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DESCRIPCION
Matriz extracelular que comprende factores plaquetarios.

Campo de la invencién

[0001] La presente invencion se refiere al campo de la reparacién y/o regeneracion tisular.

Estado de la técnica

[0002] La necesidad de influir en los procesos de reparacién del tejido para facilitar la cicatrizaciéon de heridas, asi
como la induccion de la regeneracién real del tejido dafiado después de eventos traumaticos o patologicos (tales
como lesiones, quemaduras, escisién quirlrgica), siempre ha sido uno de los principales problemas para aquellos
que se ocupan de la reconstruccion tisular.

[0003] La ingenieria tisular se origind como un intento de construir tejido y érganos fuera del cuerpo humano, en
base al hecho de que casi todas las células animales pueden ser cultivadas en el laboratorio.

[0004] Sin embargo, debe recordarse que las células cultivadas proliferan formando Unicamente capas
bidimensionales, que no pueden equipararse a los tejidos, puesto que estos Ultimos son estructuras tridimensionales
que tienen células dentro o en su superficie superior; por lo tanto, es necesario usar andamios artificiales con el fin
de proporcionar un soporte adecuado (matriz extracelular) a las células para la regeneracién tisular.

[0005] Es obvio que es extremadamente importante desarrollar matrices extracelulares capaces de proporcionar
un medio eficaz para la reconstruccién del tejido que se ha destruido después de eventos traumaticos o patolégicos.

[0006] EI documento WO02/43692 describe la fabricacion de una composicion para tratar lesiones. Dicha
composicién se forma por la incorporacién de una sal de calcio en una matriz polisacaridica porosa. Dicha matriz se
pone en contacto con plasma rico en plaquetas.

[0007] El documento EP1184040 describe una matriz para la regeneracion de la piel que comprende una malla de
un material de matriz extracelular, en la que se forma fibrina en los poros de la malla a partir de una composicion
que comprende fibrindgeno, trombina, calcio y el factor XIlI.

Breves descripciones de las figuras

[0008]
La figura 1 muestra una matriz de acuerdo con la invencién, inmediatamente después de la preparacion.
La figura 2 muestra un ejemplo de una aplicaciéon de una matriz de acuerdo con la invencion.

Resumen

[0009] En este documento se describen matrices extracelulares que comprenden factores plaquetarios, como se
describe en la reivindicacién independiente 1, y procedimientos para la preparacién de las mismas, como se
describe en la reivindicacion independiente 6.

Descripcién detallada de la invencién

[0010] La presente invencidon permite superar los inconvenientes que se han mencionado anteriormente gracias a
una matriz extracelular que comprende factores de crecimiento derivados de plaquetas humanas que son capaces
de maximizar la eficacia terapéutica mediante la combinacion de los beneficios obtenidos de los dos componentes,
la matriz y los factores de crecimiento, reduciendo la fase inflamatoria, anticipando asi la migracién celular y la
proliferacién, dando como resultado una integracién mas rapida y eficiente de la matriz hasta que se logra una
reconstruccion organizada de forma estructural del tejido neoformado "in vivo".

[0011] De acuerdo con la invencion, la expresion matriz celular se refiere a una matriz modificada por bioingenieria
o heterdloga capaz de permitir enlaces estables entre las células y la matriz (generalmente con el componente
proteico y/o polisacaridico).

[0012] Por lo tanto, las matrices extracelulares de acuerdo con la invencion deben tener:

- Un nivel de porosidad que permite a las células recrear un microambiente adecuado para el sitio
2
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especifico y el tejido especifico

- la capacidad de comunicar e intercambiar sefales con las células huésped,

- una estructura adecuada para el crecimiento de vasos y células, en caso necesario.

- degradacién controlada capaz de metabolizarse y reemplazarse por la matriz extracelular producida por
las propias células.

[0013] Generalmente, las matrices asignadas para sustitucién dérmica de acuerdo con la invencién se componen
de una membrana de doble capa, la parte destinada a reemplazar la dermis con una estructura porosa.

[0014] En general, las matrices modificadas por bioingenieria se componen de cualquier tipo de biomaterial
tolerable y biocompatible que comprende un componente proteico y/o polisacaridico tal como, por ejemplo,
colagenos, glicosaminoglicanos (como &cido hialurénico), celulosa y/o combinaciones de estos materiales. Ademas,
existen matrices heterélogas acelulares biolégicas humanas, tal como dermis desepidermizada (DED) o que pueden
obtenerse a partir de animales, tales como la matriz obtenida de la submucosa del intestino delgado del cerdo.

[0015] Es preferible proporcionar matrices tridimensionales con una porosidad que permite que las células se
recreen en un microentorno adecuado para el sitio especifico y el tipo de tejido.

[0016] En particular, es preferible proporcionar matrices con una porosidad adecuada para permitir la adsorcion de
las plaguetas y las proteinas contenidas en el crioprecipitado con el fin de conseguir una concentracion plaquetaria
terapéutica de aproximadamente 1-2 x 10° por ml.

[0017] Dadas las condiciones que se han mencionado anteriormente, las matrices Utiles de acuerdo con la
invencion deben tener poros con un diametro superior a 2 micrometros.

[0018] La membrana que forma la matriz dérmica puede revestirse (0 no) con una pelicula de un material semi-
permeable, tal como polisiloxano o un elastémero, que forma la parte que reemplaza la epidermis.

[0019] Normalmente, se usan matrices sin pelicula para afadir espesor a la capa de regeneracién dérmica,
durante el tratamiento de heridas profundas.

[0020] La porcion dérmica actta como un andamio para la infiltracién de fibroblastos, macréfagos, linfocitos y
células endoteliales capilares que forman la red neo-vascular. A medida que mejora la salud, la capa de matriz se
reabsorbe y se deposita una nueva matriz extracelular por los fibroblastos para formar la neodermis. Cuando la
vascularizacion de la neodermis es adecuada, y a condicion de que esté disponible el autoinjerto, puede eliminarse
cualquier pelicula que se use para reemplazar la epidermis, y si es necesario, se pone una fina capa de autoinjerto
epidérmico en la neodermis. Las células de injerto epidérmico crecen y forman una epidermis madura que
proporciona una dermis y epidermis funcional.

[0021] Un ejemplo particular de una matriz extracelular de acuerdo con la invencién es la matriz Integra® (Integra
Lifesciences Corp., Plainsboro, NJ, Estados Unidos).

[0022] La expresion factores plaquetarios se refiere a los componentes terapéuticos de la sangre que pueden
obtenerse a través de granulos alfa de liberacién obtenidos durante la agregaciéon de un concentrado plaquetario
situado en contacto con calcio y factores proagregantes biologicos y farmacolégicos (trombina).

[0023] Dichos factores plaquetarios pueden ser obviamente autélogos o heterélogos o recombinantes.

[0024] En particular, de acuerdo con la invencion, asi como otros mediadores bioquimicos que se liberan por las
propias plaquetas, los propios factores plaquetarios se encuentran en una preparacion compuesta por una mezcla
de adhesivo de fibrina, gel plaquetario y trombina.

[0025] Todos estos componentes estan implicados en la reparacion/regeneracion tisular y pueden ser de origen
autologo o heterélogo.

[0026] Para preparar las matrices extracelulares de acuerdo con la invencion, el gel plaquetario y el adhesivo de
fibrina se forman "in situ" en el interior de la matriz a través de la accién, respectivamente, de la trombina en el
concentrado plaquetario (PRP) y en el crioprecipitado (CRIO) usados previamente para impregnar la matriz.

[0027] En particular, después de haber preparado la matriz de acuerdo con las instrucciones de usuario impresas

en el catalogo ilustrado del fabricante, se aclara con una solucién fisiolégica que elimina todo el exceso y se deposita
en un recipiente de base plana, tal como una bandeja quirdrgica.
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[0028] Se usa una jeringa para poner gotas del PRP/CRIO en la matriz en una gran cantidad suficiente para
asegurar que la matriz se impregna completamente (normalmente en una relaciéon de 2:1 en volumen), después se
agita suavemente y se deja sedimentar, repitiéndose el procedimiento varias veces. Después, usando una jeringa,
se ponen gotas de una mezcla de gluconato calcico y trombina en la matriz, se agita suavemente y después se deja
sedimentar hasta que se forma el gel.

[0029] La matriz preparada de esta manera puede usarse inmediatamente, o puede mantenerse a una
temperatura inferior a -25 °C y se descongela antes del uso. Preferiblemente, el gluconato célcico estd en una
solucion acuosa al 10% y la relacién de gluconato célcico/trombina es de 1:5a 1:10 en volumen.

[0030] La relacion (mezcla de gluconato célcico y trombina)/(PRP-CRIO) es preferiblemente 1:10, pero puede
reducirse, a 1:5, por ejemplo, a condicion de que la concentracién plaquetaria y/o fibrinégena no se reduzca al nivel
de concentracion terapéutica. La trombina puede obtenerse usando procedimientos conocidos convencionales, tales
como mediante recalcificacion de plasma o crioprecipitado.

[0031] Este procedimiento se realiza bajo una campana de seguridad estéril recogiendo el plasma o el
crioprecipitado de la bolsa usando una jeringa, y anadiendo gluconato calcico al 10% en una relacién de 1:5 a 1:10
en volumen.

[0032] Tras el proceso de recalcificacién, después de aproximadamente 20 minutos, el producto se somete a una
centrifuga de alta velocidad (3000 rpm) durante 15 minutos para obtener el suero de capa leucocitaria rico en
trombina.

[0033] El concentrado plaquetario usado para la invencién puede obtenerse usando procedimientos conocidos
convencionales a partir de:

- plaguetas de unidad homéloga Unica/capa leucocitaria Unica, configurando una agrupacion, esta
conectada a una bolsa de transferencia usando un conector estéril, que se centrifuga a 3500 rpm durante
15 minutos. El granulo plaquetario obtenido de este modo se suspende de nuevo en aproximadamente 50-
60 ml de plasma;

- plaquetas de aféresis de multicomponentes homologos, la aféresis plaquetaria se centrifuga directamente
para proceder como se ha descrito anteriormente;

- sangre completa autéloga, una unidad de plaquetas se obtiene a partir de una Unica capa leucocitaria en
una bolsa cuédruple, y se conecta a una bolsa de transferencia usando un conector estéril, que se
centrifuga a 3500 rpm durante 15 minutos, después de lo cual la capa leucocitaria que se elimina se usa
para producir la trombina autéloga. El granulo plaquetario obtenido de este modo se suspende de nuevo en
aproximadamente 10-15 ml de plasma,;

- una aféresis autdloga multicomponente usando un separador celular y se realiza un procedimiento
dedicado para obtener una aféresis plaquetaria de aproximadamente 20 ml (en la que el volumen puede
modificarse de acuerdo con Ias necesidades del paciente sin afectar a la concentracion plaquetaria final)
con un rendimiento de 3,5 x 10° plaquetas por microlitro, una unidad de plasma de 200 ml, y una unidad de
capa leucocitaria de aproximadamente 30 ml con una concentramon de glébulos blancos (que contiene
monocitos y células madre) de aproximadamente 50-60 x 10° por microlitro y una concentracion plaquetaria
de aproximadamente 1,5 x 10° por ml. La aféresis plaquetaria se usa sin ninguna manipulacién adicional. El
plasma se congela para producir crioprecipitado;

- Sistemas en miniatura, generalmente de circuito cerrado, que estan disponibles en el mercado y estan
dedicados para la produccién de gel plaquetario autélogo tomado de una muestra de sangre de 8 a
aproximadamente 150 ml. Se proporciona por el fabricante un protocolo operativo técnico especifico para
cada uno de estos sistemas junto con el paquete de instrumentos.

[0034] EI CRIO usado en la invencién es una preparacion compuesta por la fraccién crioglobulinica de plasma
fresco, obtenido de una Unica donacién, concentrado a un volumen final no superior a 40 ml.

[0035] Asi como el factor VI, el producto también contiene la mayor parte del factor de Von Willebrand,
fibrindgeno, factor Xl y fibronectina, presentes en el plasma fresco inicial.

[0036] El CRIO puede obtenerse de forma conocida a partir de plasma fresco congelado de aféresis o plasma de
separacion después de haber conectado una bolsa de transferencia usando un conector estéril y descongelacion a
4°C £+ 2 °C durante una noche, se realiza la decantacién suspendiendo de nuevo el crioprecipitado en
aproximadamente 40 ml de plasma de residuos (obtenido a partir de plasma fresco congelado sin crioprecipitado), el
contenido en fibrinbgeno no debe ser menor de 3,5 mg/ml.
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[0037] Por lo tanto, como puede entenderse a partir de las descripciones anteriores, el concentrado plaquetario, el
crioprecipitado y la trombina se preparan usando procedimientos fisicos sencillos.

[0038] Para reunir el PRP y el CRIO, puede usarse un circuito cerrado con conexiones estériles para mezclar el
PRP y el CRIO en una proporciéon de 1:1 para obtener un hemocomponente que tiene las propiedades de ambos
componentes.

[0039] El uso tdpico de la matriz preparada de esta manera se facilita debido a su plasticidad y caracteristicas
conformables en el sitio de aplicacion, facilitando y acelerando la reparacion tisular.

[0040] Obviamente, asi como la regeneracién de la dermis, como se ha descrito de forma especifica anteriormente
y se ilustra en los siguientes ejemplos, las matrices de acuerdo con la invencion pueden emplearse también para la
regeneracion de otros tipos de tejidos, tales como tendones, cartilago, musculo y hueso.

Ejemplo 1
[0041] Preparacion de la matriz dérmica Integra® "plantilla de regeneracion dérmica" enriquecida con PRP/CRIO.

[0042] A lo largo de toda la preparacion de la matriz, PRP/CRIO y trombina deben manejarse usando técnicas
asépticas, y deben seguirse cuidadosamente las instrucciones del fabricante para la preparacion del producto.

[0043] Se usa una matriz Integra® "plantilla de regeneracion dérmica", y después del lavado con una solucion
fisiologica se transfiere varias veces con una gasa estéril para absorber cualquier exceso de solucion fisiolégica.

[0044] La matriz se coloca en un recipiente estéril con base plana, tal como una bandeja quirtrgica, por ejemplo,
con la parte de silicio en la parte inferior.

[0045] Usando una jeringa, se ponen gotas de PRP/CRIO en la matriz en una relaciéon de 2:1 en volumen (matriz
Integra® superficie de 5 x 5 mm, espesor de aproximadamente 1,5 mm, volumen de aproximadamente 3,75 ml;
PRP/CRIO necesarios aproximadamente 7,5 ml)

[0046] El recipiente se agita suavemente 5-6 veces y después se deja sedimentar durante 10 minutos, después de
lo cual se repite el procedimiento.

[0047] Usando una jeringa, se afiaden gotas de una mezcla de gluconato célcico al 10% y trombina (1:5) en una
relacién de 1:10 usando PRP/CRIO para enriquecer la matriz, y el recipiente se agita suavemente 5-6 veces.

[0048] Se deja sedimentar durante 5-10 minutos hasta que se forma el gel. La gelificacion se controla inclinando el
recipiente un angulo de 45°.

[0049] La matriz esté lista para su aplicacion, que puede realizarse inmediatamente.
Ejemplo 2

[0050] Meétodo para la preparacion de la matriz dérmica Integra® "monocapa de plantilla de regeneraciéon dérmica”
enriquecida con PRP/CRIO.

[0051] A lo largo de toda la preparacion de la matriz, PRP/CRIO y trombina deben manejarse usando técnicas
asépticas, y deben seguirse cuidadosamente las instrucciones del fabricante para la preparacion del producto.

[0052] Se usa una matriz Integra® "monocapa de plantilla de regeneracién dérmica", y después del lavado con
una solucion fisioldgica se transfiere varias veces con una gasa estéril para absorber cualquier exceso.

[0053] La matriz se coloca en un recipiente estéril con base plana, tal como una bandeja quirdrgica, por ejemplo,
en contacto con la parte inferior de la bandeja.

[0054] Usando una jeringa, se ponen gotas de PRP/CRIO en la matriz en una relaciéon de 2:1 en volumen (matriz
Integra® superficie de 5 x 5 mm, espesor de aproximadamente 1,5 mm, volumen de aproximadamente 3,75 ml;
PRP/CRIO necesarios aproximadamente 7,5 ml). El recipiente se agita suavemente 5-6 veces y se deja sedimentar
durante 10 minutos.

[0055] La matriz dérmica se pone boca abajo en el interior del recipiente y se agita suavemente 5-6 veces, y
después se deja sedimentar durante 10 minutos.
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[0056] Usando una jeringa, se afaden gotas de una mezcla de gluconato célcico al 10% y trombina (1:5) en una
relacién de 1:10 usando PRP/CRIO para enriquecer la matriz, y el recipiente se agita suavemente 5-6 veces.

[0057] Se deja sedimentar durante 5-10 minutos hasta que se forma el gel. La gelificacion se controla inclinando el
recipiente un angulo de 45°.

[0058] La matriz esté lista para su aplicacion, que puede realizarse inmediatamente.

[0059] La figura 1 muestra una matriz de acuerdo con la invencién inmediatamente después de su preparacion,
mientras que la figura 2 muestra la rapida reconstruccion de la neodermis seguida del cuidado y la cicatrizacion de
las heridas por segunda intencion, tras la aplicacion de una matriz de acuerdo con la invencion en una Ulcera
causada por insuficiencia venosa.
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REIVINDICACIONES

1. Matriz tridimensional para reemplazar la dermis compuesta por una membrana monocapa o bicapa, en la que la
parte destinada para reemplazar la dermis es una estructura porosa que comprende factores plaquetarios, estando
dicha matriz caracterizada porque:

- dichos poros tienen un diametro superior a 2 micrometros;

- dichos factores plaquetarios estan contenidos en una preparacion compuesta por una mezcla de adhesivo
de fibrina, gel plaquetario, trombina;

- dicho gel plaquetario y adhesivo de fibrina se forman en el interior de la matriz "in situ".

2. Matriz de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que dicha matriz estd modificada por bioingenieria o es
heterologa.

3. Matriz de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que dicha matriz modificada por bicingenieria esta compuesta por
cualquier tipo de biomaterial tolerable y biocompatible que comprende un componente proteico y/o polisacaridico.

4. Matriz de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que dicha matriz heter6loga es una matriz de origen biolégico
humano y/o animal.

5. Matriz de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en la que dicha matriz esta revestida con una pelicula de material
semi-permeable que forma la parte que reemplaza la epidermis.

6. Procedimiento para la preparacion de matrices extracelulares de acuerdo con las reivindicaciones 1-5, en el que el
gel plaguetario y el adhesivo de fibrina se forman en el interior de la matriz "in situ" respectivamente a través de la
accioén de la trombina en el concentrado plaquetario (PRP) y en el crioprecipitado (CRIO) usados previamente para
impregnar la matriz.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que:

- la matriz se aclara con una solucion fisiolégica que elimina todo el exceso, y se coloca en un recipiente de
base plana;

- usando una jeringa, se ponen gotas de concentrado plaquetario y CRIO en la matriz en tal cantidad como
para impregnarla completamente; después se deja sedimentar, repitiéndose este procedimiento varias
veces;

- usando una jeringa, a la matriz se le afiaden gotas de una mezcla de gluconato calcico y trombina,
después de lo cual se agita suavemente y se deja sedimentar hasta que se forma el gel.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el gluconato calcico esta en una solucién acuosa al
10% y la proporcién de gluconato célcico/trombina esta entre 1:5-1:10 en volumen.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que la proporcion (mezcla de gluconato calcico y
trombina)/(PRP-CRIO) esta entre 1:5y 1:10 en volumen.

10. Matriz de acuerdo con las reivindicaciones 1-5 que también contiene monocitos y/o células madre.
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FIGURA 1

Matriz extracelular dérmica integra®
- que comprende factores plaquetarios
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FIGURA 2 '

Aplicacion de una matriz de la invencion en una
ulcera causada por insuficiencia venosa
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