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DESCRIPCION

Composiciones que comprenden plasma tratado con solvente/detergente y acido hialurénico para su uso en el
tratamiento de trastornos musculoesqueléticos

Campo

La invencion se refiere a formulaciones farmacéuticas y su uso para tratar enfermedades tal como enfermedades
musculoesqueléticas, y mas particularmente enfermedades éseas o de las articulaciones.

Antecedentes

Las enfermedades o trastornos musculoesqueléticos pueden afectar a los huesos, musculos, articulaciones,
cartilago, tendones, ligamentos y oftros tejidos conjuntivos que soportan y unen tejidos y odrganos. Estas
enfermedades se pueden desarrollar a lo largo del tiempo o pueden resultar, por ejemplo, por el uso excesivo del
sistema musculoesquelético o de traumatismo. Las enfermedades musculoesqueléticas pueden ser dificiles de
diagnosticar y/o tratar debido a la estrecha relacion del sistema musculoesquelético con otros sistemas internos.

Un enfoque posible y prometedor para el tratamiento de enfermedades musculoesqueléticas y en particular de
enfermedades 6seas y enfermedades de las articulaciones es el trasplante de células madre mesenquimatosas
(MSC) capaces de experimentar diferenciacion osteogénica o condrogénica o de células que estan comprometidas
hacia el linaje osteoblastico o condroblastico.

Las MSC se han usado previamente para tratar trastornos 6seos (Gangji et al. Expert Opin Biol Ther, 2005, vol. 5,
437-42). Sin embargo, aunque tales células madre relativamente no diferenciadas se pueden trasplantar, no estan
comprometidas hacia el linaje osteoblastico o condroblastico y, por tanto, una proporcién considerable de las células
madre asi trasplantadas puede finalmente no contribuir a la formacién del tejido deseado. Ademas, la cantidad de
tales células madre obtenibles de cualquier tejido fuente posible es con frecuencia insatisfactoria.

La administracion local de principios farmacéuticos activos, y en particular la administracion localizada intra- o peri-
6sea o intra- o peri-articular de tales, es de gran interés en enfermedades musculoesqueléticas, que ayuda a
incrementar la concentracion local y eficacia de los principios y evita potenciales efectos secundarios sistémicos. Por
ejemplo, la inyeccion intra-articular de acido hialurénico (AH) de alto peso molecular fue eficaz para restablecer la
integridad mecanica de articulaciones afectadas por artrosis. Sin embargo, AH de alto peso molecular tiene la
desventaja de no proporcionar un andamiaje completamente satisfactorio debido a la gelificacién. En otro ejemplo, el
implante de médula 6sea en la zona osteonecrética demostrd efectos beneficiosos en pacientes que padecen
osteonecrosis no traumatica aséptica de la cabeza femoral (Gangji et al. 2005, anteriormente).

Por tanto, existe una necesidad continua para formulaciones farmacéuticas adicionales y/o mejoradas configuradas
para la administracion localizada, tal como administracion intra-ésea, peri-6sea, intra-articular o peri-articular, o para
administracion intra-tendon, peri-tendon, intra-ligamento o peri-ligamento. Las formulaciones particularmente utiles
deben mostrar o alcanzar consistencia de gel tras la administraciéon, mediante lo cual los principios farmacéuticos
activos incluidos en las formulaciones se retienen en el gel in situ y se liberan gradualmente del gel, es decir,
liberacion sostenida o lenta. Ademas, donde las formulaciones contienen células terapéuticas, la consistencia de gel
puede proporcionar medio que apoya las células y puede asegurar la proximidad de las células y sustancias
beneficiosas opcionales, tal como factores de crecimiento que estimulan la supervivencia, proliferacion
(propagacion) y/o diferenciacion de las células.

El plasma fresco congelado (PFC) se prepara en bancos de sangre en el mundo principalmente como un
subproducto de preparacion de concentrado de glébulos rojos. Con vista a mejorar la seguridad del PFC, se ha
desarrollado el tratamiento con solvente/detergente (S/D) de plasma en el curso de la década de 1980, produciendo
un producto manufacturado en 1992. El tratamiento con S/D y el plasma tratado con S/D se describen, entre otros,
en Horowitz et al. 1992; documentos US 4.764.369; EP 0 322 786; y US 2002/018777. El tratamiento con S/D de
plasma altera las membranas de virus con envuelta lipidica, células y la mayoria de los protozoos, mientras que deja
los factores de coagulacion labiles intactos. El tratamiento tiene una eficacia variable contra bacterias y es
sustancialmente ineficaz contra virus sin envuelta lipidica. Comparado con el PFC, el plasma tratado con S/D
muestra seguridad extremadamente alta con respecto a lesion pulmonar aguda relacionada con transfusion (TRALI),
probabilidad significativamente menor de provocar reacciones alérgicas, y baja variacion entre lotes en el nivel en
plasma de factores de coagulacion. El documento JP2011229508 (resumen) se refiere a una composicion celular
que comprende mioblastos esqueléticos embebidos en plasma que incluye gel.

El documento WO 2009/016451 se refiere al uso de una sustancia derivada de sangre homadloga o autéloga sola o
en combinacioén con acido hialurénico para tratar una enfermedad articular, dolor articular o piel. Park et al. 2009 se
refiere a la combinacidon de fibrina y acido hialuronico como un vehiculo de administracién de células para
condrocitos de conejo con aplicaciones en reparacion de cartilago.
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Compendio

Los presentes inventores han encontrado formulaciones farmacéuticas que abordan uno o mas de los problemas
anteriormente mencionados en la técnica.

Un aspecto de la invencién se refiere a una formulacién farmacéutica que comprende plasma tratado con
solvente/detergente (plasma S/D) y acido hialurénico o un derivado del mismo, en donde el derivado de acido
hialurénico es una sal de acido hialurénico, un éster de acido hialurénico con un alcohol de la serie alifatica,
heterociclica o cicloalifatica, o una forma sulfatada de acido hialurénico.

Como se evidencia en la seccion de ejemplos, las formulaciones que aplican los principios de la presente invencion
tienen la propiedad ventajosa de gelificar in vitro en contacto con liquidos corporales de sujetos, tal como sujetos
humanos, especialmente suero o liquidos sinoviales, por ejemplo, de pacientes que padecen artrosis de rodilla o
enfermedades 6seas. Se muestra que tales formulaciones que aplican los principios de la presente invencién
gelifican in vitro en contacto con liquidos corporales tal como sangre completa, y por tanto, tienen la propiedad de
gelificar in situ (coagulacion in situ) cuando se ponen en contacto con liquidos corporales tal como sangre completa.
Por ejemplo, la presente formulacion puede proporcionar ventajosamente un medio natural de factores de
crecimiento autdlogos de la sangre completa. Las formulaciones muestran comportamiento de formacion de gel
particularmente bueno in situ (es decir, cuando se administran en un lugar o sitio determinado (por ejemplo, hueso,
articulacion, tenddn o ligamento) del cuerpo de un sujeto), produciendo ventajosamente formulaciones viscosas. Por
ejemplo, una vez inyectadas en defectos articulares, las presentes formulaciones permiten la gelificacion in situ 'y
restablecen los estados fisiolégicos y reoldgicos de una articulacion artritica tal como una articulacion artritica de
rodilla. Ademas, esta cualidad viscosa puede asegurar administracion localizada y/o liberacion sostenida de
componentes de las formulaciones, es decir, del plasma S/D, que puede comprender sustancias bioldgicas
beneficiosas tal como factores de crecimiento enddgenos, y/o del glucosaminoglucano. La cualidad viscosa también
puede permitir incorporar incorporar principio(s) farmacéutico(s) activo(s) adicional(es) (tal como, sin limitacion, una
composicion celular, un compuesto farmacéutico activo, una proteina, un péptido, y/o una molécula organica
pequefia) en las formulaciones, y de esta manera alcanzar administracion localizada y/o liberacion sostenida de
tal(es) ingrediente(s). Los inventores también prevén que la cualidad viscosa pueda proteger los componentes de la
formulacién y/o ingrediente(s) farmacéutico(s) activo(s) adicional(es) incluidos en la misma del medio fisico,
mejorando de esta manera la estabilidad global (por ejemplo, estabilidad contra degradacion enzimatica) de los
componentes e ingredientes in vivo. Los inventores postulan ademas que la cualidad viscosa puede permitir mejorar
la funcion articular por una accion lubricante extendida en la articulacion, restableciendo mejor de esta manera la
integridad mecanica de la articulacion. Los inventores también prevén que las formulaciones puedan permitir mejorar
la cicatrizacién del hueso por una accién osteoinductora.

La formulacion farmacéutica puede comprender tipicamente uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables
(por ejemplo, solventes, soportes, diluyentes, etc.), particularmente excipientes compatibles con el modo pretendido
de administraciéon de la formulacion, tal como en particular administracion parenteral y preferiblemente intra-6sea,
peri-6sea, intra-articular, o peri-articular de la formulacién, o para administracion intra-tendén, peri-tendén, intra-
ligamento o peri-ligamento de la formulacion.

La formulacion farmacéutica se puede producir por un método que comprende combinar (por ejemplo, mezclar o
incluir en un kit de partes) el plasma S/D y el glucosaminoglucano; tales métodos estan abarcados en el presente
documento. Por tanto, el glucosaminoglucano se puede indicar adecuadamente como exégeno o afiadido de forma
exogena al plasma S/D, o como proporcionado en adicion al plasma S/D.

La formulacion farmacéutica se puede configurar para la administracion separada, simultanea o secuencial en
cualquier orden del plasma S/D y el glucosaminoglucano y, cuando se incluyen, el/los principio(s) farmacéutico(s)
activo(s) adicional(es). Segun esto, la formulacién farmacéutica puede ser una mezcla de todos sus constituyentes
individuales, o puede ser una combinacion, tal como un kit de partes, que comprende los constituyentes individuales
por separado o que comprende mezcla(s) de dos 0 mas, pero no todos de los constituyentes individuales, Por tanto,
la formulacién puede estar constituida como un kit de partes que comprende plasma S/D y un glucosaminoglucano.

La formulacién farmacéutica se puede proporcionar en un dispositivo médico. Tal dispositivo médico ventajosamente
permite la administracion parenteral, tal como la administracion intra-6sea, peri-6sea, intra-articular, o peri-articular, o
para administracion intra-tendoén, peri-tendon, intra-ligamento o peri-ligamento de la formulaciéon a un sujeto en
necesidad de ello.

Preferiblemente, el plasma S/D puede ser plasma S/D humano, de modo que las formulaciones farmacéuticas que
comprenden plasma S/D humano son particularmente adecuadas para la administracion a sujetos humanos.

En ciertas formas de realizacion, el glucosaminoglucano se puede seleccionar del grupo que consiste en acido
hialurénico y derivados del mismo, un proteoglucano y derivados del mismo, un sulfato de condroitina, un sulfato de
queratan, un quitosano y derivados del mismo, una quitina y derivados de la misma. La formulacion puede
comprender uno o mas glucosaminoglucanos. La formulacion puede, por tanto, comprender un glucosaminoglucano
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0 una mezcla de glucosaminoglucanos seleccionados del grupo que consiste en acido hialurénico y derivados del
mismo, un proteoglucano y derivados del mismo, un sulfato de condroitina, un sulfato de queratan, un quitosano y
derivados del mismo, una quitina y derivados de la misma.

Sin limitacion, la formulacién farmacéutica puede comprender el glucosaminoglucano en una concentracion que
varia desde aproximadamente 0,10 mg/ml hasta aproximadamente 200 mg/ml, preferiblemente desde
aproximadamente 1,0 mg/ml hasta aproximadamente 100 mg/ml, mas preferiblemente desde aproximadamente 2,0
mg/ml hasta aproximadamente 50 mg/ml, por ejemplo, aproximadamente 10 mg/ml, aproximadamente 20 mg/ml,
aproximadamente 30 mg/ml o aproximadamente 40 mg/ml.

Tipicamente, una inyeccion intra- o peri-6sea o una inyeccion intra- o peri-articular puede tener un volumen de entre
aproximadamente 2 ml y aproximadamente 4 ml.

Donde el glucosaminoglucano muestra beneficio terapéutico por si mismo, se puede incluir en una cantidad
terapéuticamente eficaz, tal como las cantidades ejemplares enumeradas en este parrafo.

En formas de realizacion particularmente preferidas, el glucosaminoglucano puede ser acido hialurénico o un
derivado del mismo.

Sin limitacién, los derivados adecuados pueden ser sales de acido hialurénico, tal como preferiblemente hialuronato
de sodio. El acido hialurénico o derivado del mismo puede tener una masa molecular baja (< 900 kDa) o alta (> 900
kDa). Particularmente preferidos pueden ser acido hialurénico o derivados del mismo con masa molecular alta (>
900 kDa). Por ejemplo, el acido hialurénico o derivado del mismo puede tener una masa molecular que varia desde
aproximadamente 1 x 10°Da a aproximadamente 6 x 10° Da o mas, tal como que varia desde aproximadamente 1 x
10° Da a aproximadamente 4 x 10° Da, tal como que varia desde aproximadamente 1,3 x 10° Da a
aproximadamente 3 x 10° Da.

Sin limitacién, la formulacion farmacéutica puede comprender el acido hialurénico o derivado del mismo en una
concentracion que varia desde aproximadamente 0,10 mg/ml hasta aproximadamente 200 mg/ml, preferiblemente
desde aproximadamente 1,0 mg/ml hasta aproximadamente 100 mg/ml, mas preferiblemente desde
aproximadamente 2,0 mg/ml hasta aproximadamente 50 mg/ml.

En ciertas formas de realizacion, la formulacion farmacéutica puede comprender uno o mas otros ingredientes
ademas del plasma S/D y el glucosaminoglucano. En ofras formas de realizacion, el plasma S/D y el
glucosaminoglucano pueden ser los Unicos componentes de la formulacion; por tanto, en tales formas de realizacion
la formulaciéon farmacéutica puede consistir en o consistir esencialmente en el plasma S/D y glucosaminoglucano.
En aun formas de realizacion adicionales, la formulacién farmacéutica puede comprender uno o mas otros
ingredientes ademas del plasma S/D y el glucosaminoglucano, pero tales ingredientes adicionales no son
ingredientes farmacéuticos activos.

En ciertas formas de realizacion, la formulacion farmacéutica puede comprender ademas ventajosamente uno o mas
ingredientes farmacéuticos activos.

La aplicabilidad de la presente invencion no esta limitada a ningun principio farmacéutico activo o clase de principios
farmacéuticos activos. El principio farmacéutico activo puede ser farmacolégicamente activo él mismo, o se puede
convertir en una especie farmacoldgicamente activa mediante un proceso quimico o enzimatico en el cuerpo, es
decir, el principio farmacéutico activo puede ser un profarmaco. Las presentes formulaciones farmacéuticas pueden
ser particularmente Utiles para principios farmacéuticos activos poco estables. Los ejemplos ilustrativos no limitantes
de principios farmacéuticos activos poco estables incluyen péptidos y proteinas tal como factores de crecimiento,
principios activos de tipo peptidico, anticuerpos y vacunas, ARN interferente pequefio (ARNip), ADN, hormonas, etc.

El término “principio farmacéutico activo” también abarca cualquier sal, éster, N-6xido o profarmaco
farmacéuticamente activo del compuesto o sustancia del titulo.

Ademas, se pueden incluir como el componente farmaco la combinacién de dos o mas principios farmacéuticos
activos o combinaciones de dosis. En este caso, la liberaciéon de cada principio activo puede ser idéntica o diferente
tal como, por ejemplo, en caso de una combinacién de dos principios activos en el que el primero se presenta como
una forma de liberacion inmediata y el segundo como una de liberacién controlada. Similarmente, también se puede
obtener una combinacion de liberaciéon inmediata y liberacién controlada para el mismo principio activo, para
proporcionar un efecto rapido y sostenido.

En ciertas formas de realizacion, la formulacién farmacéutica puede comprender ademas suero. La adiciéon de suero
a la presente formulacion puede permitir a un cierto nivel mejorar la gelificacion de la formulacion.

Por ejemplo, el suero puede ser alogénico o autdlogo con respecto al sujeto que recibe la formulacion.
Preferiblemente, el suero puede ser suero humano, de modo que las formulaciones farmacéuticas que comprenden
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ademas suero humano son particularmente adecuadas para la administracion a sujetos humanos. Por ejemplo, la
formulacién puede contener suero y plasma S/D de modo que el valor calculado como (volumen de suero en la
formulacion)/(volumen de suero en la formulacion + volumen de plasma S/D en la formulacion) esté entre
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 0,40, preferiblemente entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente
0,15, mas preferiblemente aproximadamente 0,10.

En ciertas formas de realizacién, la formulacion farmacéutica puede comprender ademas sangre completa o un
componente fraccionado de sangre completa. La adicion de sangre completa o dicho componente fraccionado,
preferiblemente de sangre completa, a la presente formulacién puede permitir al menos parcialmente mejorar la
gelificacion de la formulacion.

Las presentes formulaciones que comprenden sangre completa o dicho componente fraccionado de la misma
ventajosamente comprenden factores de crecimiento derivados de plaquetas utiles en medicina regenerativa, en
particular, para la estimulacion de la reparacion de defectos de hueso, cartilago, tendén o ligamentos o para sustituir
huesos, cartilagos, tendones o ligamentos dafiados (Gobbi et al., 2009; Grimaud et al., 2002; Cole et al., 2010).

Por ejemplo, la sangre completa puede ser alogénica o autéloga con respecto al sujeto que recibe la formulacion.
Preferiblemente, la sangre completa puede ser sangre completa humana, de modo que las formulaciones
farmacéuticas que ademas comprenden sangre completa humana son particularmente adecuadas para la
administracion a sujetos humanos. Por ejemplo, la formulacién puede contener sangre completa y plasma S/D de
modo que el valor calculado como (volumen de sangre completa en la formulacién)/(volumen de sangre completa en
la formulaciéon + volumen de plasma S/D en la formulacién) esté entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente
0,40, preferiblemente entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente 0,15, mas preferiblemente aproximadamente
0,10.

En formas de realizacion preferidas, el uno o mas ingredientes farmacéuticos activos se selecciona, cada uno
independientemente, del grupo que consiste en: una composicion celular, un compuesto farmacéutico activo, una
proteina, un péptido, y una molécula organica pequena.

Preferiblemente, la composicion celular puede comprender células madre mesenquimatosas (MSC),
osteoprogenitores, células osteoblasticas, osteocitos, células condroblasticas y/o condrocitos. La formulacion
farmacéutica, por tanto, permite la administracién de tal composicion celular. Esta cualidad viscosa de las presentes
formulaciones farmacéuticas puede asegurar administracion localizada de tal composiciéon celular. La cualidad
viscosa de las presentes formulaciones farmacéuticas puede asegurar la administracion localizada de y medio de
apoyo adecuado para las células administradas.

En particular preferiblemente, las células de la composicién celular pueden ser células animales, preferiblemente
células de animal de sangre caliente, mas preferiblemente células de mamifero, tal como células humanas o células
no humanas, y lo mas preferiblemente células humanas.

En formas de realizacion adicionales, el compuesto farmacéutico activo puede ser una sustancia antiinflamatoria. En
formas de realizacion preferidas, el compuesto farmacéutico activo puede ser un agonista de receptor alfa-2-
adrenérgico. Preferiblemente, el agonista de receptor alfa-2-adrenérgico se puede seleccionar del grupo que
consiste en clonidina y derivados de la misma.

En ciertas formas de realizacion, el agonista de receptor alfa-2-adrenérgico se puede seleccionar del grupo que
consiste en clonidina y derivados de la misma, incluyendo 2,6-dimetilclonidina, 4-azidoclonidina, 4-carboxiclonidina-
metil 3,5-diclorotirosina, 4-hidroxiclonidina, 4-yodoclonidina, alinidina, apraclonidina, cloretilclonidina, 4-isotiocianato
de clonidina, 4-metilisotiocianato de clonidina, receptor de clonidina, sustancia que desplaza a clonidina,
hidroxifenacetil aminoclonidina, N,N’-dimetilclonidina, p-aminoclonidina, y tiamenidina; imidazolidinas, incluyendo
imidazolinas, impromidina, detomidina, medetomidina, dexmedetomidina, levamisol, losartano, lofexidina, miconazol,
nafazolina, niridazol, nitroimidazoles, ondansetron, oximetazolina, fentolamina, tetramisol, tiamazol, tizanidina,
tolazolina, trimetafan; imidazoles, incluyendo 4-(3-butoxi-4-metoxibencil) imidazolidin-2-ona, acido urocanico, amino-
imidazol carboxamida, antazolina, biotina, disulfuro de bis (4-metil-1-homo piperaciniltiocarbonilo), carbimazol,
cimetidina, clotrimazol, creatinina, dacarbazina, dexmedetomidina, econazol, enoximona, etimizol, etomidato,
fadrozol, fluspirileno, idazoxan, mivazerol; guanidinas, incluyendo agmatina, betanidina, biguanidas, cimetidina,
creatina, gabexato, guanetidina, sulfato de guanetidina, guanclofina, guanfacina, guanidina, guanoxabenz,
impromidina, yodo-3 bencilguanidina, metilguanidina, mitoguazona, nitrosoguanidinas, pinacidil, robenidina,
sulfaguanidina, zanamivir; alfa-metiinoreferina, azepexol, 5-bromo-6-(2 imidazolidina-2-ilamino) quinoxalin, fumarato
de formoterol, indoramina, 6-alil-2-amino-5,6,7,8-tetrahidro4H-tiazolo [4,5-d]acepina diHCI, nicergolina, rilmenidina, y
xilazina.

En ciertas formas de realizacion, la formulacién farmacéutica puede comprender ademas una o mas sustancias con
propiedades osteogénicas, osteoinductoras y/o osteoconductoras. En formas de realizacion preferidas, tales
sustancias se pueden seleccionar del grupo que comprende o consiste en un factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), preferiblemente FGF-2, un factor de crecimiento transformante beta (TGFB), preferiblemente TGFB-1, factor

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 664 694 T3

de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), interleucina-8 (IL-8), una proteina morfogenética 6sea (BMP), por
ejemplo una cualquiera o mas de BMP-2, BMP-4, BMP-6 y BMP-7, hormona paratiroidea (PTH), proteina
relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrp) y factor de células madre (SCF).

Por tanto, en ciertas formas de realizacién, la proteina farmacéutica activa puede ser un factor de crecimiento,
preferiblemente un factor de crecimiento seleccionado del grupo que consiste en un FGF, un TGFB, PDGF, IL-8, una
BMP, PTH, PTHrp y SCF, mas preferiblemente un factor de crecimiento seleccionado del grupo que consiste en
FGF-2, TGFB-1, PDGF, IL-8, BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, PTH, PTHrp y SCF.

Preferiblemente, la formulacion farmacéutica se puede configurar para la administracion parenteral, tal como
inyeccion parenteral, mas preferiblemente para administracion intra-6sea, peri-6sea, intra-articular o peri-articular, tal
como inyeccion intra-6sea, peri-0sea, intra-articular o peri-articular, o para administracion intra-tendén, peri-tendén,
intra-ligamento o peri-ligamento, tal como, inyeccion intra-tendon, peri-tenddn, intra-ligamento o peri-ligamento.

Un aspecto relacionado se refiere a la formulacion farmacéutica como se ha descrito anteriormente para su uso en el
tratamiento (incluyendo a lo largo de la presente especificacion medidas terapéuticas y/o preventivas) de una
enfermedad musculoesquelética. Preferiblemente, dicha enfermedad musculoesquelética puede ser una enfermedad
6sea o una enfermedad de articulaciones. Alternativamente o ademas, dicha enfermedad musculoesquelética puede
afectar los tendones y/o ligamentos.

También se pretende el uso de la formulacion farmacéutica como se ha descrito anteriormente para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento de una enfermedad musculoesquelética, preferiblemente una enfermedad 6sea
o una enfermedad de las articulaciones. Alternativamente o ademas, dicha enfermedad musculoesquelética puede
afectar los tendones y/o ligamentos.

También se pretende un método para tratar una enfermedad musculoesquelética, preferiblemente una enfermedad
6sea o una enfermedad de las articulaciones (alternativamente o ademas, dicha enfermedad puede afectar los
tendones y/o ligamentos), en un sujeto en necesidad de tal tratamiento, que comprende administrar a dicho sujeto
una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de la formulacidon farmacéutica como se ha descrito
anteriormente.

Ampliando estos hallazgos, los presentes inventores han advertido el uso de las formulaciones anteriormente
mencionadas como un excipiente farmacéutico, mas preferiblemente, como un excipiente farmacéutico de liberacién
sostenida o liberacion lenta. Segun esto, un aspecto relacionado proporciona el uso de una formulacion que
comprende plasma S/D y un glucosaminoglucano como un excipiente farmacéutico, preferiblemente como un
excipiente farmacéutico en una formulacion farmacéutica configurada para la administracion parenteral, mas
preferiblemente para administracion intra-6sea, peri-6sea, intra-articular o peri-articular, o para administracion intra-
tendoén, peri-tendon, intra-ligamento o peri-ligamento.

Por tanto, también se divulga una formulacién que comprende plasma S/D y un glucosaminoglucano para uso como
un excipiente farmacéutico, mas preferiblemente para uso como un excipiente farmacéutico de liberaciéon sostenida
o liberacidn lenta, preferiblemente para uso como un excipiente farmacéutico para el tratamiento de una enfermedad
musculoesquelética, preferiblemente una enfermedad ésea o una enfermedad de las articulaciones
(alternativamente o ademas, dicha enfermedad puede afectar los tendones y/o ligamentos). Se divulga ademas el
uso de una formulacion que comprende plasma S/D y un glucosaminoglucano para la fabricacién de un excipiente
farmacéutico, mas preferiblemente un excipiente farmacéutico de liberacién sostenida o liberacion lenta,
preferiblemente para la fabricacion de un excipiente farmacéutico para el tratamiento de una enfermedad
musculoesquelética, preferiblemente una enfermedad ésea o una enfermedad de las articulaciones
(alternativamente o ademas, dicha enfermedad puede afectar los tendones y/o ligamentos). Aun mas se proporciona
un método para tratar una enfermedad musculoesquelética, preferiblemente una enfermedad 6sea o una
enfermedad de las articulaciones (alternativamente o ademas, dicha enfermedad puede afectar los tendones y/o
ligamentos) en un sujeto en necesidad de tal tratamiento, que comprende administrar a dicho sujeto una formulacion
que comprende plasma S/D y un glucosaminoglucano como un excipiente farmacéutico, mas preferiblemente un
excipiente farmacéutico de liberacion sostenida o liberacion lenta.

Preferiblemente, el plasma S/D puede ser plasma S/D humano, de modo que las formulaciones farmacéuticas que
comprenden plasma S/D humano son particularmente adecuadas para la administracion a sujetos humanos.

También se divulga en el presente documento el uso de plasma S/D como un excipiente farmacéutico,
preferiblemente como un excipiente farmacéutico en una formulacion farmacéutica configurada para la
administracion parenteral, mas preferiblemente, para administracién intra-6sea, peri-6sea, intra-articular o peri-
articular, o para administracion intra-tendén, peri-tendon, intra-ligamento o peri-ligamento.

Por tanto, se divulga ademas plasma S/D para uso como un excipiente farmacéutico, mas preferiblemente para uso

como un excipiente farmacéutico de liberacion sostenida o liberaciéon lenta, preferiblemente para uso como un
excipiente farmacéutico para el tratamiento de una enfermedad musculoesquelética, preferiblemente una
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enfermedad 6sea o una enfermedad de las articulaciones (alternativamente o ademas, dicha enfermedad puede
afectar los tendones y/o ligamentos). Se divulga ademas en el presente documento el uso de plasma S/D para la
fabricacion de un excipiente farmacéutico, mas preferiblemente de un excipiente farmacéutico de liberacion
sostenida o liberacién lenta, preferiblemente para la fabricaciéon de un excipiente farmacéutico para el tratamiento de
una enfermedad musculoesquelética, preferiblemente una enfermedad ésea o una enfermedad de las articulaciones
(alternativamente o ademas, dicha enfermedad puede afectar los tendones y/o ligamentos). Aun mas se proporciona
un método para tratar una enfermedad musculoesquelética, preferiblemente una enfermedad 6sea o una
enfermedad de las articulaciones (alternativamente o ademas, dicha enfermedad puede afectar los tendones y/o
ligamentos) en un sujeto en necesidad de tal tratamiento, que comprende administrar a dicho sujeto plasma S/D
como un excipiente farmacéutico, mas preferiblemente como un excipiente farmacéutico de liberaciéon sostenida o
liberacion lenta.

Preferiblemente, el plasma S/D puede ser plasma S/D humano, de modo que las formulaciones farmacéuticas que
comprenden plasma S/D humano son particularmente adecuadas para la administracion a sujetos humanos.

También se divulga en el presente documento el uso de las formulaciones anteriormente mencionadas como un
suplemento de medio de cultivo celular. Segun esto, un aspecto relacionado proporciona el uso de una formulacion
que comprende plasma S/D y un glucosaminoglucano como un suplemento de medio de cultivo celular. Tales
formulaciones pueden permitir ventajosamente obtener células o cultivos celulares con propiedades mejoradas.

A lo largo de este aspecto de la invencion y cualquiera de sus formas de realizacion, el plasma S/D puede ser
preferiblemente plasma S/D de mamifero, mas preferiblemente plasma S/D humano. También a lo largo de este
aspecto de la invencion y cualquiera de sus formas de realizacion, el suero puede ser suero de mamifero, mas
preferiblemente suero humano. También preferiblemente, el plasma S/D puede ser plasma S/D de mamifero y el
suero puede ser suero de mamifero, o el plasma S/D puede ser plasma S/D humano y el suero puede ser suero
humano. El plasma y/o suero humanos pueden ser particularmente ventajosos para la administracion a sujetos
humanos. También a lo largo de este aspecto de la invencion y cualquiera de sus formas de realizacion, la sangre
completa puede ser sangre completa de mamifero, mas preferiblemente sangre completa humana. También
preferiblemente, el plasma S/D puede ser plasma S/D de mamifero y la sangre completa puede ser sangre completa
de mamifero, o el plasma S/D puede ser plasma S/D humano y la sangre completa puede ser sangre completa
humana. El plasma y/o la sangre completa humanos pueden ser particularmente ventajosos para la administracion a
sujetos humanos.

También se divulgan en el presente documento formulaciones farmacéuticas como se ensefia anteriormente, y los
correspondientes usos de las mismas, en donde el glucosaminoglucano se omite de las formulaciones. Por tanto,
tales formulaciones pueden, en particular, comprender plasma S/D (preferiblemente plasma S/D humano) y uno
cualquiera o0 mas componentes como se ensefia anteriormente, en particular, uno cualquiera o mas de: el suero, la
sangre completa o el componente fraccionado de la misma, el uno o mas principios farmacéuticos activos (tal como,
cada uno independientemente, seleccionado del grupo que consiste en la composicidon celular, el compuesto
farmacéutico activo, la proteina, el péptido, y la molécula organica pequefia. Tales formulaciones también pueden
mostrar comportamiento formador de gel satisfactorio.

Los anteriores y aspectos adicionales y formas de realizacion preferidas de la invencién se describen en las
siguientes secciones y en las reivindicaciones adjuntas. La invencion se define en las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra una vista de rayos X de reparacion/formacion de tejido 6seo 4 semanas después de la
administracion de una formulacion que contiene plasma S/D, IL-8 y CaCl, a un sitio de defecto 6seo en un modelo
de ratéon inmunocompetente de osteotomia calvaria. La reparacion del hueso se puede ver claramente (areas
mineralizadas) en los ratones tratados (B) comparados con controles sin IL-8 (A).

La figura 2 proporciona el analisis microscoépico del tejido recién formado mostrado en la figura 1B, a 20 aumentos
(A) y 40 aumentos. Cuatro semanas después de la administracion de una formulacién que contiene plasma S/D, IL-8
y CaCl; a un sitio de defecto 6seo en un modelo de raton inmunocompetente de osteotomia calvaria, la matriz de
colageno vacia presenta areas amplias de osteoide mineralizado y sin mineralizar y un gran numero de vasos.

Descripcion de formas de realizacion

”

Como se usa en el presente documento, las formas singulares “un”, “una”,
singulares como plurales a menos que el contexto claramente dicte otra cosa.

“el” y “la” incluyen referentes tanto

» o«

Los términos “comprender”, “comprende” y “compuesto de” como se usan en el presente documento son sinénimos
con “incluir’, “incluye” o “contener”, “contiene”, y son inclusivos o abiertos y no excluyen miembros, elementos o
etapas de método adicionales, no enumerados. Los términos también abarcar “consistir en” y “consistir
esencialmente en”.
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La enumeracion de intervalos numéricos por puntos finales incluye todos los nimeros y fracciones subsumidas en
los intervalos respectivos, asi como los puntos finales enumerados.

El término “aproximadamente” como se usa en el presente documento cuando se hace referencia a un valor medible
tal como un parametro, una cantidad, una duracion temporal, y similar, se pretende que abarque variaciones de y
desde el valor especificado, en particular variaciones de +/- 10% o menos, preferiblemente +/- 5% o menos, mas
preferiblemente +/- 1% o menos y aun mas preferiblemente +/- 0,1% o menos de y desde el valor especificado en
tanto que tales variaciones sean apropiadas para cumplir en la invencion divulgada. Se debe entender que el valor al
que dicho modificador “aproximadamente” se refiere es él mismo especialmente, y preferiblemente, divulgado.

Mientras que el término “uno o mas”, tal como uno o mas miembros de un grupo de miembros, esta claro por si, por
medio de ejemplificacion adicional, el término abarca entre otros una referencia a uno cualquiera de dichos
miembros, o cualesquiera dos o mas de dichos miembros, tal como, por ejemplo, cualesquiera =3, 24, 25, 26 o 27
etc. de dichos miembros, y hasta todos dichos miembros.

A menos que se especifique de otra manera, todos los términos usados en la divulgacion de la invencion, incluyendo
términos técnicos y cientificos, tienen el significado que cominmente entiende un experto en la materia a la que
pertenece esta invencion. Mediante direccion adicional, se pueden incluir definiciones de términos para apreciar
mejor la ensefianza de la presente invencion.

Las técnicas generales en cultivo celular y usos de medio se esbozan, entre otros, en Large Scale Mammalian Cell
Culture (Hu et al. 1997. Curr Opin Biotechnol 8: 148); Serum-free Media (K. Kitano. 1991. Biotechnology 17: 73); o
Large Scale Mammalian Cell Culture (Curr Opin Biotechnol 2: 375, 1991).

Los términos “formulacién farmacéutica”, “composicién farmacéutica”, o “preparacion farmacéutica” se pueden usar
de forma intercambiable en el presente documento. Asimismo, los términos “formulaciéon”, “composicién” o
“preparacion” se pueden usar de forma intercambiable en el presente documento.

El término “plasma” es como se define convencionalmente. El plasma habitualmente se obtiene de una muestra de
sangre completa, a la que se proporciona o pone en contacto con un anticoagulante (por ejemplo, heparina, citrato,
oxalato o EDTA). Posteriormente, los componentes celulares de la muestra de sangre se separan del componente
liquido (plasma) por una técnica apropiada, tipicamente por centrifugacion. El término “plasma”, por tanto, se refiere
a una composicion que no forma de parte de un cuerpo humano o animal.

Los términos “plasma tratado con solvente/detergente”, “plasma tratado con S/D” o “plasma S/D”, en general se
refieren a plasma descelularizado obtenible u obtenido por un método que comprende las etapas de: (a) tratar
plasma con un solvente y un detergente y (b) filtrar el plasma tratado con solvente/detergente.

El plasma que se va a tratar en la etapa (a) puede ser cualquier plasma definido convencionalmente tal como
plasma reciente, plasma fresco congelado, plasma congelado descongelado o crioprecipitado, criosobrenadantes o
concentrados de plasma congelado, asi como productos de dilucién de los mismos. El plasma se obtiene
habitualmente de una muestra de sangre completa, o de una muestra obtenida por aféresis.

Los solventes tal como fosfatos de di- o trialquilo y detergentes se describen en el documento US 4.764.369. El
solvente usado para preparar plasma S/D preferiblemente es un fosfato de dialquilo o un fosfato de trialquilo, ambos
tienen grupos alquilo que contienen de 1 a 10 atomos de carbono, especialmente de 2 a 10 atomos de carbono.
Ejemplos ilustrativos de solventes pueden incluir fosfato de tri-(n-butilo), fosfato de tri-(t-butilo), fosfato de tri-(n-
hexilo), fosfato de tri-(2-etilhexilo), o fosfato de tri-(n-decilo). Un solvente preferido es fosfato de tri-(n-butilo).
También se pueden emplear mezclas de diferentes fosfatos de trialquilo, asi como fosfatos que tienen grupos alquilo
de diferentes cadenas alquilicas, por ejemplo, fosfato de etilo y di-(n-butilo). Similarmente, se pueden emplear los
respectivos fosfatos de dialquilo incluyendo esos de diferentes mezclas de grupos alquilo de fosfato de dialqgiuilo.
Ademas, se pueden emplear mezclas de fosfatos de di- y trialquilo.

El solvente tal como fosfato de di- o trialquilo para uso en la etapa de tratamiento (a) preferiblemente se emplea en
una cantidad que varia desde aproximadamente 0,01 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, y preferiblemente
desde aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml. Manifestado de forma diferente, los fosfato de di-
o trialquilo para uso en la etapa de tratamiento (a) preferiblemente se emplean en una cantidad que varia desde
aproximadamente el 0,001% p/v hasta aproximadamente el 10% p/v, y preferiblemente desde aproximadamente el
0,01% p/v hasta aproximadamente el 1% p/v.

El detergente usado para preparar plasma S/D preferiblemente es un detergente no téxico. Los detergentes no
iénicos contemplados incluyen los que dispersan a la temperatura predominante al menos el 0,1% en peso de la
grasa en una solucién acuosa que contiene las mismas cuando se introduce 1 gramo de detergente por 100 ml de
solucion en la misma. Los ejemplos ilustrativos de detergentes pueden incluir derivados de polioxietileno de acidos
grasos, ésteres parciales de anhidridos de sorbitol, por ejemplo, esos productos conocidos comercialmente como
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“Tween 80", “Tween 20” y “polisorbato 80” y detergentes acuosos solubles en aceite no iénicos tal como el vendido
comercialmente bajo el nombre comercial “Triton X 100” (alquilfenol oxietilado). También se contempla desoxicolato
de sodio, asi como los “Zwittergents” que son detergentes dipolares sintéticos conocidos como “sulfobetainas” tal
como sulfonato de N-dodecil-N,N-metil-2-amonio-1 etano y sus congéneres o detergentes no idnicos tal como octil-
beta-D-glucopiranédsido.

La cantidad de detergente puede variar desde aproximadamente el 0,001% v/v hasta aproximadamente el 10% v/v,
preferiblemente desde aproximadamente el 0,01% v/v hasta el 1,5% vi/v.

El tratamiento con solvente y detergente preferiblemente se efectia a una temperatura entre -5°C y 70°C,
preferiblemente entre 0°C y 60°C. El tiempo de tal tratamiento (contacto) es al menos 1 minuto, preferiblemente al
menos 1 hora y en general de 4 a 24 horas. El tratamiento normalmente es eficaz a presion atmosférica, aunque se
pueden emplear también presiones subatmosféricas y superatmosféricas.

Normalmente, después del tratamiento, el solvente tal como fosfato de trialquilo y el detergente se eliminan. El
solvente y el detergente se pueden eliminar por cualquier técnica adecuada para separar el solvente y detergente
del plasma. Cuando se emplea un detergente no ionico con el solvente tal como un fosfato de trialquilo, se pueden
eliminar por: (1) diafiltracion usando membranas microporosas tal como TEFLON que retienen las proteinas del
plasma; (2) absorcion de los componentes del plasma deseados en soportes cromatograficos o cromatograficos de
afinidad; (3) precipitacion, por ejemplo, precipitacion salina de proteinas del plasma; (4) liofilizacion, etc.

Los solventes tal como fosfato de dialquilo o fosfato de trialquilo se pueden eliminar como sigue: (a) la eliminacion
del factor antihemofilico (AHF) se puede efectuar por precipitacion de AHF con glicina 2,2 molar y cloruro de sodio
2,0 M (b) la eliminacion de fibronectina se puede efectuar uniendo la fibronectina a una columna de gelatina
insolubilizada y lavando la fibronectina unida libre de reactivo.

La etapa de filtrado (b) en general se realiza con un filtro de 1 pym para eliminar células y restos, seguido por
filtracion estéril usando un filtro de 0,2 ym.

En virtud de un ejemplo preferido, como se describe por Horowitz et al., 1992 (Blood, 3, 826-831), el plasma S/D se
puede preparar como sigue: se puede descongelar PFC rapidamente y se puede tratar con agitacion durante 4
horas con fosfato de tri-(n-butilo) (TNBP) al 1% (v/v) y polioxietileno-p-t-octilfenol (Triton X-100) al 1% (v/v) a 30°C.
Después del tratamiento, se pueden afiadir aceites comestibles tal como aceite de soja (al 5% v/v) o aceite de ricino,
mezclar suavemente durante 30 minutos, y se puede eliminar por centrifugacion a 10.000g durante 20 minutos. El
plasma clarificado se puede aplicar a una columna de resina Waters Prep C18 de modo que la proporcion de plasma
respecto al volumen de la columna es 6 veces y el tiempo de contacto puede ser 3 minutos. El eluato de la columna
se puede filtrar en un filtro de 0,2 um.

Por ejemplo, el plasma S/D esta comercialmente disponible como Octaplas® (Octapharma AG, Lachen, Suiza).

El término “plasma S/D” abarca plasma que comprende una concentracion o actividad reducida de inhibidor de
plasmina, tal como un nivel de inhibidor de plasmina igual a o menor de 0,06 Ul/ml o igual a o menor de 0,50 Ul/ml,
por ejemplo, un nivel de inhibidor de plasmina entre 0,20 y 0,30 Ul/ml, mas especificamente entre 0,22 y 0,25 Ul/ml.

Cuando se compara con el plasma fresco congelado (PFC), el plasma S/D puede contener una cantidad y/o
actividad reducida de uno o mas de inhibidor de plasmina, proteina S, factor Xl, factor V, factor VIII, factor X, a2
antiplasmina, anti-tripsina, factor de von Willebrand (VWF) y proteasa que corta el factor de von Willebrand (VWFCP)
también conocida como desintegrina y metaloproteinasa con un motivo trombospondina de tipo 1, miembro 13
(ADAMTS-13), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interleucina-8 (IL-8), interleucina-10 (IL-10) (Benjamin y
McLaughlin, 2012, Svae et al., 2007; Beeck y Hellstern, 1998; Doyle et al., 2003; Mast et al., 1999, Theusinger et al.,
2011) y/o puede comprender una cantidad y/o actividad aumentada de factor VIl (Doyle et al., 2003).

El plasma S/D se puede usar directamente en las presentes formulaciones farmacéuticas. También se pueden
almacenar apropiadamente para uso posterior (por ejemplo, para periodos de tiempo mas cortos, por ejemplo, hasta
aproximadamente 1-2 semanas, a una temperatura por encima de los respectivos puntos de congelacion de plasma
0 suero, pero por debajo de la temperatura ambiente, esta temperatura sera habitualmente aproximadamente de 4°C
a 5°C; o para tiempos mas largos por almacenamiento congelado, habitualmente entre aproximadamente -70°C y
aproximadamente -80°C).

El plasma S/D se puede inactivar por calor como se sabe en la técnica, particularmente para eliminar el
complemento. Donde las presentes formulaciones farmacéuticas emplean plasma S/D autélogo al sujeto que se va a
tratar, puede ser innecesario inactivar por calor el plasma S/D. Donde el plasma S/D es al menos parcialmente
alogénico al sujeto que se va a tratar, puede ser ventajoso inactivar por calor el plasma S/D.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden comprender plasma S/D que es autélogo al sujeto
que se va a tratar. El término “autélogo” con referencia al plasma S/D indica que el plasma S/D se obtiene del mismo
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sujeto que se va a poner en contacto o tratar con el plasma S/D. Las formulaciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden comprender plasma S/D que es “homdlogo” o “alogénico” al sujeto que se va a tratar, es decir,
obtenido de uno o mas (reunido) sujetos diferentes del sujeto que se va a poner en contacto o tratar con el plasma
S/D. Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden comprender una mezcla de plasma
S/D autdélogo y homodlogo (alogénico) como se ha definido anteriormente. Preferiblemente, las formulaciones
farmacéuticas pueden comprender plasma S/D que es “alogénico” para el sujeto que se va a tratar. Ventajosamente,
el plasma S/D alogénico esta comercialmente disponible y por tanto es una fuente ilimitada de plasma.

El término “suero” es como se define convencionalmente. El suero se puede obtener habitualmente de una muestra
de sangre completa dejando primero que tenga lugar la coagulacion en la muestra y posteriormente separando el
coagulo asi formado y componentes celulares de la muestra de sangre del componente liquido (suero) por una
técnica apropiada, tipicamente por centrifugacion. La coagulacion se puede facilitar por un catalizador inerte, por
ejemplo, bolas de vidrio o polvo. Alternativamente, el suero se puede obtener de plasma eliminando el
anticoagulante y la fibrina. El término “suero”, por tanto, se refiere a una composicion que no forma parte de un
cuerpo humano o animal.

El suero se puede usar directamente en las formulaciones farmacéuticas como se ensefia en el presente
documento. También se pueden almacenar apropiadamente para uso posterior (por ejemplo, para periodos de
tiempo mas cortos, por ejemplo, hasta aproximadamente 1-2 semanas, a una temperatura por encima de los
respectivos puntos de congelacion de plasma o suero, pero por debajo de la temperatura ambiente, esta
temperatura sera habitualmente aproximadamente de 4°C a 5°C; o para tiempos mas largos por almacenamiento
congelado, habitualmente entre aproximadamente -70°C y aproximadamente -80°C).

El suero se puede inactivar por calor como se sabe en la técnica, particularmente para eliminar el complemento.
Donde las presentes formulaciones farmacéuticas emplean suero autélogo para las células cultivadas en presencia
del mismo, puede ser innecesario inactivar por calor el suero. Donde el suero es al menos parcialmente alogénico
para las células cultivadas, puede ser ventajoso inactivar por calor el suero.

Opcionalmente, el suero también se puede esterilizar antes del almacenamiento o uso, usando filtros
microbioldgicos convencionales, preferiblemente con un tamafo de poro de 0,2 ym o menor.

En ciertas formas de realizacion, las formulaciones farmacéuticas pueden emplear suero que es autélogo para el
sujeto que se va a tratar. El término “autdlogo” con referencia al suero indica que el suero se obtiene del mismo
sujeto que se va a poner en contacto con el suero. En ciertas formas de realizacion, las formulaciones farmacéuticas
de la presente invencion pueden emplear suero que es “homdlogo” o “alogénico” para el sujeto que se va a tratar, es
decir, obtenido de uno o mas (reunido) sujetos diferentes del sujeto que se va a poner en contacto con el suero. En
ciertas formas de realizacion, las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden emplear
una mezcla sueros autélogo y homologo (alogénico) como se ha definido anteriormente.

El término “sangre completa” es como se define convencionalmente. Preferiblemente, la muestra es facilmente
obtenible por métodos minimamente invasivos, lo que permite la retirada o aislamiento de sangre completa del
sujeto. La sangre completa habitualmente se proporciona o pone en contacto con un anticoagulante (por ejemplo,
heparina, citrato, oxalato o EDTA).

La sangre completa se puede usar directamente en las formulaciones farmacéuticas como se ensefia en el presente
documento. La sangre completa también se puede almacenar apropiadamente para uso posterior (por ejemplo, para
periodos de tiempo mas cortos, por ejemplo, hasta aproximadamente 1-4 semanas, a una temperatura por encima
del punto de congelacién de la sangre completa, pero por debajo de la temperatura ambiente, esta temperatura sera
habitualmente aproximadamente de 4°C a 5°C; o para tiempos mas largos por almacenamiento congelado,
habitualmente entre aproximadamente -70°C y aproximadamente -160°C, tal como entre aproximadamente -70°C y
aproximadamente -80°C, tal como a aproximadamente -160°C).

En ciertas formas de realizacion, las formulaciones farmacéuticas pueden emplear sangre completa que es autéloga
para el sujeto que se va a tratar. El término “autéloga” con referencia a sangre completa indica que la sangre
completa se obtiene del mismo sujeto que se va a poner en contacto con la sangre completa. En ciertas formas de
realizacion, las formulaciones farmacéuticas pueden emplear sangre completa que es “homéloga” o “alogénica” para
el sujeto que se va a tratar, es decir, obtenida de uno o mas (reunida) sujetos diferentes del sujeto que se va a poner
en contacto con la sangre completa. En ciertas formas de realizacion, las formulaciones farmacéuticas también
pueden emplear una mezcla de sangre completa autéloga y homodloga (alogénica) como se ha definido
anteriormente.

En ciertas formas de realizacion, el glucosaminoglucano se puede seleccionar del grupo que consiste en acido

hialurénico y derivados del mismo, un proteoglucano y derivados del mismo, un sulfato de condroitina, un sulfato de
queratan, un quitosano y derivados del mismo, una quitina y derivados de la misma.
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Los términos “acido hialurénico” o “AH” se pueden usar de forma intercambiable con “hialuronano” o “hialuronato”. El
término “acido hialurénico” se refiere a un polimero aniénico, no sulfatado de disacaridos compuesto de acido D-
glucordnico y N-acetil-D-glucosamina, unidos a través de enlaces glucosidicos B-1,4 y -1,3 alternantes. Los
derivados del acido hialurénico incluyen, pero no estan limitados a sales de hialuronato tal como hialuronato de
sodio o un éster de acido hialurénico con un alcohol de la serie alifatica, heterociclica o cicloalifatica, o una forma
sulfatada de acido hialurénico o una combinacion de agentes que comprende acido hialurénico.

El término “proteoglucano” se refiere a proteinas con una o mas cadena(s) de glucosaminoglucano (GAG) unidas de
forma covalente. El glucosaminoglucano puede ser un proteoglucano seleccionado de decorina, biglucano,
testicano, fibromodulina, lumicano, versicano, perlecno, neurocano o agrecano.

El término “sulfato de condroitina” se refiere a un polimero de disacaridos compuesto de N-acetilgalactosamina y
acido glucurénico, cada uno de los cuales puede estar sulfatado en posiciones y cantidades variables. El sulfato de
condroitina se puede seleccionar de condroitin-4-sulfato, condroitin-6-sulfato, condroitin-2,6-sulfato, condroitin-4,6-
sulfato.

El término “sulfato de queratan” se puede usar de forma intercambiable con “queratosulfato” y se refiere a un
polimero de disacaridos repetitivos -3GalB1-4GIcNAcB1- que puede estar sulfatado en la posicion de carbono 6 (C6)
de cualquiera o ambos de los monosacaridos Gal o GIcNAc.

El término “quitosano” se refiere a un polimero lineal compuesto de D-glucosamina (unidad desacetilada) y N-acetil-
D-glucosamina (unidad acetilada) con union -(1-4) aleatoriamente distribuidas.

El término “quitina” se refiere a un polimero compuesto de N-acetilglucosamina con unién p-(1-4).

En ciertas formas de realizacion, la formulacion farmacéutica comprende ademas uno o mas principios
farmacéuticos activos.

Tales principios farmacéuticos activos pueden abarcar, por ejemplo, composiciones celulares.

En ciertas formas de realizacion, la composicion celular puede comprender células madre mesenquimatosas (MSC),
osteoprogenitores, células osteoblasticas, osteocitos, células condroblasticas y/o condrocitos.

El término “célula madre mesenquimatosa” o “MSC”, como se usa en el presente documento, se refiere a una célula
madre adulta, derivada del mesodermo que es capaz de generar células de linajes mesenquimatosos, tipicamente
de dos o mas linajes mesenquimatosos, por ejemplo, linaje osteocitico (hueso), condrocitico (cartilago), miocitico
(musculo), tendonocitico (tendon), fibroblastico (tejido conjuntivo), adipocitico (grasa) y estromogénico (estroma
medular). Las MSC se pueden aislar de, por ejemplo, médula désea, hueso trabecular, sangre, cordéon umbilical,
placenta, saco vitelino fetal, piel (dermis), especificamente piel fetal y adolescente, periostio y tejido adiposo. Se han
descrito MSC humanas, su aislamiento, expansion in vitro y diferenciacion en, por ejemplo, la patente en EE UU No.
5.486.359; la patente en EE UU No. 5.811.094; la patente en EE UU No. 5.736.396; la patente en EE UU No.
5.837.539; o la patente en EE UU No. 5.827.740. Cualquier MSC descrita en la técnica y aislada por cualquier
método descrito en la técnica puede ser adecuada en las presente formulaciones farmacéuticas.

El término MSC también abarca la progenie de MSC, por ejemplo, progenie obtenida mediante proliferacion
(propagacion) in vitro o ex vivo de MSC obtenidas de una muestra biolégica de un sujeto animal o humano.

Las MSC preferibles tienen el potencial de generar células de al menos el linaje osteogénico (hueso) tal como, por
ejemplo, osteoprogenitores y/o pre-osteoblastos y/u osteoblastos y/u osteocitos, etc. o de al menos el linaje
condrogénico (cartilago) tal como, por ejemplo, células condrogénicas y/o condroblastos y/o condrocitos, etc.

El término “célula madre” se refiere en general a una célula no especializada o relativamente menos especializada y
competente para proliferacion, que es capaz de autorrenovacion, es decir, puede proliferar sin diferenciacion, y que
0 cuya progenie puede dar lugar a al menos un tipo celular relativamente mas especializado. El término abarca
células madre capaces de autorrenovacion sustancialmente ilimitada, es decir, en donde la progenie de una célula
madre o al menos parte de la misma sustancialmente retiene el fenotipo no especializado o relativamente menos
especializado, el potencial de diferenciacion y la capacidad de proliferacion de la célula madre materna, asi como
células madre que muestra autorrenovacion limitada, es decir, en donde la capacidad de la progenie o parte de la
misma para proliferacion adicional y/o diferenciacion estd demostrablemente reducida comparada con la célula
materna. Mediante ejemplo y no limitacion, una célula madre puede dar lugar a descendientes que se pueden
diferenciar a lo largo de uno o mas linajes para producir células cada vez relativamente mas especializadas, en
donde tales descendientes y/o células cada vez relativamente mas especializadas pueden ellas mismas ser células
madre como se ha definido en el presente documento, o incluso producir células terminalmente diferenciadas, es
decir, células completamente especializadas, que pueden ser post-mitéticas.
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El término “célula madre adulta” como se usa en el presente documento se refiere a una célula madre presente en u
obtenida de (tal como aislada de) un organismo en el estadio fetal o después del nacimiento, tal como, por ejemplo,
después de alcanzar la edad adulta.

Como se usa en el presente documento “osteoprogenitores” puede comprender particularmente osteoprogenitores
tempranos y tardios. “Células osteoblasticas” puede abarcar particularmente, pre-osteoblastos, osteoblastos y
osteocitos, y el término puede indicar, mas preferiblemente, pre-osteoblastos y osteoblastos. Todos estos términos
son bien conocidos por si y como se usan en el presente documento y tipicamente se pueden referir a células que
tienen un fenotipo osteogénico, y que pueden contribuir a, o son capaces de desarrollarse a células que pueden
contribuir a, la formacién de material 6seo o matriz 6sea.

Mediante direccion adicional y no limitacion, los osteoprogenitores y células osteoblasticas, asi como poblaciones
celulares que comprenden osteoprogenitores y/o células osteoblasticas pueden mostrar las siguientes
caracteristicas:

a) las células comprenden expresion de Runx2, un factor de transcripcion multifuncional que regula la
diferenciacion de osteoblastos y la expresion de muchos genes de proteina de matriz extracelular durante la
diferenciacion de osteoblastos;

b) las células comprenden expresiéon de al menos uno de los siguientes: fosfatasa alcalina (ALP), mas
especificamente ALP del tipo hueso-higado-rifién; y mas preferiblemente también comprenden expresion de
uno o mas marcadores O6seos adicionales tal como osteocalcina (OCN), propéptido amino-terminal de
procolageno de tipo 1 (P1NP), osteonectina (ON), osteopontina (OP) y/o sialoproteina de hueso (BSP), y/o una
0 mas proteinas de matriz ésea adicionales tal como decorina y/o osteoprotegerina (OPG);

c) las células sustancialmente no expresan CD45 (por ejemplo, menos de aproximadamente el 10%,
preferiblemente menos de aproximadamente el 5%, mas preferiblemente menos de aproximadamente el 2% de
las células puede expresar CD45);

d) las células muestran evidencia de capacidad para mineralizar los alrededores externos, o sintetizar matriz
extracelular que contiene calcio (por ejemplo, cuando se exponen a medio osteogénico; véase Jaiswal et al. J
Cell Biochem, 1997, vol. 64, 295-312). La acumulacion dentro de las células y el depdsito en proteinas de matriz
se puede medir convencionalmente, por ejemplo, cultivando en 45Ca2+, lavando y volviendo a cultivar, y después
determinando cualquier radioactividad presente dentro de las células o depositada en la matriz extracelular
(documento US 5.972.703), o usando un ensayo de mineralizacion basado en rojo alizarina (véase, por ejemplo,
Gregory et al. Analytical Biochemistry, 2004, vol. 329, 77-84);

e) las células sustancialmente no se diferencian hacia ninguna de células de linaje adipocitico (por ejemplo,
adipocitos) o linaje condrocitico (por ejemplo, condrocitos). La ausencia de diferenciacion hacia tales linajes
celulares se puede ensayar usando condiciones de induccién de diferenciacion estandar establecidas en la
técnica (por ejemplo, véase, Pittenger et al. Science, 1999, vol. 284, 143-7), y métodos de ensayo (por ejemplo,
cuando se inducen, los adipocitos tipicamente se tifien con aceite rojo O mostrando acumulacion de lipidos; los
condrocitos tipicamente se tifien con azul alcian o safranina O). Carecer sustancialmente de propension hacia
diferenciacion adipogénica y/o condrogénica puede significar tipicamente que menos del 20%, o menos del
10%, o menos del 5%, o menos del 1% de las células ensayadas mostraria signos de diferenciacion
adipogénica o condrogénica cuando se aplica el ensayo respectivo.

Las células pueden comprender ademas la expresion de uno o mas factores de reclutamiento celular tal como IL6
y/o VEGF.

Como se usa en el presente documento, “células condroblasticas” pueden comprender particularmente
condroblastos, es decir, células de cartilago jévenes (no maduradas, inmaduras) activas en la secrecion de matriz
extracelular. Se considera que los condroblastos surgen por diferenciacion de células madre mesenquimatosas. El
término “condrocito” mas especificamente se refiere a una célula de cartilago madura necesaria para el
mantenimiento de la matriz cartilaginosa. Estos términos se conocen bien por si y como se usan en el presente
documento tipicamente se pueden referir a células que tienen un fenotipo condrogénico, y que pueden contribuir a, o
son capaces de desarrollarse a células que pueden contribuir a, la formacién de cartilago o matriz cartilaginosa.

Mediante direccion adicional y no limitacién, los condrocitos articulares humanos pueden mostrar caracteristicas de
expresion celular como se resumen en Diaz-Romero et al. 2005 (J Cell Physiol, vol. 202(3), 731-42), por ejemplo,
pueden expresar integrinas y otras moléculas de adhesion (CD49a, CD49b, CD49c, CD49e, CD49f, CD51/61, CD54,
CD106, CD166, CD58, CD44), tetraspaninas (CD9, CD63, CD81, CD82, CD151), receptores (CD105, CD119,
CD130, CD140a, CD221, CD95, CD120a, CD71, CD14), ectoenzimas (CD10, CD26), y otras moléculas de
superficie (CD90, CD99). Durante el cultivo en monocapa, los condrocitos pueden aumentar ciertos marcadores
considerados como distintivos para células madre mesenquimatosas (CD10, CD90, CD105, CD166). Por tanto, tales
marcadores también pueden ser expresados por las células condroblasticas menos maduras.

En donde se dice que una célula es positiva para (o expresa o comprende la expresion de) un marcador particular,

esto significa que el experto en la materia concluira la presencia o evidencia de una sefal distinta, por ejemplo,
detectable con anticuerpo o deteccién por transcripcion inversa reaccién en cadena de la polimerasa, para ese
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marcador cuando se lleva a cabo la medida apropiada, comparado con controles adecuados. Donde el método
permite la evaluacidon cuantitativa del marcador, las células positivas pueden generar de media una sefial que es
significativamente diferente del control, por ejemplo, pero sin limitacién, al menos 1,5 veces mayor que tal sefial
generada por células control, por ejemplo, al menos 2 veces, al menos 4 veces, al menos 10 veces, al menos 20
veces, al menos 30 veces, al menos 40 veces, al menos 50 veces mayor o incluso mayor.

La expresion de los marcadores especificos de células anteriores se puede detectar usando cualquier método
inmunolégico adecuado conocido en la técnica, tal como inmunocitoquimica o adsorcion de afinidad, analisis por
inmunotransferencia, FACS, ELISA, etc., o por cualquier ensayo bioquimico adecuado de actividad enzimatica (por
ejemplo, para ALP), o por cualquier técnica adecuada de medir la cantidad del ARNm del marcador, por ejemplo,
transferencia Northern, RT-PCR semicuantitativa o cuantitativa, etc. Se conocen datos de secuencias para
marcadores enumerados en esta divulgacion y se pueden obtener de bases de datos publicas tal como GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

La presente formulacién farmacéutica puede comprender una o mas sustancias con propiedades osteogénicas,
osteoinductoras y/o osteoconductoras. En formas de realizacion preferidas, tal sustancia se puede seleccionar del
grupo que comprende o consiste en un factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), preferiblemente FGF-2, un factor
de crecimiento transformante beta (TGFB), preferiblemente TGFB-1, factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), interleucina-8 (IL-8), una proteina morfogenética 6sea (BMP), por ejemplo, una o mas de BMP-2, BMP-4,
BMP-6 y BMP-7, hormona paratiroidea (PTH), proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrp), y factor de
células madre (SCF). Cualquiera de tal sustancia puede estar incluida en una composicion farmacéutica a una
concentracion suficiente para alcanzar su(s) efecto(s) osteogénico(s), osteoinductor(es) y/o osteoconductor(es)
cuando se administra a un sujeto, en la medida en que se evitan efectos secundarios indeseados.

Tipicamente, pero sin limitacién, cualquiera de tal sustancia puede estar comprendida en la formulaciéon
farmacéutica a una concentracion entre 0,01 ng/ml y 1 mg/ml, por ejemplo, de 0,1 ng/ml a 100 pug/ml, por ejemplo, de
1 ng/ml a 50 pg/mi.

El término “osteoinductor” se refiere a la capacidad de un componente tal como un factor de crecimiento peptidico
para reclutar células inmaduras tal como células madre, MSC y estimular esas células a diferenciarse a pre-
osteoblastos y osteoblastos maduros, formando de esta manera tejido 6seo. Las presentes composiciones
farmacéuticas pueden comprender ademas un componente con propiedades osteoinductoras tal como una proteina
o péptido osteoinductor, por ejemplo, una proteina morfogenética ésea, tal como BMP-2, BMP-7 o BMP-4; un
hidrogel o biopolimero tal como acido hialurénico o derivados del mismo, colageno, fibrinégeno, osteonectina, u
osteocalcina. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas acido hialurénico o
derivados del mismo, colageno o fibrinégeno.

El término “osteoconductor” se refiere a la capacidad de un componente para servir como un andamiaje sobre el que
las células 6seas pueden unirse, migrar, crecer y producir hueso nuevo. Las composiciones farmacéuticas pueden
comprender ademas un componente con propiedades osteoconductoras, por ejemplo, un andamiaje o matriz o
superficie osteoconducora tal como, sin limitacién, fosfato tricalcico, hidroxiapatita, combinaciéon de hidroxiapatita/
particulas de fosfato tricalcico (HA/TCP), gelatina, poli-acido lactico, poli-acido lactico glicolico, acido hialurénico,
quitosano, poli-L-lisina, o colageno.

Como se ha mencionado anteriormente, las formulaciones farmacéuticas segun la presente invencion pueden
comprender componentes Utiles en la reparacion de heridas y defectos del hueso. Las formulaciones farmacéuticas
pueden comprender un andamiaje o matriz con propiedades osteoconductoras. Las formulaciones farmacéuticas se
pueden combinar con matriz 6sea desmineralizada (DBM) u otras matrices para hacer el compuesto osteogénico,
asi como osteoconductor y osteoinductor. Métodos similares usando células de médula 6sea autélogas con DBM
alogénica dieron buenos resultados (Connolly et al. 1995. Clin Orthop 313: 8-18).

Las formulaciones farmacéuticas segun la presente invencion pueden incluir ademas o ser coadministradas con un
factor bioactivo complementario o proteina osteoinductora tal como proteina morfogenética 6sea, tal como BMP-2,
BMP-7 o BMP-4, o cualquier otro factor de crecimiento. Otros potenciales componentes acompafiantes incluyen
fuentes inorganicas de calcio o fosfato adecuadas para ayudar en la regeneracion del hueso (documento WO
00/07639). Si se desea, se puede administrar una preparacion celular en una matriz o material soporte para
proporcionar regeneracion de tejido mejorada. Por ejemplo, el material puede ser un hidrogel, o un biopolimero, tal
como gelatina, colageno, acido hialurénico o derivados del mismo, osteonectina, fibrindbgeno, u osteocalcina. Se
pueden sintetizar biomateriales segun técnicas estandar (por ejemplo, Mikos et al., Biomaterials 14:323, 1993; Mikos
et al., Polymer 35:1068, 1994; Cook et al., J. Biomed. Mater. Res. 35:513, 1997).

Las formulaciones que aplican los principios de la invencion ventajosamente muestran comportamiento formador de

gel particularmente bueno, produciendo ventajosamente formulaciones viscosas. En ciertas formas de realizacion,
las formulaciones con formulaciones formadoras de gel.
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Los términos “formador de gel”, “una fase” o “monofasico” se pueden usar de forma intercambiable en el presente
documento. La relacion “formulacion formadora de gel” como se pretende a lo largo de esta especificacion se refiere
a la capacidad de la formulacidon para formar un material sélido de tipo gelatinoso (gel), por ejemplo, con un
comportamiento pseudoplastico. Por ejemplo, las presentes formulaciones farmacéuticas ventajosamente forman un
gel cuando sus componentes se combinan o cuando sus componentes se combinan con o se exponen a materiales
y/o condiciones que conducen a la formacién de gel, por ejemplo, pero sin limitacion, cuando se disuelven o
dispersan en liquido sinovial, suero o una composicién celular.

El término “viscosidad” en general es una medida de la resistencia de un fluido que se deforma ya sea por tension
de corte o esfuerzo de traccién. Las presentes formulaciones farmacéuticas pueden tener una viscosidad de al
menos 10 Pa.s, por ejemplo, las presente formulaciones farmacéuticas pueden tener una viscosidad que varia
desde aproximadamente 30 Pa.s hasta aproximadamente 500 Pa.s, por ejemplo, desde aproximadamente 50 Pa.s
hasta aproximadamente 250 Pa.s, a temperatura ambiente cuando se aplica una velocidad de corte de 0,560 s’

Las composiciones que representan los principios de Ia |nvenC|on pueden adquirir su consistencia gelatinosa
particularmente en presencia de iones calcio divalentes (Ca ™). Los tejidos animales, tal como preferiblemente tejidos
de mamifero, tal como mas preferiblemente tejidos humanos, incluyendo liquidos corporales tal como liquido
smowal contienen Ca®* extracelular, tipicamente a una concentracion entre 1 mM y 3 mM. Ademas, la concentracion
de Ca®" es alta en tejidos 6seos, donde se almacena principalmente como cristal de fosfato de calcio en forma de
hidroxiapatita.

En consecuencia, en ciertas formas de realizacion no se necesita afiadir Ca®* a las presentes composiciones
farmacéuticas, ya que, tras su administracion, tal como en tejido 6seo o de articulacion, el Ca®* encontrado en el sitio
de administracion facilitara la coagulacion/gelificacion de las composiciones.

En ciertas otras formas de realizacion, se puede afiadir Ca** a las presentes composiciones farmaceutlcas por
ejemplo, para aumentar su coagulacién/gelificacion in situ (por ejemplo, donde la concentracién de Ca®* encontrada
en el sitio de administracion se encuentra o espera que sea inadecuada para facilitar sola la coagulacion/gelificacion
de las composiciones), o para alcanzar algun grado de coagulacion/gelificacion in vitro antes de su administracion
(por ejemplo, para mejorar la capacidad de inyeccion y/o integridad del producto). En tales formas de realizacion, el
Ca®" se puede afiadir tipicamente en las composiciones farmacéuticas a una concentracién entre aproximadamente
5 mM y aproximadamente 100 mM, preferiblemente entre aproximadamente 10 mM y aproximadamente 50 mM, mas
preferiblemente entre aproximadamente 10 mM y aproximadamente 20 mM, o entre aproximadamente 20 mM y
aproximadamente 40 mM, por ejemplo, entre aproximadamente 20 mM y aproximadamente 30 mM o entre
aproximadamente 30 mM y aproximadamente 40 mM.

En ciertas formas de realizacion, los productos pretendidos para administracion intra-articular o peri-articular pueden
incluir entre aproximadamente 20 mM y aproximadamente 40 mM, tal como entre aproximadamente 20 mM y
aproximadamente 30 mM de Ca®". En ciertas otras formas de realizacion, los productos pretendidos para
admlnlstra0|on intra-0sea o peri-6sea pueden incluir entre aproximadamente 10 mM y aproximadamente 20 mM de
ca®

El Ca* se puede incluir adecuadamente en las composiciones farmacéuticas mediante la adicion en las mismas de
una cantidad adecuada de sal(es) de calcio farmacéuticamente aceptable(s) preferiblemente sal(es) de calcio
soluble(s). Tales sales de ca® pueden estar formadas con acidos inorganicos u organicos. Los ejemplos de tales
sales incluyen cloruro de calcio (CaCl,), glicerofosfato de calcio, fosfato de calcio, hidrogenocarbonato de calcio,
citrato de calcio, sulfato de calcio, lactato de calcio, gluconato de calcio, ascorbato de calcio, y mezclas de las
mismas. Particularmente preferida es CaCl,, que muestra ventajosamente buena solubilidad y se tolera bien en
soluciones inyectables.

Las formulaciones farmacéuticas pretendidas en el presente documento pueden incluir entre aproximadamente 1
mg/ml y aproximadamente 10 mg/ml de CaCl,, preferiblemente entre aproximadamente 2 mg/ml y aproximadamente
4 mg/ml de CaCl,. En ciertas formas de realizacion, los productos pretendidos para administracion intra-articular o
peri-articular pueden incluir entre aproximadamente 1 mg/ml y aproximadamente 10 mg/ml de CaCly, preferiblemente
entre aproximadamente 2 mg/ml y aproximadamente 5 mg/ml, mas preferiblemente aproximadamente 4 mg/ml de
CaCl,. En ciertas otras formas de realizacion, los productos pretendidos para administracion intra-6sea o peri-6sea
pueden incluir entre aproximadamente 1 mg/ml y aproximadamente 10 mg/ml de CaCl,, preferiblemente entre
aproximadamente 2 mg/ml y aproximadamente 5 mg/ml, mas preferiblemente aproximadamente 2 mg/ml de CaCls.

En ciertas formas de realizacién, las formulaciones farmacéuticas se pueden configurar para administracion
parenteral, tal como inyeccion parenteral, mas preferiblemente para administracion intra-6sea, peri-6sea, intra-
articular o peri-articular, tal como inyeccion intra-6sea, peri-0sea, intra-articular o peri-articular, o para administracion
intra-tenddn, peri-tenddn, intra-ligamento o peri-ligamento, tal como inyeccion intra-tenddn, peri-tenddn, intra-
ligamento o peri-ligamento.
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Las formulaciones farmacéuticas o kit de partes como se ensefia en el presente documento se pueden configurar
para administracion local. Las presentes formulaciones farmacéuticas o kits de partes se pueden configurar para la
administracion parenteral, es decir, incluyendo una o mas de administracion intra-6sea, peri-6sea, intra-articular,
peri-articular, intramuscular, subcutanea, intravenosa, intracisternal, intra-tendén, peri-tendoén, intra-ligamento o peri-
ligamento, tal como incluyendo una o mas de administracion intra-6sea, peri-6sea, intra-articular, peri-articular,
intramuscular, subcutanea, intravenosa, e intracisternal.

Preferiblemente, las formulaciones farmacéuticas o kit de partes como se ensefia en el presente documento se
configuran para la administracion intra-6sea o peri-6sea. La administracion o distribucion intra-6sea en general se
refiere a un método por el cual se administra un tratamiento, directa o indirectamente, en el hueso (trabecular o
cortical). La administracion o distribucion peri-6sea en general se refiere a un método por el cual se administra un
tratamiento en los alrededores de un hueso (especialmente alrededor del sitio de fractura/dafo).

Particularmente preferido, las formulaciones farmacéuticas o kits de partes como se ensefia en el presente
documento se configuran para administracion intra-articular o peri-articular. La administracion o distribucion intra-
articular en general se refiere a un método por el cual se administra un tratamiento, directa o indirectamente, en la
capsula sinovial de una articulacion articulante. La administracion o distribucion peri-articular en general se refiere a
un método por el cual se administra un tratamiento en los alrededores de la capsula sinovial de una articulacién
articulante y/o el hueso subcondral.

Ademas, las formulaciones farmacéuticas o kits de partes como se ensefia en el presente documento se pueden
configurar para administracion intra-tendon o peri-tendon. Ademas, las formulaciones farmacéuticas o kits de partes
como se ensefia en el presente documento se pueden configurar para administracion intra-ligamento o peri-
ligamento.

Un aspecto relacionado se refiere a la formulacién farmacéutica como se ha descrito anteriormente para su uso en el
tratamiento (que incluye a lo largo de la presente especificacion medidas terapéuticas y/o preventivas) de una
enfermedad musculoesquelética.

El término “enfermedad musculoesquelética”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier tipo de
enfermedad 6sea, enfermedad muscular, enfermedad de articulaciones, o condrodistrofia, cuyo tratamiento se
puede beneficiar de la administracién de la presente formulacion farmacéutica a un sujeto que tiene la enfermedad.
El término también abarca enfermedades que afectan tendones y/o ligamentos). En particular, tal enfermedad se
puede caracterizar, por ejemplo, por formacion de hueso y/o cartilago disminuida o resorcién excesiva de hueso y/o
cartilago, por numero, viabilidad o funcién disminuida de osteoblastos u osteocitos presentes en el hueso y/o
condroblastos o condrocitos presentes en el cartilago, masa 6sea y/o masa de cartilago disminuida en un sujeto,
adelgazamiento del hueso, fuerza o elasticidad del hueso comprometida, etc.

Los ejemplos no limitantes de enfermedades musculoesqueléticas pueden incluir trastornos locales o sistémicos, tal
como cualquier tipo de osteoporosis u osteopenia, por ejemplo, primaria, postmenopausica, senil, inducida por
corticoides, inducida por bifosfonatos, e inducida por radioterapia; cualquier osteonecrosis secundaria mono- o
multisitio; cualquier tipo de fractura, por ejemplo, fractura no consolidada, de consolidacién defectuosa, con retraso
de consolidaciéon o compresion, afecciones que requieren fusion de huesos (por ejemplo, fusiones espinales y
reconstruccion), fracturas maxilofaciales, defecto 6seo congénito, reconstruccion ésea, por ejemplo, después de
lesion traumatica o cirugia de cancer, y reconstruccion de hueso craneofacial; artritis traumatica, defecto focal de
cartilago y/o articulacién, artritis degenerativa focal; artrosis, artritis degenerativa, gonartrosis, y coxartrosis;
osteogénesis imperfecta; cancer de hueso osteolitico; enfermedad de Paget, trastornos endocrinolégicos,
hipofosfatemia, hipocalcemia, osteodistrofia renal, osteomalacia, enfermedad 6sea adinamica, hiperparatiroidismo,
hiperparatiroidismo primario, hiperparatiroidismo secundario; enfermedad periodontal; enfermedad de Gorham-Stout
y sindrome de McCune-Albright; artritis reumatoide; espondiloartropatias, incluyendo espondilitis anquilosante,
artritis psoriasica, artropatia enteropatica, y espondiloartritis indiferenciada y artritis reactiva; lupus eritematoso
sistémico y sindromes relacionados; esclerodermia y trastornos relacionados; sindrome de Sjogren; vasculitis
sistémica, incluyendo arteritis de células gigantes (enfermedad de Horton), arteritis de Takayasu, polimialgia
reumatica, vasculitis asociada con ANCA (tal como granulomatosis de Wegener, poliangitis microscépica y sindrome
de Churg-Strauss), sindrome de Behcet, y otras poliarteritis y trastornos relacionados (tal como poliarteritis nodosa,
sindrome de Cogan y enfermedad de Buerger); artritis que acompanfa otras enfermedades inflamatorias sistémicas,
incluyendo amiloidosis y sarcoidosis; artropatias de cristal, incluyendo gota, enfermedad de pirofosfato de calcio
dihidrato, trastornos o sindromes asociados con deposito articular de cristales de fosfato de calcio u oxalato de
calcio; condrocalcinosis y artropatia neuropatica; sindrome de Felty y sindrome de Reiter; enfermedad de Lyme y
fiebre reumatica.

El término “cantidad profilacticamente eficaz” se refiere a una cantidad de un compuesto activo o principio
farmacéutico activo que inhibe o retrasa en un sujeto el inicio de un trastorno buscado por un investigador,
veterinario, médico u otro profesional sanitario. El término “cantidad terapéuticamente eficaz” como se usa en el
presente documento, se refiere a una cantidad de un compuesto activo o agente farmacéutico que provoca la
respuesta biolégica o médica en un sujeto que busca un investigador, veterinario, médico u otro profesional
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sanitario, que puede incluir, entre otros, alivio de los sintomas de la enfermedad o afeccién que se trata. Se conocen
métodos en la técnica para determinar las dosis terapéutica y profilacticamente eficaces para las presentes
formulaciones o formulaciones farmacéuticas.

En el contexto de la presente invencion una “dosis terapéuticamente eficaz” significa una cantidad de un principio
farmacéutico activo que cuando se administra produce una respuesta terapéutica positiva con respecto al
tratamiento de un paciente con una enfermedad musculoesquelética tal como una enfermedad ésea o una
enfermedad de las articulaciones (alternativamente o ademas, dicha enfermedad puede afectar a los tendones y/o
ligamentos).

Las dosis terapéuticamente eficaces apropiadas de un compuesto farmacéutico activo o principio farmacéutico
activo en la presente formulacion las puede determinar un médico cualificado con la debida consideraciéon a la
naturaleza del compuesto farmacéutico activo o principio farmacéutico activo, el estado y gravedad de la
enfermedad, y la edad, tamafio y estado del paciente.

Sin limitacion, una dosis tipica de, por ejemplo, el glucosaminoglucano que se va a administrar puede variar desde
aproximadamente 2 mg a 400 mg del glucosaminoglucano por inyeccioén. Por ejemplo, la dosis que se va a
administrar puede variar desde aproximadamente 4 mg a 300 mg del glucosaminoglucano por inyeccion, por
ejemplo, desde aproximadamente 8 mg a 200 mg del glucosaminoglucano por inyeccion. Preferiblemente, la dosis
que se va a administrar varia desde aproximadamente 8 mg a 160 mg del glucosaminoglucano por inyeccion.

Sin limitacién, una dosis tlplca de, por eJempIo la composicién celular que se va a administrar puede variar desde
aproximadamente 0, 05x10° células a 5x10° celulas por |nyeCC|on Por ejemplo, la dosis que se va a administrar
puede variar desde aproximadamente 0,5x1 0° celulas a 1x10° células por inyeccion. Preferiblemente, la dosis que se
va a administrar varia desde aproximadamente 4x10° células a 250x10° células por inyeccion.

Se reconoce que los tratamientos de la invencion pueden comprender la administracion de una Unica dosis
terapéuticamente eficaz o la administracion de multiples dosis terapéuticamente eficaces de formulaciones o
formulaciones farmacéuticas.

Excepto cuando se indica, “sujeto” o “paciente” se usan de forma intercambiable y se refiere a animales,
preferiblemente animales de sangre caliente, mas preferiblemente vertebrados, incluso mas preferiblemente
mamiferos, aun mas preferiblemente primates y especificamente incluye pacientes humanos y mamiferos no
humanos y primates. Los pacientes preferidos son sujetos humanos.

Como se usa en el presente documento, una frase tal como “un sujeto en necesidad de tratamiento” incluye sujetos
que se beneficiarian de tratamiento de una afeccién determinada, particularmente de una enfermedad
musculoesquelética tal como una enfermedad 6sea o una enfermedad de las articulaciones (alternativamente o
ademas, dicha enfermedad puede afectar a los tendones y/o ligamentos). Tales sujetos pueden incluir, sin limitacion,
los que han sido diagnosticados con dicha afeccion, los propensos a desarrollar dicha afeccion y/o de los que se
dice que dicha afeccion se va a prevenir.

Los términos “tratar” o “tratamiento” abarcan tanto el tratamiento terapéutico de una enfermedad o afeccién ya
desarrollada, asi como medidas profilacticas o preventivas, en donde el fin es prevenir o reducir las posibilidades de
incidencia de una afliccion indeseada, tal como prevenir las probabilidades de evoluciéon de la enfermedad o
afeccion. Los resultados clinicos beneficiosos o deseados pueden incluir, sin limitacion, alivio de uno o mas
sintomas o de uno o mas marcadores bioldgicos, disminucion del nivel de la enfermedad, estado de enfermedad
estabilizado (es decir, sin empeoramiento), retraso o ralentizacién de la evolucidon de la enfermedad, mejora o
paliacion del estado de enfermedad, y similares. “Tratamiento” también puede significar prolongar la supervivencia
comparado con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

Las presentes formulaciones farmacéuticas pueden comprender ademas de los componentes particularmente
especificados en el presente documento uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. Los excipientes
farmacéuticos aceptables adecuados dependen de la forma farmacéutica y las identidades de los principios activos y
los puede seleccionar el experto en la materia (por ejemplo, mediante referencia a Handbook of Pharmaceutical
Excipients 62 Edicion 2009, eds. Rowe et al.). Como se usa en el presente documento, “soporte” o “excipiente”
incluye cualquiera de solventes, diluyentes, tampones (tal como, por ejemplo, solucion salina tamponada neutra o
solucion salina tamponada con fosfato), solubilizantes, coloides, medios de dispersion, vehiculos, rellenos, agentes
quelantes (tal como, por ejemplo, EDTA o glutation), aminoacidos (tal como, por ejemplo, glicina), proteinas,
disgregantes, aglutinantes, lubricantes, agentes humectantes, emulsionantes, edulcorantes, colorantes,
saborizantes, aromatizantes, espesantes, agentes para alcanzar un efecto prolongado, recubrimientos, agentes
antifingicos, conservantes, estabilizantes, antioxidantes, agentes de control de la tonicidad, agentes que retrasan la
absorcion, y similares. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticas activas se conoce bien en la
técnica. Tales materiales deben ser no toxicos y no deben interferir con la actividad de los principios
farmacéuticamente activos.
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La naturaleza precisa del soporte u otro material dependera de la via de administracion. Por ejemplo, la formulacion
debe estar en la forma de una solucidon acuosa parenteralmente aceptable, sin pir6genos y que tenga pH,
isotonicidad y estabilidad adecuados.

Las formulaciones pueden comprender sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segun se requiera para
aproximarse a condiciones fisiologicas, tal como agentes de ajuste de pH y tamponantes, conservantes, agentes
complejantes, agentes de ajuste de la tonicidad, agentes humectantes y similares, por ejemplo, acetato de sodio,
lactato de sodio, fosfato de sodio, hidréxido de sodio, cloruro de hidrégeno, alcohol bencilico, parabenos, EDTA,
oleato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, monolaureato sorbitano, oleato de
trietanolamina, etc. Preferiblemente, el valor de pH de la formulacién esta en el intervalo de pH fisiologico, tal como
particularmente el pH de la formulacion esta entre aproximadamente 5 y aproximadamente 9,5, mas preferiblemente
entre aproximadamente 6 y aproximadamente 8,5, incluso mas preferiblemente entre aproximadamente 7 y
aproximadamente 7,5. La preparacion de tales formulaciones farmacéuticas esta en la capacidad normal de un
experto en la materia.

Otro aspecto se refiere al uso de las formulaciones anteriormente mencionadas como un excipiente farmacéutico,
mas preferiblemente como un excipiente farmacéutico de liberacién sostenida o liberacion lenta.

Los términos “liberacion sostenida”, “liberacion lenta” o “liberacion prolongada”, como se usan en el presente
documento, se refieren en sentido amplio a la liberacidon de un compuesto de una formulacién durante un periodo de
tiempo extendido, prolongado o aumentado comparado con la liberacién de dicho compuesto de una formulacion de
referencia tal como una formulacién conocida en el estado de la técnica. Como se usa en el presente documento, la
liberacion sostenida se refiere a la liberacion prolongada de uno o mas de los componentes de las formulaciones, es
decir, del plasma S/D, que puede comprender sustancias bioldgicas beneficiosas tal como factores de crecimiento
enddgenos, y del glucosaminoglucano, de la composicion celular, o del uno o mas compuestos farmacéuticos
activos, y opcionalmente de uno o mas principio(s) farmacéutico(s) activo(s) adicional(es). Por ejemplo, se sabe del
estado de la técnica que la semivida de acido hialurénico de alto peso molecular en la articulacion es
aproximadamente de 6 a 8 horas. La liberaciéon sostenida, como se usa en el presente documento, por tanto, se
refiere a la liberacion extendida de un glucosaminoglucano tal como acido hialurénico de las presentes
formulaciones, por ejemplo, liberacién durante uno o mas dias, tal como durante 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6
dias, o durante una o mas semanas tal como durante 1,5 semanas, 2 semanas, 3 semanas, o durante uno o mas
meses. Estos términos, por tanto, también pueden abarcar especificamente liberacion extendida, liberacion
retrasada o liberacion controlada.

Ejemplos

Ejemplo 1: Comparacion entre plasma tratado con solvente/detergente (plasma S/D) humano y plasma fresco
congelado (PFC) humano. Caracteristicas composicionales de formulaciones ejemplares

La monografia del producto del plasma S/D, es decir, Octaplas® de Octapharma AG (Lachen, Suiza) proporciona
una comparacion entre las caracteristicas de composicion de plasma S/D y plasma fresco congelado (PFC) humano,
como se muestra en la tabla 1. Segun esta informacion, los productos tienen a un gran nivel composiciones de
proteina de plasma comparables; el plasma S/D puede mostrar nivel significativamente menor de inhibidor de
plasmina.

Tabla 1: Caracteristicas composicionales de plasma S/D, en particular Octaplas®, y plasma fresco congelado (PFC)
basado en la monografia del producto Octaplas®

Parametro Plasma S/D (n=12) PFC intervalos de referencia
Media (min-max)
Proteina total (mg/ml) 55 (54-57) 48-64
Albumina (mg/ml) 2 (30-34) 28-41
Fibrinégeno (mg/ml) 2,5(2,4-2,6) 1,45-3,85
IgG (mg/ml) 9,65 (9,15-10,10) 6,60-14,50
IgA (mg/ml) 2,00 (1,80-2,05) 0,75-4,20
IgM (mg/ml) 1,25 (1,20-1,30) 0,40-3,10
Factor V (Ul/ml) 0,78 (0,75-0,74) 0,54-1,45
Factor VII (Ul/ml) 1,08 (0,90-1,17) 0,62-1,65
Factor X (Ul/ml) 0,78 (0,75-0,80) 0,68-1,48
Factor XI (Ul/ml) 0,99 (0,91-1,04) 0,42-1,44
Proteina C (Ul/ml) 0,85 (0,81-0,87) 0,58-1,64
Proteina S (Ul/ml) 0,64 (0,55-0,71) 0,56-1,68
Inhibidor de plasmina (Ul/ml) 0,23 (0,20-0,27) 0,72-1,32
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Revisando la composicion del plasma S/D, en particular Octaplas®, y plasma fresco congelado, Svae et al. 2007
concluyeron que no habia reducciones criticas en las actividades de factores de coagulacion e inhibidores naturales
producidas por el proceso de fabricacion, incluyendo el tratamiento S/D, mientras que la proteina S y el inhibidor de
plasmina pudieron mostrar una disminucién del 35% y el 76%, respectivamente (Beeck & Hellstern 1998). Doyle et
al. 2003 describieron niveles significativamente menores de proteina S (38%), inhibidor de plasmina (78%), asi como
factor XI (13%) y factor V (13%), y niveles significativamente aumentados de factor VII (15%) en plasma S/D
comparando 16 lotes de Octaplas® con 48 unidades no apareadas de PFC.

Se hace referencia a la tabla 1 de Svae et al. 2007 que presenta las caracteristicas composicionales de 12 lotes
consecutivos de Octaplas® frente a 12 unidades aleatorias de PFC en cuarentena. Mientras que la mayoria de los
componentes no estaban significativamente alterados, la siguiente tabla 2 reproduce esos componentes de la tabla 1
de Svae et al. 2007 que mostraron diferencias significativas (valor P < 0,05, prueba de la t para datos
independientes).

Tabla 2: Diferencias composicionales entre plasma S/D, es decir, Octaplas®, y PFC, basado en la tabla 1 de Svae et

al. 2007

Parametro Intervalo normal | Octaplas® PFC en cuarentena | Valor P
fibrinc’ngeno (mg 100 ml" | 145-385 249 (246-253) 257 (231-283) <0,05
)

Factor VII (Ul 100 ml™) 62-165 108 (105-112) 95 (84-105) <0,05
Factor XI (Ul 100 mI™) 42-144 99 (97-101) 113 (101-125) < 0,05
Actividad de proteina S | 56-168 64 (61-66) 103 (93-112) < 0,001
(U1 100 mI™)

Inhibido1r de plasmina (Ul | 72-132 23 (22-25) 104 (101-107) < 0,001
100 ml™)

Ademas, Theusinger et al. 2011 (Br. J. Anaesth., 106(4):505-11) estudiaron las concentraciones relativas de factores
hemostaticos y citoquinas en plasma S/D, es decir, Octaplas®, y plasma fresco congelado (n=25). Observaron que
el contenido en factores de coagulacion era similar para plasma S/D y PFC, pero el plasma S/D contenia menos
factor V, factor de von Willebrand (WVF), y proteasa que corta el factor de von Willebrand (VWWFCP, ADAMTS-13).
Las concentraciones de citoquinas (TNFa, IL-8 e IL-10) eran significativamente mayores en PFC.

Ademas, el proceso S/D puede llevar a pérdidas del factor V labil, factor VIII, las actividades de inhibidor de serina
proteasa (serpin) de a1-antitripsina y a2-antiplasmina, pero no antitrombina (Benjamin & McLaughtin 2012; Mast et
al. 1999). La pérdida del factor VIII se asocia con una disminucion en el factor von Willebrand (VWF) de alto peso
molecular). En un estudio de Sachs et al. 2005 muestras de plasma S/D (n=5) dieron negativas para anticuerpos
especificos de granulocitos, asi como HLA de clase | y clase Il.

La tabla 3 proporciona una visiéon de conjunto de distinciones demostrables entre plasma S/D, es decir, Octaplas®, y
plasma fresco congelado, detectadas en los estudios anteriormente mencionados.

Tabla 3: Diferencias ejemplares entre plasma S/D, es decir, Octaplas®, y plasma fresco congelado

Parametro Octaplas® PFC Referencias
Actividad de proteina S Reducido Normal | Octapharma AG sitio web Doyle et al. 2003
Benjamin & McLaughtin 2012
Factor V* Reducido Normal | Doyle et al. 2003 Theusinger et al. 2011
Benjamin & McLaughtin 2012
Factor VIII* Reducido Normal | Doyle et al. 2003
Factor X Reducido Normal | Benjamin & McLaughtin 2012
a2-antiplasmina Reducido Normal | Benjamin & McLaughtin 2012
Antitripsina Reducido Normal | Mast et al. 1999
vWF Reducido Normal | Theusinger et al. 2011
ADAMTS-13 Reducido Normal | Theusinger et al. 2011
Citoquinas (TNFa, IL-8, | Reducido Normal | Theusinger et al. 2011
IL-10)
Presencia de solvente, TNBP 2 pg/ml (max), | - Octapharma AG sitio web
detergente Triton X-100 5 pg/mi
(max)
Excipiente Citrato de sodio dihidrato - Octapharma AG sitio web
Dihidrogenofosfato de
sodio dihidrato, glicina
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En conclusion, se han documentado numerosas diferencias composicionales entre plasma S/D humano y plasma
fresco congelado. Una caracteristica particularmente marcada del plasma S/D puede ser un nivel reducido de
inhibidor de plasmina frente a PFC, tal como un nivel de inhibidor de plasmina igual a o menor de 0,60 Ul/ml o igual
a o menor de 0,50 Ul/ml, por ejemplo, un nivel de inhibidor de plasmina entre 0,20 y 0,30 Ul/ml, mas
especificamente entre 0,22 y 0,25 Ul/ml.

Comportamiento de coagulacion

Los experimentos posteriores emplearon los siguientes tipos de plasma humano: plasma S/D, es decir, Octaplas®,
plasma procesado en un tubo heparinizado, plasma procesado en un tubo que contenia EDTA o plasma procesado
en un tubo con citrato. El plasma se preparé6 como sigue: la sangre se recogié directamente en los tubos
correspondientes, es decir, tubos heparinizados, con EDTA o con citrato y los tubos se centrifugaron a 1500g
durante 10 minutos a temperatura ambiente para recoger el plasma como sobrenadante. Puesto que el plasma S/D
es plasma descelularizado por filtracion, los otros tipos de plasma se filtraron, donde asi se indica, a través de un
filtro de 0,2 ym para asegurar la ausencia de células, tal como plaquetas, o restos. El volumen de la reaccion de
mezcla fue 250 pl o 500 yl. Cada constituyente y la mezcla se mantuvieron a 37°C. El tiempo de coagulacion se
determiné a 37°C para una mezcla que contenia el respectivo tipo de plasma, el 10 o 20% v/v de suero, y el 2,5 o
5% viv de CaCl, (0,546 M). El tiempo de coagulacion se midié por observacion visual opcionalmente durante o
después de la agitacion del tubo. Se ensayaron cinco muestras. Los resultados se resumen en la tabla 4.

No hubo distincion en los resultados obtenidos para el 2,5% y el 5% de CaCl, y para el 10 o el 20% de suero.

Tabla 4: Comportamiento de coagulacién de plasma S/D, es decir, Octaplas® frente a otros tipos de plasma

Plasma Sin filtrar (n=5) Filtrado (n=5)

Tiempo medio de coagulacién (s) | DE Tiempo medio de coagulacion (s) | DE
Plasma S/D 588 62 594 91
Heparinizado ND (> 1h) / ND (> 1h) /
con EDTA 804 465 1320 659
con citrato 384 271 816 343

No se observo formacién de coagulo con plasma heparinizado, sin filtrar o filtrado (descelularizado). La filtracion del
plasma S/D no mostré diferencias significativas en el tiempo de coagulacion (p = 0,7780, prueba de la t para datos
emparejados) mientras que se observd un aumento significativo para el plasma con EDTA (p = 0,0053, prueba de la
t para datos emparejados) y para el plasma con citrato (p = 0,0143, prueba de la t para datos emparejados). Sin
embargo. la formacion de coagulo con plasma S/D fue aproximadamente el 50% hasta mas del 100% mas rapida
comparado con plasma con citrato y plasma con EDTA, respectivamente. En consecuencia, el plasma S/D,
ejemplificado por Octaplas®, se diferencia de otros tipos de plasma con respecto a propiedades de coagulacion.

Una caracteristica marcada del plasma S/D, particularmente plasma S/D descelularizado, puede ser, por tanto, un
tiempo de coagulacion reducido. Por ejemplo, el tiempo de coagulacion puede ser menor que o igual a 700
segundos, o menor que o igual a 600 segundos, tal como entre 500 y 700 segundos, o entre 550 y 600 segundos,
cuando se mide a 37°C en una mezcla que comprende plasma S/D humano descelularizado, el 10 o el 20% v/v de
suero y el 2,5 0 5% v/v de CaCl; (0,546 M).

Ejemplo 2: Formacion de gel por plasma tratado con solvente detergente (S/D) humano (Octaplas®) y acido
hialurénico (AH)

Formacion de coagulo/gel por Octaplas® y AH

Se ensay6 el comportamiento de plasma S/D humano, en particular Octaplas® en combinacién con liquido sinovial
de pacientes artriticos (n=2). El liquido sinovial se puso en contacto a una proporcion 1:1 v/v con una formulacion
segun una forma de realizacion de la presente invencion que comprende Octaplas®, acido hialurdnico (hialuronato
de sodio 10 mg/ml, peso molecular de 1,8-2.10° Da, proporcionado por Contipro, Republica Checa) y CaCl,. Se
ensayaron tres concentraciones de CaCly, es decir, CaCl; 0, 2 y 4 mg/ml. La formacion de gel se evalud visualmente
después de diferentes puntos de tiempo (20-30 min, 1h, 2h) usando un temporizador. La viscosidad se evalué
midiendo el tiempo necesario para que las soluciones alcanzaran una escala definida en la pared del envase cuando
el tubo de reaccion se dio la vuelta. La prueba se realizé dos veces en liquido sinovial de dos pacientes artriticos.

La incubacién de una formulacién que incluye CaCl; 4 mg/ml con liquido sinovial indujo la formacién de un gel que
era mas viscoso comparado con un gel obtenido poniendo en contacto liquido sinovial con una formulaciéon que
incluye CaCl, 2 mg/ml. Tras poner en contacto la formulacién sin CaCl; con liquido sinovial, no se observo formacion
de coagulo.

Formacion de coagulo/gel por OctaplasLG AB® y AH en presencia de liquido sinovial
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Se ensay6 el comportamiento de plasma S/D humano, en particular OctaplasLG AB® en combinacion con liquido
sinovial de pacientes artrésicos (n=5). El liquido sinovial se puso en contacto a una proporciéon 1:2 (v/v) con una
formulacién segun una forma de realizacion de la presente invencion que comprende OctaplasLG AB®, AH
(hialuronato de sodio 10 mg/ml, peso molecular de 2-3.10° Da, proporcionado por HTL Biotechnology, Francia),
clorhidrato de clonidina (HCI) (200 pg/ml, comprado de PCAS laboratory, Finlandia) y CaCl; (4 mg/ml, Calciclo®,
proporcionado por Sterop Group, Bélgica) para mimetizar el estado clinico. La formacion de coagulo/gel de evaluo
visualmente después de 30 minutos a 37°C (incubador humidificado, CO> al 5%).

Una vez en contacto con liquido sinovial, esta formulacién formé un coagulo en 30 minutos.

En otro experimento, se ensayaron tres concentraciones de CaCl; (es decir, CaCl, 0, 2 y 4 mg/ml) en la formulacion
mencionada anteriormente. La prueba se realizé6 dos veces en liquido sinovial de pacientes artrésicos (n=2). La
incubacion de una formulacion que incluye CaCl; 4 mg/ml o 2 mg/ml con liquido sinovial indujo la formacion de un
gel de la misma viscosidad. Sin embargo, tras mezclar una formulaciéon sin CaCl; con liquido sinovial, no se observé
formacion de coagulo. La dosis de CaCl; 2 mg/ml (14 mM), por tanto, se eligié en la formulacion final.

En conclusidn, en este experimento, se requeria Ca2+ para la formacion de coagulo en presencia de liquido sinovial.
Puede ser necesario afadir Ca2+ a una formulaciéon que ilustra la presente invenciéon en particular cuando se
encuentra o espera que no esté presente a niveles adecuados en tejidos de articulaciones.

Formacion de coagulo/gel por OctaplasLG AB® y AH en presencia de sangre completa

Se investigo el efecto gelificante de OctaplasLG AB® con AH en combinacion con sangre completa de un donante
sano (n=1) para evaluar su potencial para formar una matriz que incluye factores de crecimiento derivados de
plaquetas. En este estudio se ensayo el comportamiento de una formulacién que comprende OctaplasLG AB®, AH
(hialuronato de sodio 4 mg/ml, peso molecular de 2-3. 10° Da, proporcionado por HTL Biotechnology, Francia) y
CaCl; (2 mg/ml, Calciclo®, proporcionado por Sterop Group, Bélgica) en combinacién con sangre completa recogida
en tubos con citrato (#VF054SBCSO07, Venosafe, Terumo). El tiempo de coagulacién se midié por observacion visual
después de agitacion del tubo/homogenizacion de la solucion.

Los resultados mostraron que una vez en contacto con sangre con citrato a una proporcion 1:1 (v/v), esta
formualcion formo un coagulo en 15 minutos a 37°C (incubador humidificado, CO> al 5%).

Formacion de coagulo/gel por Octaplas® y AH comparado con otros tipos de plasma

Se ensayo6 la consistencia de varlas formulaciones. Las formulaciones contenian acido hialurénico (hialuronato de
sodio, peso molecular de 2-3. 10° Da, proporcionado por HTL Biotechnology, Francia), CaCl, y Octaplas® o el mismo
volumen de los siguientes tipos de plasma humano (sin filtrar): plasma procesado en un tubo heparinizado, plasma
procesado en tubo que contiene EDTA, o plasma procesado en un tubo con citrato (véase la tabla 5 para la
composicion de las formulaciones).

Tabla 5: Composicién de las formulaciones

Volumen Solucién madre Concentracion final
Plasma 950 o0 900 pl 100% 95 0 90%
CaCl, 50 0 100 pl 80,3 mg/ml 4 u 8 mg/mi
acido hialurénico NA NA 4 a 20 mg/ml

Se afiadié suero humano preparado de sangre periférica a una proporcion 1:1 v/v al producto y se incubé a 37°C con
agitacion. La consistencia se observo visualmente después de 30 minutos, 1 h'y 24 h.

La tabla 6 proporciona una evaluacion semicuantitativa de la gelificacion con varios tipos de plasma. Después de 1
hora, la formulacion que contiene Octaplas® mostré una consistencia viscosa, incluso consistencia gelificada. La
formulacién que contiene plasma heparinizado permanecia liquida después de 1 hora (Tabla 6). la formulaciéon que
contiene Octaplas® era mas viscosa que las formulaciones que contenian plasma procesado en un tubo que
contenia EDTA o plasma procesado en tubo con citrato (tabla 6). En consecuencia, la formulacion que contiene

Octaplas® era mas viscosa que las formulaciones que contienen otros tipos de plasma.

Tabla 6: Gelificacion con Octaplas® frente a otros tipos de plasma (sin filtrar) en presencia de AH

Plasma Consistencia después | Consistencia después | Consistencia después
de 30 min de1h de 24 h

Octaplas® Viscosa +++ Viscosa +++ Viscosa ++

Plasma heparinizado Liquida Liquida Liquida
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Plasma con EDTA Viscosa + Viscosa + ND

Plasma con citrato** Viscosa + Viscosa + ND

* Octaplas® es plasma filtrado, es decir, plasma sin constituyentes/componentes celulares
** Resultados obtenidos después de agitacion

Formacion de coagulo/gel por Octaplas® en presencia o ausencia AH

Se comparé la consistencia entre formulaciones que contenian Octaplas®, CaCl, y suero, con o sin acido hialurénico
(hialuronato de sodio, peso molecular de 2-3.10° Da, proporcionado por HTL Biotechnology, Francia). Se preparo
una formulacion sin acido hialurénico a 37°C mezclando los siguientes componentes: 2 ml de Octaplas®, 222 pl de
suero, y 22 ul de solucion madre de CaCl, 30 mg/ml (preparada de sal CaCl, de Sigma en agua). Se prepard una
formualcion con acido hialurénico a 37°C mezclando los siguientes componentes: AH 8 mg/ml previamente disuelto
en 2 ml de Octaplas®, 222 yl de suero, y 22 pl de solucién madre de CaCl; 30 mg/ml (preparada de sal CaCl; de
Sigma en agua). El tiempo de coagulacion se midié por observacion visual y agitacion del tubo. La prueba se realizo
una vez.

Tras inspeccion visual, se formé un coagulo o fase gelificada en ambas formulaciones. La formulaciéon con AH, sin
embargo, contenia perceptiblemente menos fase liquida y se pudo manipular sin cambios. Por el contrario, el
coagulo sin AH se rompié y liber6 liquido tras la manipulacion del coagulo.

Formulacion de administracion celular basada en plasma S/D y AH

Una formulacion ejemplar, no limitante adecuada para administracion intra-6sea de células a un sujeto humano
comprende, consiste esencialmente en o consiste en plasma S/D humano, particularmente Octaplas®, AH 20 mg/ml,
una composicion celular que comprende células madre mesenquimatosas (MSC) autélogas o alogénicas aisladas de
médula 6sea humana o una composicion celular que comprende células osteoblasticas, y CaCl, 20 mg/ml. La
formulacion se administra a un sitio de defecto éseo en el paciente.

Ejemplo 3: Formacion de gel por plasma S/D humano tal como Octaplas® y una composicion celular
Formacion de coagulo/gel por Octaplas® y medio de cultivo celular que contiene Ca®*

Se ensayo la formacion de coagulo para varias formulaciones sin células, pero que comprenden plasma S/D
humano, en particular Octaplas®, un medio de cultivo convencional (que contiene CaCl;) y suero humano. Se
ensayaron diferentes condiciones para verificar la formacion de coagulo a 37°C tal como Octaplas® a diferentes
concentraciones, por ejemplo, el 5%, v/v, el 7,5%, v/v o el 10%, v/v; diferentes medios de cultivo convencionales, por
ejemplo, DMEM, MEM, PBS o PBS mas CaCly; y la ausencia o presencia de suero al 5 o el 10% v/v. La formacién
de un coagulo se observé visualmente cuando se combinaron Octaplas®, un medio de cultivo convencional (que
contiene CaCl,) y suero en ausencia de células.

Se pudo concluir que la presencia de suero, asi como la presencia de calcio en el medio de cultivo parecen
necesarias para la formacion de coagulo en ausencia de células.

Formacion de coagulo/gel por Octaplas® y una composicion celular

Se sembraron MSC de médula ésea a 57000 células/cm? en botellas de plastico en medio de cultivo convencional
(DMEM) que contenia plasma S/D, en particular Octaplas®, al 5% v/v, al 10% vl/v, o al 15% v/v. Las botellas se
colocaron directamente a 37°C en un incubador con CO; al 5%. La gelificacion del medio se observé en menos de
una hora a 37°C. El medio celular que contenia plasma S/D humano, en particular Octaplas®, cambié la consistencia
de liquida a gelificada (gel) en 30 minutos después del contacto.

Los datos anteriores muestran la capacidad de una formulacién que comprende plasma S/D y células en medio de
cultivo celular que contiene ca* para gelificar en comparacion con un cultivo celular en medio de cultivo celular que
contiene Ca* con suero, es decir, en condiciones de cultivo celular convencionales, de las que en general se sabe
que permanecen liquidas.

Formacion de coagulo/gel por Octaplas®, otros tipos de plasma y una composicion celular

Se evalud la consistencia de una composicién de cultivo celular con diferentes tipos de plasma humano - Octaplas®,
plasma procesado en un tubo heparinizado, plasma procesado en un tubo que contiene EDTA, o plasma procesado
en un tubo con citrato.

Se sembraron 57000 células/cm? de células osteoprogenitoras cultivadas de células de médula dsea en una botella
T25 de plastico en 6 ml de medio de cultivo (85% v/v) suplementado con el 15% v/v de los respectivos plasmas a
37°C. Los resultados se resumen en la tabla 7. El medio permanecid liquido con plasma heparinizado (tabla 7). No
se observo diferencia en este experimento inicial entre Octaplas®, plasma con EDTA y plasma con citrato (tabla 7).
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Tabla 7: Tiempo de gelificacion/coagulacion para los diferentes tipos de plasma ensayados en presencia de células

Plasma (sin filtrar) Tiempo de gelificacion**
Octaplas®* <15 min

Plasma heparinizado > 1 h (sin gelificacion)
Plasma con EDTA <15 min

Plasma con citrato <15 min

* Octaplas® es plasma filtrado, es decir, plasma sin constituyentes/componentes celulares
** Se ensayaron tres cultivos para cada tipo de plasma

Formulacién de administracion celular basada en plasma S/D

Una formulacién ejemplar, no limitante adecuada para administracion intra-6sea de células a un sujeto mamifero
comprende, consiste esencialmente en o consiste en plasma S/D, particularmente Octaplas®, una composicion
celular que comprende células madre mesenquimatosas (MSC) autdlogas o alogénicas aisladas de médula 6sea o
una composicion celular que comprende células osteoblasticas, y CaCl, 2-8 mg/ml. La formulacién se administra a
un sitio de defecto 6seo en un modelo de raton de osteotomia calvaria.

Ejemplo 4: Formacion de gel por plasma S/D humano tal como Octaplas®

Una formulacion farmacéutica ejemplar, no limitante que comprende plasma S/D y un principio farmacéutico activo,
en donde la formulacion es adecuada para uso terapéutico em defectos 6seos, consiste esencialmente en o consiste
en plasma S/D, particularmente Octaplas®, un factor de crecimiento (IL-8 a 30 pg/ml) y CaCl; 2-8 mg/ml. La
formulacién se administra a un sitio de defecto 6seo en un modelo de raton desnudo de osteotomia calvaria. 4
semanas después de la administracién de la formulacién, la reparacién del hueso se puede ver claramente en los
ratones tratados comprados con control sin IL-8 (véase la figura 1y 2).
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REIVINDICACIONES

Una formulacion farmacéutica que comprende plasma tratado con solvente/detergente (plasma S/D) y acido
hialurénico o un derivado del mismo, en donde el derivado de acido hialuronico es una sal de &cido
hialurénico, un éster de acido hialurénico con un alcohol de la serie alifatica, heterociclica o cicloalifatica, o
una forma sulfatada de acido hialurénico.

La formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en donde la formulacion farmacéutica comprende el
acido hialurénico o derivado del mismo en una concentracion que varia desde aproximadamente 0,10 mg/ml
hasta aproximadamente 200 mg/ml.

La formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en donde la formulacién farmacéutica se produce por
un método que comprende combinar el plasma S/D y el acido hialurénico o derivado del mismo.

La formulacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el plasma S/D es
plasma S/D humano.

La formulacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas uno o
mas glucosaminoglucanos adicionales.

La formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 5, en donde uno de los glucosaminoglucanos adicionales
es un sulfato de condroitina.

La formulacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas uno o
mas principios farmacéuticos activos.

La formulaciéon farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas suero,
preferiblemente suero humano.

La formulacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas sangre
completa o un componente fraccionado de sangre completa, preferiblemente en donde la sangre completa es
sangre completa humana.

La formulacién farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el uno o mas principio
farmacéutico activo se selecciona, cada uno independientemente, del grupo que consiste en: una
composicion celular, un compuesto farmacéutico activo, una proteina, un péptido, y una molécula organica
pequena.

La formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 10, en donde la composicion celular comprende células
madre mesenquimatosas (MSC), osteoprogenitores, células osteoblasticas, osteocitos, células
condroblasticas y/o condrocitos.

La formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 10, en donde el compuesto farmacéutico activo es un
agonista del receptor alfa-2 adrenérgico, preferiblemente el agonista del receptor alfa-2 adrenérgico se
selecciona del grupo que consiste en clonidina y derivados de la misma.

La formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 10, en donde la proteina o péptido farmacéuticamente
activo es un factor de crecimiento, preferiblemente un factor de crecimiento seleccionado del grupo que
consiste en un factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), un factor de crecimiento transformante beta
(TGFB), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), interleucina-8 (IL-8), una proteina
morfogenética 6sea (BMP), hormona paratiroidea (PTH), proteina relacionada con la hormona paratiroidea
(PTHrp), y factor de células madre (SCF); mas preferiblemente un factor de crecimiento seleccionado del
grupo que consiste en FGF-2, TGFB-1, PDGF, IL-8, BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, PTH, PTHrp y SCF.

La formulacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que esta configurada para la
administracion parenteral, preferiblemente para la administracion intra-6sea, peri-6sea, intra-articular o peri-
articular, o para la administracion intra-tendén, peri-tendén, intra-ligamento o peri-ligamento.

La formulacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso en el tratamiento de
una enfermedad musculoesquelética, preferiblemente en donde la enfermedad musculoesquelética es una
enfermedad 6sea o una enfermedad de las articulaciones.

El uso de una formulacion que comprende plasma S/D y acido hialurénico o un derivado del mismo como un
excipiente farmacéutico, en donde el derivado de acido hialurénico es una sal de acido hialurénico, un éster
de acido hialurénico con un alcohol de la serie alifatica, heterociclica o cicloalifatica, o una forma sulfatada de
acido hialurénico.
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El uso segun la reivindicacion 16, en donde la formulacion comprende el acido hialurénico o derivado del
mismo en una concentracion que varia desde aproximadamente 0,10 mg/ml hasta aproximadamente 200
mg/ml.

El uso segun la reivindicacion 16, en donde la formulacién se produce por un método que comprende
combinar el plasma S/D y el acido hialurénico o derivado del mismo.

El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en donde el plasma S/D es plasma S/D humano.

El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, en donde la formulacién comprende ademas uno o
mas glucosaminoglucanos adicionales.

El uso segun la reivindicacién 20, en donde uno de los glucosaminoglucanos adicionales es un sulfato de
condroitina.

El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21, en donde la formulacién farmacéutica esta
configurada para la administracion parenteral, preferiblemente para la administracion intra-6sea, peri-0sea,
intra-articular o peri-articular, o para la administracion intra-tenddn, peri-tendén, intra-ligamento o peri-
ligamento.
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