRP a pH =
2,0 durante 50 minutos; y para el control de la estabilidad gastrointestinal: PRP a pH = 2,0 (50 min) + pH = 7,0 min)
(Tabla 1).

Se centrifugaron las muestras a 10.000 xg durante 30 min a 4 °C para obtenerse la fraccion soluble de TGF-Il. Se
analiz6 el TGF-B1 mediante ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante (TGF-B1 de raton/rata/porcino/canino
Quantikine; R&D Systems). La Tabla 1 muestra los niveles de TGF-B1 de las muestras de control (PRP liofilizado sin
tratamiento enzimatico) y de las muestras en condiciones gastricas (PEP) y en condiciones gastrointestinales (PEP +
PAN).

Tabla 1: Niveles de TGF-1 (ng/ml)

Muestra de PRP Niveles de TGF-$1 (ng/ml)
PRP liofilizado inicial 5,92
control de estabilidad gastrica a pH ~ 2 6,28
control de estabilidad gastrointestinalapH ~2 + pH ~ 7 4,70
PEP en condiciones gastricas (3,8 U/ml) 6,81
PEP en condiciones gastrointestinales (3,8 U/ml) + PAN (9,3 pg/ml) 6,56

Sorprendentemente, los resultados mostraron que los niveles de TGF-B1 del PRP liofilizado de acuerdo con la
invencion eran comparables y que no se vieron afectados por el pH ni por el tratamiento enzimatico. Estas
observaciones sugirieron que el TGF-1 presente en el PRP liofilizado es estable tras el tratamiento gastrointestinal.

Ademas de la composicion, la invencién también se refiere al uso de cualquiera de las composiciones farmacéuticas
que comprende el PRP de acuerdo con la invencién para el tratamiento o la prevencion del dolor asociado con
enfermedades, trastornos o lesiones de las articulaciones y de los tendones, particularmente, en el tratamiento del
dolor asociado con la artrosis. Sorprendentemente, los inventores han encontrado que la administracién oral de la
composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién durante 30 dias es eficaz en la reduccion del dolor en
pacientes con artrosis de rodilla. Se observé una mejora en el valor medio de las puntuaciones de la escala VAS y
del cuestionario WOMAC a lo largo del estudio. La mayoria de las variables fue significativamente diferente de las
puntuaciones basales al final del estudio. Estos resultados fueron confirmados por la evaluacion subjetiva tanto del
médico como del paciente, que consideraron el tratamiento eficaz durante toda la evaluacion. El tratamiento fue bien
tolerado y no se observaron acontecimientos adversos.

Las expresiones "administracion oral", "administrado/a por via oral" o "suministro oral", como se usan en el presente
documento, incluyen cualquier forma de administracion de la composicion farmacéutica de acuerdo con la invencioén
a un sujeto o a un animal, en la que la composicion se introduce en la boca del sujeto o animal, independientemente
de si la composicidon se traga o no. Asi pues, la "administracion oral" incluye bucal y sublingual, asi como la
administracion esofagica.
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Todos los porcentajes usados en el presente documento, relativos a los componentes enumerados de las
composiciones de acuerdo con la invencidon son porcentajes en peso, calculados basandose en el peso total de
dicha composicion a menos que se especifique lo contrario.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mejor la composicion farmacéutica de acuerdo con la presente
invencion y otras composiciones que comprenden PRP. Los ejemplos proporcionados a continuacién son
ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la invencion reivindicada.

Ejemplo 1. Preparacion del plasma rico en plaquetas (PRP)

a) Extraccion de sangre

Para los fines experimentales, se usaron 24 cerdos blancos grandes destinados al consumo humano. Se extrajo un
total de 1.968,20 + 322,66 ml de sangre porcina por sangrado terminal de la vena yugular. La sangre se almacend
en recipientes estériles y se mezcld con citrato de dextrosa en una proporcion v/iv de 1:9 (1 parte de citrato de
dextrosa: 9 partes de sangre). Las muestras se mantuvieron a 4 °C hasta su posterior procesamiento.

b) Recuento de plaquetas

El analisis de recuento de plaquetas de la sangre y del plasma se realizé usando un SPS ABX Pentra DX 120
(HORIBA Medical). Los datos mostraron un total de 4,18 + 1,54 x 10" plaquetas/cerdo (intervalo: de 2,4 a 8,4 x 10")
en la sangre y 1,51 + 0,87 x 10" plaquetas/cerdo (intervalo de 0,48 a 3,35 x 10"") en el plasma (recuperacion:
36,12 %).

c) Procedimiento de obtencion de PRP

Se centrifugd la sangre porcina estéril extraida a 780 g durante 10 min a temperatura ambiente para retirar los
glébulos rojos y los linfocitos. Se recogioé el sobrenadante (776,96 + 184,15 ml de PRP/cerdo) y como agente
formador de volumen se afadié manitol a una concentracion final del 8 % (p/v). La solucion se agité durante 15-30
minutos antes de la liofilizacion.

d) Liofilizacion del plasma porcino

Se us6 una combinacion de 4.700 ml de plasma porcino con manitol en cada proceso de liofilizaciéon. Este proceso
se llevd a cabo usando un modelo TELSTAR L-3. El plasma porcino se congel6 a -56 °C. El proceso de sublimacion
se realiz6 a 30-32 °C y, a continuacion, se seco el producto a 26-32 °C. El contenido total de sélidos obtenido tras la
liofilizacion (50 % de plasma rico en plaquetas y 50 % de manitol) fue de 3.050,23 g; siendo el 70,48 % de proteina,
el 18,81 % de hidratos de carbono, el 0,05 % de acidos grasos, el 5,80 % de humedad y el 4,86 % cenizas.

g) Medicion de los factores de crecimiento

Para cuantificar los niveles de TGF-$1 del PRP liofilizado, se reconstituyeron las muestras con tampoén de fosfato
modificado por Dulbecco (PBS) sin calcio ni magnesio (92 mg de PRP/ml de PBS), y luego se centrifugaron a
10.000 g durante 10 minutos para eliminar los desechos celulares. El sobrenadante se mantuvo a -80 °C hasta su
posterior analisis. EI TGF-B1 se analiz6 mediante ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante (TGF-B1 de
ratén/rata/porcino/canino Quantikine; R&D Systems). Con fines comparativos, se activo el PRP obtenido antes de la
liofilizacion mediante la mezcla de 1 ml de PRP con 50 pl de CaCl; al 10 %. Una vez gelificado el PRP, se
centrifugaron las muestras a temperatura ambiente durante 10 minutos a 4.000 g y se recogio6 el sobrenadante. Se
us6 una fraccién de sobrenadante activado con CaCl; para cuantificar el TGF-1.

Se compararon los niveles de TGF-31 del PRP liofilizado con los obtenidos para el PRP basal (no activado) y el PRP
activado con CaCl; (Tabla 2).

Tabla 2: Niveles de TGF-1 (ng/ml)
No activado | Activado con CaCl,

PRP 3,7+0,6 183+4,4

PRP liofilizado 15,3 4,1 13,4+3,9

La tensidon mecanica producida durante el proceso de liofilizacion causa la activacion y liberacion de factores de
crecimiento, por lo tanto, no es necesario afadir activadores tales como el CaCl, para liberar factores de
crecimiento.
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Ejemplo 2. Composicién oral

El PRP obtenido se formul6 de acuerdo con la siguiente composicion para obtenerse un polvo para su uso en forma
de una formulacion sdlida que se puede suspender en agua.

PRP 10,2 %
Fructosa 76,0 %
Manitol 10,2 %
Aroma de pifia 25%
Ascorbato de sodio 0,9 %
Aerosil 200 0,15 %

Ejemplo 3. Composicién oral en comprimidos

El PRP liofilizado obtenido como se describe en el Ejemplo 1 se formuld de acuerdo con la siguiente composicion
para obtenerse un comprimido.

PRP 25,0 %
Hidroxipropilcelulosa 2,0%
Almidon de sodio 4,0 %
Silice coloidal 0,5 %

Lactosa monohidratada | 15,0 %

Estearato de magnesio | 1,2 %

Celulosa microcristalina | 52,3 %

Ejemplo 4. Capsulas

El PRP obtenido como se describe en el Ejemplo 1 se formulé de acuerdo con la siguiente composicion para
obtenerse una capsula.

PRP 15,0 %
Manitol 15,0 %

Croscarmelosa de sodio| 4,5 %

Silice coloidal 0,5%

Celulosa microcristalina | 25,0 %

Fosfato tricalcico 40,0 %

Ejemplo 5. Evaluacién del tratamiento

Se administrd la composicion descrita en el Ejemplo 2 por via oral a 8 pacientes con artrosis de rodilla de clase II-11I
(puntuacion ACR). Los pacientes recibieron una dosis diaria durante un mes. Los resultados clinicos relacionados
con la funcién y el dolor de las articulaciones se midieron usando las escalas VAS y WOMAC. Ademas, se analizé la
opinion subjetiva en términos de eficacia y tolerabilidad del médico y del paciente. Todos los resultados clinicos se
midieron los dias 0, 15 y 30.

Se calcularon los datos estadisticos descriptivos, la media, la desviacion estandar y el intervalo de confianza del
95 % para todas las variables cuantitativas. Las variables cualitativas se analizaron mediante tablas de contingencia
y diagramas de barras.

Las diferencias entre los grupos se analizaron por ANOVA para medidas repetidas con la correccién de Bonferroni,
adoptando la primera visita como el control de las escalas VAS y WOMAC.
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Se observo una disminucion estadisticamente significativa de la puntuacion del dolor de VAS desde la visita 2 (dia
15) en adelante (Figura 1). De igual manera, el indice de WOMAC total (Figura 2), que esta relacionado con el
empeoramiento de la calidad de vida debido a la artrosis, se reduce significativamente de la visita 2 (dia 15) en
adelante.

El estudio de los componentes individuales de la escala WOMAC (dolor, rigidez y funcién) revela una disminucion de
las puntuaciones del dolor (Figura 3), de la rigidez (Figura 4) y de la incapacidad funcional (Figura 5), siendo
significativamente diferentes de las puntuaciones basales en la visita 3, en la visita 2 y de la visita 3 en adelante,
respectivamente.

La eficacia subjetiva de acuerdo con el médico fue de poca eficacia de acuerdo con el 62,5 % de los médicos, y de
buena o poca eficacia para el 75 % de los pacientes en la visita 2 (dia 15). Tras 30 dias, el 100 % de los médicos
considero el tratamiento de buena o poca eficacia, y el 66,7 % de los pacientes considero el tratamiento bueno o
ideal (Tabla 3y 4, Figura6y 7).

En la evaluacion de la tolerabilidad durante todo el estudio, el 100 % de los médicos y de los pacientes considerd la
tolerabilidad excelente. No se registraron acontecimientos adversos (Tabla 5 y 6).

Tabla 3. Eficacia subjetiva de acuerdo con el médico

Ningun efecto Poca eficacia Buena eficacia
N total
N |%enlavisita| N |%enlavisita| N | % enlavisita
2 3 37,5 % 5 62,5 % 0 0,0 % 8
Visita
3 0 0,0 % 3 50,0 % 3 50,0 % 6
Tabla 4. Eficacia subjetiva de acuerdo con el paciente
Ningun efecto Poca eficacia Buena eficacia Eficacia ideal N |
tota
N |%enlavisita| N |%enlavisita|] N |%enlavisita| N | % enlavisita
2 2 25,0 % 2 25,0 % 4 50,0 % 0 0,0 % 8
Visita
3 0 0,0 % 2 33,3 % 3 50,0 % 1 16,7 % 6

Tabla 5. Evaluacion subjetiva de la tolerabilidad de acuerdo con el médico

Excelente
N total
N % en la visita
2 8 100 % 8
Visita
3 6 100 % 6

Tabla 6. Evaluacion subjetiva de la tolerabilidad de acuerdo con el paciente

Buena eficacia

N total
N % en la visita
2 8 100 % 8
Visita
3 6 100 % 6

10
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REIVINDICACIONES

1. Composicion farmacéutica que comprende plasma rico en plaquetas (PRP) obtenido de una fuente heterdloga
para su uso en el tratamiento o en la prevencion del dolor asociado con enfermedades, trastornos o lesiones de las
articulaciones y de los tendones, en la que la composicion se administrara por via oral.

2. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que la enfermedad, el trastorno o la lesion de las
articulaciones o de los tendones es artrosis.

3. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que el plasma
rico en plaquetas es de origen porcino.

4. La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion comprende ademas factores de crecimiento, y los factores de crecimiento se seleccionan del grupo que
consiste en factor de crecimiento transformante (TGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), factor de crecimiento endotelial derivado de
plaquetas (PDEGF), factor de angiogénesis derivado de plaquetas (PDAF), factor plaquetario 4 (PF-4), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF) y mezclas de los mismos.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha
composicion comprende:

a) entre el 1y el 25 % en peso de plasma rico en plaquetas (PRP);

b) entre el 1y el 25 % en peso de un agente formador de volumen; y

c) entre el 50 y el 98 % en peso de al menos un excipiente o vehiculo seleccionado del grupo que consiste en
agentes aglutinantes, cargas, diluyentes, agentes filmogenos, lubricantes, deslizantes, disgregantes,
conservantes, estabilizantes, antioxidantes, recubrimientos, antiadherentes, saborizantes, edulcorantes,
colorantes y mezclas de los mismos.

6. La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha
composicion esta en forma de granulos, comprimido, suspension en un vehiculo liquido, capsula o polvo.

11
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