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DESCRIPCION

Microparticulas derivadas de glébulos rojos como agentes hemostaticos para el control de la hemorragia y para el
tratamiento de trastornos hemorragicos

Antecedentes de la invenciéon
1. Campo de la invencion

La invencion se refiere al uso de microparticulas derivadas de globulos rojos que promueven la adhesion y
agregacion plaquetarias, la formacion de coagulos sanguineos en un método para tratar trastornos hemorragicos,
particularmente trastornos de la coagulacion sanguinea, trastornos de la funcién plaquetaria en el caso de bajos
recuentos de plaquetas. La invencion también es util en la minimizacion de la pérdida de sangre en un mamifero, en
particular en pacientes con traumatismo, pacientes que se someten a procedimientos quirdrgicos o meédicos
invasivos en los que puede ser sustancial la pérdida de sangre.

2. Antecedentes

(A) Trastornos hemorragicos clinicos

(B) Microparticulas derivadas de células (C-MP, cell-derived microparticles).
2(A). Trastornos hemorragicos clinicos

Varios trastornos médicos que se manifiestan con una hemorragia prolongada pueden clasificarse en (i) trastornos
plaquetarios, (ii) trastornos de la coagulacion vy (iii) trastornos hemorragicos indefinidos.

(i) Trastornos plaquetarios. Los pacientes con trastornos plaquetarios a menudo sangran de manera excesiva debido
a que el numero de plaquetas es insuficiente (trombocitopenia) o la funcion plaquetaria esta alterada, aunque los
recuentos de plaquetas son normales (disfuncion plaquetaria). Por ejemplo, los pacientes con purpura
trombocitopénica idiopatica (PTI) tienen insuficientes plaquetas y padecen una facil aparicion de hematomas y
hemorragia. La trombocitopenia (bajos recuentos de plaquetas) puede estar causada por medicamentos,
especialmente tras regimenes intensos de quimioterapia. Muchos farmacos, por ejemplo la aspirina, alteran la
funcién plaquetaria, conduciendo a una hemorragia excesiva aunque los recuentos de plaquetas de los pacientes
pueden ser normales. Alguna enfermedad sistémica también puede causar una forma adquirida de trastornos
plaquetarios. Las trombocitopenias o disfunciones plaquetarias pueden ser congénitas o adquiridas.

(i) Trastornos de la coagulacion. Un grupo de trastornos hemorragicos genéticos, incluyendo la enfermedad de von
Willebrand (EvW) y otros trastornos de la coagulacion, se caracterizan por el aspecto comun de hemorragia
prolongada. En muchos de estos pacientes con trastornos de la coagulacién, existe una insuficiencia en la cantidad
y/o funcién de factores de coagulacion tales como el factor ocho (FVIII) o el factor de von Willebrand (FvW) en la
sangre u otros factores de coagulaciéon. FYW promueve la adhesion y agregacion plaquetarias y porta el factor de
coagulacion VIII (FVIII. FVIII es esencial para la generacion de trombina y la posterior coagulaciéon sanguinea.

(iii) Existen muchos trastornos hemorragicos indefinidos, algunos de los cuales implican la pared del vaso
sanguineo.

Aunque estan disponibles diversos tratamientos para los trastornos hemorragicos, existe una necesidad de métodos
de tratamiento con una eficacia aumentada y/o efectos secundarios reducidos. Por ejemplo, actualmente, la
transfusion de hemoderivados alogénicos (hemoderivados de donantes, no del paciente) tales como plaquetas y
factores de coagulacion es la piedra angular del tratamiento de trastornos hemorragicos. Sin embargo, tales agentes
conllevan un riesgo de transmisiéon de infecciones transmitidas por la sangre tales como hepatitis, virus VIH y
pueden inducir reacciones transfusionales mediadas por el sistema inmunitario. Para soslayar estos problemas, se
persigue activamente la produccion de factores de coagulacion recombinantes o pequefias moléculas eficaces.
Algunos de tales agentes estan disponibles para uso clinico (Coagulin-A®, Kogenate®, por ejemplo), sin embargo,
éstos son todavia muy caros y no todos los pacientes responden a estos agentes. Otros tratamientos comprenden
administrar FYW purificado humano o un crioprecipitado de plasma humano que contiene FYW. El FvW inyectado
directamente tiene un tiempo de aclaramiento muy corto, complicando adicionalmente la terapia. Ademas, algunos
pacientes rechazan las proteinas foraneas y no responden a estas terapias de sustitucion. Otros agentes
hemostaticos tales como desmopresina (DDAVP) se usan para tratar a algunos pacientes de hemofilia y EvW, pero
muchos pacientes no responden a este tratamiento. Por tanto, sigue habiendo la necesidad de nuevos tratamientos
para trastornos hemorragicos en los que la hemorragia espontédnea o inducida por traumatismos son complicaciones
frecuentes, algunas veces potencialmente mortales.

La presente invencion se ocupa de todos estos problemas mediante el desarrollo de un tratamiento eficaz y seguro
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que usa hemoderivados autdlogos o hemoderivados heterélogos con capacidad reducida para la transmision de
patégenos transmitidos por la sangre y una capacidad reducida de induccion de respuestas inmunitarias. Este
método mejorara la calidad de vida en pacientes con trastornos hemorragicos y salvara muchas vidas y resolvera
adicionalmente una grave escasez de suministro de sangre, un problema creciente en la medicina de transfusion.

2(B). Microparticulas (MP) derivadas de células

Se ha demostrado la liberacion de microparticulas (MP) derivadas de membrana celular durante la apoptosis o
activacion celular. Se ha demostrado la liberacién de MP desde plaquetas (MPP), leucocitos (MPL), glébulos rojos
(MPGR) y células endoteliales (MPE) (1-3). La mayor parte de MP tienen expuestos fosfolipidos anidnicos
procoagulantes tales como fosfatidilserina (PS) (4-7), que tiene actividad de factor plaquetario 3 (FP3) (8). Se cree
que esta actividad es una funcion principal de las MP in vivo. Mas recientemente, se ha identificado el factor tisular
(FT) en MP de leucocitos (MPL) (9-11), MP endoteliales (MPE) (11-14) y MP de plaquetas (MPP) (10, 15) lo que
sugiere ademas papeles importantes en la hemostasia y la trombosis. Antes de esta descripcién, no se ha localizado
FT en MPGR.

Los presentes inventores han demostrado previamente que las MPP, MPL, MPE desempefian papeles importantes
en la hemostasia y la trombosis y la inflamacién (1-3). Notificaron que los antigenos de superficie en las MPE son
distintivos pero que varian dependiendo del tipo de lesidn de células endoteliales, por ejemplo apoptosis, activacion
(34). Las MPE han mostrado que presentan actividad procoagulante y que estan relacionadas con muchos estados
trombéticos e inflamatorios, incluyendo lupus, EM y otros trastornos inflamatorios crénicos (2, 3, 10). Se conoce
ademas que la MPE porta el factor tisular (FT). No obstante, no se ha dado a conocer un papel funcional de las MP
en la mejora de enfermedades. La hipotesis de los presentes inventores era que dado que las MP son
procoagulantes, podrian aprovecharse como agentes terapéuticos en trastornos hemorragicos (3).

Coller y colaboradores conjugaron RGD con glébulos rojos para hacer que fuesen hemostaticamente activos y
denominaron el producto tromboeritrocitos en 1992 [(53) y patente estadounidense n.° 5.328.840)]. Sin embargo, la
invencion de Coller no da a conocer ni anticipa los usos de las microparticulas de la presente invenciéon. Se han
notificado otras preparaciones de liposomas hemostaticos, incluyendo la conjugacion de factores de coagulacion
tales como FVIIl (54,55) y fibrindgeno (56,57) con los mismos o particulas de albumina para producir vesiculas
hemostaticamente activas. Las modificaciones quimicas de liposomas artificiales incluyen moléculas de adhesion
especificas de plaquetas tales como Gpllb/llla y Ib/IX conjugadas con liposomas sintéticos o con albumina para
producir “plaquetas artificiales” (58-61).

Existen desventajas en estos enfoques. Las microparticulas sintéticas pueden activar la cascada del complemento,
creando complicaciones adversas y pueden inducir reacciones inmunitarias, lo que conduce a respuestas
autoinmunitarias. Aun no ha surgido ningun método que use MP o células sanguineas sintéticas que pueda ponerse
en practica clinicamente y existen pocos estudios clinicos de seguimiento. La presente invencion emplea
microparticulas (MP) novedosas, en particular microparticulas de gldbulos rojos (MPGR, red cell microparticles),
como agentes para este fin. En una realizacion, las microparticulas derivadas de células son conjugados con una
proteina o factor ausente en un paciente. En la realizaciéon preferida, se usan microparticulas de glébulos rojos
derivadas de células autélogas como agentes hemostaticos. Esta realizacion del método tiene claras ventajas:
debido a que la composicion es autdloga, se evita la activacion del sistema inmunitario causada a menudo por las
transfusiones alogénicas o sustancias sintéticas y elimina el riesgo de transmision de agentes patdgenos
transmitidos por la sangre. Debido a que los glébulos rojos son la célula sanguinea mas abundante, puede extraerse
una pequefia fraccion de sangre (50-100 ml de sangre del volumen de sangre completa de mas de 5000 ml) de
manera segura de los pacientes y pueden generarse MPGR para infundirse de nuevo a los mismos pacientes. El
suministro de la composicion es seguro y comodo para el paciente.

Sumario de la invencién

La presente invencién se refiere a composiciones y métodos para el uso de microparticulas derivadas de glébulos
rojos (MPGR) o sus variantes modificadas quimicamente para reducir la hemorragia. En particular, la presente
invencion es tal como se define en la reivindicacion 1.

Las microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o sus variantes modificadas quimicamente pueden usarse
para promover la coagulaciéon sanguinea y para potenciar la adhesion y agregacion plaquetarias, mejorar la eficacia
de coagulacion y acortar el tiempo de hemorragia en una variedad de enfermedades y trastornos, incluyendo, pero
sin limitarse a, purpura trombocitopénica idiopatica o inmunitaria (PTI), trombocitopenia inducida por farmacos y
quimioterapia y otras trombocitopenias de diversas causas, trastornos de la coagulacién incluyendo la enfermedad
de von Willebrand, hemofilia, y otros trastornos hemorragicos. También se prevé que la invencién incluya una
modificacién quimica de MPGR que potenciara la propiedad biolégica deseada de las MPGR. Estan disponibles
comercialmente y se conocen bien en la técnica factores de sustitucién recombinantes y purificados. Sin limitarse a
un mecanismo, los inventores creen que las microparticulas funcionan provocando una adhesién y agregacion
plaquetarias mas eficaces al inicio de la coagulacion, al menos en parte proporcionando factores de coagulacion
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tales como una forma de FvW, FVIII o sustancia(s) similar(es) en la superficie de las microparticulas, promoviendo y
acelerando de ese modo la formacidén de coagulos sanguineos. No obstante, los inventores no pretenden verse
limitados por esta o cualquier otra teoria.

Pueden formularse microparticulas adecuadas para su uso en la invencién en una variedad de maneras. Las MPGR
pueden generarse mediante sonicacidon o incubacién con ionéforos de calcio. Las MP asi generadas pueden
modificarse para aumentar adicionalmente su eficacia para promover la coagulacion sanguinea para fines
especificos.

En la sangre normal, se encuentra que la abundancia relativa de las MPP, MPE, MPL y MPGR es del 50-70%, el 5-
10%, el 10-15% y el 10-15% de las MP totales, respectivamente (figura 13) (63). Diferentes especies de
microparticulas muestran diferentes funciones hemostaticas (figura 14) (63).

Las microparticulas pueden administrarse mediante cualquier medio cémodo y eficaz conocido por los expertos en la
técnica, particularmente por via intravenosa, o mediante aplicacion directa (por ejemplo tépicamente, o mediante
inyeccion) en un sitio en el que se necesita o se desea la hemostasia. Tales medios se conoceran y/o determinaran
facilmente sin una excesiva experimentacion.

La invencion también incluye el uso de MPGR tal como se define en las reivindicaciones, por ejemplo para potenciar
la adhesién y agregacion plaquetarias, mejorar la eficacia de coagulacion y acortar el tiempo de hemorragia en una
variedad de enfermedades y trastornos, incluyendo, pero sin limitarse a, purpura trombocitopénica idiopatica o
inmunitaria, trombocitopenia inducida por farmacos y quimioterapia y otras trombocitopenias, la enfermedad de von
Willebrand, hemofilia y otros trastornos hemorragicos.

Un mamifero que necesita tratamiento puede padecer trastornos plaquetarios o de la coagulacion hereditarios o
adquiridos. Las trombocitopenias de diversas causas tales como purpura trombocitopénica idiopatica, exposicion
terapéutica o accidental a agentes citotdxicos que causan trombocitopenia (por ejemplo, quimioterapia contra el
cancer), o funciones plaquetarias alteradas causadas por farmacos o enfermedad sistémica o formas congénitas o
adquiridas. Los trastornos de la coagulaciéon incluyen EvW, hemofilias y otras deficiencias de factores de
coagulacion. Otros trastornos de la hemostasia, no bien definidos, tales como trastornos de los vasos sanguineos,
pueden beneficiarse de la invencién. Las microparticulas descritas en el presente documento potenciaran la
coagulacién y la hemostasia, aliviando de ese modo la hemorragia excesiva. Pueden determinarse dosificaciones
eficaces de microparticulas sin una excesiva experimentacion por los expertos en la técnica y se espera
generalmente que estén entre 10° y 1012/kg, mas habitualmente entre 10° y 101°/kg.

Las MPGR pueden administrarse en cualquier composicion farmacéutica adecuada segun las técnicas
farmacéuticas, incluyendo solucién salina tamponada con fosfato (PBS) u otros tampones fisiol6gicamente
aceptables conocidos por los expertos en la técnica, y opcionalmente con compuestos terapéuticos adicionales,
excipientes y vehiculos tal como pueda considerarse ventajoso. El pH del tampdn debe ser generalmente igual a o
menor que 7,4.

Aunque la utilidad de la presente invencion no depende de ninguna teoria, los inventores creen que las MPE
liberadas durante una lesion vascular pueden ayudar a detener la hemorragia al interaccionar rapidamente con
factores de coagulaciéon y/o plaquetas mediante adhesinas y multimeros de FvW asociados a membrana para
estabilizar los agregados plaquetarios en el microentorno local y las MPGR liberadas de los glébulos rojos pueden
proporcionar factores de coagulacién tales como el factor tisular y superficies de fosfolipidos para promover la
formacion de coagulos sanguineos.

Se ha encontrado que el uso de las MPGR puede ser particularmente ventajoso. En una realizacion, se usan los
propios globulos rojos de un individuo para producir MPGR que van a administrarse a ese individuo. Puesto que los
glébulos rojos son abundantes, se recogera una pequefia parte de los glébulos rojos de manera segura de, por
ejemplo, un paciente que necesita tratamiento de un trastorno hemorragico, o aquéllos que se someten a cirugias o
lesionados por un traumatismo, se produciran MPGR para usarse para el tratamiento y para reducir la pérdida de
sangre. Las MPGR pueden expresar FT y/o FVIII de forma natural o las MPGR pueden tratarse ex vivo para que
expresen o suministren tales factores. Un método de preparacion de MPGR para el tratamiento de trastornos
hemorragicos se describe a continuacion en el presente documento. En una realizacién de la invencion, pueden
usarse MPGR que expresan FT como el agente hemostatico basico o universal en la prevencion de la hemorragia
en pacientes con trastornos hemorragicos o cualquiera en riesgo de desarrollar hemorragia, tal como pacientes en
cirugia, lesion traumatica o determinados procedimientos terapéuticos o de diagndstico invasivos tales como
cateterizacion cardiaca, broncoscopia, colonoscopia y endoscopia, puncion pleural o espinal, arteriograma,
venograma y diversos procedimientos de biopsia, etc. para fines de diagnéstico asi como la insercién de vias i.v. 0
centrales o la insercion de catéteres especiales para didlisis, endoprétesis para el corazén u otros organos,
plasmaféresis, recogida de células madre, etc. para fines terapéuticos.

Las MPGR generadas mediante sonicacion u otros métodos parecen ser hemostaticamente activas y utiles para el
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fin de reducir la hemorragia. Pero en determinados estados, pueden ser necesarias medidas adicionales para
mejorar su eficacia. Segun se requiera, pueden modificarse las MPGR para hacer que sean mas eficaces,
denominadas MPGR modificadas hemostaticamente (MPGRmh). Las MPGRmh también pueden transfundirse a
pacientes para reducir la pérdida de sangre o tratar estados hemorragicos. El uso de las MPGR en comparacién con
otras terapias convencionales eliminara las infecciones transmitidas por la sangre tales como WV, hepatitis, etc. lo
que potencia la seguridad de los pacientes. También se eliminara el riesgo de reaccién autoinmunitaria frente a
materiales sintéticos o foraneos, que puede producirse cuando se usan vesiculas sintéticas, etc., y elimina de ese
modo el riesgo de enfermedades autoinmunitarias como complicaciones a largo plazo. Ademas, la preparacion de
las MPGR es mucho mas econdémica que la preparacion de otras microparticulas derivadas de células o vesiculas
de membrana sintéticas. Por tanto, este enfoque novedoso del uso de MPGR obtenidas de la propia sangre del
individuo para tratar sus complicaciones hemorragicas anticipadas o activas eliminara los posibles efectos
secundarios graves y comunes de la transfusion de sangre o la infusién de materiales foraneos.

Se realiza un aumento por adicién a las MPGR. Por ejemplo, pueden unirse el factor tisular (FT), fibrindgeno, péptido
RDG u otras adhesinas a las MPGR. Muchos productos purificados quimicamente o recombinantes, esencialmente
libres de agentes infecciosos transmitidos por la sangre, estan disponibles y pueden usarse para este fin. En
particular, segun la presente invencion, las MPGR o variantes modificadas quimicamente de las mismas se
producen mediante injerto o conjugacion de moléculas de adhesién o factores de coagulacién recombinantes en la
superficie de las MPGR. Se conocen bien en la técnica métodos de conjugacion de proteinas o péptidos especificos
con vesiculas de fosfolipidos (PL), véase en particular el texto completo de Greg T. Hermanson, Bioconjugate
Techniques (54). Las microparticulas derivadas de células son esencialmente vesiculas de PL, se espera
razonablemente que puedan aplicarse los mismos métodos.

Pueden tratarse pacientes especificos que padecen una insuficiencia de factor particular con MP conjugadas con
ese factor para corregir o mejorar ese trastorno hemorragico particular. Por ejemplo, los pacientes con hemofilia
pueden tratarse con MP conjugadas con FVIII, usando MP generadas a partir de sus propios glébulos rojos (MPGR
autdélogas). De manera similar, el FvW puede conjugarse con MPGR en el tratamiento de aquellas personas con
enfermedad de von Wilbrand. Estan disponibles productos purificados o recombinantes o libres de agentes
infecciosos transmitidos por la sangre para la conjugacion con MPGR para dar MPGR modificadas
hemostaticamente (MPGRmh).

La terapia con MPGR reducira o eliminara la necesidad de transfusion de sangre alogénica en muchos pacientes. Al
reducir la necesidad de una transfusién de sangre repetida o intensa, esta terapia disminuira sustancialmente las
escaseces en el suministro de sangre, un problema cada vez mas critico en la medicina.

Los individuos que se benefician de MPGR y MPGRmh y sus variantes modificadas quimicamente incluyen
pacientes con diversos trastornos de la coagulacion sanguinea, trastornos plaquetarios tales como trombocitopenia
o disfunciones plaquetarias asi como trastornos hemorragicos y trastornos hemorragicos indefinidos causados por
problemas en la pared de vasos sanguineos. Ademas, los individuos que debe someterse a cirugia mayor o
procedimientos de diagnéstico invasivos en los que la hemorragia es a menudo una complicacion, o los individuos
que esperan de otro modo una pérdida significativa de sangre, pueden beneficiarse mediante la infusién de MPGR o
MPGRmh. Puede derivarse un beneficio o bien de la preparacion de MP preparacion de la propia sangre del
paciente, si el tiempo lo permite, o bien derivarse de MPGR o MPGRmh derivadas de sangre de un donante.
Ademas, los individuos que son propensos a lesion o traumatismo pueden beneficiarse de la infusion previa de sus
propias MPGR (por ejemplo, individuos con problemas de equilibrio, y los que participan en actividades en las que
un traumatismo fisico es un riesgo, tales como jugadores de hockey, boxeadores profesionales, etc.). También se
beneficiaran de la terapia con MPGR pacientes que se someten a quimioterapia o cualquier terapia médica que
predispone a un paciente a un aumento del riesgo de hemorragia, los pacientes que desarrollan coagulopatia o
disfuncion plaquetaria u otros estados hemorragicos asociados con una terapia médica o quirdrgica, los pacientes
que tienen complicaciones hemorragicas debidas a sobredosis de medicamentos tales como Coumadin u otros
diluyentes de la sangre o farmacos antiplaquetarios para prevenir los coagulos sanguineos, y los pacientes con
enfermedades crénicas que predisponen a un aumento del riesgo de hemorragia tales como insuficiencia renal
cronica, enfermedades hepaticas cronicas o cualquier otra enfermedad que aumente los riesgos de hemorragia.

Las MPGR pueden almacenarse (por ejemplo, como componentes en kits) y usarse cuando se necesiten por
aquellas personas que son propensas a sangrar o que esperan procedimientos que provocan una hemorragia
significativa.

Tal como se usa en el presente documento, un “estado de hemorragia excesiva” es cualquier estado que causa o
puede causar que una hemorragia se prolongue o sea mayor de lo normal. Tales estados incluyen, pero no se
limitan a, trastornos hemorragicos clinicos tales como purpura trombocitopénica idiopatica, trombocitopenia inducida
por farmacos o quimioterapia, trombocitopenias de diversas causas, tanto congénitas como adquiridas o
disfunciones plaquetarias debidas a diversas causas, tanto congénitas como adquiridas o trastornos de la
coagulacién incluyendo la enfermedad de von Willebrand o hemofilia u otros trastornos de la coagulacién, tanto
congénitos como adquiridos, traumatismo fisico, procedimientos de diagndstico invasivos y cirugia.
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Breve descripcion de los dibujos
Los ejemplos 1-8 y las figuras 1-8 son Unicamente para fines ilustrativos y no reflejan la presente invencion.

Figura 1. Comparacion de la formaciéon de agregados plaquetarios inducida por MPE en presencia o ausencia de
ristocetina. En presencia de ristocetina (1 mg/ml), las MPE renales (4x107 /ml) indujeron una fuerte agregacion
plaquetaria similar a la que se indujo mediante un 8% de plasma. Ambas agregaciones plaquetarias inducidas por
MPE y plasma se inhibieron mediante un Acm anti-CD42b de bloqueo (CD42b es el sitio de unién al receptor para el
factor de von Willebrand (FVW) y la trombina ubicados en plaquetas). En cambio, las MPE indujeron una escasa
agregacion plaquetaria en ausencia de ristocetina. N= 5; media + D.E. * indica p <0,01 comparando entre el grupo
de “plasma-+ristocetina+a-CD42b” y el grupo de “plasma+ristocetina”, y ** indica p < 0,03 comparando entonces
entre el grupo de “MPE+ristocetina+a-CD42b” y el grupo de “MPE+ristocetina”.

Figura 2. Curvas de dosis-respuesta de la formacion de agregados plaquetarios inducida por plasma, Humate-P o
MPE en presencia de ristocetina. Las curvas de dosis-respuesta de la agregacién plaquetaria inducida por MPE
renales/ristocetina mostraron que la actividad del cofactor FVYW de 1x10° MPE/ml es equivalente a un 3,5% de
plasma o 0,075 U/ml de Humate-P. N= 5; media + D.E.

Figura 3. Efectos de la filtracion a través de 0,1 um sobre la formacion de agregados plaquetarios inducida por
plasma, Humate-P o MPE en presencia de ristocetina. La filtracion a través de un filtro de 0,1 pm suprimio
enormemente la agregacion plaquetaria inducida por las MPE renales pero tuvo un pequefio efecto o ningun efecto
sobre la agregacion plaquetaria inducida por plasma o Humate-P. N= 4; media + D.E. * indica p < 0,01 comparando
entre el grupo de “MPE filtradas “y el grupo de “MPE no filtradas”.

Figura 4. Transcurso temporal de la disociacion de agregados plaquetarios formados por plasma o MPE. Tras
inducirse los agregados plaquetarios durante 20 min., se diluyeron las mezclas con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) (1:20) para iniciar la disociacion de agregados. A intervalos, se sometieron las muestras a ensayo para
determinar aumentos de plaquetas libres segin se mide mediante citometria de flujo. El tiempo de la disociacion al
50% para plasma, Humate-P y MPE fue de 15, 25 y 60 min. respectivamente. N = 4; media + D.E.

Figura 5. Los agregados plaquetarios inducidos por MPE o plasma de purpura trombocitopénica trombética (PTT)
son mas resistentes a la disociacion que los inducidos por plasma normal con o sin filtracion a través de 0,1 um. Se
incubaron el cuatro por ciento de PPP de cuatro pacientes con PTT diferentes en fases agudas y plasma de control
con plaquetas y ristocetina durante 20 min., luego se diluyeron las mezclas con un gran volumen de PBS (1:20) para
iniciar la disociaciéon de los agregados tal como se describe en la figura 5. Esta figura muestra que los agregados
plaquetarios inducidos por MPE o plasma de PTT son mas resistentes a la disociacidon que los inducidos por plasma
normal. La filtracion de plasma de PTT dio como resultado una pérdida de aproximadamente el 20-30% de la
disociacion de los agregados. Para los controles, cada punto de datos es la media de 6 muestras. Para plasma de
PTT, cada punto de datos es la media de 4 muestras diferentes.

Figura 6. La adicién de MPE a plasma de EvVW rescaté la actividad de agregacién plaquetaria de plasma de EVW. La
adicion de MPE o Humate-P a plasma de EvW restaur6 la actividad de agregacién plaquetaria de plasma de EvW.
Se logré un efecto sinérgico combinando una baja concentracion de MPE (5 x 10%ml) con una dosis baja de
Humate-P (0,1 U/ml). N = 4; media + D.E.

Figura 7. Analisis de multimeros de FvW de diferentes fuentes mediante electroforesis en gel del agarosa al 0,8% e
inmunotransferencia de tipo Western. Carril 1, plasma de un paciente con EvW de tipo 1 (5 wl); carril 2, plasma de un
paciente con PTT en fase aguda (5 pl); carril 3, plasma de un control normal (5 pl); carril 4, MPE renales (recuentos
de 2 x 107); carril 5, Humate-P diluido (0,01 U).

Figura 8. Efecto de microparticulas endoteliales sobre la actividad hemostatica en un modelo de trombocitopenia in
vivo. Se les administré a ratas Fischer adultas una dosis Unica de ciclofosfamida (CTX, 75 mg/kg) por via
intraperitoneal para inducir trombocitopenia, y se expusieron después de 4-5 dias mediante corte de la cola. Los
resultados muestran el tiempo de hemorragia en animales control, tratados con CTX y tratados con CTX+MPE.

Figura 9. Estudios de laboratorio clinico que comparan MPGR en pacientes con PTI clésica con aquéllos (véanse los
pacientes A y B de estudios de casos en el texto) que se han liberado a largo plazo de la hemorragia. Los datos
sobre dos pacientes con PTI (casos A y B) con PTI grave (recuentos de plaquetas de 10.000 o inferior) que han
mostrado escasas hemorragias a lo largo de 30 afios se compararon con los de pacientes con PTI tipica, que
manifiestan sintomas de hemorragia habituales, y con controles sanos. Las MPP, MPE, MPL, pruebas de
coagulacioén y bioguimicas sanguineas fueron similares entre todos los pacientes con PTI, incluyendo los casos A y
B. La unica distincion de los casos A y B fue MPGR excepcionalmente alta.

Figura10. Expresiéon de FT, FVIIl, anexina V en MPGR generadas mediante tres métodos (iondforo, sonicacion y
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anti-D). Los resultados muestran una expresion positiva en MPGR para FT (mostrado en barras en blanco), FVIII
(barras de sombreado sencillo), AnnV (barras de sombreado doble), expresada como una fraccién de las MPGR
totales; las MPGR totales se define como el nimero de particulas positivas para glicoforina.

Figura 11. Actividad procoagulante de MPGR y MPL in vitro. Se afiadieron MPGR o MPL a 1 x 10% a PRP en
presencia de inhibidor de tripsina de maiz (1 U/ml), luego se afiadi6é calcio (10 mM) para iniciar el proceso de
coagulacién. Los resultados mostraron que las MPGR son mas potentes que las MPL en la promocién de la
formacion de coagulos.

Figura 12. Actividad hemostatica de MPGR in vivo. A tres ratas Fischer adultas se les administré una dosis Unica de
ciclofosfamida (CTX, 75 mg/kg) por via intraperitoneal para inducir trombocitopenia (bajo recuento de plaquetas),
luego se sometieron a prueba para determinar el tiempo de hemorragia después de 4-5 dias mediante corte de la
cola. Tal como se muestra, el tratamiento con CTX da como resultado un tiempo de hemorragia prolongado (760 s)
en comparacién con 60 s de la rata control (no tratada con CTX). Cuando se les infundié a las ratas tratadas con
CTX dos dosis de MPGR at 1 x 10’ y 1 x 10%, se acortaron drasticamente sus tiempos de hemorragia. A una dosis
mayor (1 x 108), se acorté el tiempo de hemorragia hasta 220 s.

Figura 13. Abundancia relativa de microparticulas derivadas de células en sangre normal. Se sometieron a ensayo
los numeros de MPP, MPE, MPL y MPGR en plasma mediante citometria de flujo. El diagrama de sectores
circulares muestra la abundancia relativa de estos cuatro tipos de microparticulas en plasma normal.

Figura 14. Diferentes especies de microparticulas ejercen diferentes funciones hemostaticas. Tal como se muestra
en la figura, microparticulas de FvW+ inducen la adhesion y agregacion plaquetarias. Microparticulas de FT+/PS+
inician y promueven la coagulacién sanguinea. Las microparticulas CD62+/CD54+ sirven como mensajeros
difundibles para activar los leucocitos.

Descripcion detallada

Se ha mostrado previamente que el FVW se une a subespecies de MPE (32), pero no se conocia la significacion
funcional. Los resultados descritos a continuacién en el presente documento demuestran que la interaccién
plaqueta-MPE esta mediada a través de FvW, y se compara la estabilidad de los agregados plaquetarios formados
por MPE con los formados por plasma normal, Humate-P y plasma de PTT. Ademas, se estudio el efecto de MPE
positivas para FvW sobre la capacidad de agregacion inducida por ristocetina de plasma de pacientes con la
enfermedad de von Willebrand (EvW). Ademas, se ha comparado y correlacionado el tamafo de los multimeros de
FvW entre FVW unido a MPE frente a FvW soluble de plasma normal y de PTT, y Humate-P con la estabilidad de los
agregados plaquetarios. Adicionalmente, se presentan resultados de dos pacientes con PTIl grave que se
correlacionan con altos niveles de MPGR con un ndmero reducido de episodios hemorragicos en comparaciéon con
la poblacion promedio de pacientes con PTI, y datos de laboratorio in vitro que demuestran que las MPGR son
agentes hemostaticos eficaces.

Materiales y métodos
Materiales

Se obtuvieron células endoteliales cultivadas humanas de origen renal o cerebral, y de arteria coronaria de Cell
Systems (Kirkland, WA). Se obtuvo el anticuerpo anti-CD62E marcado con FITC (clon 1.2B6, n.° de cat. F-0674) de
Sigma (St. Louis, MO). Se obtuvieron el anticuerpo anti-CD42b (clon SZ2, n.° de cat. IM0409) y CD41 (n.° de cat.
IM0649) de Beckman-Coulter (Miami, FL). Se adquirié anticuerpo anti-FvW conjugado con HRP (n.° de cat. AHP
062-P) de Serotec Inc. (Raleigh, NC). Se obtuvieron los instrumentos y reactivos para la electroforesis en gel de Bio-
Rad (Richmond, CA). Se adquiri6 ristocetina (Sigma, St. Louis, MO) de Chrono-Log. Se obtuvo Humate-P®, un
reactivo terapéutico que contiene factor VIII concentrado y multimeros de FvW, de Aventis-Behring (Marburg,
Alemania). Se adquirieron otros productos quimicos de Sigma (St. Louis, MO).

Preparacién de MPE y plaquetas Se activaron células endoteliales (CE) cultivadas humanas de origen renal,
cerebral o de arteria coronaria con TNF-a (10 ng/ml) durante 24 h para inducir la generacién de MPE (13). Luego se
centrifugaron los sobrenadantes de cultivo a 15.000 x g durante 30 min. para sedimentar las MPE, que luego se
lavaron 3X con tampon PBS y se resuspendieron en PBS hasta 1/10 de su volumen original. Se midié la
concentracion de MPE mediante citometria de flujo usando anticuerpo anti-CD62E marcado con FITC tal como se
describié por Jimenez et al. (33). Se prepararon plaquetas lavadas mediante centrifugacion de plasma rico en
plaquetas (PRP) a 600 g durante 10 min. en presencia de 10 mM de EGTA y 1 uM de PGE;. Se lavaron dos veces
los sedimentos con PBS, y luego se suspendieron en PBS a 1x10%/ml:

Ensayo de la interaccion MPE-plaqueta y agregacién dependiente de ristocetina mediante citometria de flujo. Se

incubaron MPE a una concentracion final de 5 — 1,00x 10%/ml con plaquetas lavadas normales a 1x107/ml final, en

presencia o ausencia de ristocetina (1 mg/ml) durante 10 min. con agitacion orbital suave (100 rpm). Se sometio a
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ensayo la union de MPE a plaquetas mediante la coexpresion del marcador de MPE CD62E con el marcador de
plaquetas CD41 en citometria de flujo. En esos experimentos, se usé plasma a desde el 1% hasta el 15% tal como
se indica; y Humate-P a desde 0,02 hasta 0,4 U/ml tal como se indica. Se midi6 la agregacion plaquetaria mediante
citometria de flujo (34) mediante el recuento del nimero de plaquetas libres (<5 um) desplazado a un mapa de bits
que representa los agregados plaquetarios (> 5 um). La velocidad de flujo del citometro de flujo Coulter XL estaba en
un ajuste medio y el discriminador era la dispersion frontal (DF), nivel 3. Se calibré el niumero de plaquetas con
perlas convencionales con concentraciones conocidas. Se observd una disminucidon en las plaquetas libres
individuales (acompafiada por un aumento en el nimero de agregados plaquetarios) cuando estaba presente
ristocetina en el plasma. Al maximo de plasma o Humate-P mas ristocetina (1 mg/ml), sélo < 5% de plaquetas
permanecieron siendo individuales (libres). Se midié la reduccién del nimero de plaquetas individuales con y sin
ristocetina como un indicador de la formacion de agregados plaquetarios en vez de contar el ndmero de
microagregados debido a que esto ultimo es ambiguo por una distribucion de tamafio heterogénea y la adhesién a
los tubos y la camara de flujo.

Disociacion de agregados plaquetarios inducidos por ristocetina Después de 20 minutes de la formacion de
agregados plaquetarios a temperatura ambiente, se diluyeron las mezclas con PBS (razén en volumen de 1:20) para
inducir una disociacion dependiente del tiempo. Se monitorizaron los aumentos en los recuentos de plaquetas libres
tras dilucién a intervalos para determinar el transcurso temporal de la disociacion de los agregados plaquetarios
mediante citometria de flujo.

Analisis de multimeros de FvW. Se empled el método de Raines, et al. (36) con modificaciones menores tal como
sigue. Se logro el enfriamiento durante la electroforesis apoyando el aparato de electroforesis en gel horizontal sobre
un bloque de aluminio sumergido en una suspensién de hielo-agua y también se pusieron en hielo las camaras de
tampon. Se sometieron a prueba varias concentraciones de gel de agarosa y se encontré que el 0,8% era optimo
para mostrar un amplio intervalo de tamafos de multimero. La inmunotransferencia de tipo Western fue segun
Raines et al excepto porque el anticuerpo anti-FvW se conjugd previamente con HRP (Serotec Inc., Raleigh, NC; n.°
de cat. AHP 062-P) y se us6 a una dilucién 1:500 (50 ul en 25 ml). Se transfirieron las proteinas en el gel a una
membrana de PVDF mediante difusion capilar con capas de toallitas de papel encima de la membrana de PVDF
durante la noche con PBS como tampon de transferencia. Luego se bloqued la membrana de PVDF con disolucion
de caseina al 0,5%. Se logro la tincion de la membrana de PVDF mediante el método de Nakane (37) usando el
colorante 4-cloro-1-naftol (4CN; Sigma, n.° de cat. C-8890) recién preparado disolviendo 30 mg en 5 ml de etanol,
luego enrasando a 100 ml afiadiendo tampdn Tris 50 mM, pH 7,6 que contenia H20- al 0,03% (1 ml de H202 al 3%
en 100 ml).

Estudios clinicos. Para los ejemplos 4-6, se obtuvo sangre citrada de cuatro pacientes con PTT y cuatro con EvW de
tipo I. Los cuatro pacientes con PTT presentaban todos la clasica triada de PTT; trombocitopenia grave (recuento de
plaquetas <2 x 107/ml), anemia hemolitica microangiopatica y disfunciéon mental. Los pacientes con EvW de tipo | se
caracterizaban por una baja cantidad de antigeno total de FvW y una actividad deficiente del cofactor de ristocetina.
Se aprobd el protocolo por el comité de revision institucional, y se obtuvo el consentimiento informado de los
pacientes. Para el ejemplo 8, se obtuvo sangre (citrada para optimizar la conservacion) de pacientes con PTI atipica
(“sin hemorragias”), se caracterizd en estudios clinicos convencionales y se compard con controles normales y
pacientes con PTI tipica.

Andlisis estadistico. Para comparar tres grupos o mas, se usé ANOVA de una via para determinar los valores de p.
Si p < 0,05, entonces se us6 una prueba de la t de Student de dos colas para analizar la significacion (p < 0,05) de la
diferencia entre la medias de dos grupos. En los casos en los que los datos no pasaron la prueba de normalidad,
entonces se uso la prueba de suma de rangos de Mann-Whitney. Todos los analisis de datos se realizaron usando el
programa basado en Windows, Statmost.

Métodos para la produccién de microparticulas.
1. MICROPARTICULAS DE PLAQUETAS.

Las microparticulas de plaquetas pueden prepararse mediante al menos tres métodos diferentes, tal como se indica
a continuacion, y tal como se conocen bien por un experto en la técnica.

1) Fuente de bancos de sangre. Las plaquetas almacenadas liberan abundantes MPP con el tiempo (véase la
seccion 4.5, “Lesién por almacenamiento de plaquetas”, de la referencia 1) Este método puede utilizarse para hacer
uso de concentrados de plaquetas que han caducado en hasta 5 dias, que normalmente se desechan.

Procedimiento: se sedimentan las plaquetas caducadas en 1-5 dias mediante centrifugacion durante 10 min. a 200 x
g, temperatura ambiente, de forma estéril. Observando una técnica estéril, se diluye el sobrenadante hasta un
volumen doble afiadiendo PBS/citrato, luego se sedimentan las microparticulas mediante centrifugacion a 8.000 x g
durante 30 min. Pueden refrigerarse las MPP resuspendidas para su almacenamiento, luego volverse a lavar antes
de su uso. Se resuspenden en un medio i.v. deseado (por ejemplo, solucion salina).
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2) Método ultrasoénico. Pueden obtenerse MPP con alto rendimiento mediante disrupcion sonica.

Procedimiento: se exponen plaquetas frescas (o caducadas recientemente) a una concentracion fisioldgica (2,5 x
105/ul), lavadas previamente 2X en tampon PBS con EDTA 1 mM/MgSQO4 5 mM (para minimizar la agregacion), a
disrupcion ultrasénica [Branson Instruments; sonda de titanio de 5 mm] en un tubo de polipropileno de 50 ml para 3-
5 rafagas de 3-5 segundos cada una a temperatura ambiente. Se retiran los desechos y las plaquetas residuales
mediante centrifugaciéon y se sedimentan las MPP en el sobrenadante mediante centrifugacion a alta velocidad,
luego se lavan como anteriormente. La técnica estéril adecuada para estudios con animales consiste en un tapon de
algodon en un orificio perforado en la tapa del tubo suficiente para admitir la sonda sonica, que se limpia con un
hisopo con alcohol antes de insertarse a través del collar de algodén estéril. Para su uso en seres humanos, se
conocen técnicas estériles apropiadas por los expertos en la técnica.

3) Método de activacién con calcio. En la fisiologia normal, un aumento en el calcio citosélico es la etapa final comun
de todas las rutas que conducen a activacién celular. El uso de un reactivo de ionéforo de calcio, tal como A23187,
crea un poro en la membrana que admite selectivamente calcio desde el medio externo, provocando una abundante
liberacion de MPP. Los resultados pueden ser mas relevantes fisiologicamente.

Procedimiento. Puede usarse el método de Arnout et al (42) para preparar MPP, y las MPP resultantes expresan
FvW significativo mediante electroforesis / inmunotransferencia [no publicado]. Brevemente, se suspende 1,0 ml de
plaquetas lavadas a 2,5 x 10°/ul en HEPES/solucién salina, pH 7,4, luego se anade el ionéforo A23187 en cantidad
suficiente para producir 1 umol/l final (diluido previamente a partir de una disolucién madre de alcohol) en 50 ul de
buffer, suficiente calcio para producir 2 mM final, luego se agita suavemente durante veinte minutos a temperatura
ambiente. Se centrifuga para eliminar los desechos pesados, y se recuperan las MPP del sobrenadante como
anteriormente. Alternativa: pueden permeabilizarse las plaquetas con saponina en vez de ionéforo si existe alguna
preocupacion de que persista el ionoforo en las MPP; luego se procede como anteriormente. Alternativa: también
pueden activarse las plaquetas con trombina + colageno, lo que se notificé que tiene una potencia similar a la
activacion con iondforo.

Il. Microparticulas derivadas de eritrocitos (gldbulos rojos) (MPGR)

Tal como se describié en | (1) anteriormente, también se sabe que la propia sangre de los pacientes o sangre de un
banco de sangre o libera de manera natural abundantes MPGR. Por tanto, pueden recogerse exactamente tal como
se describié en | (1). Pueden usarse RBC frescos tal como se describié en | (2-4) asi como RBC almacenados para
la generacion de MPGR.

IIl. Microparticulas sintéticas

Enfoque de liposomas (MP sintéticas). Con la suposicién de que FvW junto con fosfolipidos (PL) procoagulantes son
suficientes en si mismos para proporcionar una proteccion hemostatica significativa en pacientes con
trombocitopenia, los liposomas de FvW-cefalina (o lecitina) deben ser eficaces. La experiencia de los inventores
muestra que tanto la lecitina de soja como de huevo son casi tan activas en ensayos de coagulacién (factor tisular,
también anticoagulante lupico) como lo es la cefalina, el lipido cerebral en bruto usado tradicionalmente para este
fin. La ventaja sustancial de este enfoque son las proteinas inmunogénicas limitadas, distintas del propio FVW.

Procedimiento: brevemente, se expone concentrado de FvW (tal como Humate P® o equivalente preparado de
manera interna a partir de plasma) a energia de ultrasonidos en presencia de liposomas de cefalina o lecitina, en
concentraciones bien conocidas en la técnica. En condiciones apropiadas, esencialmente la totalidad del FVYW se
asocia fuertemente con los liposomas, o bien en la superficie o bien de forma transmembrana. Pueden determinarse
las condiciones Optimas por los expertos en la técnica sin una excesiva experimentacion.

Ejemplos
Los ejemplos 1-8 son Unicamente para fines ilustrativos y no son parte de la presente invencion.
EJEMPLO 1 (para fines ilustrativos)

Agregacion plaquetaria inducida por MPE. Se incubaron MPE con plaquetas lavadas normales tal como se describi6
anteriormente. La presencia de MPE a 4x10"/ml final indujo una fuerte agregacion plaquetaria que dependia de
ristocetina. Tal como se observa en la figura 1, el grado de agregacion plaquetaria dependiente de ristocetina
provocada por MPE fue similar a la provocada por un 8% de plasma normal. En ausencia de ristocetina, se formaron
agregados plaquetarios insignificantes con o bien MPE, Humate-P o bien plasma normal. Tanto la agregacion
plaquetaria inducida por MPE como por plasma se inhibié por el Acm de bloqueo anti-CD42b. Estos resultados
demuestran que la formacion de agregados plaquetarios inducida por MPE que depende de FvW. Las curvas de
dosis-respuesta de la agregacion plaquetaria inducida por MPE, plasma normal o Humate-P se muestran en la figura
2. Se observa que las formas de las curvas para los tres agentes son similares. Puesto que tanto las plaquetas como

9




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2390317 T3

las MPE se lavaron previamente y estaban esencialmente libres de plasma, estos resultados demuestran que el
FvW unido a MPE puede sustituir a FvW soluble en plasma o Humate-P en la induccién de una agregacion
plaquetaria completa con ristocetina. Los datos indican que el 50% de agregacion se produce con un 3,5% de
plasma, equivalente a 1x10"/ml de MPE, y a 0,075 U/ml de Humate-P.

Para confirmar adicionalmente la existencia de FvW unido a microparticulas, se sometié a prueba el efecto de la
filtracion a través de un filtro de 0,1 um, que se sabe que retiene la mayoria de las MPE. Tal como se muestra en la
figura 3, esta filtracion suprimié enormemente la agregacion plaquetaria inducida por MPE pero no tuvo ningun
efecto significativo sobre la agregacion plaquetaria inducida por plasma normal o Humate-P.

Tabla 1. Comparacion de la actividad de FYW de MPE derivadas de diferentes fuentes de cultivos de
tejido humano.

Subtipos de MPE
Renales Cerebrales coronarias
% de agregados 68 £13% * 54 + 10%* 29 + 6%
plaquetarios inducidos
por 2x10"/ml de MPE

EJEMPLO 2 (para fines ilustrativos)

MPE de endotelios de diferentes origenes. Se comparo la actividad de agregacion de MPE de tres fuentes diferentes
de CE: de arteria coronaria macrovasculares y renales y cerebrales microvasculares. Se cultivaron las tres CE en
condiciones similares a las detalladas previamente (13, 33, 34) y se estimularon con la misma concentracién de
TNF-a durante 24 h. Se recogieron y se lavaron las MPE tal como se describié anteriormente, se contaron mediante
citometria de flujo, y se ajustaron a concentraciones iguales. La tabla 1 muestra las actividades especificas relativas
de las MPE de estas tres fuentes en la induccién de agregacion plaquetaria dependiente de FvW con ristocetina. Se
observa que las MPE derivadas de CE renales o cerebrales microvasculares fueron mas potentes que las
procedentes de CE de la arteria coronaria. Este concuerda con los hallazgos previos de que las MPR renales o
cerebrales contenian un mayor porcentaje de FvW+ MPE (33) y con el hecho de que las manifestaciones clinicas de
FvW activo de forma anémala estan relacionadas principalmente con trombosis microangiopatica. Se ajustaron las
MPE obtenidas a partir de células endoteliales (CE) renales, cerebrales y de la arteria coronaria tal como se describe
en la seccion “Métodos”, a concentraciones iguales antes de evaluar su actividad proagregadora en presencia de
ristocetina. La tabla muestra que las MPE de diferentes lineas de CE mostraron diferentes actividades en la
agregacion plaquetaria inducida por ristocetina, en el siguiente orden, CE renales > cerebrales » coronarias. N= 4,
media + D.E. * indica p < 0,01 como el grupo de “MPE renales” o “MPE cerebrales” comparado con el grupo de
“MPE coronarias”.

EJEMPLO 3 (para fines ilustrativos)

Valoracion de la estabilidad de los agregados. En el transcurso de estudios piloto, se observd que cuando se diluian
los agregados plaquetarios inducidos por plasma mas ristocetina 20 veces con tampén PBS, disminuia
gradualmente la poblacién de agregados y aumentaba el numero de plaquetas libres de una manera dependiente
del tiempo. La figura 4 representa el transcurso temporal de la disociacién de agregados plaquetarios inducida por
plasma, Humate-P y MPE. Tras inducirse los agregados plaquetarios durante 10 min., se diluyeron las mezclas con
PBS (1:20) para iniciar la disociacion. El tiempo para el 50% de disociacion para plasma, Humate-P y MPE fue de
aproximadamente 15, 25 y 60 minutos, respectivamente. Estos resultados demuestran que los agregados
plaquetarios inducidos por MPE son mas estables que los inducidos por plasma o Humate-P. Se postulé que la
mayor estabilidad de los agregados formados por las MPE puede deberse a (i) la presencia de multimeros muy
grandes de FVW en las MPE vy/o (ii) la presencia de otras moléculas de adhesién que contribuyen a la reticulacion
entre las MPE y las plaquetas.

EJEMPLO 4 (para fines ilustrativos)

Efectos de plasma de PTT sobre la formacién de agregados plaquetarios inducida por ristocetina. Debido a que se
ha implicado el grado andémalo de multimerizacion de FvW en la PTT (37,38), se investigaron plasmas de cuatro
pacientes con PTT en fases agudas (A) y de remisién (R), en comparacion con plasma combinado normal. Tal como
se muestra en la tabla 2, los pacientes con PTT mostraron un aumento significativo de la agregacion plaquetaria
inducida por ristocetina, tanto en fases agudas como de remisién.
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Tabla 2. Comparacion de la actividad de FvW de plasma de PTT en fases agudas y de remisién con
control

Fuentes de plasma
Control PTT-A PTT-R
% de agregados 45 + 6% 79 +16%* | 70 + 12%*
plaquetarios
inducidos por un 4% de (N=8) (N=4) (N=4)
plasma

Se incubaron PPP (4%) de cuatro pacientes con PTT diferentes en fases agudas (A) y de remision (R) y plasma
combinado, con plaquetas y ristocetina durante 10 min., luego se sometieron a ensayo las plaquetas libres estantes
mediante citometria de flujo. Se comparé la formacién de agregados plaquetarios por plasma de PTT en fase aguda
o de remision con el grupo control, media + D.E. * indica p< 0,05 comparando PTT en fase aguda o PTT en fase de
remision frente al grupo “control”.

Los agregados plaquetarios producidos por el plasma de PTT también eran notablemente mas estables que con el
plasma normal. Tal como se muestra en la figura 5, los agregados plaquetarios con plasma de PTT fueron mucho
mas resistentes a la disociacién tras la dilucién 1:20 que el plasma normal, y esto se observé tanto en las fases
agudas (empeoramiento) y de remision. La filtracion del plasma de PTT a través de 0,1 um para eliminar las MP de
tamano = 0,1 um facilité la disociacién parcialmente. El transcurso temporal de la disociaciéon con plasma de PTT de
plasma de fase aguda fue similar al de las MPE (figura 4). Estos resultados indican que el FvW unido a MPE en
plasma de PTT puede contribuir en parte a estabilizar los agregados plaquetarios.

EJEMPLO 5 (para fines ilustrativos)

Aplicacion de FvW unido a MPE a plasma de EvW Tal como se muestra en la figura 6, se usé plasma de cuatro
pacientes con EvVW para evaluar sus actividades de agregaciéon plaquetaria dependiente de FvW. El plasma
procedente de pacientes con EVW mostré una actividad de agregacion plaquetaria muy débil. Sin embargo, esta
actividad aumento drasticamente tras la adicién de Humate-P (0,1 U/ml, conc. final). La figura también muestra que
la adicion de MPE (5 x10° /ml, conc. final) al plasma de pacientes con EVW in vitro restaurd parcialmente la actividad
de agregacioén plaquetaria del plasma de EvW. Un efecto sinérgico de MPE y Humate-P combinados induce una
fuerte formacién de agregados plaquetarios.

EJEMPLO 6 (para fines ilustrativos)

Analisis de multimeros de FvW unido a MPE en comparacién con FvW procedente de plasma normal, plasma de
PTT y Humate-P. Se postulé que los efectos observados de las MPE sobre la agregacién plaquetaria inducida por
ristocetina podrian deberse a la presencia de multimeros inusualmente grandes de FvW (FVWIG) en las MPE. Tal
como se muestra en la figura 7, el analisis de multimeros confirma que los multimeros de FvW unidos a MPE (carril
4) son mayores que los procedentes de plasma normal (carril 3), e incluso mayores que los procedentes de Humate-
P (carril 5), o plasma procedente de pacientes con PTT cuyo plasma mostré FYWIG (carril 2). También se observo
que los multimeros de FvW procedentes de un paciente con EvW de tipo | contienen muy pocas bandas (carril 1). Se
ha observado que las bandas de multimeros de FvW procedentes de la muestra de MPE no estan separadas
claramente entre si tal como se observa con el FvW soluble. Una posible explicacién para esto es que los
multimeros de FvW unidos a membrana pueden unirse estrechamente con determinados fosfolipidos de membrana
que no se disocian totalmente por SDS, lo que puede producir bandas mas difusas.

EJEMPLO 7 (para fines ilustrativos)

Uso de una composicién de MPE para disminuir el tiempo de hemorragia in vivo. Con el fin de demostrar la eficacia
in vivo de las MPE, se dividieron ratas Fischer adultas en tres grupos. El grupo 1 sirvié como controles normales. A
los grupos 2 y 3 se les inyectd por via intraperitoneal una dosis Unica de ciclofosfamida (CTX, 75 mg/kg) para inducir
trombocitopenia. Después de 4-5 dias, cuando se redujo el recuento de plaquetas hasta menos de 5 x 105/ul en los
grupos tratados, se midi6 el tiempo de hemorragia cortando la cola a 2 mm desde la punta con anestesia. Antes de
las pruebas, al grupo 3 se le inyect6 por via intravenosa 2 x 10® MPE en 0,5 ml de PBS dos minutos antes del corte
de la cola. Tal como se muestra en la figura 8, en los controles normales, el tiempo de hemorragia fue inferior a un
minuto. El grupo 2, que recibié CTX unicamente, tuvo un tiempo de hemorragia promedio de mas de 800 segundos.
El grupo 3, que recibio CTX + MPE, tuvo un tiempo de hemorragia enormemente reducido (menos de 200 segundos)
en comparacion con el grupo 2. Estos resultados demuestran la potencia hemostatica de MPE in vivo.
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EJEMPLO 8 (para fines ilustrativos)

Observaciones clinicas en pacientes con PTI sin hemorragias atipicos. Se ha observado recientemente un numero
limitado de pacientes con PTIl que presentan una ausencia altamente inusual de sintomas hemorragicos
(asintomaticos) a pesar de trombocitopenias graves. Sus recuentos de plaquetas fueron de 10.000 o menos en la
mayor parte del tiempo en sus transcursos clinicos de PTI a lo largo de 30 afios pero nunca experimentaron una
hemorragia mayor y disfrutaron de una vida bastante normal. La investigacion sobre estos pacientes revel6é que
mostraban niveles excepcionalmente altos de MPGR (dos casos mostrados: A, B, véase la figura 9). No mostraron
ninguna otra caracteristica anémala que explicase la ausencia de hemorragias. Se atribuyen sus caracteristicas
asintomaticas al efecto protector de sus altas MPGR, tal como respaldan también los datos a continuacion.

Se identificaron dos pacientes con PTI grave (recuentos de plaquetas de 10.000 o menos) que, no obstante, vivieron
normalmente durante mas de 40 afios, sin un solo episodio de hemorragia mayor. Los estudios cuidadosos de estos
pacientes revelaron que ambos tenian niveles extremadamente altos de microparticulas de glébulos rojos (MPGR),
en comparacién con otros pacientes con PTI que tendian a presentar hemorragias (49,50). (Véase la figura 9). La
observacion clinica de estos dos pacientes (estudios de casos A y B a continuacién) sugirié que las MPGR son
hemostaticamente activas y que el alto nivel de MPGR podria explicar la ausencia inusual de hemorragias en estos
pacientes.

Estudio de caso (A). La paciente A desarrollé PTI a la edad de 4 afios, cuando su madre noté una facil aparicion de
hematomas. Tras la posterior evaluacion, se realizé un diagnostico de PTI. Se sometid a esplenectomia tras terapias
alternativas fracasadas. La remisiéon tras la esplenectomia duré un afio; la PTI reaparecié poco después tras la
vacunacion contra la polio. Su PTI respondié s6lo de manera transitoria a los glucocorticoides a altas dosis,
gammaglobulina IV y no respondié en absoluto a otras medidas (alcaloides de la vinca, danazol, colchicinas,
columna de Prosorba, WinRho, etc.). Durante el transcurso de 47 afios de PTI cronica, sus plaquetas permanecieron
alrededor de 10.000/ul. Manifestdé hematomas con un traumatismo menor, ocasionalmente petequias, pero rara vez
padecidé hemorragias nasales y nunca experimentd un acontecimiento de hemorragia mayor que requiriese la
transfusion de sangre. Experimenté fuertes hemorragias menstruales que requirieron temporalmente la prescripcion
de pildoras anticonceptivas, que controlaron la hemorragia. Ahora vive una vida normal como madre y mujer activa.
También padece frecuentes migrafias que requieren medicacion para el dolor por via parenteral. Debido a la
trombocitopenia grave, se le realizaron multiples exploraciones mediante TAC y RMI por miedo a hemorragia en el
SNC pero fueron negativas. Nunca tuvo esta complicacion.

Resultados clinicos: plaquetas de 7.000 /ul, hemoglobina de 13,3, hematocrito del 39,1%, WBC de 9,3 con
diferencial normal. Las bioquimicas sanguineas incluyendo LDH fueron todas normales. Las pruebas de TP, TTPa y
otras pruebas de coagulacion estuvieron todas dentro de los limites normales. ANA, C3, C4 fueron normales. Los
anticuerpos antifosfolipidos y el anticoagulante lupico fueron negativos.

Los anticuerpos contra la glicoproteina Ilb/llla y Ib/IX de plaquetas, medidos mediante ensayos de caracterizacion de
IgG asociadas a plaquetas, “PAICA” (52), fueron fuertemente positivos, respaldando el diagnéstico de PTI. Las
microparticulas derivadas de células de plaquetas (MPP), leucocitos (MPL), endotelio (MPE) fueron todas normales,
pero las MPGR estaban notablemente elevadas a 4,639/ul, aproximadamente 3 veces mayor que los controles
normales y mas de dos veces tan alto como el limite para PTI (media normal = 1500/I; media normal para PTI =
2200/ul).

Estudio de caso (B). Se encontré que la paciente B tenia PTI en la lactancia y se sometio a esplenectomia a la edad
de 4 meses, proporcionando una remisién parcial. Su PTI respondié bien a los glucocorticoides los toleraba
escasamente. Las plaquetas permanecieron habitualmente por debajo de 10.000 sin tratamiento. Tuvo una fuerte
menstruacion pero esto no interfirid con sus actividades normales. Durante el transcurso de su PTI crénica, ahora
mas de 50 afos, llevo a cabo actividades y un empleo normales, nunca experimentd un episodio hemorragico mayor
ni requirié transfusién. Dio a luz a 2 hijos sin hemorragias inusuales, y toleré cirugias de tobillo y de rodilla. Aunque
le aparecieron facilmente hematomas con un traumatismo menor y tenia algunas petequias con un examen
cuidadoso, nunca experimentdé hemorragias mucosas prolongadas tales como hemorragias nasales o de las encias,
ni hemorragias Gl o GU.

Resultados clinicos: plaquetas a 9.000/ul, hemoglobina de 13,7, hematocrito del 44%, WBC de 10.300 con
diferencial normal. Las bioquimicas sanguineas fueron todas normales, como lo fueron los estudios de coagulacion
sanguinea. La prueba de anticuerpos antinucleares (ANA) del paciente fue negativa. Los anticuerpos antifosfolipidos
y el anticoagulante lupico fueron todos negativos. Los anticuerpos frente a las glicoproteinas llb/llla y Ib/IX de
plaquetas fueron todos fuertemente positivos, lo que concuerda con PTI. El analisis de sus estudios de coagulacion,
los ensayos de las microparticulas derivadas de células de plaquetas (MPP), leucocitos (MPL), células endoteliales
(MPE) estuvieron todos dentro de los limites normales. Su Unica anomalia fueron las MPGR notablemente elevadas
a 4,43 8/ ul, aproximadamente 2 veces mayor que en los pacientes con PTI habituales.

El estudio sobre estos dos pacientes con PTI cronica grave de una duracién de mas de 50 afios revel6 que las
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MPGR estaban notablemente elevadas (inusual en comparacion con otros pacientes con PTI) pero las
microparticulas derivadas de otras células tales como microparticulas de plaquetas (MPP), microparticulas de
leucocitos (MPL) y otros estudios de laboratorio no lo estaban. Estos hallazgos respaldan la conclusion de que las
MPGR desempefiaron un papel clave en su proteccion frente a episodios hemorragicos potencialmente mortales,
puesto que todos los demas hallazgos de laboratorio eran comparables a los de otros pacientes con PTI.

EJEMPLO 9

Datos de laboratorio in vitro que respaldan que las MPGR son agentes hemostaticos eficaces. Se desarrollaron
varios métodos para generar MPGR in vitro. Tras la generacion de las MPGR; se sometieron a ensayo la expresion
del factor tisular (FT) y el factor de coagulacion VIII (FVIII) mediante métodos inmunolédgicos. Ademas, se realizaron
pruebas funcionales para determinar si las MPGR pueden acortar el tiempo de coagulacién (50).

Métodos

Se prepararon MPGR que expresan de forma natural FT, FVIII, tal como se describié anteriormente y tal como se
muestra en la figura 10. Las MPGR que expresan FT pueden usarse como el agente hemostatico basico o universal
en la prevenciéon de hemorragias en pacientes con trastornos hemorragicos asi como personas sanas que corren el
riesgo de presentar hemorragias en situaciones como intervenciones quirurgicas o procedimientos de diagndstico.
Se prepararon las MPGR a partir de sangre recién extraida usando varios métodos. En breve: (a) Método del
ionoéforo. Se expusieron RBC lavados a ionéforo de calcio en presencia de calcio afiadido. (b) Método de choque
osmético. Se expusieron RBC lavados a solucién salina hipoténica (1/3 de isoténica). (c) Método ultrasénico. Se
expusieron RBC lavados a breves rafagas de sonda de ultrasonidos (sonicacion). (d) Método con anticuerpo anti-D,
con / sin complemento. El material de partida eran RBC frescos lavados 3 veces con solucion salina isoténica tal
como es habitual. Se sometieron a prueba dos niveles de anticuerpo anti-D (WinRho), 10 U y 50 U por ml de sangre
original, afadidos al 50% de Ht, luego se incubaron con agitacion suave durante 50 min. Luego se retiraron los RBC
intactos mediante centrifugacion a baja velocidad y se sedimentaron las MPGR mediante centrifugacion a alta
velocidad, tal como es habitual, y se resuspendieron para la citometria de flujo.

Citometria de flujo. Se identificaron las MPGR mediante el anticuerpo monoclonal (Acm) fluorescente contra el
marcador de RBC, glicoforina A. También se midieron en las MPGR mediante el Acm, el factor tisular (FT) y el factor
de coagulacion VIII (FVIII). Se empled anexina V (AnV) fluorescente para medir la exposicion de fosfatidil-serina
(PS) procoagulante, y lectina marcada con FITC, se us6 Ulex europaeus (Ulex) para proporcionar una estimacion de
las MP totales (50).

La citometria de flujo reveld que los tres métodos (a, b, c) produjeron abundantes MPGR. Es de especial interés que
expresan débilmente pero de manera significativamente positiva para el factor tisular (FT), un potente iniciador de la
coagulacion (activo a niveles muy bajos). Se identificé el FVIII a niveles similares. (Véase la figura 10).

Resultados representativos de nueve experimentos mediante tres métodos (ionéforo, sonicacién y anticuerpo anti-
D). La figura 10 muestra las MPGR totales tal como se definen por el nimero de particulas positivas para glicoforina
y que esta fraccion es positiva para FT, FVIIIl y AnnV. Obsérvese que la exposicion a PS (reflejadas en positivos
para AnV) es habitualmente baja. Esto sugiere una buena semivida en circulacion dado que PS es un
desencadenante para la fagocitosis.

Ensayo de actividad procoagulante de las MPGR. Se sedimentaron las MPGR procedente de 1,5 ml de MPGR
preparadas de manera convencional, mediante centrifugacion durante 15 min. a 8.000 x g (microcentrifuga
Eppendorf) y se retiré el sobrenadante. Luego se afiadid plasma convencional (normal), se resuspendieron las
MPGR. Para valorar la actividad procoagulante, se afadieron las MPGR a la mezcla y se midié el tiempo de
recalcificacion afiadiendo (2 mM). Se midid manualmente el tiempo de coagulacion.

Los resultados (mostrados en la figura 11) demuestran que las MPGR tienen una actividad procoagulante
significativa, tal como se detalla adicionalmente a continuacion. Existen al menos dos rutas conocidas de
coagulacién sanguinea. Una es una ruta “intrinseca” que se inhibe completamente por el inhibidor de tripsina de
maiz, y una ruta “extrinseca” mediada por el FT. Sin limitarse a ninguna ruta particular, los inventores conjeturan que
dado que la actividad procoagulante de las MPGR persiste en presencia del inhibidor de tripsina de maiz, es
probable que la actividad procoagulante de las MPGR se deba a la mediacién del FT. No se muestran los
experimentos que incluyeron el inhibidor de tripsina de maiz (que suprime la actividad procoagulante no mediada por
el FT).

Actividad procoagulante de MPGR. La figura 11 muestra el tiempo de coagulacion por recalcificacion en minutos, la
media de los duplicados +/- la desviacién estandar usando el método descrito anteriormente. Tal como puede
observarse, existe un acortamiento notable del tiempo de coagulacién en presencia de las MPGR. De manera
sorprendente, las MPGR fueron mas eficaces en este experimento que una cantidad similar de MP derivadas de
leucocitos (MPL) pero la diferencia no fue significativa. Se confirmaron resultados similares en presencia del
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inhibidor de tripsina de maiz (50).
EJEMPLO 10

Datos de animales in vivo que demuestran que las MPGR son hemostaticamente activas. Se estudio la eficacia de
las microparticulas de glébulos rojos (MPGR) de una manera dependiente de la dosis en ratas Fischer adultas. Se
aleatorizaron los animales en 4 grupos. El grupo 1 sirvi6 como controles normales. A los grupos 2, 3 y 4 se les
inyectd por via i.p. una dosis Unica de ciclofosfamida (75 mg/kg) para inducir trombocitopenia. A los 5 dias, cuando
se redujo el recuento de plaquetas hasta menos de 5X10°/microlitro en los grupos tratados, se midi6 el tiempo de
hemorragia mediante el corte de la cola a 2 mm desde la punta con anestesia. Dos minutos antes de someter a
prueba el tiempo de coagulacion, se les inyecté a los grupos 3 y 4 1X10’ y 1X10° MPGR, respectivamente. Se
prepararon las MPGR esencialmente tal como sigue: observando técnicas estrictamente estériles en todo el
proceso, se lavaron RBC completos procedentes de sangre recién extraida tratada con citrato, dos veces con 10
volimenes de solucién salina isotonica y luego se suspendié hasta un hematocrito del 17%, luego se expuso a
rafagas ultrasonicas (Cole-Parmer, modelo 4710, homogeneizador ultrasénico, dotado de una sonda pequefia)
durante 1 segundo. Se eliminaron grandes desechos mediante centrifugacion a baja velocidad (8 min., 200 x g en
centrifuga clinica de Beckman, luego se centrifugd el sobrenadante durante 15 min. a 8.000 x g en microcentrifuga
Eppendorf (en tubos de polipropileno de 1,5 ml) y se retiré el sobrenadante de color granate. Se suspendio el
pequefo sedimento de MPGR en un pequefio volumen, se conté mediante Ulex europaeus marcado con FITC, y
luego se diluyd hasta la concentracién indicada antes de la inyeccion en el animal de experimentaciéon. Los
resultados se muestran en la figura 12. En los controles normales, el tiempo de hemorragia fue inferior a un minuto.
El grupo 2, tras la induccién de trombocitopenia y que recibié Unicamente ciclofosfamida, tuvo un tiempo de
hemorragia de mas de 700 segundos. El grupo 3, que recibid 1X10” MPGR tras la induccion de trombocitopenia,
tuvo un tiempo de hemorragia enormemente reducido en comparacién con el grupo 2. Se observo un efecto
dependiente de la dosis de la administracion de las MPGR, con una disminucion todavia mayor en el tiempo de
hemorragia observado en los animales tratados con 1X10® MPGR.

EJEMPLO 11

Conjugacién de factores de coagulacién o adhesiones con MPGR. Las MPGR pueden modificarse de manera
bioquimica para aumentar su actividad hemostéatica para algunas aplicaciones. Por ejemplo, las MPGR pueden
modificarse mediante la incorporacion ultrasonica de polietilenglicol (PEG) puesto que se ha mostrado que los
liposomas pegilados adsorben luego de forma avida pero no covalente tanto FVIII como FvW (55). En otro enfoque,
las MPGR pueden modificarse mediante la adicion covalente del péptido RGD [53, 62]. Se conocen bien en la
técnica métodos para conjugacion de proteinas o péptidos especificos con vesiculas de fosfolipidos (PL), véase en
particular el texto completo de Greg T. Hermanson, Bioconjugate Techniques (54). Puesto que las microparticulas
derivadas de células son esencialmente vesiculas de PL, se espera razonablemente que puedan aplicarse los
mismos métodos. Se prevé que el agente que va a conjugarse con las MPGR (por ejemplo, el péptido RGD) puedan
ser productos intermedios activados previamente y almacenados en forma liofilizada estéril (por ejemplo, véase (54),
(pagina 236). Cuando sea necesario, pueden afadirse al paciente MPGR, dando como resultado conjugados de
proteina-MPGR tras una incubacion una hora, que solo requiere luego que se laven las MPGR conjugadas para
librarse del exceso de reactivos.
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REIVINDICACIONES

1. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
producidas mediante injerto o conjugacion de moléculas de adhesion o factores de coagulacion recombinantes en la
superficie de las MPGR para su uso en un método de tratamiento de un estado de hemorragia excesiva en un
mamifero aumentando la hemostasia.

2. Microparticulas derivadas de gldbulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun la reivindicacion 1, en las que el mamifero es un ser humano.

3. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun la reivindicacion 1, en las que el estado de hemorragia excesiva esta causado por un trastorno
clinico.

4. Microparticulas derivadas de globulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun la reivindicacion 2, en las que el ser humano padece un trastorno de la coagulacién sanguinea.

5. Microparticulas derivadas de globulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun la reivindicacion 2, en las que el ser humano padece una enfermedad o trastorno seleccionado
del grupo que consiste en purpura trombocitopénica idiopatica o inmunitaria, trombocitopenia inducida por farmacos
y quimioterapia, trombocitopenias de diferentes causas tanto congénitas como adquiridas y alteraciéon de la funcién
plaquetaria, tanto congénita como adquirida.

6. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun la reivindicacion 3, en las que la trombocitopenia esta inducida por un agente quimiotéxico.

7. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun la reivindicacion 6, en las que el agente quimiotdxico se administra durante la quimioterapia.

8. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun la reivindicacion 1, en las que el estado de hemorragia excesiva estd causado por una lesion
traumatica, intervenciones quirirgicas o procedimientos terapéuticos o de diagnéstico invasivos, en los que pueden
ser sustanciales la hemorragia y la pérdida de sangre.

9. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun una de las reivindicaciones 1 a 8, en las que las MPGR se han derivado de los glébulos rojos del
individuo que va a tratarse.

10. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun la reivindicaciéon 1, promoviendo las microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) la
formacion de coagulos sanguineos y estimulando la adhesion y agregacion plaquetarias.

11. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun una de las reivindicaciones anteriores, siendo las microparticulas derivadas de glébulos rojos
(MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas para la administracion en una dosificacion de
microparticulas de entre 10° y 1012/kg.

12. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun la reivindicacion 11, siendo las microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes
modificadas quimicamente de las mismas para la administracién en una dosificacion de entre 10° y 10'%/kg.

13. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas
para su uso segun una de las reivindicaciones anteriores, siendo las microparticulas derivadas de glébulos rojos
(MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas para la administracién por via intravenosa.

14. Microparticulas derivadas de glébulos rojos (MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas

para su uso segun una de las reivindicaciones anteriores, siendo las microparticulas derivadas de gldbulos rojos
(MPGR) o variantes modificadas quimicamente de las mismas para la administracién local o topicamente.
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Figura 11
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