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DESCRIPCION
Medicamento para aplicacioén local

El cierre de heridas y la hemostasia relacionada con el mismo se realizan fisiolégicamente mediante la coagulacion
de la sangre derramada en el lecho de la herida, con lo que se efectua el cierre de pequefios vasos sanguineos y
capilares. La curacién de herida incipiente posterior se realiza con la ayuda de la matriz extracelular (MEC)
provisional formada por la sangre coagulada (Clark, R.A.F. et al., 1982, J. Invest. Dermatol. 70: 264-269; Clark,
R.A.F.(ed.), 1996, “The Molecular and Cellular Biology of Wound Repair’, Plenum Press, Nueva York). Esta matriz
esta compuesta, aparte de células sanguineas, esencialmente por fibrina como sustancia estructural que sirve como
reservorio para una serie de proteinas plasmaticas que son importantes para la curacién de heridas incipiente, como
fibronectina (Mosesson, M\W. y Umfleet, R., 1970, J. Biol. Chem. 245: 5726-5736; Clark, R.A.F. et al., 1982, J.
Invest. Dermatol. 70: 264-269), vitronectina (Preissner, K.T. y Jenne, D., 1991, Thromb. Haemost. 66: 189-194),
plasminégeno (Castellino. F.J. et al., 1983, Ann. NY Acad. Sci. 408: 595-601), activador de plasmindgeno (Thorsen,
S. et al., 1972, Thromb. Pathol. Haemost. 28: 65-74), inhibidor de activador de plasminégeno (Wagner, O.F. et al.,
1989, Blood 70: 1645-1653) € inhibidor de plasmina a2 (Sakata, Y.y Aoki, N., 1980, J. Clin. Invest. 65: 290-297).

La cantidad de activador de plasmindgeno, inhibidor de activador de plasminégeno e inhibidor de plasmina a2 y la
relacion entre ellos ejercen un control importante sobre el posterior proceso de degradacion de la fibrina. En esta
estructura de fibrina, estan contenidas sin embargo también otras sustancias como, por ejemplo, trombina, TGF- y
PDGF, que son necesarias para la migracion de células y la remodelacion multiple (reconstruccion) de la MEC
provisional hasta la MEC definitiva con las correspondientes poblaciones celulares.

En primer lugar, migran en grandes cantidades granulocitos a la zona de la herida y al cierre de la herida. Liberan
distintas sustancias importantes para el proceso de curacion de la herida incipiente, particularmente colagenasas y
elastasas, y destruyen los microorganismos extracelulares e intracelulares que acceden a la zona de la herida y
pueden multiplicarse alli. Mientras la migracion de granulocitos llega a su fin, aparecen en la zona de la herida cada
vez mas monocitos, incluyendo macréfagos. El tercer dia, llega el brote de fibroblastos en la zona de la herida, que
acceden hasta la superficie del cierre de la herida mediante las hebras de fibronectina. Después del crecimiento de
los capilares sanguineos, se llega a una serie de transformaciones celulares y procesos de remodelacion que
conducen en la mayoria de casos de nuevo a la integridad total del tejido dafiado (Clark, R.A.F.(ed.), 1996, “The
Molecular and Cellular Biology of Wound Repair”, Plenum Press, Nueva York).

Los primeros ensayos, que datan ya de hace 80 a 90 afios, de cierre de heridas con la ayuda de plasma sanguineo
no alcanzaron ningun éxito debido a la viscosidad relativamente baja en comparacion con la sangre, de la baja
adherencia al lecho de la herida y debido a la alta fragilidad del coagulo de plasma coagulado formado en todo caso
por plasma.

El uso de soluciones de fibrindgeno enriquecidas en lugar de plasma para la hemostasia y para el cierre de heridas
en principio no tuvo igualmente éxito, pero finalmente pudo conseguirse un éxito importante mediante la elevacion
de la concentracion de fibrinégeno de dichas soluciones que contienen fibrindgeno a mas de 10 veces el nivel de
fibrinbgeno en plasma (Loblich, 1975, comunicacién no publicada).

En la transformacion de fibrindgeno en fibrina, existe la posibilidad de que se desprenda el cierre de herida de fibrina
hemostatico eficaz después de varias horas por enzimas del lecho de la herida y se llegue asi a una hemorragia
secundaria. El desprendimiento del cierre de herida de fibrina del lecho de la herida es el proceso esencialmente
mas frecuente, y por tanto mas peligroso, en la fibrindlisis de todo el cierre de la herida de fibrina.

Ya en las primeras aplicaciones exitosas de soluciones de fibrindgeno de alta concentracion (Matras, H. et al., 1972,
Wr. Med. Wschr. 122: 517-523), la transformacion de fibrindgeno en fibrina mediante trombina en la zona de la
herida ha mostrado que pueden evitarse la retirada del cierre de herida de fibrina y las hemorragias secundarias que
ocurren asi la mayoria de veces mediante inhibidores de la fibrindlisis. De los inhibidores de bajo peso molecular
experimentados, han podido encontrarse como eficaces el acido g-aminocaprénico y derivados, sin embargo estos
presentaban la desventaja de difundirse rapidamente desde la fibrina coagulada y desde la zona de la herida y por
tanto perder su eficacia local.

La adicion de inhibidores de alto peso molecular como, por ejemplo, aprotinina (Trasylol) ha podido llevarse a cabo
exitosamente llegando a solo una lenta difusion del inhibidor a partir de la zona la herida, sin embargo con la
desventaja de que se trata en este sentido de un inhibidor de proteasa bovino, y por tanto xenogénico, que puede
causar alergias y anafilaxis potenciales. Ultimamente, se han puesto objeciones contra el uso de materiales
animales para aplicacion parenteral a personas debido a la potencial capacidad de transmision de zoonosis.

En el documento WO-A-99/11301, se hace la propuesta de usar inhibidores de elastasa u otros inhibidores eficaces
contra proteasas leucociticas en lugar de aprotinina. Esta propuesta ocasiona sin embargo, al entender del inventor
de la presente invencion, distintas desventajas. Ciertamente, estos inhibidores son eficaces directa o indirectamente
mediante la inhibicidon de enzimas que pueden activar el sistema fibrinolitico, pero pueden alterar la iniciacion de la
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curacion de heridas por migraciéon de los granulocitos a la zona de la herida por una fuerte inhibicién de las
proteasas liberadas por granulocitos, como colagenasas y elastasas.

Otra dificultad en la preparacion de medicamentos farmacéuticos que contienen fibrinégeno y trombina que pueden
contener un inhibidor de proteasa alogénico y un zimégeno de transglutaminasa esta dada por la inactivacion virica
necesaria desde hace largo tiempo de dichos preparados. Con la inactivacion virica, se pierde la mayoria de veces
una gran parte de la actividad del inhibidor de proteasa o zimégeno de transglutaminasa contenido en el preparado,
de modo que los preparados obtenidos después de la practica de la inactivacion virica a menudo presentan ya solo
una baja actividad del inhibidor de proteasa o zimégeno de transglutaminasa. Por ello, puede llegarse a una
inhibicién insuficiente de las enzimas fibrinoliticas presentes en el lecho de la herida y como consecuencia a la
liberacién del cierre de herida de fibrina del lecho de la herida.

Las soluciones concentradas de fibrindgeno presentan una serie de desventajas. Son de baja estabilidad al
almacenamiento, deben congelarse o liofilizarse para almacenamiento y no siempre pueden volverse
satisfactoriamente utilizables o reconstituirse mediante descongelacion o redisolucion. Ademas, la disolucion de un
liofilizado de fibrinbgeno ocupa largo tiempo. Los solubilizantes o fibrindgenos facilmente solubles son tdxicos
celulares la mayoria de veces y por tanto no procedentes para una curacion de heridas sin problemas.

La mayor dificultad en el almacenamiento de productos que contienen fibrindgeno es la inestabilidad del fibrindgeno,
ya que las trazas de impurezas con factores de coagulacion causan una transformacion lenta de fibrinégeno en
fibrina insoluble, lo que no permite ya entonces la aplicacion de dicho preparado farmacéutico.

La presente invencion evita esta desventaja.

Por tanto, la presente invencién se refiere a un procedimiento para la preparacién de una solucién que contiene
fibrindbgeno que es estable a temperatura de frigorifico o temperatura ambiente y que se caracteriza porque la
solucion de fibrinégeno se prepara a partir de fibrinégeno preparado por ingenieria genética o fibrindgeno producido
a partir de plasma mediante fraccionamiento con glicina a temperaturas menores de 0 °C.

Las soluciones que contienen fibrinégeno preparadas segun la invencion son estables y pueden almacenarse en
estado liquido con o sin estabilizadores durante dos afios a una temperatura de 4-8° C, o congeladas o liofilizadas,
sin que precipite a este respecto fibrina insoluble o se formen productos de disociacién de fibrindgeno por la
generacion de plasmina durante el almacenamiento en una medida que perjudique la coagulabilidad. Dichas
soluciones no coagulan por adicién de tromboplastina y veneno de vibora taipan ni por adicion de tromboplastina
parcialmente activada. En el almacenamiento en estado congelado, y después del descongelamiento repetido de las
soluciones que contienen fibrindgeno preparadas segun la invencion, no se inducen procesos de coagulacion, y las
soluciones obtenidas son estables al menos varias horas. Las preparaciones liofilizadas son facil y completamente
reconstituibles con los correspondientes disolventes.

Ejemplos

Ejemplo 1 (invencién):

Produccién de una solucion de fibrinbgeno estable

Se usan como material de partida 100 | de plasma adecuado para la produccién de medicamentos o la fraccién | de
Cohn producida con la ayuda de una precipitacion con etanol en frio por congelacion del plasma y cuidadoso
descongelamiento del precipitado frio producido.

Se mezcla el plasma como tal, la fraccion de Cohn | y el precipitado frio después de disolucién en aproximadamente
20 | de NaCl al 0,9 % y tampédn de citrato de sodio al 0,1 % a pH 7 con glicina sélida con un grado de pureza de
preparados farmacéuticos hasta saturacion, y se enfria a este respecto a -2 a -3 °C, se almacena al menos durante
10 a como maximo 15 horas a esta temperatura, se separa la glicina no disuelta y se separa el residuo que contiene
fibrinbgeno-fibronectina mediante centrifugacion en una centrifuga en modo rapido.

Los sobrenadantes pueden usarse en procesamientos adicionales para aislar asi otras proteinas plasmaticas.

Se retira el precipitado gelatinoso del rotor de la centrifuga, se disuelve y se precipita como anteriormente con
glicina. Se disuelve el sedimento obtenido después de la centrifugacion en citrato al 0,1 % y se repite este proceso
de reprecipitacion hasta resultar un aPTT de no menos de 200 s de una muestra del sedimento obtenido suspendido
en agua destilada con un contenido de fibrindgeno de 0,1-0,2 % a 37 °C con un reactivo de PTT. Igualmente,
después de la adicion de tromboplastina y veneno de vibora taipan, debe alcanzarse un tiempo de coagulacion que
se encuentre a no menos de 300 s.

El dltimo precipitado redisuelto adecuado para procesamiento adicional se libera mayoritariamente de glicina
mediante diafiltracion frente a una solucion de citrato al 0,1 % y se concentra a este respecto a 2-3 % de contenido
de proteina.
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El fibrindgeno asi producido contiene también cantidades importantes de fibronectina. En caso que se desee, puede
separarse la fibronectina mediante precipitaciéon a -2 a -3 °C con glicina al 17 %. A este respecto, precipita
practicamente todo el fibrindgeno y se encuentra en el sobrenadante la fibronectina con cantidades pequefias de
fibrindgeno. Mediante saturaciéon con glicina, pueden precipitarse y producirse conjuntamente ambas proteinas. En
cualquier caso, las bajas actividades presentes de activador de plasminégeno o plasmina pueden elevarse de
actividad mediante la adicién de inhibidores de bajo peso molecular en baja cantidad como acido e-aminocaproénico o
derivados.

La inactivacion virica del fibrindgeno altamente purificado o del complejo de fibrinégeno-fibronectina puede realizarse
mediante mezclado de plasma de la fraccion de Cohn | disuelta o del precipitado frio disuelto con detergentes y
humectantes o con un procedimiento de impulsos térmicos o luz laser. La solucién de fibrinbgeno con inactivacion
virica puede almacenarse como tal a temperatura de frigorifico de 4 a 8 °C, congelarse o liofilizarse para
almacenamiento.

Ejemplo 2 (comparativo):

Preparacion de una solucion de trombina con potencial generador de trombina.

Se obtuvo esta solucidon de trombina mediante mezclado de dos soluciones en igual medida que se produjeron a
partir de plasma humano adecuado para la preparaciéon de medicamentos para aplicacién a seres humanos. Ambas
soluciones estan exentas de pirégenos, exentas de iones de Ca y son estériles. Una solucion contiene trombina
exenta de virus a una concentracién a seleccionar de 20 a 2.500 unidades/ml, la otra contiene una mezcla de
protrombina-factores de coagulacion exenta de virus que puede generar al menos 1000 unidades de trombina por ml
después de la adicion de iones de Ca.

Esta mezcla se mezcla a un centésimo de proporcion de volumen con una solucién estéril de polietilenglicol al 10 %
(pureza farmaceéutica) y la mezcla se rellena entonces, segun la dosificacién deseada, en matraces transparentes o
jeringuillas precargadas y se congela, en caso necesario se liofiliza, se cierra, se almacena, se etiqueta y se
empaqueta.

Ejemplo 3 (comparativo):

Preparacion de medicamentos adecuados para seres humanos para aplicacion local de preparados farmacéuticos
que contienen fibrina y trombina.

Se usan 800 ml de un preparado de principio activo liquido exento de pir6genos segun el ejemplo 1, que se ha
producido a partir de plasma humano adecuado para la preparacion de medicamentos para seres humanos y que
presenta un contenido de fibrindgeno de al menos un 6 %, para la disolucién de un preparado farmacéutico
producido a partir de plasma humano adecuado para la preparaciéon de medicamentos para seres humanos, que
presenta 1.200 unidades de PAI-1 arbitrarias referidas a plasma humano u otra serpina, o mezcla de serpinas, que
no presenta efecto inhibidor de colagenasa o elastasa y contiene un contenido de zimoégeno de transglutaminasa
equivalente al menos a 4.000 unidades de factor XIIl. El preparado contiene ademas 2 g de CaCls.

Este preparado farmacéutico que contiene fibrindgeno se mezcla ahora con el preparado que contiene trombina
dado en el ejemplo 2, después de su reconstitucion con la correspondiente cantidad de agua para inyecciones, a
saber 4 partes de preparado que contiene fibrindgeno con 1 parte del preparado que contiene trombina.

Ejemplo 4 (comparativo):

Preparacion de una matriz extracelular alogénica provisional como medicamento

Se vierte una cantidad determinada de mezcla segun el ejemplo 3 en un molde esterilizado adecuado y se incuba
durante 5 horas en condiciones estériles a entre 35 y 37 °C. La matriz extracelular formada en el molde, estéril,
exenta de pirégenos, exenta de virus y alogénica para uso en seres humanos, se empaqueta en cubiertas de
polietileno estériles impermeables al vapor, se suelda y se almacena a temperatura de frigorifico de 4-8 °C para
autorizacion después de los correspondientes controles de calidad. Después de etiquetar, empaquetar y autorizar,
puede ponerse en circulacion el medicamento.

Ejemplo 5 (comparativo):

Preparacion de una matriz extracelular alogénica provisional mediante mezclado de tres preparados farmacéuticos
que se ofrecen como medicamento combinado.

El medicamento contiene tres preparados farmacéuticos que forman después de mezclar una matriz extracelular
alogénica provisional:

a. una solucion de fibrindgeno al 6 % segun el ejemplo 3,
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b. una mezcla liofilizada de zimégeno de transglutaminasa, serpina o mezcla de serpinas, exenta de efecto inhibidor
de colagenasa y elastasa y cloruro de calcio en las cantidades dadas en el ejemplo 3,

c. una solucion de trombina liofilizada segun el ejemplo 2.

En el medicamento, estd presente ademas agua para inyecciones, que se emplea para disolver el preparado
farmacéutico que contiene trombina segun el ejemplo 2, mientras que el preparado farmacéutico que contiene
zimogeno de transglutaminasa y serpina se disuelve en la solucion de fibrindgeno al 6 % segun el ejemplo 3.
Después del mezclado de la soluciéon que contiene fibrinégeno con la que contiene trombina, se incorpora esta a un
molde estéril exento de pirégenos deseado antes de la coagulacion de esta mezcla, y después de la solidificacion se
separa del molde y se aplica locamente en el lugar deseado o los lugares deseados, formando solo entonces
localmente una matriz extracelular alogénica provisional para seres humanos.

Ejemplo 6 (comparativo):

Matriz extracelular alogénica provisional reforzada biomecanicamente mediante el uso de colageno alogénico.

A la mezcla de los preparados farmacéuticos segun el ejemplo 4 y 5, puede incorporarse colageno humano fibrilar,
estéril, exento de pirégenos y exento de virus, a saber 5-100 mg/ml, o aplicarse la mezcla sobre una compresa de
colageno en forma de espuma rapidamente absorbente, ajustandose el contenido de trombina de la mezcla de modo
que ocurra la formacién de fibrina solo después de acabado el proceso de absorcion. Dicha compresa puede usarse
inmediatamente después del inicio del proceso de coagulacion o después de incubacion durante 5 horas a entre 35
y 37 °C empaquetada estéril, para procesamiento adicional del medicamento preparado.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de una solucion que contiene fibrindgeno que es almacenable a
temperatura de frigorifico o temperatura ambiente, caracterizado por que la soluciéon de fibrindbgeno se prepara a
partir de fibrindbgeno preparado por ingenieria genética o a partir de fibrindgeno producido a partir de plasma
mediante fraccionamiento con glicina a temperaturas menores de 0 °C.
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