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DESCRIPCION
Farmaco para fomentar la regeneracion de tejidos

La presente invencion se refiere a un farmaco para uso local para fomentar la regeneracion de tejidos,
especialmente tejido éseo.

Las células eucariotas mediante la estimulacion adecuada pueden liberar partes de su membrana plasmatica en el
espacio extracelular. Estos fragmentos celulares contienen fracciones citoplasmicas y se denominan microparticulas.
La formacion de tales microparticulas se puede verificar en monocitos, linfocitos, células endoteliales, granulocitos y
trombocitos. Por ejemplo, en trombocitos mediante estimulacion con colageno, trombina, el iondforo de calcio
A23187 y la proteina del sistema del complemento C5b-9 se produce la separacion de tales elementos celulares
(Tans G., Blood 1991; Sims PJ., J Biol Chem 1988). Ademas de las sustancias mencionadas, que producen un
cambio en la concentracion de calcio intracelular, se describen también la fosforilacién de proteinas, la translocacion
de fosfolipidos, cambios en el citoesqueleto y fuerzas de cizalla en la formacién de microparticulas trombociticas.

Las microparticulas de trombocitos tienen caracteristicas que pueden producir no solo una aceleracion sino también
una desaceleracion de la coagulacion sanguinea. Mediante la union de alta afinidad de los factores que inducen la
coagulacion VIII, un cofactor de los complejos enzimaticos de tenasa, y Va, que junto con el factor Xa constituye el
complejo protrombinasa, las microparticulas se dotan de una funcién de fomento de la coagulacién. La union de los
factores a la superficie de las microparticulas se realiza mediante fosfatidilserina, un fosfolipido de la membrana
celular. Por el contrario, la acumulacién de “proteina S” produce una inactivacion de los factores de coagulacion Va 'y
VIII, asi como una unién de la proteina C y de la “proteina C activada”, por lo cual se puede deducir una propiedad
anticoagulante de las microparticulas (Tans G., Blood 1991). En comparacion con los trombocitos activados las
microparticulas muestran un mayor nimero de sitios de unién para los factores de coagulacion 1Xa (Hoffman, M.,
Thrombin Haemost 1992) y Va (Sims PJ., JBC 1988). Ademas, las glicoproteinas GP llb/llla, Ib, lalla y P-selectina
en la superficie celular permiten la union de las microparticulas el endotelio vascular (George JN JCI 1986; Gawaz
M, Aterioscler Thromb Vasc Biol 1996). Ademas de la activacion de células endoteliales también se pudo demostrar
la activacion de monocitos y trombocitos por las microparticulas (Barry OP; Thromb Haemat 1999).

Se observaron concentraciones aumentadas de microparticulas en el torrente sanguineo en esas enfermedades
asociadas con una activacion de trombocitos.

Una de las funciones mas importantes del sistema inmunitario es dirigir leucocitos a la proximidad de la infeccién y
del tejido dafado. Para ello los leucocitos circulan a lo largo de la pared endotelial y se produce su inmigracion en el
area de infeccion de la herida mediante integrinas y selectinas. Las microparticulas fomentan la acumulacion de los
leucocitos “rodantes” mediante P-selectina y pueden contribuir de esta manera a una hemostasia y reaccioén a la
infeccion reforzadas (Forlow B, Blood 2000). También se pudo demostrar la unién reforzada de monocitos al
endotelio mediante microparticulas (Barry OP, JCI 1997). Un trabajo adicional pudo mostrar que las microparticulas
de trombocitos producen una proliferacion aumentada de células de musculo liso de vasos (Weber AA, Thromb Res
2000).

Los trombocitos son los componentes sanguineos mas pequefios en el organismo humano y pueden reaccionar a
estimulos quimicos y fisicos. En el caso de una lesién vascular se provoca que los trombocitos agreguen en las
superficies endoteliales descubiertas y que secreten una gran cantidad de sustancias biolégicamente activas. Entre
ellos se cuentan el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformante-f3
(TGF-B), factor de crecimiento epidérmico (EGF), pero también metabolitos del acido araquidénico, como
prostaglandina D2/E; y tromboxano A, y también microparticulas.

Se supone que mediante la liberacion de las microparticulas se fomenta la formaciéon del coagulo de fibrina y la
inmigracion de células inflamatorias en el area de la herida. Los granulocitos neutréfilos y los macrofagos secretan
por su parte factores de crecimiento que, a su vez, dirigen leucocitos, fibroblastos y células endoteliales al coagulo
de fibrina. Los macréfagos descomponen el tejido destruido y fomentan la proliferacion y la sintesis de colageno de
tipo I, mediante lo cual se inicia la formacion del denominado tejido de granulacion. Con esto se refiere a un tejido
conjuntivo fibroso que sustituye al tejido original. En paralelo surgen vasos y se produce la epitelizacién del area de
la herida. La formacién de un tejido cicatricial duradero, rico en colageno y pobre en células constituye el fin de la
cicatrizacion, un proceso que puede durar semanas, pero también meses.

Puesto que un tejido cicatricial no muestra las caracteristicas originales, en la curacion de tejidos blandos se habla
de reparacion pero no de regeneracion (Bennet NT et al. Am. J. Surg. 1993, 165: 728-737; Bennet NT et al. AM. J.
Surg. 1993, 166: 74-81).

Sin embargo, hay deficiencias de la cicatrizacion que se pueden producir por numerosas causas. La hiperglucemia
impide la cicatrizacion probablemente debido a una inhibicion de la proliferacién de células endoteliales y
fibroblastos (Goodson WH, J Surg Res 1977 22: 221-227). Los niveles de azucar aumentados reducen ademas la
funcién de los leucocitos lo que produce que la herida permanezca en la fase de infeccion. Ademas, el grado de
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gravedad del traumatismo precedente también puede ser causa de un resultado desfavorable de la cicatrizacion
(Holzheimer RG, 1966, Zentralbl Chir 121:231).

Al contrario que para la formacion de un tejido cicatricial en las heridas en tejidos blandos (reparacion), después de
la rotura de huesos o después de trasplante de huesos la estructura del tejido original se restablece totalmente
(regeneracion). En principio los procesos regenerativos de los huesos se parecen al esquema de curacién de la
cicatrizacion de tejidos blandos: inmediatamente después de la lesion se produce, entre otros, la liberacion de PDGF
y TGF-B por los trombocitos que se desgranulan, seguido por la inmigracion de macrofagos y otras células
inflamatorias, que también secretan PDGF, TGF-B, y ademas también factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
interleuquina-1 (IL-1) e IL-6. En general se asume que esta compleja cooperacion de factores de crecimiento junto
con el entramado de fibrina que se esta formando representa el proceso inicial de la curacién de los huesos en
donde los tejido proximos, como la médula dsea, periostio y tejidos blandos, tienen una participacion determinante
en la regeneracion.

Ademas de la reorganizacion de las células de la médula 6sea en zonas de densidades diferentes, se estimula la
divisién celular y la diferenciacion de los osteoblastos que revisten los huesos y los preosteoblastos del cambium. El
hueso entretejido de nueva formacidon mediante estos procesos se denomina callo duro. Ademas de la osificacion
directa se produce la inmigracion de células mesenquimatosas indiferenciadas del periostio y de fibroblastos del
tejido blando circundante en el hematoma. Después de una extensa fase de division se produce un tejido
cartilaginoso, el callo blando, cuyas células se hipertrofian, mineralizan y se sustituyen por huesos entretejidos tras
el surgimiento de vasos. El ultimo paso para la reconstitucion completa de la estructura original del hueso es la
transformacion del hueso entretejido en hueso lamelar mediante osteoblastos/actividad de osteoblastos. Este
proceso se denomina osificacion indirecta ya que el cartilago formado primero se debe sustituir por hueso (Barnes et
al., JBMR 1999, 11:1805-1815).

La curacién de las fracturas de hueso no transcurre siempre sin problemas: infecciones, enfermedades sistémicas
(por ejemplo, osteoporosis), enfermedades metabdlicas (por ejemplo, diabetes mellitus), defectos genéticos (por
ejemplo, osteogénesis imperfecta) y tratamientos farmacéuticos (terapia de glucocorticoides) pueden ser la causa de
una regeneracion retrasada.

Ademas de la curacion de fracturas, el trasplante de hueso autélogo y de materiales sustitutos de hueso para
procesos aumentativos o para el relleno de defectos del hueso tiene una importancia creciente. También en este
caso seria deseable una aceleracion de la regeneracion y una mejora de la “calidad del hueso”.

Las causas precisas de la regeneracion de hueso desacelerada o ausente no se conocen. De los documentos WO
91/13905, WO 91/04035, WO 91/16009, US-A-5.165.938 y US-A-5.178.883 se sabe que los factores de
crecimientos liberados por los trombocitos se pueden usar para la cicatrizacion.

La activacion de trombocitos se conoce, por ejemplo, del documento WO 86/03122. En la activacion se liberan
factores de crecimiento para fibroblastos y células musculares. El producto obtenido mediante la activacion se puede
procesar con un soporte, por ejemplo colageno microcristalino, en una pomada.

Segun el documento WO 90/07931 esta pomada también se puede usar para apoyar el crecimiento del pelo.

El documento WO 00/15248 describe una composicion que contiene factores de crecimiento trombociticos y fibrina 'y
contiene un polimero adicional. Dicha composicion se puede usar para la curacién y tratamiento de dafios en tejidos
que se caracterizan por riego sanguineo bajo y/o capacidad de regeneracion reducida, en donde a estos tejidos
pertenecen en particular a fibrocartilagos elasticos o hialinos y tejidos de fascia.

El cartilago de las articulaciones es un tejido avascular con un potencial de regeneracion limitado. Ninguno de los
métodos que estan en uso en la actualidad para la renovacion del cartilago de las articulaciones de los pacientes
con artrosis se puede considerar satisfactorio. Actualmente hay un método autorizado, en el que las células del
cartilago se expanden ex vivo y después se introducen en el defecto bajo un Iébulo periéstico (Brittenberg M, NEJM
1994).

El objeto de la presente invencion es proporcionar un farmaco con efecto mejorado para la regeneracion de tejidos,
especialmente tejido éseo.

El farmaco segun la invencion se caracteriza en que

- contiene microparticulas que derivan de trombocitos y que son obtenibles mediante un tratamiento
activador de los trombocitos con trombina, colageno, el ionéforo de Ca2+ A23187 y/o la proteina C5b-9 en
solucion acuosa y se han purificado por medio de centrifugacion diferencial, filiracién o cromatografia de
afinidad,

- se ha sometido a un proceso para la inactivacion de virus y/o la reduccioén de virus,

-y que mediante la filtracion estéril se consigue la esterilidad, y que
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- que se presenta en estado liofilizado o ultracongelado.

La invencién se basa en el descubrimiento de que las microparticulas liberadas de células eucariotas estimulan, es
decir, fomentan la proliferacion de fibroblastos, osteoblastos y células del cartilago. Las microparticulas pueden tener
un origen homologo. Mediante el término microparticula se entiende cualquier componente celular que se puede
separar de una suspension acuosa por métodos conocidos de la bibliografia (por ejemplo, centrifugacion a 100.000 x
g/2 horas; Forlow SB, Blood 2000). Las microparticulas separadas por centrifugacion se pueden someter a un
proceso para la disminucion de virus y/o la inactivacion de virus. Convenientemente el farmaco se puede dotar con
factores de crecimiento.

El farmaco segun la invencion se puede producir sometiendo trombocitos en un medio acuoso a un tratamiento
activador, para que los trombocitos liberen las microparticulas que fomentan la regeneracion, después de lo cual el
medio acuoso que contiene las particulas liberadas, se centrifuga para sedimentar los componentes celulares
gruesos. Los componentes particulados del sobrenadante acuoso obtenido se obtienen en un 2° paso de
centrifugacion a alta velocidad rotacional (por ejemplo, 100.000 x g) y se someten a un proceso para la disminucion
de virus y/o la inactivacion de virus. Un efmplo de un tratamiento activador es poner en contacto los trombocitos

con trombina, colageno, el ionéforo de Ca® A23187 y/o la proteina C5b-9 del sistema del complemento. El farmaco
segun la invencion se presenta en estado ultracongelado o liofilizado.

El farmaco segun la invencion también se puede aplicar repetidamente, por lo cual la concentracion
consecuentemente alta de microparticulas en el area de la herida permite una formacion mas rapida de tejido de
granulacion. Al mismo tiempo se puede administrar una matriz extracelular provisional de materiales organicos (por
ejemplo, fibrina, colageno, polilactonas, etc.) o inorganicos (fosfato de calcio, etc.) que sirven como sustancia
soporte para los factores de crecimiento y como andamio para las células inmigrantes.

La unién covalente del farmaco segun la invencion a las matrices anteriormente mencionadas se puede realizar
mediante transglutaminasas.

Ademas, existe la posibilidad de proporcionar superficies metalicas con el farmaco segun la invencion.

Para la disminucién de virus y/o la inactivacion de virus son adecuados procesos fisicos, quimicos o de combinacion
fisico/quimicos conocidos en el estado de la técnica.

La esterilidad del farmaco segun la invencion se logra bien mediante el aislamiento estéril de los concentrados
celulares y un procesamiento adicional aséptico, o mediante esterilizacién por filtracion.

El aislamiento de la microparticula, la produccion del farmaco segun la invencion y su efecto en células
osteoblasticas se ejemplifica en mas detalle a continuacion.

Aislamiento de microparticulas

Un concentrado de trombocitos (2x10° células) se mezcla con un exceso de tampdn Tyrode (pH=6,4) y se centrifuga
10 minutos a 1200 x g. El sobrenadante se elimina, el sedimento de trombocitos se resuspende en 2 ml de
DMEM/F12-ITS y se incuba con el iondforo de Ca®* A23187 (Sigma) 10 pM 30 minutos a temperatura ambiente.
Mediante este tratamiento se liberan microparticulas de las plaquetas.

Posteriormente se centrifuga nuevamente 10 minutos a 1200 x g, lo cual produce un precipitado y un sobrenadante.
El sobrenadante (= el sobrenadante de trombocitos), que contiene las microparticulas liberadas de los trombocitos
se retira y se somete a una centrifugacion adicional.

De esta manera, las microparticulas liberadas mediante la activaciéon de los trombocitos se separan por
centrifugacion de 1 hora a 14.000 x g, 4°C y el sedimento (= sedimento de microparticulas) obtenido se resuspende
en 2 ml de DMEM/F12-ITS.

Para el aislamiento de las microparticulas en lugar del ionéforo de Ca?* A23187 anteriormente descrito, también se
pueden usar trombina (Baxter, Austria) u otros agentes anteriormente descritos.

Inactivacion de virus del sobrenadante de trombocitos (inactivaciéon de virus fotodinamica)

A 50 ml a una suspension de microparticulas obtenida segun el proceso anteriormente descrito se le afiade 8-
metoxipsoraleno (disuelto en dimetilsulféxido [DMSO]) hasta una concentracion final de 300 pg/ml (concentracion
final de DMSO del 0,3%) y se irradia con luz ultravioleta desde abajo y desde arriba a 22-27°C en una atmosfera de
CO, al 5% y N2 al 95% y una presion de 2 psi durante 6 horas, de modo que la intensidad luminica total sea de 3,5 a
4.8 mwW/m? (Lin L. et al. Blood 1989). De esta manera, se inactivan los virus de la suspension de microparticulas.
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Después de la inactivacion de virus efectuada, la suspension se puede ultracongelar o liofilizar como se describe a
continuacion.

Ultracongelacion: Cada 1 ml de la suspension de microparticulas se almacena a -80°C a los 30-40 minutos de la
ultracongelacion rapida. Antes del uso el preparado se descongela a temperatura ambiente.

Liofilizaciéon: Cada 1 ml de la suspension de microparticulas se ultracongelan a -80°C durante al menos 24 horas y
posteriormente se liofilizan de -20°C a -40°C durante 20 a 24 horas al vacio. Los sobrenadantes liofilizados se
almacenan entre -20°C y -80°C y antes del uso se rehidratan con medio DMEM/F12.

Inactivacién de virus de una matriz_extracelular provisional que contiene sustancias de andamiaje (inactivacién de

virus quimica)

Se inactivan los virus de matrices, que se afiaden a una suspension de microparticulas producida segun el proceso
anterior, mediante el método del solvente-detergente. Para ello se afiade a una suspension de matriz a 30°C fosfato
de tri(n-butilo) al 1% (peso/peso) y Triton X-100 al 1% (peso/peso) y la mezcla se agita durante cuatro horas.
Posteriormente se afiade aceite de soja al 5% (volumen/volumen), la mezcla de solvente-detergente se separa de la
suspension de los biomateriales en una columna de C18 (Waters, Millipore) mediante cromatografia (Horowitz B. et
al., Blood 1992, 79-826-831; Piet MP. et al., Transfusion 1990, 30:591-598; Piquet Y. et al., 1992, 63:251-256).

Las matrices tratadas con el método de inactivacion de virus quimica descrito anteriormente también se pueden
someter posteriormente a una inactivacion de virus fotodinamica.

Cultivo de osteoblastos humanos

El aislamiento de osteoblastos humanos primarios se puede realizar a partir de fragmentos de hueso de un tamafio
de aproximadamente 1-5 mm®. Para ello, los fragmentos de hueso se lavan con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) y se cultivan 2-3 semanas a 37°C, humedad del aire del 95% y CO; al 5%. Como medio de cultivo se
usa DMEM/F12 con la adicién de suero bovino fetal (SBF) al 10%, antibioticos y fungicidas.

Los osteoblastos que se desarrollan a partir de los fragmentos de hueso se desprenden de las botellas de cultivo
con tripsina (2,5%) y después de un paso de dilucion 1:3 se continian en las mismas condiciones (pase 1). Este
proceso se repite dos veces para la propagacion de las células. Los medios y los aditivos se pueden comprar de Life
Technologies, Grand Island, NY, EE UU.

Para la posterior estimulacion de la proliferacion de los osteoblastos con las microparticulas que se van a obtener de
los trombocitos, los osteoblastos se colocan a una densidad de 10.000 células/cm? en placas de microtitulaciéon
(Packard, Meriden, CT, EE UU) y se precultivan 2-4 dias en medio completo, que para fines de ensayo, se sustituye
por un medio sin suero. Se refiere a un medio DMEM/F12 al que en lugar de SBF se le afiade una mezcla de
insulina/transferrina/selenio 5 mg/ml (ITS, Boehringer Mannheim, DE).

Cultivo de fibroblastos humanos

El aislamiento de fibroblastos humanos primarios se puede realizar a partir de fragmentos de mucosa bucal. Para
ello los fragmentos de la mucosa bucal se lavan con PBS y se cultivan 2-3 semanas a 37°C, humedad del aire del
95% y CO2 al 5%. Como medio de cultivo se usa DMEM/F12 con la adicién de SBF al 10%, antibioticos y fungicidas.
Los fibroblastos que se desarrollan de los fragmentos de mucosa bucal (fibroblastos gingivales) se desprenden de
las botellas de cultivo con tripsina (2,5%) y después de un paso de dilucion 1:3 se contindan en las mismas
condiciones (pase 1). Este proceso se repite dos veces para la propagacion de las células. Los medios y los aditivos
se pueden comprar de Life Technologies (Gornstein RA, J Periodontol 1999).

Cultivo de condrocitos humanos

El aislamiento de condrocitos humanos primarios se puede realizar a partir de fragmentos de cartilago articular. Para
ello los fragmentos del cartilago articular se lavan con PBS, se cortan y las células se liberan mediante digestion con
una solucion de colagenasa B (0,4% peso/volumen; Boehringer Mannheim, Alemania). Los pasos adicionales se han
descrito anteriormente (F Héraud, Ann Rheum Dis 2000).

Actividad midtica de las microparticulas

Se examind la actividad midtica de las preparaciones de microparticulas obtenidas segun el proceso anteriormente
descrito.

Para determinar la actividad bioldgica las preparaciones se diluyeron en una proporcién 1:5 en DMEM/F12-IST. La
dilucion asi obtenida se denomina primera dilucién (1) y corresponde a una concentracion de microparticulas que se
obtienen de una cantidad inicial de trombocitos de 2x10° células/ml.
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De una parte de la primera dilucion (l) se establece una serie de diluciones mediante dilucion ad|C|onaI en una
proporcién de 1:5 que corresponden a los sobrenadantes de 4x10’ celulas/ml (segunda dilucién II), 8x10° células/ml
(tercera dilucion I11), 1,6x10° células/ml (cuarta dilucion 1V) y 3,2x10° células/ml (quinta dilucidn V).

Estimulacién de la proliferacion de osteoblastos

Se estimulo la proliferacion de osteoblastos con las cinco diluciones |, II, lll, IV y V obtenidas como sigue:

Se cultivaron 4x100 gl de cada dilucién durante 24 horas con osteoblastos. Durante las ultimas 6 horas se realiza la
adicion de 1 uCi de ["H]-timidina/mancha cuya velocidad de formacion se toma como medida para la proliferacion de
osteoblastos. La radioactividad absorbida se determina por centelleo liquido (Packard). DMEM/F12-ITS sirve como
control, en donde el valor alcanzado con el mismo se toma como el 100%. La figura 1 muestra la proliferacion de
osteoblastos obtenida con las diluciones |-V y con el control.

La figura 1 documenta una proliferaciéon de osteoblastos dependiente de la dosis, en donde en la concentraciéon
mayor (dilucion ) se incorpora aprox. 3-7 veces mas de [ H]-timidina en el ADN que en el control sin microparticulas.

Estimulacién de la proliferacion de fibroblastos

Se estimuld la proliferacion de fibroblastos con las cinco diluciones I, II, lll, IV y V obtenidas como se ha descrito
anteriormente.

La figura 2 documenta una proliferacion celular dependlente de la dosis, en donde en la concentracion mayor
(dilucion 1) se incorpora aprox. 2-3 veces mas de [ H]-timidina en el ADN que en el control sin microparticulas (barras
negras: microparticulas del donante A, barras blancas: microparticulas del donante B).

Estimulacién de la proliferacién de condrocitos

Se estimuld la proliferacion de condrocitos con las cinco diluciones |, II, lll, IV y V obtenidas como se ha descrito
anteriormente.

La figura 3 documenta una proliferacion celular dependlente de la dosis, en donde en la concentracion mayor
(dilucion 1) se incorpora aprox. 2-3 veces mas de [ H]-timidina en el ADN que en el control sin microparticulas (barras
negras: microparticulas del donante A, barras blancas: microparticulas del donante B).

Estimulacién de la diferenciacion de células osteoblasticas

Las células osteoblasticas se estimularon con las cinco diluciones I, 11, lll, IV y V obtenidas como sigue:

Se cultivaron 4x 100 pl de cada diluciéon durante 4 dias con las células osteoblasticas. Después las células se
lavaron con PBS y se lisaron en 100 yl de una solucion de Triton X-100 al 0,5%. Respectivamente se usaron del
lisado 20 pl para la determinacion de la proteina total (Gruber R, Cytokine 2000). La actividad enzimatica medida se
normaliza respecto a la cantidad de proteina. Este método sirve para determinar la diferenciacién de osteoblastos.
Como control se usa DMEM/F12-ITS, en donde el valor obtenido con el mismo se considera como el 100%.

La figura 4 muestra una estimulacion de la diferenciacion de células osteoblasticas en la dilucion I. La actividad de la
fosfatasa alcalina es aprox. el 80% mayor que en el grupo de comparacion sin microparticulas.

Union de microparticulas a una matriz extracelular provisional, que contiene sustancias de andamiaje

La suspension de microparticulas estéril y con virus inactivados producida segun el proceso anteriormente descrito
se afiade a una solucion de una matriz extracelular provisional que contiene sustancias de andamiaje. Se refiere a
biomateriales entrecruzables (fibrindgeno, fibronectina, factor de coagulacion sanguinea XIll, colageno), que se han
podido someter a uno o varios procesos para la inactivacion de virus, o también a materiales organicos (por ejemplo,
polilactonas) e inorganicos (por ejemplo, fosfato de calcio). Los componentes se pueden usar individualmente o en
combinacion entre ellos. La proporcion de mezcla de la suspensiéon de microparticulas con la matriz extracelular
debe ser preferiblemente 1:3. La mezcla asi obtenida se ultracongela o liofiliza segun los procesos anteriormente
descritos para obtener una durabilidad conveniente.

En lugar de llevar a cabo la inactivacion del virus en los componentes individuales como se ha descrito también es
posible realizar la inactivacion del virus en la mezcla de la suspension de microparticulas y matriz afiadida.

Ademas, existe la posibilidad de unir las microparticulas a las matrices anteriormente mencionadas mediante union
covalente por medio de transglutaminasas.
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REIVINDICACIONES
Farmaco para uso local para fomentar la regeneracion de tejidos, caracterizado en que

- contiene microparticulas que derivan de trombocitos y son obtenibles mediante un tratamiento activador
de los trombocitos con trombina, colageno, el ionéforo de Ca2+ A23187 y/o la proteina C5b-9 en solucion
acuosa y se han purificado mediante centrifugacion diferencial, filtracién o cromatografia de afinidad,

- se han sometido a un procedimiento de inactivacion de virus y/o disminucion de virus,

- yque se alcanzo la esterilidad mediante filtracion estéril, y que

- esta en un estado liofilizado o ultracongelado.

Farmaco segun la reivindicacion 1, caracterizado en que contiene sustancias solubles o insolubles que
fomentan la cicatrizacion.

Farmaco segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, caracterizado en que contiene citoquinas y/o factores
de crecimiento.

Farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado en que contiene una sustancia que
representa o puede formar una matriz extracelular provisional.

Farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado en que contiene colageno.

Farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado en que para la construccion de un
andamiaje de fibrina contiene fibrinégeno y trombina.

Farmaco segun la reivindicacion 4 caracterizado en que como matriz extracelular provisional se prevé un
polimero organico, especialmente una polilactona.

Farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado en que contiene compuestos
inorganicos.

Producto farmacéutico caracterizado en que contiene:

- un farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y
- un material biocompatible que se usa junto con el farmaco.
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