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DESCRIPCION
Sangre enriquecida en gelsolina para uso terapéutico

Se describe un procedimiento para la elaboracion de al menos una proteina de efecto terapéutico o de una mezcla
de proteinas en un recipiente, en el que el recipiente se llena con un liquido corporal, se incuba y se forma la
proteina de efecto terapéutico en el liquido corporal. Ademas, se describen un recipiente para la realizacion del
procedimiento y medicamentos que contienen como sustancia activa las proteinas elaboradas de esta manera.

Las enfermedades articulares degenerativas tienen una gran importancia tanto en el ser humano como en animales.
En el ser humano, la artrosis aparece de forma idiopatica (con factores de riesgo conocidos) en pacientes mas
mayores, o bien, puede aparecer como complicacion postraumatica en pacientes mas jovenes. Pero ambas formas
tienen los mismos sintomas clinicos, entre otros, dolores articulares y una funcion limitada, y frecuentemente
conducen a una calidad de vida fuertemente limitada del paciente afectado. Diferentes causas como una
sobrecarga, una carga incorrecta, una inestabilidad articular o infecciones conducen a un dafio mecanico y
enzimatico del cartilago articular con apoptosis de los condrocitos, asi como a una pérdida de colageno tipo Il y de
proteoglicanos. Existe un desequilibrio entre la degeneracion y la reparacion. Aunque en el centro de la patogénesis
esta la degeneracion del cartilago, la enfermedad no sélo afecta al cartilago, sino también a la capsula articular y al
hueso subcondral. En caso de dafios de cartilago, los productos de degradacién llegan a la sinovia y conducen a
una sinovitis. Ademas, también los dafios en la capsula articular pueden conducir directamente a una liberacién de
mediadores de inflamacion y una capsula articular fuertemente traumatizada resulta ademas en una inestabilidad
articular. En caso de una carga fuerte y ciclica, la placa 6sea subcondral se adapta con una densidad ésea mas
elevada. Sin embargo, por esta esclerotizacion, el hueso se vuelve mas rigido y fragil. Esto conduce por una parte a
una disminucién de la capacidad de absorcion de choques, lo que carga mas el cartilago situado por encima y, por
otra parte, a fuerzas de cizallamiento en la transicidn entre la placa 6sea subcondral y el cartilago mineralizado. En
caballos con artrosis y/u osteoartritis y/u otras enfermedades articulares se midieron concentraciones elevadas de
citoquinas proinflamatorias (que fomentan la inflamacién) factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interleucina 1 (IL-1)
e interleucina 6 (IL-6) asi como de prostaglandina E2 (PGE2) y metaloproteasas en la sinovia. También en seres
humanos con artrosis esta elevada la concentracion de las citoquinas proinflamatorias en la sangre y en la sinovia.

Las citoquinas proinflamatorias (que fomentan la inflamacion) TNFa, IL-1 e IL-6 son secretadas por los sinoviocitos B
(synoviocyti secretorii) de la membrana sinovial, por células inflamatorias en la membrana sinovial y por condrocitos
y estimulan la liberacion de metaloproteasas de matriz (MMP) y de agrecanasas asi como de mediadores de
inflamacién adicionales tales como prostaglandinas (PGE2) u 6xido nitrico (NO). Las metaloproteasas son enzimas
que degradan la matriz del cartilago (colageno tipo Il, proteoglicanos y otros). II-1 y TNFa inhiben también
directamente la produccion de colageno tipo 1.

La terapia convencional de enfermedades articulares degenerativas consiste en la mayoria de los casos en un
tratamiento sintomatico de la inflamacion, es decir, en una inhibicién o sistémica o intraarticular de la inflamacion por
medio de medicamentos correspondientes. Entre estos figuran los corticosteroides de aplicacion intraarticular,
empleados con mayor frecuencia, en parte en combinacion con acido hialurénico. Adicionalmente, en ocasiones se
administran ademas condroprotectores.

Sin embargo, estas terapias medicamentosas tienen numerosos efectos secundarios.

Una alternativa a las terapias sintomaticas (a base de antiinflamatorios no esteroidales y esteroidales) consiste en
los tratamientos con inhibidores de citoquinas o condroprotectores que se denominan “disease modifying drugs”
(Quist y col. 2008). También figuran entre ellas las terapias en las que proteinas propias del cuerpo (autélogas) se
obtienen de la sangre del paciente y se vuelven a administrar a este paciente como medicamento individual.

Por el documento W09909051 se dio a conocer un procedimiento para la elaboraciéon de proteinas autélogas (=
propias del cuerpo) de efecto terapéutico en una muestra de liquido corporal obtenida previamente del paciente
(animal o humano) y una jeringa para realizar este procedimiento. Como proteinas que pueden elaborarse de esta
manera se mencionan la eritropoyetina, la insulina, los interferones, la interleucina 4, la interleucina 10, el receptor
soluble de factor de necrosis tumoral y el antagonista del receptor de la interleucina 1. Las proteinas se elaboran y
se ponen a disposicion en una jeringa.

Las estructuras internas de la jeringa, entre las que figuran también particulas dispuestas dentro de la jeringa,
especialmente bolitas de cristal impregnadas con sulfato de cromo, estan recubiertas de inductores inmovilizados
que deben estimular la biosintesis de las proteinas deseadas. En el caso de sangre como muestra de liquido
corporal, como inductores de este tipo estan previstas inmunoglobulinas, especialmente inmunoglobulina G, para
estimular la formacion de proteinas antiinflamatorias por los monocitos contenidos en la sangre.

Para la realizacion del procedimiento, la jeringa se llena con un liquido corporal de un paciente y se incuba. Durante
ello, en el liquido corporal se forma la proteina de efecto terapéutico.
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El liquido corporal enriquecido de esta manera se puede almacenar de forma estéril en la jeringa y, en caso de
necesidad, se puede suministrar al paciente directamente sin mas tratamiento o, por ejemplo, después de una
centrifugacion y/o una filtracion estéril. Un aspecto de la presente invencién consiste en perfeccionar o modificar este
procedimiento de tal forma que las proteinas generadas existan en cantidades significativamente mas elevadas y
gue se eviten fendbmenos acompafiantes. La descripcion muestra la puesta a disposicion de un procedimiento del
tipo mencionado al principio en el que el recipiente contiene particulas de oro.

El término “recipiente” se refiere en lo sucesivo a un envase que se puede cerrar 0 a un receptaculo que se puede
cerrar para guardar liquidos durante un tiempo determinado, siendo el envase o el receptaculo estanco con respecto
al liquido que ha de ser alojado.

El uso de oro como medicamento es conocido desde hace mucho tiempo en la medicina. A finales de siglo 19 se
empleaba oro sobre todo como medicamento para el tratamiento de la tuberculosis. A causa de la suposicién
errbnea de que la artritis reumatoide también es una enfermedad infecciosa, se usaba oro como medicamento
también en esta dolencia. La terapia era exitosa y se aplicaba luego durante muchos afios hasta la actualidad (Kean
and Kean 2008). Un estudio in vitro en condrocitos humanos mostré que los compuestos de oro (aurotiomalato)
inhibe la produccion de O6xido nitrico (NO) de los condrocitos. El oxido nitrico confiere (media) los efectos
destructivos de las citoquinas proinflamatorias IL-1 y TNFa (Green y col. 2006). Esto conduce a una produccién
reducida de colageno y de proteoglicano, a la apoptosis de condrocitos y a una estimulacién de las metaloproteasas
(Vuolteenaho y col. 2005).

En las formulas terapéuticas conocidas en el estado de la técnica, el oro se aplica o bien por via intramuscular o por
via oral. Con estos métodos de aplicacion y la galénica correspondiente del oro, los efectos deseados conocidos por
los estudios in vitro, sin embargo, se consiguen sdélo de forma incompleta.

La combinacion de particulas de oro con un liquido corporal autélogo u homoélogo, humano o animal, especialmente
una muestra de sangre propia, en un sistema cerrado, empleada por primera vez en el procedimiento segun la
invencion, proporciona sorprendentemente no sélo (i) una concentracion notablemente mas elevada de las proteinas
deseadas, en comparacion con el procedimiento conocido anteriormente, en el caso de sangre, especialmente de
las citoquinas (sobre todo IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, G-CSF, MCIP-1, MIP-1, RANTES, TNF-alfa, GRO-alfa, MCP-3, MIF
e IL-1RA), sino (ii) también una mejor calidad de las proteinas correspondientes a causa de una inhibicion del
envejecimiento fisiolégico de las proteinas durante el tiempo de incubacion y (iii) ademas un enriquecimiento
significativo de la proteina gelsolina. La gelsolina es una proteina ligante de actina y presente de forma ubicuitaria en
todas las células animales (incluidas las humanas) y también de forma extracelular (por ejemplo, en el plasma
sanguineo), que fragmenta filamentos de actina en funcion de ca’e impide una repolimerizacion y que tiene/realiza
una funcién clave en la regulacion de los procesos de formacion y de degradacion de filamentos de actina. La
gelsolina fue descubierta e identificada en extractos citoplasmaticos y su presencia ubicuitaria y conservacion
filogenética en células libremente moéviles habla a favor de su papel esencial como proteina regulatoria intracelular.
Solo mas tarde se descubri6 que la gelsolina esta presente también en el plasma sanguineo de mamiferos y que alli
despolimeriza la actina. Esta llamada gelsolina plasmatica (p-gelsolina, pGS) es una isoforma de la gelsolina
citoplasmatica (c-gelsolina, cGS) y se diferencia de esta, en cuanto a su estructura, en que en el extremo n-terminal
presenta 23 aminoacidos adicionales. La funcién fisiolégica de la gelsolina plasmatica sigue siendo objeto de
numerosos trabajos de investigacién (DiNubriu, 2007 y la literatura citada alli). La gelsolina regula funciones
celulares tan importantes como la motilidad celular, la fagocitosis, la apoptosis y la activacion de trombocitos (Silacci
y col. 2004, Trickey y col. 2004). En seres humanos con artritis reumatoide estd disminuida la concentracion
plasmatica de gelsolina (Osborn y col. 2008). También en otras enfermedades con degeneraciones de tejido y
especialmente en la sepsis esta disminuida la concentracion plasmatica de gelsolina (Suhler y col. 1997, Osborn y
col. 2008, Lee y col. 2007). Los conocimientos presentes en el estado de la técnica indican que la gelsolina
plasmatica sirve de amortiguador para amortiguar las reacciones inflamatorias excesivas del cuerpo (DiNubile 2008).

Las proteinas elaboradas con el procedimiento segun la invencion, especialmente la gelsolina y las citoquinas,
pueden (pero no tienen que) volver a aplicarse al paciente, junto con otros componentes del liquido situado en el
recipiente, directamente, es decir, sin mas manipulacién — como por ejemplo, la centrifugacion, la filtracion estéril o
el trasvase a otro recipiente. De esta manera, se evita una contaminacion de la solucién proteica y se minimiza el
riesgo de una infeccion del paciente durante la administracion de las proteinas.

En una variante del procedimiento segun la invencion, después de la incubacion in vitro, las particulas de oro se
separan del liquido corporal, por ejemplo del suero, y se desechan. Esto ofrece la ventaja de que se evitan
completamente los efectos secundarios inducidos por oro durante o después de la administracién de dicho liquido
corporal, por ejemplo de este suero.

En una variante igualmente preferible del procedimiento segun la invencién, tanto las particulas de oro como las
células corporales (por ejemplo, células sanguineas) se separan del liquido corporal (por ejemplo, de la sangre) y se
desechan. Los liquidos corporales humanos, autélogos, tratados de esta manera, y en especial los sueros, son
tolerados excelentemente y no cabe esperar efectos secundarios.
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Las particulas de oro empleadas en el procedimiento presentan preferentemente una estructura definida y/o un
tamafo definido. Resultan especialmente adecuadas las microparticulas y/o nanoparticulas con un tamafio de
particulas entre 10 nanémetros y 500 micrémetros.

En las variantes del procedimiento segun la invencion en los que las particulas de otro han de separarse del liquido
corporal, por ejemplo del suero, y desecharse después de la incubacién in vitro, en el procedimiento se emplean
preferentemente particulas de oro con un tamafio de aproximadamente 1 yu y ademas preferentemente en una
cantidad de 10° a 10* particulas de oro por cada 10 ml. Para esta aplicaciéon se han acreditado en la practica
recipientes (por ejemplo, una jeringa) con una capacidad de aprox. 10 ml.

En una forma de realizacién que se ha acreditado bien en la aplicacién practica, las particulas de oro existen en el
recipiente en una cantidad de 0,3 mg por 1 ml de liquido corporal. Son adecuadas y estan previstas basicamente
concentraciones de 0,1 a 10 mg por 1 ml.

La estructura interior del recipiente preferentemente esta libre de anticoagulantes tales como heparina, citrato, EDTA
0 CPDA, ya que en el marco de los trabajos en los que estd basada esta invencion sorprendentemente se encontré
que en caso de la presencia de este tipo de sustancias se biosintetizan menos proteinas que en caso de su
ausencia. Especialmente en el caso de sangre como liquido corporal y heparina como anticoagulante, en caso de la
presencia de heparina, por ejemplo, como recubrimiento de la pared interior del recipiente, se obtiene una
produccion de citoquinas considerablemente menor que en caso de la ausencia de heparina y otros anticoagulantes.

Como recipiente entra en consideracion especialmente una jeringa, porque esta no sélo puede servir de recipiente
de incubacién, sino al mismo tiempo también de instrumento de extraccion para la obtencion del liquido corporal y/o
de instrumento de aplicacion para la administracion de las proteinas a un paciente.

Pero como recipiente entra en consideracion también una bolsa que se pueda cerrar, porque especialmente en el
caso de mayores volimenes, esta puede manejarse y almacenarse de manera mas flexible que una jeringa con un
volumen comparable y porque se puede acoplar a una jeringa de forma técnicamente sencilla y segura, de manera
gue el llenado y vaciado puede realizarse a través de esta.

El procedimiento segin la invencion resulta especialmente adecuado para la elaboracion (biosintesis) y el
enriquecimiento de proteinas de células sanguineas. Por ello, como liquido corporal esta prevista especialmente
sangre.

Sorprendentemente, la proteina de efecto terapéutico, la gelsolina, se puede elaborar y enriquecer especialmente
bien, es decir, en cantidades significativas, con el procedimiento segin la invenciéon. Por ello, el procedimiento segin
la invencién esta previsto especialmente para la obtencién de gelsolina.

En cuanto a las condiciones de incubacion para el recipiente lleno del liquido corporal, en la practica se ha mostrado
que un tiempo de incubacion de 12 a 72 horas, preferentemente de 24 horas, a una temperatura de 20 °C a 41 °C,
preferentemente de 37°, conduce a buenos resultados.

Una solucion para el objetivo mencionado consiste también en la puesta a disposicién de un recipiente para la
biosintesis in vitro y el enriquecimiento (induccién in vitro) de proteinas de efecto terapéutico en un liquido corporal,
gue se caracteriza porque el recipiente contiene particulas de oro y resulta adecuado para alojar, almacenar y volver
a emitir una muestra de liquido corporal, y porque se puede acoplar a una aguja hueca (canula, agujero de
inyeccion) de tal forma que su contenido se puede inyectar por medio de dicha aguja hueca (canula, aguja de
inyeccion).

Con este recipiente es posible especialmente realizar el procedimiento de elaboracion de proteina descrito
anteriormente y aprovechar las ventajas que ofrece. Por medio de la aguja hueca acoplable, las proteinas
elaboradas pueden ponerse directamente en el lugar de aplicacion deseado, especialmente introducirse en un
cuerpo humano o animal.

Las particulas de oro presentan preferentemente una estructura definida y/o un tamafio definido. Resultan
especialmente adecuadas las microparticulas y/o nanoparticulas (tamafio de particulas entre 10 nanémetros y 500
micrometros). Una cantidad adecuada de particulas de oro en el recipiente se sitta entre 0,1 mg y 10 mg por 1 ml de
liquido corporal, preferentemente 0,3 mg por 1 ml de liquido corporal.

El recipiente es preferentemente una jeringa o una bolsa. La jeringa ofrece la ventaja de que no sé6lo puede servir de
recipiente de incubacion, sino al mismo tiempo también de instrumento de extraccion para la obtencion del liquido
corporal y/o de instrumento de aplicacion para la administracién de las proteinas a un paciente. La bolsa ofrece la
ventaja de que en el caso de mayores volimenes puede ser manejada y almacenada de manera mas flexible que
una jeringa con un volumen comparable y, para el llenado y el vaciado, se puede acoplar a una jeringa.
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Como recipiente resulta especialmente adecuada una jeringa usual en el mercado (por ejemplo, jeringas de 5 a 100
ml) sin realizacion especial en su espacio hueco interior. En el cilindro de jeringa se introducen las particulas de oro
(por ejemplo, Gold Microcarriers de BioRad Laboratories, Cat. 165-2264).

La jeringa, especialmente la pared interior del cilindro de jeringa y la parte del émbolo de jeringa, que esta situada
dentro del cilindro, se componen preferentemente de una materia sintética, por ejemplo, de poliestireno, polietileno,
polivinilcloruro, polipropileno (S-Monvette neutras, Sarstedt) o de una sustancia similar o mezclas de estas.

El recipiente resulta especialmente adecuado para la elaboracion (biosintesis) y el enriquecimiento de proteinas,
especialmente de gelsolina, a partir de células sanguineas. Por ello, como liquido corporal esta prevista
especialmente sangre.

Las proteinas elaboradas con el procedimiento segin la invencién en un liquido corporal pueden emplearse, junto al
liquido corporal y las particulas de oro o sin las particulas de oro, como medicamento para el tratamiento de
enfermedades.

Los liquidos corporales, especialmente sueros sanguineos, enriquecidos en proteinas y especialmente enriquecidos
en citoquininas y gelsolina, elaborados con el procedimiento segun la invencién, constituyen una alternativa segura,
economica y rapida de elaborar y con pocos efectos secundarios, a los preparados medicamentosos convencionales
comparables.

La presente invencién se refiere a una sangre enriquecida en citoquininas y gelsolina para el uso como
medicamento o para la elaboracién de un medicamento, que se obtiene de tal forma que se aloja sangre en un
recipiente que contiene particulas de oro, preferentemente particulas de oro con el tamafio de aproximadamente 1
pum y preferentemente en una cantidad de 10% a 10* particulas de oro por cada recipiente de 10 ml (o 0,3 mg de
particulas de oro con un diametro de 1 um por cada 1 ml de sangre/recipiente), y esta mezcla de sangre y particulas
de oro se incuba (por ejemplo durante 12 a 72 horas, preferentemente durante 24 horas y a entre 20 °C y 41 °C,
preferentemente a 37 °C) y, a continuacion, las particulas de oro y preferentemente (es decir, opcionalmente) se
separan del liquido corporal, especialmente de la sangre, células sanguineas y otros componentes insolubles y se
desechan (preferentemente por centrifugacion y/o filtracion estéril).

La invencion se refiere ademas al uso de sangre autdloga u homodloga y particulas de oro en combinacién como
medicamento o para la elaboracién de un medicamento. Dicho de otra manera: objeto de la presente invencién es
también una mezcla de sustancias de sangre autéloga u homoéloga y particulas de oro para el uso como
medicamento, o un medicamento que comprende la mezcla de sustancias sangre autéloga u homologa y particulas
de oro, incluidas las proteinas enriquecidas en esta como combinacion de sustancias activas.

Los medicamentos descritos permiten un tratamiento especialmente sencillo, econémico, con pocos riesgos Yy
efectivo.

Los medicamentos descritos resultan adecuados especialmente para el tratamiento de enfermedades degenerativas
de tejidos, sobre todo de la artrosis y tendinosis. Sobre todo el medicamento incubado con particulas de oro y, a
continuacioén, liberado de particulas resulta muy adecuado y previsto para el tratamiento de la artrosis y otras
enfermedades asociadas con la degeneracion de tejidos.

Una forma de realizacion especial de los medicamentos segun la invencidon se caracteriza porque la sangre
incubada con particulas de oro presenta después de la incubacién un contenido en gelsolina que asciende al menos
al doble del valor de sangre normalizado correspondiente para la gelsolina. El término “valor de sangre normalizado
correspondiente para la gelsolina” corresponde en el presente contexto al valor normalizado en la medicina humana
o la medicina veterinaria para la gelsolina en la sangre del grupo de pacientes que debe ser tratado con el
medicamento. El grupo de pacientes se caracteriza por su pertenencia a una especie zoolégica y raza, el sexo y la
edad.

Este medicamento rico en gelsolina esta previsto para el tratamiento de la artrosis que conlleva una falta de
gelsolina en la sangre del paciente. La mezcla de sangre y oro incubada puede aplicarse en su totalidad o en partes.
En caso de necesidad, antes de la administracion al paciente (animal o humano) se puede someter ademas a una
centrifugacion y/o una filtracion estéril, para separar de la sangre por ejemplo células y fragmentos celulares y de
esta manera reducir al mismo tiempo también el volumen de inyeccién.

A continuacién, la invencion se describe en detalle con la ayuda de ejemplos de realizacién y figuras pertenecientes:

La figura 1 muestra: un andlisis de espectroscopia MID-FTIR del perfil de proteinas en sueros sanguineos de
diferentes pacientes antes (TO) y después (T24) de la realizaciéon del procedimiento
descrito, en comparacion con controles. AZUL representa el perfil de proteinas para el
momento TO, VERDE muestra el perfil de proteinas de las muestras tratadas con el
procedimiento segun la invencion en el momento T24, ROT muestra el perfil de proteinas
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de los sueros de control en el momento T24.

La figura 2 muestra: los resultados de un analisis multiplex de las proteinas:
GS = gelsolina
IL-4 = interleucina-4
IL-10 = interleucina-10
IL-13 = interleucina-13
IL-1Ra = antagonista de receptor de interleucina-1
IL-1B = interleucina-1B
TNF-a = factor de necrosis tumoral alfa
G-CSF = Granylocyte-Colony Stimultating factor (factor de estimulaciéon de colonizacién
de granulocitos)
GM-CSF = Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating factor (factor de estimulacion de
colonizacion de granulocitos y macréfagos)
IFN-g = Interferon Gamma (interfer6n gama)
SCGF-B ) Hematopoietic Stem cell growth factor (factor de crecimiento de células madre
hematopoyéticas
MIP-1a = Macrophage inflammatory protein-1la (proteina inflamatoria de macréfagos 1a)
MIP-1B = Macrophage inflammatory protein-1f (proteina inflamatoria de macréfagos 1 B)
VEGF = Vascular endotelial growth factor (factor de crecimiento endotelial vascular)
IL-18 = interleucina-18
MCP-3 = Macrophage chemotactic protein (proteina quimiotactica de macréfagos)
SDF-a = Stromal derived factor (factor derivado del estroma)
FGF basico = Fibroblast growth factor (factor de crecimiento de fibroblastos)
GROa = Growth-regulated oncogene alpha (oncogén alfa de crecimiento regulado) en
muestras de sangre en el momento TO (“T0") y al cabo de 24 horas de incubacion por una
parte sin mas tratamiento (“control”) y, por otra parte, con tratamiento o bien segun
WQ09909051 (“h”), o bien, segun el procedimiento descrito (“invencién”).

la figura 3 muestra: la documentacion grafica del grado hinchazén de todos los caballos examinados antes o
después del tratamiento segun la invencién en los momentos de examen posterior
correspondientes

la figura 4 muestra: la documentacion grafica de la cojera de todos los caballos examinados, antes o después
del tratamiento segun la invencibn en los momentos de examen posterior
correspondientes

la figura 5 muestra: KOOS-score (evaluacion KOOS) antes y después del tratamiento en pacientes con
gonartrosis

la figura 6 muestra: la formacion de derrame y la concentracion de gelsolina en el liquido sinovial en una
paciente con gonartrosis, en su evolucion: después de la 12 (T1), la 22 (T2) o la 32
inyeccion (T3)

la figura 7 muestra: la liberacion de proteoglicano de explantes/preparados de cartilago-hueso después de un
tratamiento de choques.

Ejemplo 1: Comprobacion de la elaboracion de protein as en una muestra de sangre segun el procedimiento
descrito y en un recipiente descrito, por medio del procedimiento de espectroscopia MID-FTIR y analisi s
multiplex

Respectivamente dos muestras de sangre de la cantidad de 9 ml de 11 pacientes distintos (n°® 1 a 11) se recibieron
en un recipiente descrito, en concreto, una jeringa de 9 ml llenada previamente con 2,7 mg de particulas de oro (con
un diametro de 1 um). La misma cantidad de muestra de sangre del mismo origen (paciente) se recibieron en una
jeringa de 9 ml idéntica sin contenido de particulas de oro. Las muestras se analizaron en diferentes momentos, en
concreto, en un momento TO inmediatamente después de la extraccion de sangre y en el momento T24 después de
la incubacion durante 24 horas a 37 °C.

Por medio de una espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier en el intervalo infrarrojo medio (espectro
espectral de 4.000 cm™ a 400 cm'l), abreviada por espectroscopia MID-FTIR (por ejemplo, el procedimiento
AquaSpec de la empresa Micro-Biolytics GmbH/Esslingen) se analizaron las muestras.

El principio de medicién de la espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier esta basado en la irradiacion de
una sustancia con ondas electromagnéticas, durante lo que son absorbidos determinados intervalos de frecuencia.
Dado que, energéticamente, la radiacion infrarroja se encuentra en el intervalo del nivel de oscilaciones de enlaces
de moléculas, la absorcion conduce a una estimulacion de oscilaciones de los enlaces. Esta se vuelve visible en
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forma de desviaciones en el espectro medido (diagrama). Dado que las energias o frecuencias necesarias para ello
son caracteristicas para los enlaces correspondientes, de esta manera también es posible identificar materiales y
aclarar estructuras.

La espectroscopia FTIR resulta adecuada especialmente para el analisis de cambios estructurales de reaccion
inducida en una macromolécula biolégica. Con ella, se pueden examinar sistemas bioldgicos, especialmente liquidos
proteicos acuosos. Durante ello, la muestra ni se altera ni se destruye y se puede trabajar bajo condiciones nativas
de la biomolécula, es decir que se puede medir el “estado real”, porque no se requiere ni la fijacion ni otro tipo de
tratamiento de las muestras.

Dado que todos los componentes moleculares de la proteina poseen bandas de absorcion en el intervalo espectral
infrarrojo, es posible observar casi todas las zonas de una proteina y obtener informacion detallada sobre la
estructura de la proteina.

El procedimiento de espectroscopia MID-FTIR permite el reconocimiento y la cuantificacion automatizados y
reproducibles de cambios de la conformacién de proteinas y la determinacion de la concentracién de proteinas. Se
pueden detectar incluso concentraciones muy pequefias de proteinas muy reducidas (hasta menos de 0,1 mg/ml) y
los menores cambios de conformacion.

Durante la realizacion del procedimiento en el marco de la presente invencién, se analizaron las muestras de sangre
con y sin particulas de oro en el estado “real” en una célula de medicién espectroscépica (célula de transmisién) de
alta precision, biocompatible y adecuada para muestras acuosas. Usando calibraciones internas, de cada muestra
medida se determind automaticamente la concentracion de la proteina disuelta y la estructura secundaria (hélice
alfa, hoja plegada beta) de esta.

Los resultados de esta medicion estan representados graficamente en la figura 1. Muestran que las muestras
incubadas segun la invencién en presencia de particulas de oro tienen un comportamiento bioldgico distinto a las
muestras de control. Los valores de medicion de todas las muestras en el momento TO estan sefialados con color
azul y se encuentran en su mayor parte en el cuadrante superior izquierdo. Los valores de medicion después de la
realizacién del procedimiento segun la invencion con una duracion de incubacion de 24 horas estan sefialados con
color verde y se encuentran en su mayor parte en el o cerca del cuadrante inferior izquierdo. Esto indica que el
envejecimiento fisioldgico de proteinas en el marco de la incubacion de sangre se inhibe mediante la adicién de oro.
Los valores de medicion de las muestras de control después de una duracién de incubacién de 24 horas estan
sefialados con color rojo y se encuentran en su mayor parte en el cuadrante superior derecho. Este desplazamiento
hacia la derecha indica un envejecimiento de la estructura de proteina.

Con un procedimiento de analisis multiparamétrico (sinénimo: analisis multiplex) sobre la base de microparticulas
codificadas de forma distinguible (por ejemplo, el BioPlex™ 2200-System de la empresa BioRad Laboratories,
Munich) se determinaron cuantitativamente las siguientes proteinas en las muestras con el procedimiento segun la
invencioén (“invencion”), el procedimiento segun el documento W0O9909051 (“h”) y los controles correspondientes sin
tratamiento en los momentos TO y T24:

gelsolina (GS), interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10), interleucina-13 (IL-13), interleucina-1, antagonista
de receptor (IL-1Ra), interleucina-1p (IL-1 B), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), factor de estimulacion de
colonizaciéon de granulocitos (G-CSF), factor de estimulaciéon de colonizacion de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF), interferon gama (IFN-g), factor de crecimiento de células madre hematopoyéticas (SCGF-f),
proteina inflamatoria de macrofagos (MIP-1a), proteina inflamatoria de macréfagos 1 3 (MIP-1B), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), interleucina-18 (IL-18), proteina quimiotactica de macréfagos (MCP-3),
factor derivado del estroma (SDF-a), factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGF), oncogén alfa de
crecimiento regulado (GROa).

Estas proteinas juegan papeles importantes en la degeneracion de tejido y la reparacién de tejido.
Los resultados de este analisis estan representados en la tabla 1 y representados graficamente en la figura 2.

Demuestran que en las muestras (“invencion”), al cabo de 24 horas se ha producido un considerable aumento de la
concentracion de gelsolina (factor 10), mientras que en las muestras de comparacion (“control-T24” y “h-T24) no se
detectd ningun enriquecimiento en gelsolina, sino mas bien una disminucién de gelsolina. También las
concentraciones del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), de la proteina quimiotactica de macréfagos (MCP-3) y
del oncogén alfa de crecimiento regulado (GROa) eran notablemente (TNF-a: factor 30-40, MCP-3: Factor 20-30) o
al menos claramente (GROa: factor 2) mas elevadas en las muestras tratadas segun la invencion “invencion” que en
las muestras de comparacion (“Control-T24" y “h-T24).
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Ejemplo 2: Estudios de la eficacia del medicamento en animales

A) Hinchazén de partes blandas

En el marco de un estudio clinico prospectivo, 8 caballos con una hinchazén pronunciada de partes blandas a causa
de tendinosis (alteraciones degenerativas en tendones en la zona de las apofisis) se trataron con el medicamento
segun la invencién.

Para la elaboracién del medicamento, un recipiente en forma de una jeringa que contenia particulas de oro se llené
con sangre del animal correspondiente y se incubd durante 24 horas a una temperatura del rango de 37 °C. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacién, estaba acabado el medicamento en forma de la sangre situada en la jeringa
con las proteinas sintetizadas y enriquecidas entretanto, especialmente citoquinas y gelsolina, asi como con las
particulas de oro, y se podia emplear de forma directa e inmediata.

Dado que el medicamento se elabor6 dentro de una jeringa, se pudo administrar al animal correspondiente por
inyeccion sin trasvase y, por tanto, sin los riesgos de contaminacion y pérdida de material.

Para el presente estudio, en el momento TO, para cada caballo se elaboraron cuatro dosis de medicamento de este
tipo, es decir, cuatro jeringas que contenian particulas de oro se llenaron con sangre del animal correspondiente y se
incubaron durante 24 horas a una temperatura del rango de 37 °C.

Estas inyecciones de medicamento se administraron al caballo correspondiente en un intervalo de una semana
respectivamente. La primera administracion se realiz6 en el momento T24, la segunda, la tercera y la cuarta al cabo
de la semana 1, de la semana 2 y de la semana 3. Las jeringas que contenian el medicamento para la segunda, la
tercera y la cuarta aplicaciones se almacenaron a menos 20 °C hasta su uso.

El estado de hinchazén se comprobé al cabo de 1 semana, de 2 semanas, de 3 semanas, de 3 meses, de 6 meses y
de 1 afio y se valoré con la ayuda de una escala de 0 a 5 (0 = ausencia de hinchazén, 5 = hinchazén masiva).

En los 8 casos, ya al cabo de 3 semanas se detectd una reduccion significativa de la hinchazén. Al cabo de 6 meses
y también al cabo de un afo, todos los caballos estaban completamente libres de hinchazén. En el marco de los
tratamientos no se detectd ningun tipo de efectos secundarios.

Los resultados de este estudio estan representados graficamente en la figura 3.

B) Cojeras

En otro estudio de caballos, a 11 caballos con el sintoma clinico de enfermedad de la cojera (12 extremidades
afectadas) se trataron con el medicamento segin la invencidn. Las causas médicas de las cojeras eran en seis
casos alteraciones degenerativas de cartilago (n=6) dentro de/en articulaciones y, en seis casos, enfermedades de
partes blandas (n=6).

Para la elaboracién del medicamento, a su vez, por cada caballo, cuatro recipientes en forma de jeringas que
contenian particulas de oro se llenaron con sangre del animal correspondiente y se incubaron durante 24 horas a
una temperatura del rango de 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, en principio estaba acabado el
medicamento en forma de la sangre situada en la jeringa con las proteinas sintetizadas y enriquecidas entretanto,
especialmente citoquinas y gelsolina, asi como con las particulas de oro. Para minimizar el volumen de inyeccién, en
un procedimiento de centrifugacion subsiguiente, se separaron partes corpusculares mediante centrifugacion
durante 10 minutos a 5.000 rev./min. Sélo los respectivos sobrenadantes se emplearon para las inyecciones.

Estas inyecciones de medicamento se administraron al caballo correspondiente en un intervalo de respectivamente
una semana. La primera administracion se realizé en el momento T24, la segunda, la tercera y la cuarta al cabo de
la semana 1, de la semana 2 y de la semana 3. Las jeringas que contenian el medicamento para la segunda, la
tercera y la cuarta aplicaciones se almacenaron a menos 20 °C hasta su uso.

La cojera se comprobé al cabo de 1, 2 y 3 semanas, de 3y 6 meses y de 1 afio y se valoro el grado de cojera con la
ayuda de una escala de 0 a 4 (0 = ausencia de cojera, 5 = cojera masiva) segiin AAEP = “American Association of
Equine Practitioners” (Asociacion Americana de Veterinarios Equinos).

En los 12 casos, se detect6 ya al cabo de 3 semanas una reduccion significativa de la cojera. Al cabo de 6 meses y
también al cabo de un afio, todos los caballos estaban completamente libres de sintomas. En el marco de los
tratamientos no se detectd ningun tipo de efectos secundarios.

Los resultados de este estudio estan representados graficamente en la figura 4.
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Ejemplo 3: Elaboracion de un recipiente con particula s de oro segun la invencién

Como particulas de oro se usé polvo de oro (tamafio de particulas 1 um, empresa Bio-Rad Laboratories, Minich).
Las particulas de oro en primer lugar se esterilizaron de la manera recomendada por el fabricante: La cantidad
necesaria de particulas de oro/polvo de oro, por ejemplo 30 mg, se mezclé con 1 ml de etanol al 70 %, se incubd
durante 10 minutos removiendo ligeramente (mezclador, agitador de vértice), al cabo de 1 minuto de depdsito se
centrifugé brevemente y, a continuacion, se separé el sobrenadante. Después, las particulas de oro se lavaron tres
veces con respectivamente 1 ml de Aqua bidest. Después del Ultimo ciclo de lavado con centrifugacién final y
separacion del sobrenadante, las particulas de oro se resuspendieron en PBS estéril y se ajustaron a la
concentracion deseada, por ejemplo, 60 mg/ml). Bajo agitacion constante, con una pipeta, se extrajeron 10 ul de la
solucién de particulas de oro y se pasaron a una S-Monovette — neutra/9ml (92 x 16 mm) de Sarstedt (REF
02.1726.001). La Monovette, en primer lugar, se abrid en un banco de trabajo estéril (cierre roscado), las 10 pl de
solucién de particulas de oro se aplicaron en la pared interior de la jeringa y, a continuacion, se volvié a cerrar. Las
Monovettes llenas se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso. Para el uso durante la realizacion del
procedimiento descrito, las Monovettes preparadas de esta manera se llenaron con 9 ml de liquido corporal (por
ejemplo, sangre) y se mezclaron con la solucion de particulas de oro/PBS.

Ejemplo 4: Estudios de eficacia de medicamento en el ser humano

En el marco de un estudio prospectivo de corte longitudinal, por un médico aprobado fueron tratados en total 9
pacientes o 13 articulaciones con gonartrosis demostrada por radiografia. Segun la clasificacion de Kellgren-
Lawrence (Kallgren J.H. y Lawrence J.S.: “Radiological Assessment of Osteo-Arthrosis”, Ann. rheum. Dis. (1957), 16,
494 a 501), el grado de artrosis se clasifico en el grado 3 a 4. Todos los pacientes recibieron en un intervalo de una
semana respectivamente cuatro inyecciones intraarticulares con el suero autdlogo segin la invencion, tratado
primero con otro y a continuacion liberado de particulas. En caso de la existencia de un derrame intraarticular, este
se eliminé mediante puncion respectivamente antes de la inyeccion, se documento la cantidad extraida por puncién
y para se congelé en 1 ml de Aliquots a menos 20 °C para su siguiente procesamiento. La documentacion del
resultado clinico del tratamiento se realiz6 con el sistema de valoracion por puntos validado (sindnimo: evaluacion)
“KOOS” (Roos E.M, Roos H.P., Lohmander L.S., Ekdahl C., Beynnon B.D.: “Knee Injury and Osteoarthritis, Outcom
Score (KOOS - development of a selfadministered outcome measure”, J. Orthop. Sports Phys. Ther. 1998), 28:88-
96) antes del tratamiento, asi como 1, 3, 6 y 12 meses después del tratamiento. El nUmero de puntos maximo
alcanzable era de 100. Cuanto mayor fuera el nimero de puntos, mejor era el resultado alcanzado. Los resultados
estan representados graficamente en la figura 5.

La valoracién de la evaluacién KOOS con respecto a los parametros ‘sintomas’ y ‘actividad deportiva’ mostré al cabo
de 3y 6 meses una clara mejora de la sintomatica clinica (véase la figura 5).

En una paciente se mostré inicialmente la formacion de un derrame considerable. El derrame se elimind por puncion
respectivamente antes del tratamiento de inyecciones, se documenté en cuanto a la cantidad de derrame y se
examinaron los liquidos de puncién sinovial en cuanto a la concentracion de gelsolina. Dado que la concentracion de
gelsolina depende del grado de dilucion de la formacion de derrame, la concentracion de gelsolina se refirio a la
concentracion de urea (Kraus y col.: Urea as a Passive Transport Marker for Arthritis Biomarker Studies, ARTHRITIS
& RHEUMATISM tomo 46, n° 2, febrero de 2002, paginas 420 a 427). Los resultados estan representados
graficamente en la figura 6.

Mediante la aplicacion intraarticular del suero elaborado, es decir, de la sangre después de la incubacién con
particulas de oro y la eliminacién subsiguiente de (todas) las particulas se consigui6 incrementar notablemente la
concentracion de gelsolina intraarticular (véase la figura 6). Al mismo tiempo se produjeron una reduccion de la
cantidad de derrame (véase la figura 6) y, durante la siguiente evolucidon se produjo una clara mejora de la
sintomética clinica.

Este estudio justifica por tanto el uso del medicamento para el tratamiento de la artrosis.

Ejemplo 5: Comprobacién del efecto condroprotector d el medicamento segin la invencién en el modelo de
impacto de artilago in vitro

La influencia de las sobrecargas mecanicas sobre el artilago articular en el marco de la apariciéon de una artrosis es
bien conocido. Existen también modelos in vitro bien establecidos y validados que examinan la influencia de la carga
mecanica en explantes de cartilago/hueso, por ejemplo el modelo de Huser y Davies (Huser C.A. y Davies M.E.:
“Validation of an vitro single-impact load model of the initiation of osteoarthritis-like changes in articular cartilage”, J
Orthop Res., Apr 2006; 24(4):725-732). Un buen indicador para el comienzo de una degeneracion de cartilago en
este tipo de modelos es la medicion del contenido de proteoglicano en el medio de cultivo de las muestras de
cartilago/hueso examinadas.

En el transcurso de las investigaciones que han conducido a la presente invencién, en un estudio de experimentos
en animales, en el mini-cerdo “Géttinger Minipig”, en 6 animales con jeringas de 9 ml que contenian respectivamente
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10° particulas de oro por animal se tomaron respectivamente 4 muestras (de 9 ml) de sangre y se incubaron segin
el procedimiento segun la invencién durante 24 h a 37 °C. A continuacion del tiempo de incubacion, las muestras de
sangre se centrifugaron en los cilindros de jeringa y por cada jeringa (o cilindro de jeringa), el sobrenadante se
traspas6 mediante un filtro estéril a un cilindro de jeringa fresco/nuevo, exento de particulas de oro.

Paralelamente a la extraccion de las muestras de sangre, a los animales correspondientes se tomaron bajo
condiciones asépticas muestras de cartilago/hueso de las cabezas de fémur correspondientes y se recortaron
formando bloques de 8x8x10 mm (largo/ancho/altura). El cartilago estaba intacto macroscopicamente en todos los
explantes.

Hasta el uso en el ensayo de carga de choque (ensayo de impacto) se guardaron bloques de muestra de
cartilago/hueso en el medio DMEM con la adicion de 10 % de suero humano (SH), 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml
de gentamicina y 1,25 U/ml de anfotericina B.

En el mismo dia de la extraccion de muestra se realizd el ensayo de carga de choque (ensayo de impacto). Para
ello, respectivamente un bloque de muestra de cartilago — hueso/explante se dispuso en condiciones estériles en
una torre de caida libre cilindrica (“drop tower”) de polimetilmetacrilato con las medidas de 33 cm de altura 'y 4 cm
axialmente a una distancia por debajo del émbolo de choque. El émbolo de choque tenia la forma de un cilindro con
las medidas 5 cm de altura 'y 3,94 cm de diametro, y su peso era de 493 g. El émbolo de choque estaba unido, a
través de una rosca, al disco de choque en si (“pieza de impacto”) que presentaba un peso de 7 g, una altura/grosor
de 1 cm y un diametro de 0,6 cm. La carga de choque/el impacto se realizaba una vez por bloque de muestra de
cartilago — hueso en la “drop tower” mediante la caida libre del émbolo de choque con disco de choque (impactor)
sobge la muestra desde 15cm de altura. La carga de choque era de 0,736 J sobre una superficie de cartilago de 28.3
mm®.

Los bloques de muestra de cartilago — hueso/explantes se dividieron en 3 grupos:

« explantes sin tratamiento de choques = “controles no impactados” = “controles 0”)

* explantes con tratamiento de choques = “controles impactados” = “controles de choques”

e explantes con tratamiento de choques e incubacion subsiguiente con el suero sanguineo elaborado segun la
invencion, enriquecido con proteinas

A continuacién del tratamiento de choques, los preparados de hueso y cartilago tratados asi como los controles 0 se
lavaron 3 veces con PBS y se trasladaron a placas de cultivo de 12 well. En cada explante se aplicaron 3 ml del
medio de tratamiento correspondiente y se incub6 bajo condiciones estandarizadas (37 °C, 5 % de COy) en la
incubadora. El medio de cultivo se cambi6 cada 72 horas.

El suero sanguineo enriquecido con proteinas, elaborado segun la invencién, se afiadio a los explantes del grupo de
explantes correspondiente el dia O y el dia 7.

Los dias 2, 7 y 14, en todas las preparaciones de ensayo se midié el contenido de proteoglicano en el medio de
cultivo. Para ello, se us6 Blyscan Gylcosaminoglycan Assay de la empresa Biocolor Ltd., (Carrickfergus, UK). Los
resultados estan representados en el grafico de la figura 7. El contenido de proteoglicano se indica como
concentracion media de glycosaminoglicano (GAG) en pg/ml.

El andlisis de la liberacion de proteoglicano muestra que en los tres grupos, a saber, los controles 0 y los dos
explantes/preparados de cartilago-hueso tratados con choques/impactados aumenta con el tiempo la cantidad de
proteoglicano.

En los explantes/preparados de cartilago-hueso tratados con el suero sanguineo enriquecido con proteinas,
elaborados segln la invencién, este aumento sin embargo es sélo poco mas fuerte que en los controles no
impactados (controles 0), mientras los explantes (preparados de cartilago-hueso) tratados con choques/impactados
presentan, sin tratamiento con suero correspondiente, un aumento muchisimo mayor.

Este ensayo demuestra por tanto el efecto condroprotector del medicamento segun la invencion.

Tabla 1: Procedimiento de analisis multiparamétrico

Proteina TO Control T24 hT24 Inv T24

GS 1990 1798 1634 21260
IL-4 1 6 7 6
IL-10 5 444 438 447
IL-13 2 2 2 2
IL-1Ra 1 5130 5387 603
IL-1B 1 808 854 798
TNF-a 4 78 56 2444
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G-CSF 6 1454 1367 1890
GM-CSF 10 53 45 49
IFN-g 34 302 312 320
SCGF-B 64 800 800 1000
MIP-1a 1 4500 4400 4300
MIP-18 84 2330 2100 2150
VEGF 154 286 290 282
1L-18 27 524 520 540
MCP-3 1 56 80 1019
SDF-a 64 780 852 993
FGF basico 31 73 79 62
GROa 40 2460 2800 4800

11
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REIVINDICACIONES
1. Sangre enriquecida con citoquina y gelsolina para el uso como medicamento, que se obtiene de tal forma que se
recoge sangre en un recipiente que contiene particulas de oro y que se incuba esta mezcla de sangre y particulas de
oro.

2. Sangre para el uso segun la reivindicacion 1, caracterizada porque se incuba y, a continuacion, las particulas de
oro se separan de la sangre y se desechan.

3. Sangre para el uso segun la reivindicacion 1, caracterizada porque particulas de oro y células de sangre y/u
otros componentes insolubles se separan de la sangre y se desechan.

4. Sangre para el uso segin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque las particulas de oro
presentan un tamafio de aprox. 1 pm.

5. Sangre para el uso segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque las particulas de oro estan
presentes en una cantidad de 10° a 10* particulas de oro por recipiente de 10 ml o de 0,3 mg de particulas de oro
con un diametro de 1 um por 1 ml de sangre/recipiente.

6. Sangre para el uso segun una de las reivindicaciones 1 a 5, para el uso en el tratamiento de la artrosis.

12
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Evaluaciones rotadas
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