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DESCRIPCION
Método para preparar una lamina de fibrina sélida
Antecedentes de la invencion
La presente invencion se refiere a métodos para preparar una lamina de fibrina sélida o cola de fibrina autéloga.

Es sabido que la cola de fibrina es un hemoderivado en gran parte que se usa como un adhesivo quirdrgico topico o
un agente hemostatico. Hay disponibles en el mercado varios kits que contienen fibrinbgeno concentrado de
donantes, asociado a un activador proteico de origen humano o animal, tal como trombina o batroxobina, para
obtener cola de fibrina heterdloga.

Tales kits conocidos implican el uso de material de origen humano o animal, que, debido a su origen, podria dar
lugar a posible contaminacion viral y a graves riesgos para el receptor de la cola de fibrina. Las autoridades se han
visto obligadas en el pasado a quitar del comercio o incluso prohibir los hemoderivados obtenidos usando material
de origen humano o animal. Ademas, se conocen en la literatura casos de rechazo resultantes de reimplantar fibrina
producida usando proteinas humanas o animales en pacientes. De hecho, tales casos son debidos al origen
heterdlogo, con respecto al organismo receptor, de la proteina sellante reimplantada o algunos de los componentes
usados para prepararla.

La cola de fibrina autéloga, es decir, cola de fibrina obtenida autolégicamente a partir de la propia sangre del
paciente, es mas fiable con respecto a los riesgos de rechazo y/o infeccion. Ya se han descrito varios
procedimientos para obtener cola de fibrina autéloga extemporanea, pero no hay disponible en el mercado kit
“preparado para uso” aunque se puede hallar en la literatura de patentes algunas referencias relevantes.

La Patente de Estados Unidos nimero 5.733.545 describe un concentrado de plasma-capa leucocitaria a combinar
con un activador fibrinégeno para formar un sellante de heridas de cola de plaquetas. El método descrito en esta
patente permite procesar la sangre del paciente con el fin de obtener cola de fibrina autéloga, pero los métodos
utilizan trombina o batroxobina como el activador fibrinbgeno. Estos activadores son de naturaleza humana o animal
y por lo tanto siguen implicando el riesgo de rechazo y/o infecciones virales para el paciente.

La Patente de Estados Unidos numero 6.368.298 describe la preparacion de cola de fibrina autéloga tratando
plasma separado con un activador de coagulacién de calcio (cloruro de calcio) en un “kit preparado para el uso”. La
Patente de Estados Unidos numero 5.853.600 describe un método para la separacion rapida, por centrifugacion
axial, de suero y plasma usando un tubo de muestra cilindrico que tiene nervios internos que se extienden
longitudinalmente. La publicacion no potente C. A. Estey, R. A. Felder, Clinical Chemistry 1996, 42(3), 402-409 se
refiere a pruebas clinicas realizadas usando separacion axial y describe las mejoras de la produccién y la variedad
de analisis sobre los métodos de separacion convencionales por centrifugacion.

La Patente de Estados Unidos nimero 5.555.007 describe un método y un aparato para hacer plasma concentrado
a usar como un sellante de tejidos. EI método consiste en separar plasma de sangre entera y extraer agua de dicho
plasma poniéndolo en contacto con un concentrador para obtener plasma concentrado que a continuacién puede
ser coagulado con una solucién conteniendo trombina y calcio. El aparato incluye un primer separador centrifugo en
una primera camara, un concentrador (por ejemplo, dextranémero o polacrilamida) incluido en una segunda camara
que comunica con la primera camara, y un segundo separador. El método descrito en esta referencia requiere un
largo tiempo para obtener el concentrado de plasma necesario para la posterior preparacion de cola de fibrina
autdloga y el aparato es caro y no desechable. El método no describe el uso de un activador de coagulacion de
calcio, y requiere un paso de preconcentracion.

Muchos métodos y sistemas requieren la transferencia de un fluido de un recipiente a otro. Por ejemplo, muchos
dispositivos quimicos y médicos requieren la transferencia de un volumen necesario de liquido a reaccionar
secuencialmente con varios reactivos y alicuotas volumétricas especificas. Una practica comun es quitar cierres en
dos recipientes y pipetar liquido de un recipiente al otro. Sin embargo, esta practica expone la muestra a
contaminantes medioambientales. Por ejemplo, se usa esta técnica para transferir plasma que ha sido separado de
glébulos rojos en una muestra de sangre. Sin embargo, se precisa una técnica especial para extraer el plasma en el
menisco de interfaz. Con frecuencia, los glébulos rojos de fraccion inferior, de alta densidad, indeseables
contaminan la muestra aspirada. Para evitar este problema, la pipeta se mantiene frecuentemente a una distancia
segura del menisco (es decir, el separador entre el plasma y los glébulos rojos), dando lugar por ello a una
transferencia incompleta de la muestra. La transferencia incompleta de la fraccion deseable da lugar a rendimiento
de volumen inferior al 6ptimo y relaciones no estequiométricas de los reactivos de la muestra y los del segundo
recipiente. Esta segunda condicién puede ser una fuente importante de variacion del rendimiento del producto. Este
es el caso de muchas reacciones enzimaticas en las que las tasas de reaccion son un maximo en algunas
relaciones estequiométricas y disminuyen rapidamente a relaciones mas altas o mas bajas.

El cuidado de las heridas es una de las cuestiones mas importantes en medicina, especialmente con respecto a
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Ulceras cronicas, fistulas, etc. Esta cuestion es importante no solamente a causa del alto costo de la gestion, sino
también a causa de la baja tasa de éxito. Otros problemas asociados con el cuidado de heridas y quemaduras
incluyen la pérdida de liquidos y la posibilidad de que se produzcan infecciones. Se ha usado membranas sintéticas
o de origen animal para separar las cavidades 6seas de los tejidos blandos en el proceso de reosificacion.

Un tratamiento para el cuidado de heridas puede incluir aplicar tejidos biolégicos o esponjas (generalmente a base
de proteinas) de origen animal, por ejemplo, colageno, fibrina, albumina al lugar de la herida. Sin embargo, las
respuestas alérgicas e inmunoldgicas son comunes en estas aplicaciones.

El cincuenta por ciento de estos casos no se resuelven con una sola aplicacion. Mas del veinte por ciento puede no
resolverse ni siquiera después de dos aplicaciones.

Otro tratamiento incluye trasplante de piel, que se realiza en los casos mas dificiles. Sin embargo, el trasplante de
piel es caro, y puede costar alrededor de $600-700 por aplicacion. Se usa una malla de colageno de caballo
modificado para soportar el nuevo tejido autélogo. La aplicacion es un proceso dificil que puede durar hasta 20 dias
para cultivo de tejido dérmico, con la posibilidad de contaminar la muestra, en relacion con las dimensiones.

En general, se desean métodos y sistemas para preparar cola de fibrina autéloga o una fibrina sélida que sea capaz
de regenerar tejido en un organismo vivo.

Descripcion detallada de los dibujos
La figura 1 es una vista en perspectiva de una primera realizacion comparativa.

La figura 2 es una vista en seccion transversal de un recipiente primario de la primera realizaciéon comparativa
representada en la figura 1.

La figura 3 es una vista en seccioén transversal de una realizacidon comparativa diferente del recipiente primario de la
figura 2.

La figura 4 es una vista en seccion transversal de una realizacion comparativa diferente del recipiente primario de la
figura 2.

La figura 5 es una vista en seccion transversal parcial ampliada de una porcidon de la primera realizacion
comparativa de la figura 1 que ilustra un primer extremo de un dispositivo de transferencia comenzando a perforar
un recipiente primario sellado.

La figura 6 es una vista similar a la expuesta en la figura 5 que ilustra el primer extremo del dispositivo de
transferencia perforando completamente el recipiente primario sellado y un segundo extremo del dispositivo de
transferencia perforando completamente un recipiente primario secundario sellado.

La figura 7 es una vista similar a la figura 2 que representa el tubo primario y su contenido invertido.

La figura 8 es una vista en planta superior de la primera realizacion comparativa representada en la figura 1.

La figura 9 es una vista en seccion transversal parcial de la figura 8 que representa el recipiente primario, el
recipiente secundario y el dispositivo de transferencia enganchados, y siendo transferido el contenido del primer
recipiente al segundo recipiente.

La figura 10 es una vista en planta superior de un kit que realiza la realizacién comparativa.

La figura 11 es una vista en perspectiva de una segunda realizacion comparativa.

La figura 12 es una vista en seccion transversal de la segunda realizacién comparativa | representada en la figura
1.

La figura 13 es una vista en seccion transversal similar a la figura 12 que representa el recipiente y el dispositivo de
recogida primario perforando el dispositivo de recogida primario.

La figura 14 es una vista en seccion transversal similar a la figura 12 que representa el recipiente perforando el
dispositivo de recogida primario, y vaciando su contenido al dispositivo.

La figura 15 es una vista en perspectiva de una tercera realizacion comparativa.

La figura 16 es una vista en seccion transversal de una tercera realizacion comparativa representada en la figura 15.
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La figura 17 es una vista en perspectiva de un dispositivo de transferencia.

La figura 18 es una vista en seccion transversal tomada a lo largo de la linea 18-18 de la figura 17.
La figura 19 es una vista en perspectiva de un cartucho que realiza un aspecto de la invencion.

La figura 20 es una vista en seccion transversal lateral del cartucho de la figura 19.

La figura 21 es una vista en perspectiva de un dispositivo que se puede emplear en un sistema de centrifugacion
axial segun un aspecto de la invencion.

La figura 22 es una vista en seccion transversal del dispositivo y el contenido representado en la figura 21.

La figura 23 es una vista en seccion transversal del dispositivo y el contenido representado en la figura 21 durante
una centrifugacion inicial.

La figura 24 es una vista en seccion transversal del dispositivo y el contenido representado en la figura 21 después
de haber parado la centrifugacion inicial.

La figura 25 es una vista en seccion transversal del dispositivo y el contenido representado en la figura 21 durante
una centrifugacion secundaria.

La figura 26 es una vista en perspectiva de una variacion del dispositivo representado en la figura 21, donde el radio
de la camara de densificacion secundaria es mas grande que el radio de la camara primaria de separacién de
células.

La figura 27 es una vista en seccion transversal de una variacion del sistema representado en la figura 21, en la que
se emplean camaras concéntricas.

La figura 28 es una vista en seccion transversal del dispositivo y el contenido representado en la figura 27 durante
una centrifugacion inicial.

La figura 29 es una vista en seccion transversal del dispositivo y el contenido representado en la figura 27 después
de haber parado la centrifugacion inicial.

La figura 30 es una vista en seccion transversal del dispositivo y el contenido representado en la figura 27 durante
una centrifugacion secundaria.

La figura 31 es una vista en seccion transversal de un sistema que emplea una membrana hidréfoba.
La figura 32 es una porcién ampliada de la figura 31.

La figura 32 es una vista en planta inferior de una camara de densificacion que tiene uno o mas nervios sélidos en la
pared interior.

La figura 33 es una vista en seccion transversal de una porcién de una pared de la camara de densificacion que
tiene un refuerzo de tela.

La figura 34 es una vista en seccion transversal de una variacion de la pared de la figura 33, en la que la pared esta
provista de abombamientos.

La figura 35 es una vista en seccion transversal de una variacion de la pared de la figura 33, en la que la pared esta
provista de ranuras.

La figura 36 representa una camara de densificacion recubierta con una pelicula extraible que tiene lengietas,
facilitando la pelicula la extraccién de la membrana.

La figura 37 representa una membrana que tiene perforaciones para facilitar el rasgado.
La figura 38 es una vista en perspectiva parcialmente en seccién de un dispositivo médico rotor.

La figura 39 es una vista en planta inferior de una camara de densificacion que tiene uno o mas nervios sélidos en la
pared interior.

La figura 40 representa ejemplos de un molde orientado para uso en un sistema de centrifugacion radial (como se
representa en la figura 40(a)) y un molde orientado para uso en un sistema de centrifugacion axial (como se
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representa en la figura 40(b)).

La figura 41 representa una porcion de un dispositivo que tiene un molde, en el que se emplea un embudo y un
canal para promover el llenado de la cavidad.

La figura 42 representa una porcion de un dispositivo que tiene un molde, en el que se emplean agujeros de
ventilacion para permitir el escape apropiado de gases y liquidos.

La figura 43 es una vista en perspectiva, representada parcialmente en seccién transversal, de un dispositivo que
tiene moldes, paletas que dividen dos camaras y un agujero de ventilacion.

La figura 44 es una vista en planta superior del dispositivo de la figura 43.

La figura 45 es una vista en planta superior de un dispositivo que tiene moldes, paletas que dividen tres camaras
desiguales y un agujero de ventilacion.

La figura 46 es una vista en planta superior de una modificacion del dispositivo de la figura 45, en la que los moldes
se representan integrales, conectados y extendiéndose desde el dispositivo y las paletas dividen tres camaras
iguales.

La figura 47 es una vista en seccion transversal lateral de una porcion de cualquiera de los dispositivos
representados en las figuras 43-46 después de haber introducido plasma rico en plaquetas en al menos una camara,
pero antes de que el dispositivo haya sido centrifugado.

La figura 48 es una vista en seccion transversal lateral de una porcién del dispositivo representado en la figura 47
justo después de que el dispositivo ha sido centrifugado.

La figura 49 es una vista en seccion transversal lateral de una porcién del dispositivo representado en la figura 47 en
centrifugacion plena, en la que el plasma rico en plaquetas ha entrado en al menos uno de los moldes.

La figura 50 es una vista en seccion transversal que representa una alternativa de plastico, por ejemplo, vidrio fijado
a la parte inferior.

La figura 51 es una vista en seccion transversal que representa una alternativa de plastico, por ejemplo, esferas de
vidrio encoladas o apiladas en caliente en la parte inferior.

La figura 52a es una vista en perspectiva de un recipiente primario envuelto en una pelicula estéril y alojado por un
soporte.

La figura 52b es una vista despiezada de la figura 54a que representa un aro en el tubo primario.

La figura 53 es una vista en seccion transversal parcial de un sistema de dispensacion/bombeo que puede ser
empleado con algunas realizaciones de la invencion.

La figura 54a es una vista en seccion transversal de una copa que tiene una parte inferior perforada, estando
alojada la copa en un recipiente secundario.

La figura 54b es una vista en seccion transversal de una realizacion alternativa de la copa representada en la figura
54a.

La figura 54c es una vista en seccion transversal tomada a lo largo de la linea 54c-54c de la figura 54b.

La figura 54d es una vista en seccion transversal de una realizacion alternativa de la copa representada en la figura
54b, teniendo la copa perforaciones a lo largo de su longitud.

La figura 54e es una vista en seccion transversal parcial que representa un sistema dispensador operado por
desplazamiento positivo en unién con la copa de cualquiera de las figuras 54a-54d.

La figura 54f es una vista en seccion transversal parcial que representa un sistema dispensador similar a la figura
54e, en el que se utiliza un mecanismo de pistola de calafateo.

La figura 55 es una secuencia en seccion transversal parcial que representa un sistema dispensador, en el que el
tubo secundario tiene dos tapones.

La figura 56 es una vista en perspectiva de un inserto moldeable.
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Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a un método para preparar una lamina de fibrina solida, incluyendo el método:
extraer sangre de un paciente;

separar plasma de la sangre; y

simultaneamente coagular y centrifugar axialmente el plasma para formar la lamina de fibrina sdlida, siendo
adecuada la lamina de fibrina sélida para regenerar tejido corporal en un organismo vivo; asi como un dispositivo
para llevar a cabo el método anterior, incluyendo

una camara primaria,
Una camara secundaria conteniendo un coagulador; y
Un medio que separa la camara primaria de la cdmara secundaria, usandose el dispositivo en centrifugacion axial.

En el método de la presente invencion, se usa un kit preparado para el uso, que permite obtener rapidamente cola
de fibrina autdloga, aliviando al menos parcialmente las infecciones virales y/o los casos de rechazo cuando se usa
en cirugia.

Esto se puede lograr usando un activador de coagulacion, que no es de origen humano ni animal, sino mas bien un
compuesto inorganico que, por lo tanto, no puede ser infectado y no da lugar a rechazo.

El kit “preparado para uso” usado en el método de la presente invenciéon puede incluir un recipiente sellado
conteniendo cloruro de calcio como activador de coagulacion. El cloruro de calcio activa el fibrinégeno presente en el
plasma del paciente cuando éste es introducido al recipiente sellado.

Los sistemas y los kits tienen la gran ventaja de permitir la preparacion de cola de fibrina autéloga que puede ser
usada sin riesgo de infecciones virales o casos de rechazo. El kit también puede permitir la preparacion de cola de
fibrina autdloga a partir de plasma del paciente en un tiempo muy corto asi como en la formacioén de coagulos o
membrana o pulverizacion. El kit preparado para uso también puede permitir obtener la cola de fibrina autéloga a
costos proporcionalmente mas bajos con respecto a los sistemas conocidos. Ademas, el kit preparado para uso
también puede proporcionar plaquetas y sus factores de crecimiento asociados para regeneracion rapida de tejido.

Otras ventajas del kit seran evidentes a los expertos en la técnica a partir de la descripcion detallada siguiente de
algunas de sus realizaciones.

Los recipientes adecuados para el kit incluyen un recipiente de vidrio para antibiéticos como el descrito a
continuacion en el ejemplo 1. También se puede usar tubos de prueba de vidrio o plastico. El volumen preferido del
recipiente es de 5 a 15 ml. Los tubos de prueba tienen preferiblemente un diametro del orden de 12 a 16 mm y una
altura del orden de 75 a 100 mm. El recipiente debera ser adecuadamente grueso de manera que resista los
esfuerzos resultantes de la diferencia de presion entre su espacio interior y la atmésfera cuando se rarifique. Los
tubos inferiores semiesféricos o conicos son preferiblemente de 0,7 mm de grueso, los tubos inferiores planos 1 mm
de grueso. Los recipientes de plastico se hacen preferiblemente de resina de poliéster transparente, de 0,2-0,8 mm
de grueso, con el fin de asegurar que el vacio se mantenga durante al menos 12 meses después de la produccion.
Después de la preparacion, los tubos de prueba de plastico se introducen preferiblemente en un recipiente de
hojalata estanco al vacio que tiene una capa interior de polietileno termosellada con el fin de asegurar una perfecta
estanqueidad hasta la fecha de uso.

Se debera indicar que la rarificacion de recipientes o tubos de prueba es aconsejable; sin embargo, no es necesaria
para poner en practica la presente invencion.

Los recipientes o tubos de prueba pueden estar sellados con tapones de caucho o silicona perforables, que sean
adecuados para asegurar que el recipiente sea perfectamente estanco y para permitir la obturacion por vacio
después de la introduccion de los componentes quimicos y antes del paso de esterilizacion por vapor o radiacion.

Después del sellado, los recipientes pueden ser esterilizados bajo vapor a 121°C durante 30 minutos. La
esterilizacion se puede llevar a cabo también por irradiacion con rayos gamma o haz de electrones.

Aunque se puede usar un acido tranexamico estabilizador de fibrina, también es adecuado acido epsilon-amino-
caproico puro y cristalino. La cantidad sera aproximadamente 1 g al usar un recipiente de 25 ml, adecuado para una
cantidad de plasma de 20 ml. A veces no hay que usar un estabilizador de fibrina. Se puede afiadir otros agentes
terapéuticos mejoradores del rendimiento al segundo recipiente para inclusion en la red de fibrina y plaquetas. Los
ejemplos incluyen, aunque sin limitacién, injerto de hueso y tejido blando y materiales de andamios, antibidticos,
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analgésicos, células madre, agentes quimiotdxicos para terapia contra el cancer, inmunosupresores, células
disefiadas para expresion de moléculas deseadas, y sus combinaciones.

Como un activador de coagulacion, se puede usar CaCly-2H >0 sélido o una solucién liquida conteniendo calcio en
el kit segun la presente invencion, aunque se puede usar otros activadores de coagulacién (enumerados mas
adelante). Por ejemplo, se puede introducir 11,76 mg de CaCl,-2H ;0 en un recipiente de 5 ml, usando un dosimetro
de precisién (error maximo: 1-2 mg), con el fin de evitar la introduccién de componentes extrafios contaminantes.
Alternativamente, se puede usar otra especie catidnica, tal como iones magnesio, manganeso o zinc, que tienen una
afinidad mas alta al anticoagulante que el calcio endégeno, en lugar de cationes de calcio divalente. Después de la
adicion al plasma rico en plaquetas (PRP) anticoagulado, los iones de calcio endégeno son desplazados del
anticoagulante por la especie catidénica de afinidad mas alta y los iones de calcio endoégeno original estan
disponibles para activacion de coagulos.

En caso de un recipiente de 15 ml para una cantidad de plasma de 12 ml, la cantidad de cloruro de calcio
deshidratado sélido a introducir sera de hasta 35,28 mg, mientras que la cantidad de acido tranexamico sera
proporcionalmente de hasta 300 mg de cristales.

En caso de un recipiente de 25 ml para una cantidad de plasma de 20 ml, la cantidad de cloruro de calcio
deshidratado a introducir serda de hasta 58,8 mg mientras que la cantidad de acido tranexamico sera
proporcionalmente de hasta 500 mg de cristales.

Ademas de la forma deshidratada usada en los ejemplos, el cloruro de calcio puede estar en cualquier otra forma
adecuada disponible en el mercado, por ejemplo, como CaCl »:2H 0. También se puede usar una solucion de esta
sal, como se describe en el ejemplo 1 siguiente.

La presente invencion proporciona métodos para formar una lamina de fibrina sélida o cola autéloga capaz de
regenerar tejido en un organismo vivo. En estos métodos, se obtiene plasma anticoagulado por centrifugacion de
una muestra de sangre. Los dispositivos de transferencia aqui descritos permiten que el plasma sea transferido a un
segundo recipiente conteniendo agentes de coagulacién de calcio y después inmediatamente centrifugado con el fin
de obtener una red de fibrina y plaquetas autdloga, densa, estable. Los dispositivos de transferencia aqui descritos
también se pueden usar para transferir otros liquidos en otras aplicaciones. En otros términos, los métodos, los
dispositivos de transferencia y los sistemas aqui descritos permiten la centrifugaciéon y coagulacion concomitantes.
Usando estos sistemas y métodos, se puede lograr al menos uno de los siguientes: 1) la muestra es manipulada de
manera que se mantenga la esterilidad; 2) se transfiere el volumen total de plasma para maximizar el pleno
rendimiento de un coagulo; 3) la relacion estequiométrica de anticoagulante y agente de coagulacion de calcio se
mantiene en un rango estrecho para minimizar el tiempo de coagulacion; 4) la transferencia se completa
rapidamente y puede ser realizada de forma interoperativa dentro de la duracion media de los factores de
crecimiento derivados de plaquetas; 5) los proveedores de atencién sanitaria que no realizan normalmente estas
operaciones (por ejemplo, los dentistas) pueden realizar faciimente estos métodos y operar los sistemas; y 6) los
dispositivos son de un solo uso con el fin de evitar la reutilizacion y la posible contaminacién por patégenos
transportados en la sangre.

En términos generales, la invencion proporciona métodos para preparar una lamina de fibrina sélida o cola autéloga
que puede ser usada para regenerar tejido en un organismo vivo. A efectos de ilustracion, la presente invencion se
describira en primer lugar con ayuda de métodos comparativos usando centrifugacion radial. En una realizacion
comparativa (representada en la figura 1), el sistema incluye un recipiente primario 10, un recipiente secundario 14 y
un dispositivo de transferencia 18. Preferiblemente, los recipientes primario y secundario 10, 14 son tubos, y mas en
concreto, tubos de prueba, aunque cualquier recipiente que sea capaz de contener un fluido o liquido y ser
centrifugado es adecuado para el uso. Los recipientes 10, 14 se hacen preferiblemente de vidrio o plastico.

El recipiente primario 10 debera ser capaz de extraer sangre de él usando técnicas de venipuntura estandar.
Preferiblemente, el recipiente primario 10 esta sellado con un cierre hermético 22 mientras se extrae la sangre para
evitar la contaminacion, aunque el recipiente 10 se puede sellar poco después. Se puede usar una variedad de
cierres herméticos 22 para sellar el recipiente primario 10, por ejemplo, un tapén de caucho, tapén, espuma,
elastémero u otro compuesto. El cierre hermético 22 debera ser capaz de ser perforado o pinchado, y por lo tanto el
caucho vy la silicona son materiales preferidos a partir de los que se fabrica el cierre hermético, aunque se puede
usar cualquier material que proporcione un cierre hermético y que sea capaz de ser perforado. El recipiente primario
10 puede contener una solucion anticoagulante 25. El anticoagulante 25 de la solucion incluye preferiblemente un
agente de unién de calcio. Mas en concreto, el anticoagulante 25 puede incluir citrato de sodio, sal disédica del
acido etilendiamintetraacético, sal dipotasica del acido etilendiamintetraacético y tripotasio y sus combinaciones.
Preferiblemente, el recipiente primario 10 contiene una solucion de citrato de sodio. El anticoagulante 25 tiende a
aclarar la sangre recogida en el recipiente primario 10 con el fin de colocarla en condiciones de centrifugacion.
Ademas, el recipiente primario incluye un medio de separacién por gradiente de densidad 26, aire 27 asi como un
fluido de alta viscosidad y baja densidad 28 (véase la figura 10 que representa un kit mejor descrito mas adelante).

El medio de separacion por gradiente de densidad 26 debe ser capaz de separar diferentes fracciones de un liquido
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o fluido concreto en el recipiente primario 10 que tengan diferentes densidades. El medio de separacion 26 permite
separar por centrifugacion fracciones densas indeseadas del liquido, y posteriormente quitarlas. Por ejemplo, el
medio de separacion 26 puede separar glébulos rojos 30 de plasma rico en plaquetas 34 durante la centrifugacion
de una muestra de sangre. En un ejemplo, el medio de separacion 26 puede encontrarse en el fondo del recipiente
primario 10. En otros ejemplos, el medio de separacion 26 se puede aplicar como un aro alrededor del interior del
recipiente primario 10, o en cualquier otra posicién interior adecuada. Aunque es adecuado cualquier medio de
separacion por gradiente de densidad 26 capaz de separar liquidos que tengan diferentes densidades durante la
centrifugacion, preferiblemente el medio 26 es un gel, y mas preferiblemente, un gel tixotrépico. La figura 2 ilustra el
recipiente primario 10 después de que la centrifugacion de una muestra de sangre ha tenido lugar, y también
representa el medio de separacion de gel 26. Preferiblemente, el gel tixotropico tiene un limite de fluencia suficiente
tal que no fluya en o se mueva por el recipiente primario 10 en condiciones ambientales ordinarias, pero que fluya a
las fuerzas centrifugas mas altas que experimente durante la centrifugacion. Muy preferiblemente, se prefiere un gel
que tenga una densidad menor que la alta densidad de la fraccién indeseada de glébulos rojos 30, pero mayor que
la densidad de la fraccién de plasma deseada 34. En otros términos, es muy preferible un gel u otro medio que sea
capaz de separar glébulos rojos 30 de plasma 34 después de centrifugar una muestra de sangre. Tal medio 26 se
movera o fluird dentro del recipiente durante la centrifugacion, pero no fluira a continuacién, creando por ello una
barrera semipermanente entre las fracciones separadas cuando se complete la centrifugacion.

Como se representa en la figura 3, otro medio adecuado de separacion por gradiente de densidad 26 que puede ser
empleado en el recipiente primario 10 es una pluralidad de perlas de plastico 26 que posean la deseada densidad
para separacion de fracciones. Las perlas pueden estar suspendidas en el fluido de alta viscosidad y baja densidad
requerido para el sellado posterior del dispositivo de transferencia 38. Durante la centrifugacion, las perlas 26 migran
a la interfaz entre las dos fracciones 30, 34 y son compactadas, en forma muy parecida a sinterizacion, formando
una barrera estable entre las fracciones que tienen diferentes densidades (es decir, los glébulos rojos 30 y el plasma
34). El fluido de alta viscosidad y baja densidad residual que recubre los pellets contribuye a la estabilidad de la
capa compactada.

Otro medio adecuado de separacion por gradiente de densidad incluye dispositivos poliméricos flotantes como los
descritos en las Patentes de Estados Unidos numeros 5.560.830 y 5.736.033 concedidas a Coleman. La figura 4
representa un dispositivo polimérico flotante 26.

El fluido inmiscible de baja densidad y alta viscosidad 28 (“fluido LDHV”) en el recipiente primario incluye
generalmente un aceite inerte. Muy preferiblemente, el fluido LDHYV incluye poliéster, silicona u otro fluido inerte, y se
aplica al recipiente primario en una posicion encima del gel mediante bombas de desplazamiento o presion. El fluido
LDHV debe ser capaz de bloquear o eliminar el flujo a través de la canula 38 del dispositivo de transferencia 18 a la
entrada en él, como se describe mejor mas adelante.

El recipiente secundario 14 (representado, entre otros, en las figuras 1 y 10) contiene los reactivos quimicos
necesarios para reacciones concretas. El segundo recipiente 14 esta sellado con un cierre hermético 24 de manera
similar al primer recipiente 10, es decir, con un tapén de caucho, tapén, espuma, elastbmero u otro compuesto. En
una aplicacién de la invencion explicada a continuacién, el tubo secundario puede contener un activador de
coagulacion de calcio 36. Los ejemplos de activadores de coagulacion de calcio adecuados incluyen, aunque sin
limitacion, cloruro de calcio, fluoruro de calcio, carbonato de calcio y sus combinaciones, sin embargo, cualquier sal
conteniendo calcio sera suficiente como un activador de coagulacion de calcio. Ademas, otros activadores incluyen
gluconato de calcio, fumarato de calcio, piruvato de calcio y otras sales de calcio organico que sean solubles en
agua y que sean compatibles con la vida humana. El activador de coagulacion coagula el plasma cuando entra en
contacto con él. El recipiente secundario 14 puede ser rarificado completamente a una presién interna que sea
sustancialmente cero. La rarificacion del recipiente secundario 14 facilita la transferencia de fluido desde el
recipiente primario 10 al recipiente secundario 14 a través del dispositivo de transferencia 18. Dado que no hay
moléculas de gas cuando el recipiente secundario 14 se llena durante la transferencia, no hay compresion del gas
residual con aumento de presion resultante. Como resultado, la tasa de flujo se maximiza, se facilita la transferencia
completa, se mantiene la esterilidad eliminando la necesidad de ventilacion y se mantiene la relacion
estequiométrica deseada para la reaccion deseada.

El recipiente secundario también puede contener uno o varios agentes mejoradores terapéuticos tales como
antibioticos, analgésico, agentes terapéuticos contra el cancer, factores de crecimiento de plaquetas, proteinas
morfogénicas 6seas, células madre, materiales de injerto dseo, injerto de tejido blando y materiales de cultivo de
células, inmunosupresores y sus combinaciones. También se puede incluir otros agentes terapéuticos que puedan
ser administrados de forma tépica. Los ejemplos de antibidticos incluyen, aunque sin limitacion, ampicilina,
eritromicina, tobramicina y sus combinaciones. Los analgésicos incluyen, aunque sin limitacion, aspirina, codeina y
sus combinaciones. Los agentes terapéuticos contra el cancer incluyen, aunque sin limitacién, 5-fluoruracilo. Los
materiales de injerto 6seo incluyen, aunque sin limitaciéon, hueso autélogo, aloinjerto o homoinjerto de cadaveres,
hueso de origen animal (xenoinjertos o heteroinjertos; por ejemplo, ovino, bovino, porcino, equino), injertos de hueso
sintético (fosfato tricalcico, hidroxiapatita, ceramica de sulfato de calcio), compuestos ortobioldgicos (factores de
crecimiento derivados de plaquetas (PDGF)), proteina morfogénica 6sea (BMP), proteina morfogénica ésea humana
recombinante (rhBMP), y sus combinaciones. Los materiales de injerto de tejido blando y cultivo de células incluyen,
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aunque sin limitacion, piel, materiales de injerto cutaneo (Apligraf comercializado por Organogenesis), injerto gingival
(por ejemplo, de paleta blanda), colageno, injertos bioabsorbibles, injertos vasculares, PDGF, Factor 4 de plaquetas
(PF4), tromboglobulina, trombospondina, TEFLON™ y DACRON™ de DuPont y sus combinaciones. Los
inmunosupresores incluyen, aunque sin limitacién, inmunosupresores para trasplantes de o6rganos (por ejemplo,
corticoesteroides, bloqueadores de calcinneurina (ciclosporina, tacrolimus, SK506), micofenolato mofetil, rapamicina)
e inmunosupresores cutaneos (serolimus, receptor agonista espingosina 1-fosfato (STY720)). También se puede
incluir células vivas para expresion de moléculas deseadas y terapia génica.

El dispositivo de transferencia 18 puede incluir dos piezas, como se representa, por ejemplo, en la figura 1 o,
alternativamente, puede ser de una pieza, como se representa, por ejemplo, en las figuras 17-18. Como se
representa mejor en las figuras 5-6 y 17-18, el dispositivo de transferencia 18 incluye una canula 38 que tiene un
primer extremo 42 que tiene una primera abertura 46 y un segundo extremo 50 que tiene una segunda abertura 54.
Los extremos 42, 50 de la canula 38 estan afilados o son puntiagudos (o incluso tienen un bisel rectificado) de
manera que sean capaces de perforar o penetrar los cierres herméticos 22, 24 de los recipientes primario y
secundario 10, 14. La canula 38 esta rebajada y montada coaxialmente dentro del alojamiento 58 con el fin de evitar
la adherencia accidental de los dedos durante la manipulacion de los recipientes. El alojamiento 58 tiene dos guias
cilindricas opuestas 62, 64 que estan en el centro y orientadas axialmente con la canula 38. Las guias 62, 64 sirven
para guiar los recipientes primario y secundario 10, 14 sobre los extremos primero y segundo 42, 50 del dispositivo
de transferencia 18. Las figuras 5 y 6 muestran las guias 62, 64 guiando los recipientes 10, 14 sobre los extremos
primero y segundo 42, 50.

Los extremos 42, 50 de la canula 38 pueden estar rodeados o cubiertos con valvulas de seguridad, vainas o
manguitos elastoméricos 68, 72, que forman un cierre hermético. Las vainas de seguridad 68, 72 también cubren las
aberturas primera y segunda 46, 54. Cuando los extremos primero y segundo 42, 50 perforan los manguitos
elastoméricos 68, 72, los manguitos 68, 72 se retiran consiguientemente. La figura 5 representa el primer extremo
42 comenzando a perforar el cierre hermético 22 del recipiente primario 10 y retirandose consiguientemente el
manguito 68, mientras que el manguito 72 todavia cubre completamente el segundo extremo 50. Los extremos 42,
50 se extienden suficientemente lejos para perforar completamente los cierres herméticos 22, 24, pero no se
extienden mucho mas a los recipientes 10, 14 (como se representa en la figura 6). Esto permite la maxima
transferencia de volumen liquido del recipiente primario invertido 10 al recipiente secundario 14. La figura 6 también
representa los extremos primero y segundo 42, 50 con los cierres herméticos 22, 24 de los recipientes primero y
segundo 10, 14 completamente perforados, y ambos manguitos 68, 72 completamente retirados. Los manguitos
elastoméricos 68, 72 evitan el flujo de gas o liquido cuando no estan perforados. Los materiales adecuados para los
manguitos 68, 72 incluyen, aunque sin limitacién, variedades de caucho y elastobmeros termoplasticos.

Pasando ahora a la operacion de la primera realizacion comparativa, una vez que se ha aspirado sangre al
recipiente primario 10 usando técnicas de venipuntura estandar, la sangre es anticoagulada por el anticoagulante 25
que contiene. Tipicamente, el recipiente primario 10 esta sellado mientras la sangre es aspirada; sin embargo, se
puede sellar a continuacion. El sellado del recipiente primario 10 evita la contaminaciéon de su contenido. A
continuacion, el recipiente primario y su contenido 10 (es decir, sangre, anticoagulante 25, medio de separacion 26 y
fluido LDHV 28) son centrifugados. Puede tener lugar centrifugacion aceptable a una fuerza gravitacional en el
rango de 900 a 3.500 xG durante 5 a 15 minutos. En una realizacion preferida, el recipiente primario es centrifugado
a una fuerza gravitacional de aproximadamente 1.000 xG durante diez minutos aproximadamente. Esta
centrifugacion inicial separa el contenido o fracciones del recipiente primario en una pluralidad de capas, como se
representa, por ejemplo, en la figura 2. Las capas incluyen (en orden desde el fondo del recipiente primario 10 a la
parte superior del recipiente después de la centrifugacion): la capa de glébulos rojos 30, el medio de separacion 26,
la capa de plasma rico en plaquetas 34, la capa de fluido LDHV 28, y finalmente un volumen de gas residual 27 a
una presion igual a la atmosférica. Las proporciones de estas capas pueden variar de una aplicacién a otra, y se
representan aqui en dichas proporciones a efectos ilustrativos solamente. Después de la centrifugacion, el recipiente
primario sellado 10 se invierte antes de usar el dispositivo de transferencia 18 para perforar el cierre hermético 22.
En otros términos, el recipiente primario 10 se invierte de tal manera que la abertura sellada esté en la posicion
vertical mas baja representada en la figura 7. La inversion del recipiente primario cambia el orden en el que las
capas estan colocadas. Encima del cierre hermético 22 estan las capas siguientes en secuencia de abajo arriba: el
plasma rico en plaquetas 34, el fluido inmiscible de alta viscosidad y baja densidad 28, el gas residual 27, el medio
de separacion 26 y los glébulos rojos 30.

A continuacién, se coloca el recipiente secundario 14 en una posicion vertical con su abertura sellada 24 en la
posicidn superior mejor representada en la figura 8. Esto pone el recipiente secundario 14 para la transferencia del
contenido del recipiente primario. La figura 8 ilustra el recipiente primario centrifugado 10 en la posicion invertida
encima del dispositivo de transferencia 18, que esta encima del recipiente secundario 14 en la posicién apropiada
para la transferencia. La guia 64 del dispositivo de transferencia se coloca entonces sobre el recipiente secundario
14 y lo guia, mientras que el recipiente primario invertido 10 se coloca entonces en la otra guia 62 (o viceversa). En
otros términos, se puede usar cualquier extremo 42, 50 de la canula 38 para perforar cualquier cierre hermético 22,
24. Dado que el dispositivo de transferencia 18 es simétrico en ambos extremos, al usuario se le da un grado de
operacion a prueba de impericia. El usuario junta entonces los recipientes con el fin de perforar ambos cierres
herméticos 22, 24 con cada extremo de canula respectivo 42, 50. Los dos manguitos de valvula 68, 72 que cubren
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los extremos 42, 50 mejoran mas la operacion a prueba de impericia. En primer lugar, si el primer extremo 42
perfora el cierre hermético primario 22 (de nuevo, se puede usar cualquier extremo para perforar cualquier cierre
hermético), el manguito no perforado 72 que cubre el otro extremo 50 contendra el fluido, evitando por ello que el
fluido se derrame. Por otra parte, si el otro extremo 50 perfora el otro cierre hermético 24 (y el manguito 72
consiguientemente) en primer lugar, el vacio es mantenido por el manguito 68 que cubre el primer extremo 42.

Una vez que los extremos 42, 50 perforan ambos manguitos 68, 72 y los cierres herméticos 22, 24 como se
representa en las figuras 6 y 9, el fluido deseado es transferido desde el recipiente primario 10 al recipiente
secundario 14 por presion diferencial. En otros términos, dado que la presion en el recipiente secundario 14 ha sido
rarificada, el contenido (mas en concreto, el plasma 34) del recipiente primario 10 fluye al recipiente secundario 14.
La presion en el recipiente primario 10, originalmente atmosférica, disminuye cuando el nivel de liquido disminuye y
el volumen de gas se expande. Sin embargo, la presién nunca es igual a cero. Dado que el recipiente secundario 14
esta completamente rarificado a una presion igual o ligeramente superior a cero, la presion en él no aumenta cuando
se llena el tubo dado que hay poco o nada de gas a comprimir. Consiguientemente, el aparato 18 puede ser usado
para transferir una amplia variedad de liquidos y soluciones de un tubo a otro, y no se debera interpretar limitado
solamente a la transferencia de sangre.

A causa de la disposicion secuencial concreta de las capas en el recipiente primario 10, el plasma rico en plaquetas
34 se transfiere facilmente. Ademas, dado que el recipiente primario 10 también esta preestablecido a un nivel de
rarificacion, el recipiente solo se llena parcialmente después de la recogida de sangre. Esto permite que el gas en el
“espacio superior” permanezca de forma significativa por encima de cero durante la transferencia cuando su
volumen se expanda, permitiendo por ello la transferencia rapida y completa al recipiente secundario 14. Esto viene
dictado por la ley de los gases ideales y la ecuacion de Poiseuille-Hagen.

La transferencia del contenido o los fragmentos del recipiente primario (es decir, el plasma rico en plaguetas)
continda hasta que el fluido LDHV 28 entra en la canula 38. La alta viscosidad del fluido LDHV tapa el lumen
estrecho de la canula 38, dando lugar por ello a interrupcion del flujo. Esto evita la reutilizacion del dispositivo de
transferencia 18, lo que es especialmente importante al intentar eliminar dispositivos de transferencia de sangre
contaminados, y también evita la contaminacion accidental por patégenos transportados en la sangre por el uso
anterior en o por otro paciente.

La transferencia de la fraccion de plasma 34 al recipiente secundario 14 se completa, permitiendo por ello el maximo
rendimiento y mantenimiento de la relacion estequiométrica apropiada de reactivos. El plasma 34 contacta entonces
el activador de coagulacion 36 en el segundo recipiente 14, creando por ello una mezcla 60 que puede ser
centrifugada inmediatamente para formar una lamina de fibrina sélida. La presién diferencial entre los recipientes
primario y secundario 10, 14 se mantiene sustancialmente durante toda la transferencia, permitiendo una
transferencia rapida. El dispositivo de transferencia 18 no queda afectado por orden del enganche de tubos,
haciendo que el sistema sea virtualmente a prueba de impericia. Finalmente, la transferencia tiene lugar sin
ventilacidon, manteniendo la esterilidad y la no contaminacion de la muestra.

En general, el dispositivo de transferencia 18 proporciona una forma rapida y eficiente de poner el plasma 34 en
contacto con el activador de coagulacion de calcio 36, inmediatamente después de lo cual tiene lugar la coagulacion
y centrifugacion concomitantes del plasma con el fin de formar la lamina de fibrina sélida. La lamina de fibrina sélida
es adecuada para regenerar tejido corporal en un organismo vivo. Tal método alivia la necesidad de preconcentrar
primero el plasma extrayendo agua de él antes de poner el plasma en contacto con el activador de coagulacion de
calcio 36. Ademas, el dispositivo de transferencia 18 puede ser usado para transferir sangre u otros fluidos en una
amplia variedad de aplicaciones.

Un kit preparado para el uso como el empleado en la presente invencion se representa en la figura 10. El kit incluye
el recipiente primario 10, el recipiente secundario 14 y el dispositivo de transferencia 18. En una realizacién del kit, el
kit puede tener dos bandejas 70, 74 que se elevan de un paquete. La primera bandeja 70 tiene todos los
componentes necesarios para el paso 1y la segunda bandeja 74 tiene todos los componentes requeridos para el
paso 2. Naturalmente, los componentes se pueden disponer en una amplia variedad de formas.

El paso 1 incluye recoger sangre en el recipiente primario 10, seguido de la centrifugacion para obtener plasma rico
en plaquetas. Los componentes de la primera bandeja 70 incluyen un escobillon de alcohol 78 para limpiar el lugar
de venipuntura, una aguja de recogida de muestra de sangre multiple 82 (calibre 21 x 1”), un soporte de seguridad
86, el recipiente primario 10 conteniendo el anticoagulante (por ejemplo, citrato), gel, fluido LDHV y una venda 90
para cubrir el lugar de venipuntura. El lugar de venipuntura se limpia con el escobillon de alcohol estéril 78. El
cartucho de aguja 84 se abre y enrosca en el soporte de seguridad 86. A continuacion se introduce la aguja 82 en la
vena del paciente y se conecta el recipiente 10 al soporte 86. Entonces, la sangre llena el recipiente, y la aguja 82
se retira y retrae al soporte 86. El extremo del soporte se cierra con la aleta articulada. La vena se cierra con la
venda 90. El recipiente 10 se centrifuga a 1000 xG durante 10 minutos aproximadamente y el plasma se separa de
los glébulos rojos.

Los componentes de la segunda bandeja son los componentes usados para el paso 2. Incluyen un tubo AFT (tubo
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de fibrina autdloga) o recipiente secundario 14 y un dispositivo de transferencia 18. El paso 2 incluye colocar el
recipiente primario 10 en una posicion invertida y en el dispositivo de transferencia 18. El recipiente secundario 14
contiene el coagulador y se perfora con el otro extremo del dispositivo de transferencia. Se unen los recipientes 10,
14 y el plasma rico en plaquetas fluye desde el recipiente primario 10 al recipiente secundario 14. El recipiente
secundario se centrifuga entonces inmediatamente a 2300 xG durante 30 minutos para obtener fibrina densa con
plaguetas o una lamina de fibrina sélida.

En una segunda realizacion comparativa se facilita otro sistema integrado para preparar una lamina de fibrina solida,
como se representa en las figuras 11-14. El sistema incluye un dispositivo de recogida primario 10, que es muy
similar al recipiente primario 10 de la primera realizacién. El dispositivo de recogida 10 puede contener un medio de
separacion de células por gradiente de densidad 26 (como se ha descrito anteriormente) y un anticoagulante (no
representado) asi como un depdsito 94 que se puede conectar al dispositivo de recogida primario 10 o ser integral
con él. La explicacion anterior relativa a la primera realizacion de la invencion, y mas en concreto, al medio de
separacion 26 se aplica a la segunda realizacion de la invenciéon. En otros términos, se puede usar los mismos
materiales para el medio de separacion 26, y se prefieren los mismos materiales. Por ejemplo, el medio de
separacion 26 incluye muy preferiblemente un gel tixotrépico, cuyo limite de fluencia evita que fluya en condiciones
ambientales ordinarias, pero permite que fluya a las fuerzas centrifugas mas altas experimentadas durante la
centrifugacion. El medio de separacion 26 puede estar situado en el fondo como se representa en la figura 11 (es
decir, el extremo opuesto de la abertura) del dispositivo de recogida primario. Alternativamente, el medio de
separacion puede formar un aro alrededor del interior del dispositivo de recogida primario. El dispositivo de recogida
primario 10 es esencialmente el mismo que el recipiente primario 10 descrito anteriormente, a excepciéon de que el
dispositivo de recogida primario puede no contener un fluido de alta densidad y baja viscosidad. Preferiblemente, el
dispositivo de recogida primario 10 tiene un cierre hermético 22 tal como un tapén de caucho o tapén (como se ha
explicado anteriormente).

El depdsito 94 incluye una camara 96 y una canula 100 en comunicacion de fluido con ella. La camara 96 contiene
un reactivo liquido 104, muy preferiblemente un activador de coagulacién de calcio. Preferiblemente, el activador de
coagulacion de calcio es cloruro de calcio, fluoruro de calcio, carbonato de calcio, gluconato de calcio, fumarato de
calcio, piruvato de calcio o una combinacién de los mismos. La canula 96 debe ser capaz de perforar el cierre
hermético 22 del dispositivo de recogida primario 10. En una realizacion preferida, la canula contiene un medio de
bloqueo 108 tal como un gel de limite de fluencia que evita que los reactivos 104 en la camara 96 salgan de la
canula 100 en condiciones ambientales. Otros medios de bloqueo adecuados incluyen, aunque sin limitacion,
sistemas mecanicos accionados por fuerza tales como bolas en muelles, valvulas, valvulas empujadas por muelle,
membranas perforables y ampollas (es decir, membranas huecas llenas de fluidos o polvos). El limite de fluencia del
gel 108 es tal que a la centrifugacién a una fuerza gravitacional especialmente alta, el gel 108 se mueva con el fin de
permitir la comunicacién entre la camara 96 y el dispositivo de recogida primario 10 cuando los dos estén
enganchados. El depdsito 94 también puede tener un alojamiento de guia 110 que se usa para guiar el recipiente
sobre el dispositivo de recogida 10. La canula 100 puede estar rodeada o cubierta con un manguito elastomérico
112 para mantener la esterilidad de la canula 100. El manguito 112 se ha explicado anteriormente con respecto a la
primera realizacion.

En otra realizacion, la camara 96 también puede contener uno o mas de un antibiético, un analgésico, un terapéutico
contra el cancer, un factor de crecimiento de plaquetas, una proteina morfogénica 6sea, células para terapia génica,
células madre para usos adicionales, y otras hormonas. También se puede incluir otros agentes terapéuticos que
puedan ser administrados. Los ejemplos de antibiéticos incluyen, aunque sin limitacion, ampicillina, eritromicina y
tobramicina. Los analgésicos incluyen, aunque sin limitacion, aspirina y codeina. Los agentes terapéuticos contra el
cancer incluyen, aunque sin limitacion, 5-fluorouracilo.

En la operacion, se recoge sangre del paciente 116 en el dispositivo de recogida primario 10 mediante una técnica
de venipuntura convencional, como se ha descrito anteriormente. El anticoagulante en el dispositivo de recogida
primario 10 aclara la sangre antes de la centrifugacion. Posteriormente, el depodsito 94 se une al dispositivo de
recogida primario 10 perforando la canula 100 del depdsito 94 a través del cierre hermético 22 del dispositivo de
recogida primario 10, como se representa en las figuras 13 y 14. El manguito 112 se retrae cuando la canula 100
perfora el cierre hermético 22. La longitud de la canula 100 es suficiente para perforar el cierre hermético 22, pero la
canula no se extiende preferiblemente mucho mas al dispositivo de recogida 10, aunque podria hacerlo.

Entonces se centrifugan el dispositivo de recogida 10 y el depésito 94. La fuerza centrifuga ejercida en el tubo se
describe por la ecuacion F=mw2r; donde F = fuerza, m = masa del sistema, r = distancia radial del centro del rotor, y
w = es la tasa de rotacion angular. Dado que el recipiente esta a un r menor que el gel del tubo primario, el gel en la
canula del depdsito no se puede mover dado que se generan esfuerzos de cizalladura insuficientes. El tubo primario
10 gira a una fuerza gravitacional baja hasta que las células se separan y el gel 26 se mueve a la interfaz
célula/plasma, como se representa en la figura 13. En otros términos, de forma similar a la primera realizacion, el
medio de separacion 26 separa los globulos rojos 30 del plasma rico en plaquetas 34 después de una centrifugacion
inicial a aproximadamente 1000 xG durante 10 minutos aproximadamente. También es aceptable para la
centrifugacion inicial una centrifugacion a una fuerza centrifuga de aproximadamente 900-1500 xG durante 5 a 15
minutos aproximadamente.
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Posteriormente, la velocidad de centrifugacion se incrementa y el recipiente experimenta una fuerza gravitacional
suficientemente alta tal que el medio de bloqueo 108 en la canula 100 se vacie al dispositivo de recogida primario 10
y el reactivo liquido 108 (por ejemplo, el activador de coagulacién de calcio) se vacie del depodsito, como se
representa en la figura 14. El contenido puede ser centrifugado posteriormente a aproximadamente 2300-6000 xG
durante 15-40 minutos. Cuando el activador de coagulacién de calcio contacta el plasma en el dispositivo de
recogida primario, tienen lugar la coagulacion y la centrifugacion inmediatas y simultaneas porque la muestra
todavia esta siendo centrifugada. Esto da lugar a la formaciéon de una lamina de fibrina sélida adecuada para la
regeneracion de tejido. La operacion de separacion de células del tubo primario y la posterior adicion del agente de
coagulacion liquido a la relacion estequiométrica correcta se realiza en un tubo sin transferir. Programando la
velocidad y la duracion de la centrifuga, la invencién proporciona un proceso simple y a prueba de impericia.

En una realizacion alternativa, el tnico dispositivo de recogida 10 tiene un compartimiento interior 119 y un depdsito
94, como se representa en las figuras 15-16. El depdsito 94 es integral con o esta conectado al dispositivo de
recogida primario 10 y en comunicacion de fluido con el compartimiento. Un tubo, conducto o abertura 120 realiza la
comunicacion de fluido entre el compartimiento 119 y el depdsito 94, y esta sellado con el medio de bloqueo 108. De
nuevo, el medio de bloqueo 108 tiene un limite de fluencia que es activado y se mueve cuando se expone a una
fuerza gravitacional especialmente alta con el fin de permitir la comunicacion entre el depésito 94 y el dispositivo de
recogida primario 10, como se ha descrito anteriormente. El limite de fluencia del gel o medio es tal que no se
mueva durante la centrifugacion inicial para separar células sanguineas del plasma. En la tercera realizacion, cada
extremo del dispositivo tiene una abertura y cada extremo esta sellado con un cierre hermético extraible o no
extraible 22, 122 tal como un tapén de caucho, tapén, espuma, elastémero u otro compuesto. El depésito 94 con el
tapon 122 esta situado en el extremo opuesto del cierre hermético 22 del dispositivo de recogida y la abertura.

En otra realizacion, el depdsito 94 también puede contener uno o varios de un antibiético, un analgésico, un
terapéutico contra el cancer, un factor de crecimiento de plaquetas y una proteina morfogénica 6sea. También se
puede incluir otros agentes terapéuticos que puedan ser administrados. Los ejemplos de antibidticos incluyen,
aunque sin limitaciéon, ampicilina, eritromicina y tobramicina. Los analgésicos incluyen, aunque sin limitacion,
aspirina y codeina. Los agentes terapéuticos contra el cancer incluyen, aunque sin limitacion, 5-fluorouracilo.

La realizacion alternativa se usa de la misma manera que la descrita anteriormente con respecto a la segunda
realizacion comparativa, es decir, la centrifuga es controlada a dos fuerzas centrifugas diferentes: 1) la primera es
una fuerza suficiente para separar el plasma de los glébulos rojos; y 2) la segunda es una fuerza suficiente para
mover el medio de bloqueo 108 en el tubo, conducto o abertura 120 entre el recipiente y el interior del dispositivo y al
cuerpo principal. Como resultado, el activador de coagulacién de calcio puede entrar en el interior del dispositivo. A
su vez, esto permite la centrifugacion y la coagulacion concomitantes del plasma con el fin de formar la lamina de
fibrina sélida cuando la centrifugacién prosigue a la segunda fuerza gravitacional mas alta. El cierre hermético 122
se puede quitar con el fin de obtener la lamina de fibrina sdélida o cola autéloga. En una realizacion preferida, el
cierre hermético 122 esta enroscado y se puede desenroscar del dispositivo 10 como se representa en la figura 16.

En un aspecto, el sistema puede incluir un recipiente primario sellado conteniendo un medio de separacién y un
liquido de baja densidad y alta viscosidad. El medio de separacion es capaz de separar glébulos rojos de plasma
cuando el recipiente contiene sangre y es centrifugado, y el recipiente primario tiene una primera presion. El sistema
incluye ademas un recipiente secundario sellado conteniendo un activador de coagulacién de calcio. El recipiente
secundario tiene una segunda presion que es menor que la primera presion. El sistema también incluye un
dispositivo de transferencia incluyendo una canula que tiene un primer extremo y un segundo extremo. Los extremos
primero y segundo son capaces de perforar los recipientes primario y secundario sellados con el fin de realizar la
comunicacion de fluido entre los recipientes primero y segundo. El liquido de baja densidad y alta viscosidad del
recipiente primario es capaz de bloquear el flujo a través de la canula al entrar en ella.

En otro aspecto, el sistema incluye un recipiente primario sellado que tiene una primera presion que es capaz de
aspirar sangre. El sistema incluye ademas un recipiente secundario sellado que tiene una segunda presion y que
contiene un activador de coagulacion de calcio. La segunda presion es menor que la primera presion. El sistema
también incluye un dispositivo de transferencia incluyendo una canula que tiene un primer extremo y un segundo
extremo. Los extremos primero y segundo son capaces de perforar los recipientes sellados, y el dispositivo de
transferencia es capaz de transferir una porcién de sangre aspirada del recipiente primario al segundo recipiente por
diferenciacion de presion. El sistema también incluye una centrifuga para centrifugar y coagular simultaneamente la
porcién de sangre transferida desde el recipiente primario al recipiente secundario a través del dispositivo de
transferencia y puesta en contacto con el activador de coagulacién de calcio con el fin de formar una lamina de
fibrina sélida que es capaz de regenerar tejido en un organismo vivo.

La invencion proporciona un método de preparar una lamina de fibrina sélida para regenerar tejido corporal en un
organismo vivo. El método incluye extraer sangre de un paciente a un recipiente primario y separar el plasma de la
sangre en el recipiente primario. El plasma del recipiente primario es transferido a un recipiente secundario que
contiene un activador de coagulacion de calcio usando un dispositivo de transferencia que incluye una canula que
tiene un primer extremo y un segundo extremo con el fin de poner el plasma en contacto con el activador de
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coagulacion de calcio. El plasma y el activador de coagulacion de calcio son coagulados y centrifugados
simultaneamente en el recipiente secundario con el fin de formar una lamina de fibrina sélida. La lamina de fibrina
solida es adecuada para regenerar tejido corporal en un organismo vivo.

En otro aspecto, el sistema incluye un dispositivo de recogida primario sellado que tiene un interior y que contiene
un medio de separacion. El dispositivo de recogida primario es capaz de aspirar sangre a su interior, y el medio de
separacion es capaz de separar el plasma de los glébulos rojos cuando el dispositivo de recogida primario contiene
sangre y es centrifugado. El sistema incluye ademas un recipiente que tiene una camara y un conducto en
comunicacion de fluido con ella. La camara tiene un activador de coagulacion de calcio, y el conducto esta al menos
parcialmente lleno de un medio de bloqueo para evitar que el activador salga de la camara en condiciones
ambientales.

El método incluye extraer sangre de un paciente a un dispositivo de recogida primario que tiene un cierre hermético
y proporcionar un recipiente que incluye una camara y un conducto en comunicacion de fluido con la camara. La
camara esta al menos parcialmente llena de un activador de coagulaciéon de calcio, y el conducto esta al menos
parcialmente lleno de un medio de bloqueo para evitar que el activador se salga de la camara en condiciones
ambientales. El recipiente esta conectado al dispositivo de recogida primario de tal manera que la camara, el
conducto y el dispositivo de recogida estén en comunicacion de fluido, excepto con respecto al medio de bloqueo. El
dispositivo de recogida primario es centrifugado entonces a una primera velocidad. La primera velocidad es
suficiente para separar plasma de la sangre, pero no suficiente para mover el medio de bloqueo en el conducto al
dispositivo de recogida primario. El dispositivo de recogida primario es centrifugado posteriormente a una segunda
velocidad. La segunda velocidad es suficiente para mover al menos una porcién del medio de bloqueo desde el
conducto al dispositivo de recogida primario, permitiendo por ello que el activador de coagulacién de calcio fluya al
dispositivo de recogida y contacte el plasma, formando por ello una lamina de fibrina sélida adecuada para
regenerar tejido en un organismo vivo.

En contraposicion a la presente invencion, la mayoria de los sistemas explicados anteriormente emplean
centrifugacion radial (es decir, el eje del tubo esta alineado perpendicularmente al eje de centrifuga) durante la
segunda centrifugacion con el fin de comprimir el coagulo. Sin embargo, cuando se usan estos sistemas y
dispositivos, la operacion de centrifugacion puede no ser realizada dentro del quiréfano debido a cuestiones de
esterilidad. Por lo tanto, un tubo estéril exterior al quiréfano, recoge el espécimen en condiciones estériles,
transporta el espécimen fuera del quiréfano, procesa el espécimen en una centrifuga y entonces asegura la
esterilidad del exterior del tubo a la reintroduccién al quiréfano.

Consiguientemente, en uniéon con cualquiera de los sistemas de dos tubos explicados anteriormente, ambos tubos
primario y secundario pueden estar empaquetados en una pelicula de facil extraccion, o alternativamente, un
soporte moldeado. La figura 52 representa un disefio de pelicula que puede incluir una envuelta contractil que tiene
una tira de rasgado o un extremo dentado que tiene una parte inferior de rasgado facil. La figura 52 representa un
soporte de tubo estéril que permite la introduccion de los recipientes primario o secundario a un campo estéril tal
como un quiréfano. El soporte puede llevar una envuelta contractil para un nivel adicional de manejo, como se
representa en la figura 53. El conjunto puede ser esterilizado por radiaciéon. El conjunto se puede abrir
posteriormente en un quiréfano y el interior y exterior del tubo se mantienen estériles. La figura 53 representa un
disefio de soporte. El empaquetado es generalmente de grosor minimo durante la fabricaciéon. Tanto el tubo como la
envuelta pueden ser esterilizados por radiacion, proporcionando esterilidad a las superficies interior y exterior. Justo
antes de la entrada al quiréfano, la pelicula o el soporte se quitan del tubo primario y el tubo exterior estéril entra en
el quiréfano. Ademas, la superficie externa de la pelicula, el tubo envuelto o el soporte pueden ser descontaminados
o esterilizados usando sustancias quimicas apropiadas conocidas en la técnica antes de ser introducidos al
quiréfano. Esto permite abrir la pelicula, la envuelta o el soporte dentro del quiréfano, lo que asegura la absoluta
esterilidad del producto. Se recoge sangre y el tubo sale del quiréfano y es centrifugado. El plasma estéril es
transferido al segundo tubo que tiene el activador, mientras esta en la pelicula o recipiente y centrifugado. Justo
antes de la reentrada al quiréfano, se quita la envuelta exterior y entra un producto estéril en el quiréfano. Una
mejora en este disefio es la adicion de una pelicula adhesiva extraible al tapon del tubo primario, que permite una
superficie estéril durante la operacion de transferencia.

Ademas, al usar cualquiera de los sistemas de un tubo explicados anteriormente, el tubo puede tener una pelicula o
soporte premontado durante la fabricacion. El conjunto se coloca en una bolsa hermética y se esteriliza. La bolsa se
abre justo antes de entrar en el quiréfano. Posteriormente, el tubo recoge la sangre, cuando la aguja perfora el tapon
del tubo y la pelicula. También se puede afiadir una pelicula adhesiva al tapon del tubo. El tubo sale del quiréfano, y
se afiade al conjunto el recipiente de liquido que tiene el activador u otra sustancia. Se lleva a cabo la centrifugacion
en dos etapas y el soporte se quita justo antes de la reintroduccion al quiréfano.

En general, tanto el tubo primario como el secundario se pueden mantener en una pelicula estéril o soporte durante
el procesado y puede ser reintroducido al quiréfano con un exterior estéril. La pelicula o soporte esta premontada
sobre los tubos y su uso es transparente para la recogida y centrifugacion del tubo de recogida de sangre ordinario.
La pelicula o soporte se puede construir de materiales que mejoren la duracién en almacenamiento y la fiabilidad de
los tubos proporcionando una barrera de permeacion a gases y vapor de agua, especialmente Util para tubos de
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plastico.

La explicacion expuesta anteriormente establece una variedad de métodos y dispositivos usados para formar redes
de fibrina densa y plaquetas y laminas de fibrina solida por centrifugacion y coagulacion simultaneas. Los
dispositivos y métodos convencionales emplean centrifugacion radial, en la que el eje del tubo puede estar alineado
de forma sustancialmente perpendicular al eje de centrifuga. Por ejemplo, el tubo puede estar alineado en el radio
de la centrifuga, y puede tener el tapon cerca del centro y la parte inferior del tubo hacia el borde exterior de la
centrifuga. En la mayoria de las aplicaciones explicadas anteriormente, el coagulo se comprime durante el segundo
ciclo de centrifugacion. Como resultado, la fuerza centrifuga varia linealmente a lo largo de la longitud del tubo. La
diferencia de fuerza centrifuga puede ser usada ventajosamente usando la velocidad diferencial de la centrifuga
para activar adiciones de reactivos. Las centrifugas radiales son el tipo mas comun en uso comercial y sus usos
flexibles son ventajosos para el disefiador de productos, especialmente en vista de su amplia disponibilidad.

Una lamina de fibrina sélida o red de fibrina-plaquetas puede hacer referencia a una sustancia formada por
centrifugacion y coagulacion simultaneas de plasma o, mas en concreto, plasma rico en plaquetas. Como se ha
explicado anteriormente, la lamina de fibrina sdlida es util en aplicaciones ilimitadas de regeneracién de tejidos. El
fibrinbgeno del plasma es convertido a hilos de fibrina y sedimentado simultaneamente con la sedimentacion de
plaquetas. En el paso final de la cascada de coagulacion, los hilos de fibrina se entrecruzan en una orientacion
aleatoria, dando lugar a una coherencia analoga a gel. Si se aplica fuerza centrifuga muy alta, la fibrina se comprime
formando una membrana de alta resistencia. Consiguientemente, una membrana puede hacer referencia a una
lamina de fibrina sdélida que se ha comprimido mas a una fuerza centrifuga o gravitacional mas alta (tal como las
fuerzas aqui expuestas).

Sin embargo, una alternativa a la centrifugacion radial es la centrifugacion axial usada en la presente invencion. Al
usar centrifugacion axial, el recipiente que contiene el liquido se gira sobre su eje central. En otros términos, el
recipiente actiia en esencia como el rotor. Como resultado, es posible que ya no se necesite un rotor pesado en la
centrifuga. El recipiente axialmente centrifugado puede ser en general de radio menor que un rotor radial,
requiriendo por ello un numero de rpm mas alto para lograr una fuerza g equivalente. Por ejemplo, en lugar de
centrifugar la centrifuga hasta 10.000 rpm, la centrifuga puede girar hasta 200.000 rpms. Aunque las rpm requeridas
son mas, la reduccion significativa de peso minimiza el peligro para la seguridad y disminuye de forma
desproporcionada el costo del motor. En otros términos, dado que el peso de la centrifuga se reduce de forma
significativa debido a la extraccion del rotor, la centrifuga puede girar a rpm mucho mas altas.

Por lo general, la fuerza centrifuga es proporcional al radio multiplicado por la segunda potencia de rpm (rpmz). De
hecho, con este método se pueden obtener fuerzas g significativamente mas altas. Se obtienen zonas cilindricas
significativamente mas grandes a intensidad de campo centrifuga muy uniforme. Dado que el recipiente es
generalmente el rotor, la centrifugacion axial emplea por lo general una sola operacion de recipiente, mas bien que
un lote. Por lo tanto, aunque se usa un tubo pequefio y se gira alrededor de su eje, la membrana cubre mas de la
mayor parte del exterior del tubo. Mas en concreto, el area superficial del cilindro cubierto puede ser definida como
aproximadamente 2trl, donde r es el radio del cilindro y | es la longitud del cilindro. En contraposicion, al usar
centrifugacion radial, el area superficial seria esencialmente el diametro del tubo. Por lo tanto, la utilizacion de
centrifugacion radial produce una membrana igual a 2mrl, mientras que la centrifugacion axial produce una
membrana igual a e,

La centrifugacion axial puede ser realizada de varias formas. Por ejemplo, se puede colocar diferentes cartuchos en
un rotor existente modificado. Alternativamente, se puede quitar el rotor y se puede insertar un cartucho o recipiente
desechable en su lugar. Tipicamente, los sistemas usados en unién con centrifugacion axial emplearan dos
camaras, a saber, una camara de separacion de células, en la que la sangre es separada en globulos rojos y plasma
rico en plaquetas, asi como una camara de densificacion, en la que el plasma rico en plaquetas contacta el activador
de coagulacion y es centrifugado y coagulado simultaneamente formando una membrana. De nuevo, la membrana
puede ser usada en una amplia variedad de aplicaciones de regeneracion tejidos y sellado de heridas.

En una realizacién, se facilita un cartucho de rotor de tambor desechable estéril 200, como se representa, por
ejemplo, en las figuras 19-20. El cartucho 200 se puede hacer de varios materiales, por ejemplo, una amplia
variedad de ceramica, vidrios y plastico. Si no se indica especificamente, los dispositivos y sistemas hechos aqui se
pueden fabricar a partir de una amplia variedad de ceramica, plastico, vidrios u otros materiales adecuados. El
cartucho 200 puede tener en general la forma de una seccién de corona circular adaptada de tal forma que se
pueda montar dentro de un rotor de tambor de una centrifuga, aunque la forma es menos importante que el hecho
de tener dos camaras separadas por un dispositivo de filtracion, como se explica a continuacién. La forma de la
seccioén es tal que posteriormente se pueda quitar para recuperacién de la membrana rica en fibrina-plaquetas. En
una realizacion, el cartucho 200 incluye una camara interior 204 definida por una pared central 208, paredes
laterales 212, una pared superior y otra inferior 216, 220 y un dispositivo de filtracién 224. La camara interior 204
actlia como la camara de separacion de células explicada anteriormente. La pared superior 216 puede tener un
orificio de carga perforable 228 a través del que se puede introducir o inyectar sangre del paciente a la camara
interior 204. El dispositivo de filtracion 224 se puede hacer de un filtro centrifugable selectivo (soportado
mecanicamente), que acepte una cantidad discreta de sangre entera. El dispositivo de filtracion 224 se puede hacer
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de una amplia variedad de materiales incluyendo, aunque sin limitacion, policarbonato, celulosa, polietileno,
polipropileno, nylon, o TEFLON®. El filtro puede tener un tamafo de poro de 4-9 micras. La camara interior 204
puede contener un anticoagulante 232, por ejemplo, uno o mas de los anticoagulantes explicados anteriormente con
respecto a los métodos y dispositivos de centrifugacion radial. El anticoagulante 232 evita que la sangre que entre a
la camara interior 204 se coagule.

El cartucho 200 también tiene una camara externa 236, que por lo general tiene un volumen menor que la camara
interior 204. La camara externa 236 o depdsito periférico se define por el dispositivo de filtracion 224 y una pared
periférica 240 asi como las paredes superior e inferior 216, 220, como se representa en la figura 20. La camara
externa 236 puede incluir un activador de coagulacion 244 tal como uno o mas de los activadores de coagulacion de
calcio explicados anteriormente. La camara externa 236 actia como la camara de densificacién, en la que el plasma
rico en plaquetas es activado con el activador de coagulacion 244. Estas sustancias son centrifugadas y coaguladas
simultaneamente para formar la membrana. La camara de densificacion 236 también puede contener uno o mas
agentes activos secundarios 248 o agentes mejoradores terapéuticos. Los agentes activos secundarios 248
incluyen, aunque sin limitacion, uno o mas antibiéticos, analgésicos, agentes terapéuticos contra el cancer, factores
de crecimiento de plaquetas, proteinas morfogénicas 6seas, células para terapia génica, células madre para usos
adicionales, otras hormonas y combinaciones de los mimos. También se puede incluir otros agentes terapéuticos
que puedan ser administrados. Los ejemplos de antibiéticos incluyen, aunque sin limitacion, ampicilina, eritromicina
y tobramicina. Los analgésicos incluyen, aunque sin limitacion, aspirina y codeina. Los agentes terapéuticos contra
el cancer incluyen, aunque sin limitacion, 5-fluorouracilo. Los agentes secundarios pueden ser incluidos en
cualquiera de las camaras de densificacion aqui explicadas, y mas en concreto, mas adelante. Los agentes activos
secundarios o agentes mejoradores terapéuticos se han explicado con mas detalle anteriormente.

En la operacion, el cartucho 200 se inserta en el rotor de tambor (no representado) para centrifugacion. La camara
interior 204 puede contener ya sangre, o se puede inyectar sangre a través del orificio 228 después de introduccién
en el rotor de tambor. La inyecciéon de sangre a la camara interior 204 puede ser realizada usando venipuntura
estandar. En otros términos, la camara interior 204 se puede mantener al vacio. Se puede utilizar un anticoagulante
232 usado en la camara interior 204 para evitar que la sangre se coagule. El orificio 228 mantiene la esterilidad de la
camara interior 204, y proporciona un sistema cerrado. El rotor de tambor puede acomodar varios cartuchos
diferentes. Por lo general, cada cartucho 200 se debera equilibrar dentro del rotor poniendo un cartucho similar o un
contrapeso equilibrador en el lugar opuesto dentro del rotor. Después de centrifugar la muestra de sangre, el filtro
224 retiene la red y los leucocitos en la camara interior 204, pero deja que el plasma y las plaquetas fluyan a su
través a la camara externa 236 bajo fuerza centrifuga apropiada durante un tiempo predeterminado. La fuerza
centrifuga apropiada sera probablemente del rango de 1000-15.000 xg, y el tiempo predeterminado sera
probablemente superior a 5 minutos, y mas en concreto puede ser de entre 5 y 60 minutos o de 5 a 30 minutos. Una
vez que el plasma rico en plaquetas entra en la segunda camara 236, el cartucho contacta el activador de
coagulacion 244.

Como se ha explicado aqui con respecto a esta realizacién y las realizaciones siguientes, cualquiera de los
activadores de coagulacion 244 expuestos anteriormente es adecuado para uso. Al contactar el activador 244, el
plasma es centrifugado y coagulado simultaneamente, formando por ello una lamina de fibrina sélida o membrana.
La provisién de un movimiento de mezcla del rotor puede ser Util para mezclar plenamente el plasma y el activador
244 con el fin de iniciar el proceso de coagulacion. Después de la mezcla, el rotor puede girar a 3000 a 15000 xg
durante mas de 10 minutos, y mas en concreto mas de 20 minutos para obtener una membrana rica en fibrina-
plaquetas resistente deseada en la pared periférica 240 de la segunda camara 236. Para extraer la membrana del
cartucho 200, el dispositivo se puede abrir en dos partes con el fin de sacar la membrana para la aplicacién.
Alternativamente, una de las paredes puede tener una porcion extraible u otra zona de acceso a través de la que se
pueda obtener la membrana. Otras formas de sacar la membrana del cartucho incluyen hacer rodar y plegar la
membrana. Para fines sanitarios, el cartucho 200 puede ser desechable. La membrana tiene una amplia variedad de
aplicaciones incluyendo, aunque sin limitacién, el cuidado de heridas y el cuidado de quemaduras. Mas en general,
la membrana puede ser usada en un numero ilimitado de aplicaciones de regeneracion de tejidos.

En otra realizacién de la invencion, conocida como la gran rotacion axial, se puede obtener membranas, por
ejemplo, membranas de hasta 1000 mm de diametro, aunque sin limitacion. Las figuras 21-25 muestran esta
realizacion. El tamafio de la membrana puede depender del tamafo del rotor. Consiguientemente, el tamario de la
membrana puede depender de qué rotores estén disponibles en el mercado. En esta realizacion, ambas
operaciones de centrifugacion primaria y secundaria, explicadas anteriormente con respecto a los métodos y
dispositivos de centrifugacion radial, son realizadas en un recipiente de rotacion axial. La camara secundaria puede
estar dividida para obtener multiples membranas discretas de gran area. Esta division se explica con mas detalle
mas adelante.

Este sistema incluye una centrifuga (no representada) y un dispositivo 252 para centrifugacion radial, que puede
estar insertado en ella y que se representa en las figuras 21-25. El dispositivo 252 tiene dos camaras, a saber, una
camara primaria o superior 256 y una camara secundaria o inferior 260 en comunicacién de fluido una con otra. La
camara primaria o superior 256 actia como la camara de separacion de células, mientras que la camara secundaria
o inferior 260 actia como la camara de densificacion. El dispositivo 252, como se representa en las figuras 21-25,
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también incluye un diafragma 264 en el que se ha definido al menos una abertura, agujero o agujero de ventilacion.
El diafragma 264 separa las dos camaras 256, 260. La abertura, agujero o agujero de ventilacién 268 proporciona
comunicacion de fluido entre la camara primaria 256 y la camara secundaria 260. El diafragma 264 se puede hacer,
por ejemplo, de plastico, ceramica o vidrio.

La camara primaria 256 puede contener un medio de separacion 272. Se puede usar alguno de los medios de
separacion 272 explicados anteriormente en unién con el sistema, aunque los ejemplos especificos de medios de
separacion 272 pueden incluir al menos uno de geles de silicona, geles de poliéster, geles tixotropicos y sus
combinaciones. Mas especificamente, el agujero o agujeros de ventilacion 268 del diafragma 264 se pueden cerrar
con el medio de separacion 272 (por ejemplo, un gel) en una cantidad suficiente para bloquear el agujero o agujeros
de ventilacién 268 y realizar la separacion de los glébulos rojos del plasma después de una primera centrifugacion.
La camara primaria 256 recibe sangre entera del paciente, generalmente a través de tapén perforable 276 u otro
dispositivo adecuado tal como un tapén roscado recubierto, analogo a un tapon de botella. En las figuras 21-25, el
sistema se representa con un tapén perforable 276 a través del que se puede introducir sangre en la camara
superior 256. La camara primaria 256 también puede contener un anticoagulante 232. La camara 256 también
puede estar rarificada para permitir la recogida al vacio del espécimen por venipuntura estandar. La camara
secundaria 260 puede contener un activador de coagulaciéon 244, y puede contener uno o mas de los agentes
activos secundarios 248 explicados anteriormente.

Después de recoger sangre 280 en la camara superior 256 como se representa en la figura 22, el dispositivo 252 es
centrifugado axialmente a la fuerza g apropiada para llevar a cabo la separacion de células, a saber, separacion de
glébulos rojos 288 del plasma rico en plaquetas 284. Las fuerzas g tipicas usadas para llevar a cabo la separacion
de células pueden incluir de 500 a 15.000 xg durante un tiempo predeterminado, tal como, mas de 5 minutos.
Preferiblemente, la centrifugacion inicial tiene lugar a 1000-1500 xg durante 5 a 15 minutos. Esto se aplica a todas
las realizaciones pertenecientes a membranas aqui expuestas. La centrifugacion inicial mueve el medio de
separacion 272 de su posicion de bloqueo de los agujeros de ventilacion 268 a la interfaz. Por ejemplo, un gel
tixotrépico 272 puede mantener la separacion de las dos camaras 256, 260 durante el llenado de la camara primaria
256 con sangre 280, pero se movera durante la centrifugacion inicial para realizar la separacion de células y abrira el
recorrido de fluido de conexidon para separar las dos camaras 256, 260. El gel 272 fluye radialmente, hacia fuera y
hacia arriba de modo que el gel 272 no caiga a la camara inferior 260. El resultado de la centrifugacion inicial se
representa en la figura 23. Debido a las densidades relativas del plasma rico en plaquetas 284, el medio de
separacion 272 y los glébulos rojos 288, la centrifugacion pondra estas tres sustancias en el orden previamente
indicado desde el interior de la camara primaria 256 al exterior de la camara primaria 256 como se representa en la
figura 23. En las figuras, y en el sentido en que se usa aqui, PRP significa plasma rico en plaquetas y RBC significa
gldbulos rojos.

Posteriormente se para la centrifugacion inicial, cuyo resultado se representa en la figura 24. Al terminar la
centrifugacion, el plasma rico en plaquetas 284 se drena a través de los agujeros de ventilacion 268 por gravedad a
la camara inferior 260, donde se mezcla con el activador de coagulacion 244 y los agentes activos secundarios 248
si los hay. Sin embargo, el medio de separacion 272 permanecera en posicion, evitando por ello que los glébulos
rojos 288 entren en la segunda camara 260 a través de los agujeros de ventilacion 268. Los agujeros de ventilacion
268 pueden tener forma de embudo para asegurar que la fuerza g ejercida haga que todo el plasma rico en
plaquetas 284 fluya a la camara de densificacion secundaria 260.

Como se representa en la figura 25, la centrifugacion se reinicia a la fuerza g apropiada, por ejemplo, de 500-15.000
Xg, Y se forma una membrana grande 292 en la circunferencia exterior de la camara inferior 260. Preferiblemente, la
centrifugacion tiene lugar a 2500 a 10.000 xg durante 20 minutos aproximadamente a una hora dependiendo de la
densidad de la membrana que se pretenda lograr. Esto se aplica a todas las realizaciones usadas para la formacion
de membrana aqui expuestas. Se debera indicar que el medio de separacion 272 y los glébulos rojos 288 tienden a
permanecer en la misma posicion durante la centrifugacion secundaria. Este sistema permite la centrifugacion y la
coagulacion concomitantes, lo que da lugar a la membrana de plaquetas/fibrina grande 292. El dispositivo 252
también tiene una parte inferior 294, que puede ser extraible, permitiendo por ello que la membrana se extraiga
facilmente del dispositivo.

Los sistemas y dispositivos siguientes son variaciones del sistema comparativo basico representado en las figuras
21-25. Por ejemplo, la camara de separacion de células o primaria 256 puede tener un radio diferente de la camara
de densificacion o secundaria 260. Como se representa con mas detalle en la figura 26, los radios de las camaras
superior e inferior pueden ser diferentes, lo que permite ejercer diferentes fuerzas g en la pared circunferencial. En
consecuencia, las rpm producen dos fuerzas g diferentes, simplificando por ello el motor y la programacion. Mas en
concreto, la provision de las camaras con radios diferentes elimina la necesidad de multiples programas de
velocidad debido a la fuerza g a las mismas rpm.

Las figuras 27-30 muestran una variaciéon del sistema expuesto en las figuras 21-25, en la que se usan cilindros
conceéntricos. El sistema 296 incluye un tubo primario 300 que tiene una porcion superior 304 separada de una
porcién inferior 308 por un diafragma u otro separador 309. El tubo primario 300 actia como la camara de
separacion de células. Al menos un agujero de ventilacién, agujero o abertura 312 realiza la comunicacion de fluido
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entre las porciones superior 304 e inferior 308 del tubo primario 300. De nuevo, se puede introducir sangre al tubo
primario 300 a través de uno o mas tapones perforables 316 u otro dispositivo adecuado explicado anteriormente. El
tubo primario 300 puede contener un anticoagulante 232 para evitar la coagulacién prematura de la sangre. Un
medio de separacion 272 evita que la sangre fluya desde la porcién superior 304 del tubo primario 300 a la porcion
inferior 308 a través de al menos un agujero de ventilacion 312. La porcion inferior 308 también puede tener vacios,
agujeros o aberturas 310, a través de los que pueda fluir un liquido. La densificacion del plasma rico en plaquetas
284 tiene lugar en un tubo concéntrico secundario 320. El tubo secundario 320 puede contener uno o varios
activadores de coagulacion 244 explicados anteriormente y/o uno o mas agentes activos secundarios.

Inicialmente, la centrifugacion del sistema separa la sangre en plasma y glébulos rojos, que son separados por €l
medio de separacion explicado anteriormente y representado en la figura 28. La centrifugacion inicial tiene lugar por
lo general a mas de 1000 xg durante mas de 10 minutos aproximadamente. Una vez parada la centrifugaciéon, como
se representa en la figura 29, el plasma rico en plaquetas 284 caera a la porcion inferior 308 del tubo primario 300 a
través del unico o los varios agujeros de ventilacién 312, y los glébulos rojos 288 quedaran atrapados en la porcion
superior 304 del tubo primario 300 por el medio de separacién 272. Se facilita al menos un vacio 310 en la pared de
la porcion inferior 308 del tubo primario 300. El sistema se centrifuga posteriormente como se representa en la figura
30, dando lugar por ello a que al menos una porcion del plasma rico en plaquetas 284 salga de la porcion inferior
308 a través de los vacios 310 del tubo primario 300 y que entre en el tubo secundario 320. De nuevo, los glébulos
rojos 288 permaneceran atrapados por el medio de separacion 272 en la porcion superior 304 del tubo primario 300.
Como se representa en las figuras 27-30, el tubo secundario contiene al menos un activador de coagulacion 244,
con el que el plasma rico en plaquetas 284 entrara en contacto. En consecuencia, esta variacion también realiza la
coagulacion y la centrifugacion concomitantes, que forman la membrana 292. Esta variacion permite una unidad
mas compacta y reduce el uso de plastico. El dispositivo 296 también puede tener una parte inferior extraible 324
para facilitar la extraccion de la membrana.

Como ofra alternativa, se puede emplear una membrana hidréfoba 325 en lugar de un medio de separacion. La
membrana hidréfoba 325 puede ser usada en lugar de cualquiera de los sistemas que usan un medio de
separacion. La membrana hidréfoba 325 solamente permite el flujo del plasma rico en plaquetas a una fuerza g
establecida, eliminando la necesidad de un medio de separacién. En otros términos, en lugar de usar un diafragma
que tenga agujeros bloqueados por gel, se puede usar una membrana hidréfoba como se representa en las figuras
31-32. Al usar una membrana, la camara inferior y la camara superior pueden tener los mismos radios
representados en la figura 21, o las dos camaras pueden tener radios diferentes, de los que se representa un
ejemplo en la figura 26. Ademas, la membrana hidréfoba se puede aplicar al disefio concéntrico representado en la
figura 27.

La membrana hidréfoba 325 evita sustancialmente que un liquido acuoso, tal como plasma rico en plaquetas, fluya a
través de sus poros hasta que se alcance una presion hidrostatica establecida. Los ejemplos de membranas
hidréfobas 325 pueden incluir, aunque sin limitacién, polipropileno, policarbonato, celulosa, polietilieno, TEFLON® de
Dupont y sus combinaciones. Otros ejemplos incluyen membranas y tamices Millipore® fabricados por Millipore, o
membranas y tamices Nucleopore® fabricados por Nucleopore. Alternativamente, también se podria usar un
diafragma de plastico que tenga agujeros de precision perforados con un laser. Al usar una membrana hidréfoba, se
puede introducir sangre a la camara de separacion de células, pero no caera a la camara de densificacion. La
presién hidrostatica apropiada se puede lograr separando primero los gldbulos rojos del plasma a bajas rpm.
Posteriormente, la tasa de centrifugacion se incrementa para lograr la presion deseada para superar las limitaciones
de energia superficial/tension superficial que definen la presiéon de flujo. En otros términos, la fuerza gravitacional
aumentara con la tasa de centrifugacion, lo que dara lugar a que el plasma rico en plaquetas fluya a través de la
membrana, pero no los glébulos rojos. La membrana bloqueara sustancialmente los glébulos rojos.

Otra modificacion de los sistemas anteriores incluye cambiar la configuracién de la camara secundaria o de
densificacion de cualquiera de las realizaciones aqui explicadas. Estas camaras de densificacion modificadas
pueden ser usadas en sistemas, donde las camaras primaria y secundaria tienen los mismos radios o diferentes,
donde las camaras son concéntricas, y/o donde se usa un medio de separacidon o membrana hidréfoba. Las
camaras de densificacion pueden tener diferentes paredes interiores que faciliten la extraccion de la membrana, y
aseguren la mayor recuperacion de la membrana. Por ejemplo, la camara de densificacion puede contener una tela
biodegradable tejida (tal como Goretex® fabricado por Goretex) que mejora la resistencia al rasgado de la
membrana para la colocacion inicial en el cuerpo, y que mas tarde se disolvera. La pared exterior de la camara
también puede contener abombamientos o ranuras moldeados que soporten la tela alejandola de la pared a una
longitud uniforme para lograr un grosor de fibrina y plaquetas de la dimensién deseada en ambos lados de la tela.

Mas en concreto, como se representa en la figura 39, la pared interior o lateral de la camara de densificacion 318
puede incluir uno o mas nervios soélido o dentados 319 para permitir la extraccion de la membrana en forma de hojas
planas mas bien que como un cilindro. Los nervios perforados facilitan la aireaciéon de la membrana. La pared
interior de la camara puede estar configurada para proporcionar perforaciones en la membrana resultante para
facilitar el rasgado. La figura 39 representa una vista en planta inferior de uno o mas nervios solidos de la pared
interior.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 524 444 T3

La figura 33 ilustra una tela biocompatible tejida 328 que puede estar en el interior de una camara de densificacion
326. Tal trama mantiene la membrana 292 lejos de la pared propiamente dicha. La tela 328 facilita la separacion de
las membranas del cilindro para obtener una membrana plana e incrementa la resistencia al rasgado de la
membrana para algunas aplicaciones. La tela 328 se incrusta en la membrana 292. Ademas, se puede moldear
abombamientos 332 o ranuras 340 en la pared 336 de la camara 326 para controlar el grosor de la capa de fibrina a
ambos lados de la tela, como se representa en la figura 34 y la figura 35, respectivamente. Estos actian como
pequefios nervios de soporte que mantienen la tela espaciada de la pared. En resumen, la figura 33 representa la
tela 328 propiamente dicha impidiendo que la membrana se adhiera a la pared 336; la figura 34 representa
abombamientos 332 en la pared 336 que facilitan la extraccion de la membrana 324; y la figura 35 representa
ranuras o nervios de soporte moldeados 340 que mantienen la membrana 292 lejos de la pared. Las paredes que
tienen abombamientos 332 o ranuras 340 también se pueden emplear independientemente de la tela 328.

Alternativamente, como se representa en la figura 36, la camara de densificacion puede estar recubierta con una
pelicula extraible 344 para facilitar la extraccion de la membrana 292. La pelicula 344 puede incluir plastico tal como
poliolefinas que incluyen polietilenos, polipropilenos, policarbonatos o TEFLON®. La pelicula 344 puede tener
lenguietas 348 para facil manipulacion, y puede ser de color para ayudar a separar la membrana 292 de la pelicula
348. Ademas, la pelicula 348 puede ser tratada para obtener propiedades deseables, tal como activacion por
contacto cristalino. Maniobrando las lengiietas 348, se puede quitar toda la pelicula 344 que tiene la membrana 292
encima. Por ejemplo, la camara de densificacion 326 puede estar recubierta con una pelicula tratada que
proporcione tanto la activacion de plaquetas para coagulacion y liberacion de factor de crecimiento como la facil
manipulaciéon de la membrana. Alternativamente, el PRP o PPP puede fluir a través de un tabulo de alta energia
superficial para activar el PRP o PPP para coagulacion, lo que permite usar un adhesivo de coagulacion rapida
como una capa de sellado o adhesiva de fibrina.

Considerando otras superficies en las camaras, las superficies de plastico pueden funcionar, pero pueden no ser
ideales para activacion de coagulos y liberacion de factores de crecimiento de plaquetas. Como resultado, se
esbozan alternativas al plastico en la figura 50 y 51. Por ejemplo, el plasma rico en plaquetas puede contactar vidrio
en la camara inferior. En otros términos, se podria fijar vidrio al tapén inferior como se representa en la figura 50, o
se puede encolar o clavar en caliente esferas de vidrio en la parte inferior como se representa en la figura 51. El
vidrio también se podria calentar y depositar sobre el plastico. Alternativamente, la superficie puede ser tratada con
plasma usando procesos de descarga luminosa que emplean gases de activacion tales como oxigeno u oxido
nitroso. Mas en concreto, la superficie se podria tratar usando deposicion quimica al vapor mejorada con plasma.
Alternativamente, la superficie puede ser modificada usando una variedad de recubrimientos quimicos, por ejemplo,
surfactantes de silicio o PVPyr. Otra manera de modificar el plastico es poner perlas o particulas de silice de
pequefias dimensiones en la solucion de citrato en la camara superior. Debido a la alta densidad del silice con
relacion al gel y los glébulos rojos, la mayor parte del silice permanecera en la camara superior o debajo del gel o
incrustado en él. Consiguientemente, estas modificaciones del plastico pueden ser usadas para recubrir porciones
de los sistemas, y mas en concreto, porciones de las camaras de densificacion de cualquiera de las realizaciones
aqui expuestas.

En un aspecto diferente, la invencién permite la produccién de membranas de fibrina rica en plaquetas de forma
cuadrada a usar en union con el cuidado de heridas, que explota las caracteristicas mitogénicas de las plaquetas y
proporciona factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) y beta-tromboglobulina (BTG), y accion
protectora de una pelicula de fibrina sélida. Los factores de crecimiento, BTG, el Factor 4 de plaqueta (PT4) y la
trombospondina son factores que pueden mejorar la proliferacion de células en la lamina de fibrina sélida. Mas en
concreto, la accion protectora incluye el entorno microaerdfilo, actividad antiséptica y actividad de separacion. El
dispositivo, que puede ser usado para llevar a la practica la centrifugacion y la coagulacion concomitantes, incluye
un dispositivo médico rotor representado en la figura 38. El dispositivo incluye un cartucho desechable 352, que se
puede hacer de plastico o algun otro material adecuado. De nuevo, las técnicas de modificacion de plastico
explicadas anteriormente se aplican a cualquiera de las realizaciones aqui expuestas. El cartucho cilindrico tiene
dos camaras conceéntricas, a saber, una camara interior 356 y una camara exterior 360.

La camara interior 356 es cilindrica y esta definida por una pared de filtracion interior 364 como se representa en las
figuras 38 y 39. Cualquiera de los filtros o dispositivos de filtracion aqui explicados son adecuados para uso con esta
realizacion. La camara interior 356 tiene un extremo superior 368 y un extremo inferior 372, en cada uno de los
cuales va montado un eje de rotor 376. El eje de rotor 376 permite insertar y usar el cartucho 352 en una centrifuga
(no representada). Al menos uno de estos extremos 368, 372 de la camara interior 356 puede tener un orificio o
agujero adecuado 380 a través del que se puede introducir o inyectar sangre del paciente. Como se ha explicado
anteriormente, en una realizacién, la camara interior 356 se puede mantener al vacio con el fin de facilitar la
venipuntura estandar. La camara interior 356 puede contener un anticoagulante 232 para evitar que se coagule la
sangre que entre en ella. La camara interior 356 actia como la camara de separacion de células. La pared de
filtracion interior 364 es un filtro selectivamente centrifugable (mecanicamente soportado), que aceptara una
cantidad discreta de sangre entera. La actividad de filtracién de la pared de filtracion evita sustancialmente que
glébulos rojos y leucocitos fluyan a su través. Sin embargo, el filiro permite que plasma y plaquetas fluyan a su
través a la segunda camara 360 cuando se ejerza una fuerza centrifuga predeterminada, por ejemplo, superior a
1000 xg durante un tiempo predeterminado, por ejemplo, mas de 10 minutos.
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La segunda camara 360 se define por una pared externa 384, la pared de filtracion interna 364 asi como paredes
superior e inferior. La segunda camara externa 384 puede contener uno o mas activadores de coagulacion 244 asi
como uno o mas agentes activos secundarios 248 explicados anteriormente. La segunda camara 360 actia como la
camara de densificacion. Como se representa en las figuras 38-39, las camaras interna y externa 356, 360 son
conceéntricas.

En la operacion, después de introducir sangre en la camara interior 356, el dispositivo 352 es centrifugado. Como se
ha explicado anteriormente, la centrifugacion tiene lugar a una fuerza predeterminada durante un tiempo
predeterminado de tal manera que la sangre se separe en plasma y gldbulos rojos. De nuevo, la pared de filtracion
364 permite que el plasma rico en plaquetas pase a su través, mientras que los glébulos rojos obstruyen el filtro. Al
pasar a través del filtro 364, el plasma contacta el activador de coagulacion 244 y/o el agente activo secundario 248,
dando lugar por ello a coagulacién y centrifugacion concomitantes, y la formacion de la membrana. Para mejorar la
coagulacion, puede ser Util realizar un movimiento de mezcla. La centrifugacion que tiene lugar después de que el
plasma ha entrado en la segunda camara tiene lugar por lo general a 1500 a 15.000 xg durante mas de 10 minutos
con el fin de obtener una membrana rica en fibrina-plaquetas resistente deseada. La membrana puede ser usada en
cualquiera de las aplicaciones de regeneracion de tejidos aqui expuestas, pero puede ser especialmente util en
unién con el cuidado de heridas o quemaduras.

En la porcion interior de la camara externa 360 puede haber una o mas varillas 388 para que la membrana pueda
ser aspirada verticalmente desde la parte superior del dispositivo. Toda la explicacion relativa a la superficie de la
camara de densificacion se aplica aqui a la camara exterior 360 (por ejemplo, usando tejidos, abombamientos,
ranuras, etc). Ademas, la explicacion relativa a la modificacion de superficies de plastico también se aplica aqui. La
membrana puede ser extraida rompiendo el dispositivo o abriéndolo en dos partes. Tipicamente, por razones
sanitarias, el dispositivo es desechable. El dispositivo realiza operaciones inocuas y proporciona condiciones
seguras y estériles.

Otro aspecto de la invencion se refiere a métodos, asi como modificaciones de los métodos anteriores, que pueden
ser usados para formar redes de fibrina y plaquetas de alta densidad moldeadas por centrifugacion axial. Este
aspecto también se refiere a un método para dividir liquido dosificado en multiples alicuotas para moldeo simultaneo
de multiples redes. La eficacia clinica y la facilidad de uso de redes de fibrina autdloga y plaquetas se han explicado
anteriormente. Hay varias aplicaciones clinicas para la regeneracion de tejido blando (por ejemplo, reparacion del
menisco de la rodilla), en la que es deseable formar la red o las membranas explicadas anteriormente en una forma
especifica antes del implante. En el caso de cartilago de menisco, la forma ideal seria una forma de cufia
semicircular, similar a una seccién de naranja, que puede ser usada para sustituir un menisco severamente dafiado.
Las plaquetas presentes proporcionarian la necesaria vascularizacion para regeneracion del tejido y la fibrina
proporcionaria un amortiguamiento absorbible para soporte de carga.

Las practicas corrientes de reparacion de tejido blando, tal como cartilago, permiten tratar solamente el veinte por
ciento de los casos. Frecuentemente, en el resto de los casos, el tejido blando se ha quitado permanentemente y el
paciente padece una movilidad deteriorada. Este sindrome es evidente en atletas profesionales y es de gran interés
en medicina deportiva. Hay disponibles materiales sintéticos a formar a modo de andamio para que crezca un nuevo
tejido, pero tienen las desventajas de producir respuesta inmune adversa y poco éxito debido a la falta de
vascularizacién. Un método exitoso permitiria dividir el plasma rico en plaquetas en voliumenes controlados para
formar simultaneamente multiples formas y configuraciones usadas para un procedimiento dado.

El sistema de moldeo incluye una cavidad formada definida por una forma de una parte deseada en el punto maximo
de la fuerza centrifuga en cualquiera de los recipientes de centrifugacion explicados anteriormente. La cavidad se
puede definir en la pared cilindrica del recipiente que sea centrifugado axialmente. La figura 40 representa ejemplos
de un molde orientado para uso en una centrifugacion radial como se representa en la figura 40(a) y un molde
orientado para uso en una centrifugacion axial como se representa en la figura 40(b). El molde puede ser integral
con el recipiente o puede ser una parte separada conectada, acoplada, extendida o afiadida al recipiente como se
representa en las figuras 43-46. La cavidad, si no es integral, puede ser de disefio dividido para permitir el moldeo
de formas complejas y permitir una extraccion facil. La cavidad también puede contener un elemento de embudo
para dirigir el flujo de la mezcla de fibrina/plaquetas a la cavidad, como se representa en la figura 41. Mas en
concreto, la figura 41 representa un molde 392 que tiene un embudo 396 que conduce a un canal 400 que permite
que una sustancia lleve informacién a la cavidad 404. La zona en seccion transversal de la abertura de embudo 396
determinara la cantidad relativa de concentracion de los monofilamentos de fibrina/plaqueta. Un canal 400 también
puede estar conectado al embudo 396 y la cavidad 404 como se representa en la figura 41, permitiendo por ello el
flujo directo a la cavidad 404 y minimizando cualquier recorte de la parte moldeada. Como se representa en la figura
42, también se puede incluir en el bastidor de molde 392 agujeros de ventilacion o pasos 408 para permitir que salga
de la cavidad 404 el gas y/o liquido producidos por el desplazamiento de la fibrina entrante. En otros términos, los
agujeros de ventilacion 408 permiten la liberacion de gases y liquidos.

En procedimientos que requieren multiples implantes, en particular los que requieren diferente volumen y densidad,
uno de los dispositivos de centrifugacion axial explicados anteriormente puede estar dividido en volumenes
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controlados por inclusion de paletas verticales en la parte inferior, como se representa en las figuras 43-47. En otros
términos, se puede emplear uno de los dispositivos explicados anteriormente, por ejemplo, una realizacion de
camara concéntrica, pero se usan multiples cavidades en cada recipiente de centrifuga para proporcionar
simultaneamente objetos de formas multiples. Las cantidades relativas de plasma rico en plaquetas a enviar a cada
molde en el disefio de rotacion axial se pueden obtener incluyendo paletas verticales 412, como se ilustra en las
figuras 43-47. Las paletas 412 se pueden extender la altura del dispositivo aunque no tienen que hacerlo, y
sobresalir hacia el eje central pero no tocarlo, permitiendo por ello el flujo libre del plasma rico en plaquetas entre los
volumenes definidos por las paletas.

La figura 44 es una vista en planta superior que representa paletas B1 y B2. Las paletas B1 y B2 no se tocan, y el
agujero de ventilacion 416 permite la conexion de fluido entre las camaras W1 y W2 cuando el fluido es afiadido en
primer lugar y la centrifuga esta en reposo. El area en seccion transversal de las camaras W1 y W2 puede ser
proporcional al volumen del fluido a enviar a cada molde. El nivel de liquido, inicialmente en reposo, es igual en
todos los compartimientos, asi los volumenes relativos son proporcionales al area en seccién transversal definida
por la colocacién de las paletas. Consiguientemente, la colocacion de las paletas determinara el volumen en cada
compartimiento. En consecuencia, se puede emplear “trozos” mas grandes para mas moldes profundos.

Una vez centrifugado, el volumen en cada compartimiento avanza radialmente al molde deseado. La figura 45 ilustra
un dispositivo de tres camaras que tiene “trozos” desiguales. La figura 47 representa un dispositivo de tres camaras
con cada molde 420 puesto en un radio diferente, sometiendo por ello el contenido de cada molde 420 a fuerza g
proporcional al radio. EI nUmero de camaras dependera de la aplicacién concreta. Los materiales formados tendran
diferentes densidades dependiendo del radio del molde 420. La figura 46 representa moldes en tres posiciones
diferentes, a saber, integrales, conectados y extendiéndose desde el dispositivo. La colocacion del molde afecta a la
densidad de la membrana resultante. Dado que el volumen relativo de cada alicuota y la posicion de las cavidades
estan predeterminados, se puede afiadir contrapesos moldeados para lograr el equilibrio apropiado. Un ejemplo de
una aplicacion util de esta caracteristica seria el moldeo de una membrana a alta densidad y una pasta de baja
densidad.

En la operacién, se afiade plasma rico en plaquetas a un recipiente, tal como los explicados anteriormente, o se
prepara afiadiendo sangre entera a una camara de preprocesado y transfiriendo el plasma rico en plaquetas a un
segundo recipiente conteniendo un activador de coagulacién adecuado. El recipiente se coloca rapidamente en la
centrifuga y gira a la fuerza g deseada requerida para la aplicacion. Esto realiza la centrifugacion y la coagulacion
concomitantes. El cordon de fibrina y plaquetas sedimenta rapidamente hacia la cavidad y la llena. Los hilos de
fibrina se entrecruzan entonces formando una red estable. A la extraccion de la centrifuga, la parte moldeada se
puede quitar y recortar el excedente. Para formas mas complejas se puede emplear un molde de cavidad dividida.
Como se ha explicado anteriormente y se representa en la figura 41, se puede emplear un preprocesador de
tunelacion en el disefio para minimizar el volumen de sangre requerido y para aumentar la eficiencia. También se
puede incluir canales y agujeros de ventilacion representados en las figuras 41-42 para asegurar el llenado completo
de la cavidad y para facilitar el manejo de formas complejas, de forma en gran parte analoga al sistema de canales
que se emplea en kits de modelo de plastico para practicantes de hobbies.

Las figuras 47-49 muestran vistas en seccion transversal del dispositivo durante la operacion. La figura 47
representa el dispositivo en reposo; la mezcla de plasma rico en plaquetas 284 y el activador de coagulacion 244
fluye entre las camaras hasta que se logra una superficie de fluido nivelada y el fluido se divide adecuadamente
entre las camaras. La figura 48 representa el dispositivo cuando la centrifuga arranca; el liquido forma una forma de
torbellino por la rotacion axial. Durante la centrifugacion, las paletas 412 evitan la comunicacion entre los canales y
por ello mantienen la apropiada dispensacion a cada molde. Las paredes 428 pueden estar ahusadas hacia el
molde para que actien como embudos de concentraciéon. Cuando la velocidad de la centrifuga y la fuerza g
resultante aumentan, el torbellino parabdlico aumenta hasta que todo el fluido es transferido a los moldes. La figura
49 representa el dispositivo en centrifugacion plena, punto en el que los moldes se llenan.

Este sistema también se puede usar para plasma pobre en plaquetas (PPP) para formar sustancias incluyendo
fibrina. En otros términos, puede ser usado en aplicaciones que no requieren plaquetas. El plasma pobre en
plaquetas se puede formar centrifugando un primer tubo a una fuerza g mas alta, por ejemplo, superior a 5.000 xg,
en lugar de 1.000 xg. Ademas, el disefio puede ser usado para formacion no autéloga de la red deseada de fibrina o
fibrina/plaqueta en casos donde se haya establecido la idoneidad del donante y del receptor.

Por lo general, los moldes proporcionan la compatibilidad completa y autéloga del paciente. Como resultado, la red
de fibrina-plaquetas se puede formar en formas y densidades moldeadas exactas. Se puede formar multiples formas
simultaneamente, tal como el menisco izquierdo y derecho de la rodilla. Ademas, un martillo, yunque y estribo de
moldeo para el oido interno se puede hacer usando estos moldes, asi como un manguito rotador para el hombro.
Ademas, también se puede formar cartilago del codo, partes del epicondilo, partes de los dedos, cartilago del tarso y
carpo. La membrana o red t formada también es absorbible, estable y tiene factores de crecimiento para mejorar la
curacién. Para aplicaciones de multiples formas, la densidad de las partes puede variar el establecimiento el radio
del molde.
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Otro aspecto de la invencion se refiere a dispositivos y métodos para controlar la distribucion de plaquetas en una
red de fibrina/plaquetas utilizando sedimentacion centrifuga diferencial. La eficacia clinica y la facilidad de uso de las
redes de fibrina autdloga y plaquetas se han explicado anteriormente. La fibrina proporciona estasis de la herida y
un medio para el crecimiento celular y la movilidad. Las plaquetas, aunque contribuyen inicialmente a la estasis de la
herida, también contienen varios agentes antiinflamatorios, de crecimiento y vascularizacién. Como tal, en muchos
procedimientos terapéuticos es beneficioso concentrar la posicidn de las plaquetas en el continuo de fibrina. Por
ejemplo, en el caso de heridas crénicas, una concentracion de plaquetas en el lado de una membrana que contacte
la herida aumentaria la adhesién de la membrana a la herida y aumentaria la vascularizacion de la capa
subdérmica. Para reparacion del menisco, puede ser beneficioso concentrar las plaquetas en la regién exterior del
menisco formado, a saber, la “zona roja”, para aumentar la vascularizacion de esta region. Para cemento 6seo,
puede ser preferible que las plaquetas estén distribuidas uniformemente por todo el continuo. En consecuencia, este
aspecto de la invencién proporciona una manera por la que colocar preferentemente plaquetas en una matriz de
fibrina usando fuerza centrifuga.

Las plaquetas sedimentan en funcién de la fuerza g mientras que la formacién de fibrina prosigue a una velocidad
independiente de la fuerza g. Mas en concreto, las plaquetas sedimentan a velocidad constante, y como resultado,
las plaquetas se depositan a una velocidad constante hasta que todas se hayan sedimentado. Las plaquetas se
distribuyen uniformemente por todo el plasma rico en plaquetas. Cuando el plasma se somete a una fuerza
gravitacional, las plaquetas sedimentan a una velocidad constante, aumentando la velocidad con la fuerza
gravitacional creciente. El tiempo hasta completar la sedimentacién es proporcional a la altura del plasma rico en
plaguetas que las plaquetas superiores deben atravesar. Asi, para una columna de plaquetas de 100 mm de alto, el
tiempo de terminacion de la sedimentacion es aproximadamente 5 minutos a 6000 xg o 15 minutos a 2000 xg.

Por otra parte, se forman mondémeros de fibrina a una tasa independiente de la fuerza gravitacional. En pacientes
normales, este proceso se completa en treinta minutos aproximadamente. Asi, los métodos aqui expuestos
resuelven el problema de desarrollar un perfil de fuerza centrifuga que acomode las dos tasas de sedimentacion
diferentes, dando lugar por ello a una posicion preferente de las plaquetas dentro de la red. La posicién preferente
de las plaquetas optimiza la regeneracion del tejido para adaptarla a cada aplicaciéon concreta, proporcionando una
curacion mas rapida y tasas de éxito mas altas del procedimiento. EI método de colocar preferentemente las
plaquetas implica ajustar la fuerza g durante el proceso de sedimentacion para tener en cuenta la diferencia de las
tasas de sedimentacion de las plaquetas y la formacién y posterior sedimentacion de la fibrina.

En un ejemplo, el plasma rico en plaquetas puede exponerse al activador de coagulacion, y luego centrifugarse
inmediatamente a 4000 a 6000 xg. Consiguientemente, las plaquetas sedimentaran rapidamente en 5 a 10 minutos
y luego estaran en capas encima con la fibrina que se forma en los 25-35 minutos posteriores. La estructura
resultante tendra las plaquetas concentradas en la superficie que se formé inicialmente y disminuira en las capas
formadas mas tarde. Esta aplicacion es especialmente ventajosa para reparacion de menisco y heridas crénicas.

En otro ejemplo, el plasma rico en plaquetas puede exponerse al activador de coagulacion, y luego centrifugarse
inmediatamente a mas de 2000 xg. La sedimentacion de plaquetas y la formacién de fibrina pueden proseguir a
tasas equivalentes. Consiguientemente, la red resultante tiene plaquetas uniformemente distribuidas por toda la red.
Esta aplicacién es especialmente ventajosa para cemento 6seo y para crecimiento de tejidos blandos en
periodontologia.

En otro ejemplo, el plasma rico en plaquetas puede exponerse al activador de coagulacion y centrifugarse
inmediatamente. Sin embargo, la velocidad de centrifugacion se cicla entre tasas alternativas de 1-2 minutos
aproximadamente a 4000-6000 xg, luego de 5-10 minutos aproximadamente a 1000-2000 xg. La iteracion puede ser
realizada 5-10 aproximadamente, dando lugar a una estructura emparedada que tiene 10-20 capas distintas de
plaquetas de concentracion alta y baja alternas. Esta aplicacion es especialmente ventajosa para reparacion de
cartilago de articulaciones, que evita que los huesos rocen unos con otros.

En consecuencia, el control de la tasa a la que el plasma rico en plaquetas y el activador de coagulacion son
centrifugados, asi como la duraciéon de la centrifugacion, da lugar a una posicion preferente de las plaquetas. El
control de la posicidon de las plaquetas optimiza la regeneracion de tejido dependiendo de la aplicacién concreta,
proporcionando por ello una curacién mas rapida y tasas de éxito mas altas del procedimiento.

La figura 56 representa otra realizacion del disefio del molde. El inserto moldeado 424 se hace por lo general de un
plastico o material de caucho. El inserto se introduce en un recipiente 426 y se puede sacar de él, como se
representa en la figura 56. Una vez que el plasma rico en plaquetas esta situado en un recipiente 426, se le puede
afadir un activador de coagulacion. Alternativamente, un activador de coagulacion puede estar ya presente en el
plasma a la introduccion. El inserto tiene paletas 428 similares a las de las figuras 42-49. Las paletas 428 sobresalen
con el fin de definir camaras 430 en las que se puede moldear o formar una membrana a la centrifugacion. En otros
términos, las paletas dejan un espacio entre un nucleo 432 del inserto y el recipiente cuando esta insertado, en el
que se puede formar una membrana cilindrica usando una centrifuga radial. Aunque el inserto se representa con
tres paletas, el inserto se puede fabricar con una o mas paletas. Alternativamente, el inserto podria estar dividido de
modo que se forme una membrana rectangular entre los dos insertos. La ventaja de usar el inserto moldeado 424 es
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que no se requiere un recipiente de fondo plano con una centrifuga de cabezal basculante.

En otra realizacion de la invencién, se facilitan métodos que se utilizan para tratar personas que padecen
enfermedades del cartilago. El tejido del cartilago fibroso tiene una estructura compleja organizada en multicapas de
condrocitos encapsulados en un tejido fibroso amorfo, cuyo componente principal es el colageno, mas acido
hialurénico, y polisacaridos. La capa interior es la mas compacta (es decir, puede ser hasta 25 veces mas rigidas
que las capas exteriores), mientras que las otras dos capas mas blandas se reconocen hacia la superficie. Los
casos patolégicos que implican el tejido de cartilago articular son comunes en humanos y en animales, debido a
infecciones, enfermedades autoinmunes (como artritis), degeneracion relacionada con la edad y eventos
traumaticos. Los cuidados actuales se centran en el tratamiento farmacolégico de pacientes para parar las
infecciones, para reducir la inflamacion, o para estimular la regeneracion natural de tejido de cartilago autélogo. En
casos con dolor, como el tratamiento de rotura del menisco de la rodilla, se lleva a cabo tratamiento quirtrgico para
eliminar el cartilago que no es sustituido, dejando sin proteccion el hueso del paciente. Esta realizacion proporciona
métodos de tratamiento de enfermedades del cartilago.

Las membranas y la fibrina pueden ser usadas como andamios para el cultivo de condrocitos. Mas en concreto,
estos métodos se podrian aplicar a células humanas y animales para producir amortiguadores de fibrina sélida duros
activos bioldgicos, con condrocitos autélogos incluidos, para sustituir in vivo cartilagos dafiados para soportar el
esfuerzo mecanico e iniciar la recuperacion biolégica del tejido. En una realizacion particular, comenzando con una
biopsia del tejido del cartilago que es digerido enzimaticamente, como conocen los expertos en la técnica, los
condrocitos son cultivados en monocapas con un protocolo convencional en una incubadora de CO,. Los
condrocitos, una vez separados con cuidado de sus soportes, se pueden mezclar con el PRP justo antes de
centrifugar el recipiente a 4.000 a 10.000 xg con el fin de obtener una membrana fuerte “orientada” que puede ser
usada para sustituir parte del cartilago dafiado in vivo. La fuerza centrifuga aplicada puede diferenciar los
condrocitos en tipos diferentes de cartilago.

Los andamios de fibrina que tienen los condrocitos pueden ser cultivados durante varios dias en un biorreactor
especial en condiciones estériles (como describe R. Portner, Animal Cell Culture Group — Universidad de Dortmund).
En este dispositivo, el medio de cultivo DMEM (Invitrogen), al que se ha afiadido suero, TGF (factor de crecimiento
transformante -Cell concepto), IGF (factor de crecimiento insulinico - Cell Concept) es refrescado de forma continua
en el andamio en una camara de flujo. Este procedimiento puede ser realizado durante 19 dias. El objetivo es
producir cartilago real in vitro sobre la base y forma de la fibrina original. Este nuevo cartilago puede ser usado para
sustituir cartilagos dafados in vitro.

En un método, se puede formar una membrana autéloga muy fuerte usando métodos de coagulacion vy
centrifugacion concomitantes explicados anteriormente. Mas en concreto, se puede preparar una membrana gruesa
(por ejemplo, de 3 mm de grosor y 24 mm de diametro) segun el ejemplo 5 siguiente. Naturalmente, se puede hacer
una amplia variedad de tamafios de membranas usando alguno de los dispositivos o métodos explicados
anteriormente. Se puede hacer una membrana concreta en un recipiente estéril (por ejemplo, un matraz de vidrio de
fondo plano de 25 ml lleno de 20 ml aproximadamente de plasma autdlogo rico en plaquetas (PRP) y girandolo a
4500-5000xg durante 30 minutos). En este paso se podria usar plasma pobre en plaquetas (PPP). También se
puede emplear alguna de las otras técnicas de formacién de membrana expuestas anteriormente.

Después de formar ésta o cualquier otra membrana de la invencién, se puede lavar bien con solucion fisiologica
estéril y colocarse en un matraz estéril mas grande conteniendo el activador, para preparar una segunda capa de
fibrina rica en plaquetas (PRF). En este paso, se introduce una nueva cantidad de plasma rico en plaquetas, en
completa esterilidad, en el nuevo matraz conteniendo la membrana fuerte. Se puede someter un segundo matraz a
un segundo paso de centrifugacién con el fin de obtener una membrana de tres capas. En un ejemplo concreto, esta
centrifugacion puede tener lugar a una tasa de 1000xg durante 20 minutos para formar una membrana de 30 mm de
diametro. La centrifugacion puede tener lugar a alguna de las tasas expuestas anteriormente (a saber, de 500 a
15.000 xg durante mas de 10 minutos.) la membrana resultante podria ser utilizada para implante donde se haya de
sustituir el cartilago. De nuevo, el grosor y las dimensiones de la membrana vienen dictadas por las condiciones
expuestas anteriormente. La cantidad de sangre y el tipo de matraz también cambiaran consiguientemente. La clave
es exponer una membrana estéril (formada por alguno de los procesos expuestos anteriormente) a un activador de
coagulacion adicional, y posteriormente centrifugar el contenido con el fin de formar una segunda capa de fibrina rica
en plaquetas. Alternativamente, una coagulacién y centrifugacion adicionales podrian formar una tercera capa de
membrana, y asi sucesivamente.

En un método relacionado, se pone tejido de cartilago (autélogo) en cultivo in vitro en un gel, segun el método de
Condrocito Recuperado a partir de Alginato (ARC), conocido por los expertos en la técnica. El gel en el método ARC
podria ser sustituido por fibrina autéloga preparada segun los métodos y dispositivos expuestos anteriormente. Mas
especificamente, durante el segundo paso de la preparacion de fibrina rica en plaquetas, se puede afiadir las cepas
de condrocitos seleccionadas al recipiente secundario juntamente con fibrina autéloga y la mezcla se podria gelificar
a una tasa de centrifugacion baja, o sin la aplicacion de fuerza centrifuga.

La forma y las dimensiones del recipiente en el que tiene lugar la gelificacion se pueden elegir segun el uso posterior
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del “cartilago artificial” (es decir, la forma del cartilago a sustituir). La gelificacion puede ser realizada de tal forma
que el gel se forme alrededor de la membrana fuerte preparada segun el parrafo anterior. Esto se puede lograr
colocando la membrana fuerte dentro del recipiente donde esté teniendo lugar la segunda coagulacion, de tal forma
que el nuevo gel rodee sustancialmente la membrana fuerte original y los condrocitos queden incluidos en el gel. El
recipiente estéril que tiene condrocitos autélogos, fibrina rica en plaquetas autéloga gelificada, y eventualmente la
membrana fuerte interior, se puede poner a incubar en una atmdésfera apropiada (niveles de temperatura, 02, CO2 y
RH), como conocen los expertos en el crecimiento de condrocitos in vitro. Asi se puede obtener el nuevo tejido
cultivado in vitro sobre un andamio de gel de fibrina. Una vez que el cultivo de tejido tenga la densidad correcta de
condrocitos y tejido fibroso, un tejido de tres capas dara lugar a una membrana que sera muy fuerte por dentro y
blanda y preparada para sustituir el tejido enfermo en el huésped. Se afiadiran aditivos apropiados al medio de
cultivo con el fin de optimizar el rendimiento del procedimiento. También se puede prever el uso de células madre;
dado que éstas son el origen de todas las células del cuerpo, pueden originar nuevos condrocitos in vitro, si son
tratadas adecuadamente como saben los expertos.

En general, esta realizacion produce un implante para tratar las enfermedades antes descritas, reduciendo al mismo
tiempo los riesgos vinculados al uso de materiales sintéticos o heterélogos. Los condrocitos autélogos encontraran
en la membrana, enriquecida con plaqueta, el soporte sélido apropiado para proliferacién in vitro e in vivo y para
producir la matriz de condrocitos que es fundamental para la produccion de nuevo cartilago. La membrana
resultante es facil de preparar en un armario estéril y tiene las propiedades fisicas que permiten implantarla
directamente en posicion con el fin de reducir el tiempo de recuperaciéon después de la cirugia, y de facilitar la
migracion de condrocitos que formaran el nuevo cartilago.

Las realizaciones y los métodos aqui descritos también se pueden usar en unién con la recogida de PRP de una
maquina de plasmaféresis. Muchas veces durante la cirugia se utiliza un conservador de células o maquina de
féresis para conservar sangre aspirando la sangre acumulada en un lugar quirdrgico, separando las células y
reinfundiendo las células al paciente. Esta técnica, a veces llamada “cirugia sin sangre”, minimiza o elimina la
necesidad de transfusiones de sangre para sustituir la sangre perdida, haciendo el procedimiento mas seguro y
menos caro. Dicho equipo lo fabrican Haemonetics (Braintree, Massachusetts) y Cobe (Colorado). Estas maquinas
de féresis se usan a veces para separar plaquetas y plasma de los glébulos rojos. El acceso al orificio de plaqueta y
plasma de estas maquinas permite la recogida de PRP. Si el PRP se afiade al segundo tubo, se recalcifica y puede
ser centrifugado y coagulado simultaneamente, en union con los métodos expuestos anteriormente. Esto permite
obtener volimenes mayores de PRP, eliminando al mismo tiempo el primer paso de centrifugacion y el dispositivo
de recogida. A partir de ello se puede obtener una amplia variedad de hojas y membranas de fibrina sélida, y usarse
en esta aplicacion.

La mayoria de las centrifugas estan disefiadas para procesar un tubo de recogida de sangre o segunda red de
fibrina/plaguetas que tiene unas dimensiones de 16 mm x 125 mm. Los tubos de estas dimensiones suelen tener
una capacidad maxima de 15 ml. Estos tubos estan anidados en una copa de centrifuga que es extraible para
limpieza. Las copas tienen forma de tubo y pueden tener un aro para soportar el tubo y la copa durante la
centrifugacion a alta velocidad (figura 52). La formacion de metal o el moldeo por inyeccién de materiales
poliméricos pueden formar integralmente el aro sobre el tubo. También se puede formar por separado y adherir al
tubo por adhesivo, soldadura ultrasénica, soldadura por rozamiento, soldadura por inducciéon u otros métodos de
adhesion de materiales; estos métodos no requieren que los materiales del aro y del tubo sean los mismos, lo que
permite mayores opciones de seleccion de materiales. Alternativamente, el tubo puede tener un diametro exterior
ahusado que se estreche hacia el extremo inferior cerrado y el aro puede tener un ahusamiento inverso de
acoplamiento en su diametro interior, de tal manera que el tubo, cuando se inserte en el aro, pueda proseguir
solamente al punto donde el diametro exterior del tubo y el diametro interior del aro interfieren, preestableciéndose la
distancia del extremo abierto del tubo durante la operacion de formacién. El aro debera tener un diametro interior
que permita un contacto suficiente con el tubo para soportar el tubo durante las altas fuerzas de cizalladura que se
desarrollan en la centrifugacion. El grosor del aro, es decir, la altura del cilindro achaparrado, lo determinan las
propiedades del material del aro y las fuerzas a las que estara sometido el aro durante la centrifugacion. El diametro
exterior del aro debera ser suficiente para excluir el movimiento del tubo radialmente hacia fuera durante la
centrifugacion. Las dimensiones del aro se pueden calcular facilmente usando computacion técnica o analisis de
elementos finitos computerizado.

Los materiales de construccion son tipicamente acero o plastico de ingenieria de alta resistencia. En muchas
aplicaciones de redes de fibrina y plaqueta, tal como fusion espinal y cirugia plastica, se desean volumenes mas
grandes de PRP y/o redes de fibrina/plaqueta que los que se pueden obtener con tubos de 16 x 125 mm. Un método
para obtener volimenes significativamente mayores de sangre recogida o fibrina/plaquetas incluye hacer mas
grande el tubo de recogida o recepcion fijando a él un aro de soporte o formando integralmente el aro encima. El
tubo se puede colocar directamente en el rotor de centrifuga después de sacar la copa de soporte. El material de
construccién del tubo puede contener vacio, recibir un tapén, ser compatible con la sangre y tener una resistencia
suficiente para resistir la centrifugacion. Los ejemplos de materiales adecuados incluyen, aunque sin limitacion,
metal, vidrio con un aro de soporte unido por adhesivo, o un plastico barrera de alta resistencia tal como tereftalato
de polietileno (PET) o naftalato de polietileno (PEN). Tal tubo puede tener un diametro de 20 a 30 mm (por ejemplo,
25 mm) y una longitud de 110 a 140 mm (por ejemplo, 125 mm) y contener mas de 20-30 ml. Se puede hacer tubos
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mas grandes modificando el rotor para recibir tubos de mayor diametro. Esto también es util en pruebas de
diagnéstico y otros procedimientos en los que son deseables volimenes de espécimen mas grandes que los que se
pueden obtener con tubos de tamario estandar.

Retardar la centrifugacion y/o la recalcificacion después de la transferencia de PRP puede mejorar la incorporacion
de fibrina, plaquetas y factores de crecimiento a materiales de injerto. Retardar la centrifugacion y/o la recalcificacion
no significa que no tengan lugar la coagulacion y la centrifugacion concomitantes. Se puede afiadir materiales de
injerto de tamafio pequefio de particula al PRP después de la transferencia al segundo tubo o se puede preintroducir
al menos uno en el tubo secundario durante el proceso de fabricacion. Estos materiales de injerto pueden incluir
hueso autélogo, hueso de donante, hueso animal, hueso sintético, trifosfato de calcio, carbonato, sulfato y sus
combinaciones. Debido a la densidad del material de injerto y su pequefio tamafio de particula, puede ser dificil
incorporar uniformemente el injerto a la red de fibrina-plaquetas o lamina de fibrina sdélida. Esto puede ser el
resultado de que la densidad del injerto es mucho mas alta que la densidad de PRP, y el material de injerto cae
rapidamente a la parte inferior del tubo durante la centrifugacion. El pequefio tamafio de particula del material de
injerto empaquetado no siempre puede permitir que la fibrina y plaquetas, que descienden después durante el ciclo
de centrifugacion, penetren facilmente en los intersticios del material de injerto empaquetado. Un método alternativo
a la centrifugacion inmediata es retardar la centrifugacion durante un periodo de tiempo que permita que los
monomeros de fibrina, plaquetas y factores de crecimiento rodeen y penetren en la superficie porosa del material de
injerto, antes de que tenga lugar el posterior entrecruzamiento. La mezcla se puede mezclar periddicamente o de
forma continua durante el periodo de retardo para mejorar la dispersion y el recubrimiento de las particulas de injerto
individuales. Después de un periodo de tiempo determinado apropiado por el tamaino de particula del material de
injerto, se puede iniciar la centrifugacion para empaquetar el injerto y estabilizar la red de fibrina-plaquetas
comprimiendo la red por centrifugacion durante el paso de entrecruzamiento de la formacion de fibrina.

Puede haber un amplio rango de retardos, dependiendo del tamafio de particula del material de injerto 6seo: cuanto
mayor es la particula, menor es el beneficio del retardo. Para autoinjerto e injertos humanos y animales superiores a
3 mm, puede no ser necesario ningun retardo para incorporar el injerto a la red de fibrina-plaquetas. Para injertos de
mas de 0,5 mm y menos de 3 mm, un retardo de 1 a 20 minutos (por ejemplo, 3 minutos) permite una buena
incorporacion del material de injerto, permitiendo al mismo tiempo la centrifugacion durante el proceso de
entrecruzamiento. Para materiales de injerto de menos de 0,5 mm, un retardo de 3 a 25 minutos (por ejemplo, 5
minutos) permite una buena incorporacién y compresion durante el entrecruzamiento. De nuevo, retardar la
recalcificacion del PRP permite que el PRP sea absorbido al injerto antes del inicio de la coagulacién. En un
ejemplo, el calcio no esta prellenado en el segundo tubo, sino que se afiade después de un periodo de
impregnacion, de 1-30 minutos, idealmente de 5-15 minutos.

En otros casos se emplean materiales de injerto de gran volumen, tal como varillas éseas para fusion espinal. En
estos casos, a veces es deseable impregnar el material de injerto en el PRP antes de la coagulacion para efectuar
una penetracion mas profunda del plasma, las plaquetas y/o los factores de crecimiento en la superficie porosa y
mejorar por ello la incorporacién de la posterior red de fibrina-plaquetas al material de injerto. Esto se puede lograr
retardando la adicién del calcio u otra especie catiénica que desplazaria el calcio endégeno unido por el agente
quelante anticoagulante al PRP después de la transferencia al segundo tubo. El activador de coagulaciéon de calcio
se puede afadir directamente al tubo después del retardo de tiempo apropiado dictado por las propiedades del
material de injerto y posteriormente la centrifugacion durante la coagulacion. Alternativamente, el activador de
coagulacion de calcio se puede afiadir usando un recipiente conteniendo la solucion de calcio que esté conectado al
segundo tubo y se active incrementando la velocidad de centrifugacion, en un método similar al de la realizacion del
sistema de tubo unico.

También puede ser deseable pulverizar PRP sobre la superficie de una herida y formar la red de fibrina-plaquetas in
situ. Este procedimiento proporciona un valor terapéutico mejorado. La fibrina puede actuar como un adhesivo
mientras que las plaquetas proporcionan mejor curacion por adicion de sus factores de crecimiento. Los ejemplos de
procedimientos que emplean esta técnica pueden incluir: adherir injertos de piel a victimas de quemaduras o heridas
cronicas; adherir piel a las capas subdérmicas durante la cirugia plastica tal como lifts de cara; sellar heridas
exudantes después del desbridamiento de victimas de quemaduras; y aplicar un agente hemostatico tépico. Un
método de lograr el efecto deseado es transferir el PRP al tubo de recalcificacion o secundario y posteriormente
afiadir un pulverizador aerosol de bomba o pulverizador asistido por aire al tubo y aplicar el PRP recalcificado al
lugar de la herida. EI PRP formara entonces una red de fibrina-plaquetas in situ.

Un método alternativo seria bombear directamente del primer tubo después de la separacion de globulos rojos o
transferir el PRP a un tubo que no contenga activador de coagulacion de calcio u otra especie cationica. El calcio
puede ser anadido por adicién de la solucién al recorrido de fluido durante el bombeo utilizando un colector de fluido
separado o haciendo fluir el PRP a través de una camara que contenga cristales de calcio.

Un método alternativo puede ser concentrar las plaquetas en la parte inferior del segundo tubo sin solucién de calcio
centrifugando el PRP después de la transferencia. La admision del sistema de bombeo aspiraria de la parte inferior
del tubo, aplicando plaquetas a concentraciones mas altas para niveles incrementados de factores de crecimiento.
La varilla de admisién puede tener un diafragma deslizante que selle el concentrado de plaquetas debajo del
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diafragma. La varilla de admision puede tener un tope que limite la posicion inicial del diafragma, estableciendo por
ello la concentracion de plaquetas en el volumen a dispensar a un valor deseado (véase la figura 53). El tope esta
situado a una distancia preestablecida de la parte inferior de la admisién que producira la concentracién deseada de
plaquetas en el volumen de plasma debajo del diafragma. Cuanto mas alto esté situado el tope en la varilla de
admision, menor sera la concentraciéon de plaquetas. Otra realizacion es poner una superficie de activacion de
coagulacion de alta energia en el recorrido de fluido del sistema de pulverizacién. La superficie activara el plasma y
formara un coagulo con una densidad de entrecruzamiento mas alta, proporcionando una mayor resistencia
mecanica y un tiempo de coagulacion reducido.

Se puede emplear otros dispositivos para facilitar la extraccion de la red de fibrina-plaquetas, con y sin material de
injerto, del tubo secundario. Después de la terminacion del segundo paso de centrifugacion, la red de fibrina-
plaquetas puede ser empaquetada a la parte inferior del segundo tubo. Normalmente, el tubo puede ser decantado a
una copa estéril y la red puede fluir libremente a la copa. A una velocidad de centrifugacion mas alta requerida para
redes mas densas, el coagulo puede ser empaquetado ajustadamente para facil decantacion. La empaquetadura
puede formar un cierre hermético contra la pared del tubo de tal manera que se forme un vacio cuando el coagulo se
mueva después de la inversion, evitando el flujo adicional. Esta situacién puede ser exacerbada por la adicion de
materiales de injerto que se compactan durante la centrifugacion, formando una matriz empaquetada densa, muy
parecida a la sinterizacion de polvos de metal. Por lo tanto, es deseable quitar la red de la parte inferior del tubo,
preferiblemente como parte de un sistema de administracion, para la adicion de la red al lugar de la herida, tal como
una cavidad 6sea.

Un método de facilitar la extracciéon de la red es la inclusién de una copa con una parte inferior perforada en el
segundo tubo al tiempo de la fabricacion (véase la figura 54). La parte inferior esta perforada (figura 54a) para que el
suero producido durante la centrifugacion pueda drenar durante la extraccion de la copa del tubo. La altura de las
paredes de la copa puede variar, siendo del rango desde aspectos poco profundos (figura 54a) a toda la longitud del
tubo (figura 54b). El labio de la copa puede contener un método de entrecruzamiento a un dispositivo de
administracion. El método de entrecruzamiento puede ser roscas, bloqueos de torsién de bayoneta, clips o
mecanismos similares. Las paredes de la copa pueden tener ranuras en sus paredes exteriores para evitar el vacio
durante la extraccion de modo que se evite una fuerza de extraccion excesiva (figura 54d). La pared de la copa
puede tener perforaciones de modo que el suero encima del coagulo pueda fluir a través de las paredes, a lo largo
de las ranuras y al volumen debajo de la copa creado durante la extraccion de la copa del tubo. La parte superior de
la copa también puede conectar con un sistema dispensador operado por desplazamiento positivo de un pistén a
través de la seccion cilindrica de la copa; la operacion puede imitar a una jeringa (figura 54e) o mecanismo de
“pistola de calafateo” de trinquete (54f). El material de la porcion cilindrica de la copa o cilindro dispensador puede
ser radioopaco para permitir una dispensacion exacta usando una técnica fluorométrica. En la figura 55, el segundo
tubo es cilindrico y tiene un tapdén en cualquier extremo del cilindro. Después de la centrifugacion, se quitan los
tapones y un pistén desplaza la red formada. Esto constituye un sistema de cartucho. Alternativamente, la copa
puede ir montada en el tapon con fibras de tal manera que la copa se extraiga cuando se quite el tapon.

Las membranas vy las fibrinas producidas por los métodos aqui descritos pueden actuar como un andamio a usar
para cultivar células, como se ha explicado anteriormente. La matriz de fibrina puede ser suficientemente densa para
actuar como un andamio. La matriz se puede formar en un material de andamio de absorcién lenta tal como una
esponja de colageno, un polimero biodegradable o un polimero no biodegradable tal como un injerto de aneurisma
aortico abdominal. Estos andamios combinados pueden proporcionar resistencia mecanica adicional y un nuevo
crecimiento de tejido mas uniforme que los actuales materiales de andamios. En un ejemplo, la membrana obtenida
por la aplicacion de alta fuerza centrifuga, por ejemplo, de 4.000 a 10.000xg, puede actuar como un andamio para
cultivos adhesivos in vitro de células dérmicas. Estos cultivos son especialmente Utiles para reparar dafios severos
de la piel debido a quemaduras o a abrasién mecanica del tejido original. Estos andamios de fibrina proporcionan
naturalmente a las células en cultivo factores de crecimiento, por las plaquetas, y factores adhesivos, por la lamina
de fibrina sélida. Para obtener un buen cultivo in vitro puede ser aconsejable empezar con una buena densidad de
células epiteliales en el medio de cultivo.

Las membranas y las laminas de fibrina sélida aqui descritas también se pueden usar para fundir células madre
encima. Mas en concreto, las membranas y las laminas de fibrina sélida pueden ser usadas para cultivar células
pancreaticas conjuntamente con células madre en una monocapa o en varias capas de células o membranas. Por
ejemplo, Medvinsky en la Universidad de Edimburgo, Reino Unido, y XWang en la Universidad de Portland, Oregén,
han demostrado recientemente que las células madre inyectadas en el pancreas de ratones diabéticos funden su
genoma con células pancreaticas enfermas y generan varios grados de poliploides que son de nuevo activos en la
produccion de insulina. Los factores de crecimiento activos presentes en los andamios y soportes aqui explicados
pueden permitir el crecimiento de células usando medios convencionales, y la posibilidad de estudiar la fusion y los
aspectos bioquimicos y los aspectos citoldgicos.

En una aplicacion diferente, los condrocitos tomados de un cultivo monocapa son inmovilizados en perlas de
alginato, como saben los expertos en la técnica. Estas perlas sélidas son comprimidas a un agregado mayor
“parecido a tejido” usando la fuerza centrifuga para “comprimir” estos agregados con el fin de regular la presion
neumatica y de estimular el “tejido” segun el esfuerzo fisiolégico in vivo. (Czermakm, P. —Universidad de Ciencias

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 524 444 T3

Aplicadas, Giessen, Alemania). Durante la centrifugacion, se puede afadir PRP a las perlas de alginato para
preparar un agregado bioactivo compacto preparado para implantarse en lugar de un cartilago dafado, o para ser
cultivado en un biorreactor durante varios dias con el fin de guiar el crecimiento del cartilago.

Ejemplos
Ejemplo 1

En un recipiente de vidrio de 5 ml para antibidticos, sellable bajo vacio, hecho de vidrio blanco transparente, inerte y
de 1 mm de grosor, se introdujeron 100 mg de acido tranexamico, que actia como estabilizador de fibrina. El acido
tranexamico sintético, de pureza superior a 98%, lo comercializa la compafiia americana Sigma Inc. Por separado,
se prepara una solucion de 1M CaCl 2, pesando en una balanza de precision 147,0 g de CaCl - 2H >0 (>99% puro),
de la misma compafiia americana Sigma Inc.

Se disolvié esta sal en 1 litro exacto de agua destilada no pirégena ultrapura, durante unos pocos minutos a
temperatura ambiente, con frecuente agitacion. Usando un dispensador de pistdon de precision, que tiene una
precision de dispensacion de +5% (analogo a Eppendorf), se introdujeron 80 pl de la solucion activadora en el
recipiente de vidrio. En este paso, al mismo tiempo que la dispensacion, se llevé a cabo una filtracién usando un
filtro de esterilizacion de 0,22 ym de Millpore, evitando al mismo tiempo con cuidado la posible contaminacion de
polvos o filamentos de cualquier tipo. Finalmente, se cerrd el recipiente de vidrio con un tapén de caucho perforable
y cerrable bajo vacio, teniendo cuidado de no cerrar completamente el recipiente, con el fin de permitir la posterior
obturacion al vacio y posiblemente otra esterilizacion usando gas. El recipiente se introdujo entonces en un
dispositivo adecuado para obturacién al vacio, evitando al mismo tiempo cualquier posible contaminacion de
particulas solidas en la atmdsfera (filtracion ULPA o HEPA en camara estéril). Se aplico un vacio de hasta 4 ml,
usando una bomba de vacio de membrana y un control micrométrico, a la atmosfera interior del dispositivo. Con el
fin de controlar el nivel de vacio en la atmdsfera interior, se usé un calibre de vacio de precision (precision #1 mbar).
Finalmente, sin descargar el dispositivo, el recipiente se obturd bajo vacio, para ser recuperado a continuacion para
el uso descrito en el ejemplo siguiente.

Ejemplo 2

Se extrajeron 10 ml de sangre venosa de un paciente segun las provisiones de las normas cualitativas para analisis
clinico, por ejemplo, usando tubos de prueba estériles VACUTAINER® de Becton-Dickinson, afiadiéndoseles 0,106
M de una solucion de citrato de sodio. Para esta finalidad también se puede usar tubos de prueba a los que se haya
afiadido etilendiamina tetracetato disédico o dipotasico. La muestra se mantuvo estéril con cuidado durante la
extraccion de sangre. Finalmente, la muestra se agitd suavemente para mezclar completamente los componentes,
asegurando por ello la accion anticoagulante del citrato de sodio. El tubo de prueba se introdujo entonces en una
centrifuga adecuada, equilibrando con cuidado el peso del rotor con el fin de evitar que la centrifuga se dafiase. Una
vez sellada la tapa, la muestra se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos, separando por ello los glébulos rojos
(mas gruesos) del plasma citrado (supernadante). En este caso el rendimiento de plasma, dependiendo
principalmente de las caracteristicas de la sangre del donante, fue de hasta 55%. El tubo de prueba conteniendo el
plasma separado se mantuvo cerrado en condiciones estériles y se colocé verticalmente en un soporte para
recuperar el plasma propiamente dicho; en este paso se tubo cuidado de no agitar el tubo de prueba, con el fin de
evitar la mezcla de las dos fases separadas en la centrifugacion. La porcién exterior del tapon del tubo de prueba se
esterilizé entonces usando alcohol desnaturalizado, y a continuacién se introdujo una aguja estéril, conectada a una
jeringa estéril, en el tapon del tubo de prueba. La aguja se llevé hasta 3-4 mm del menisco separado de las dos
fases, y se aspiraron 4 ml de plasma. Usando la misma aguja, se perforo el tapdn del recipiente segun la presente
invencion, preparado como se describe en el ejemplo 1, que habia sido esterilizado previamente con alcohol. Tan
pronto como la aguja perfor6 el tapon, el plasma citrado contenido en la jeringa fue aspirado completamente al
recipiente. Este se agité suavemente y, después de aproximadamente 2 minutos a 37°C, se obtuvo un coagulo de
cola de fibrina autdloga estéril, preparada para ser usada inmediatamente.

Ejemplo 3

Se extrajeron 18 ml aproximadamente de sangre venosa de un paciente de 49 afos usando tubos de prueba de 5
ml de citrato de sodio VACUTAINER® de Becton-Dickinson, teniendo cuidado de agitar suavemente justo después
de la extraccion de la muestra. La sangre asi extraida se sometié inmediatamente a centrifugacion (15 minutos a
2500 rpm) para separar el plasma. El plasma (12 ml) fue transferido con cuidado a dos tubos de prueba de 10 ml,
conteniendo 120 pl de CaCl , (10g/100ml) cada uno, que se habian preparado como se describe en el ejemplo 1,
pero sin usar acido tranexamico. Después de mezclar el plasma con el activador, los tubos de prueba fueron
centrifugados durante 30 minutos a 3000 rpm, obteniendo finalmente dos muestras de fibrina masivas que se
insertaron, con todas las precauciones de esterilidad, dentro de 2-3 horas de preparacion, en la cavidad mandibular
vesicular grande resultante de la extraccion del canino izquierdo impactado y el segundo incisivo derecho, asi como
de la abscision del quiste presente en la zona central de los dientes incisivos. Finalmente, los bordes gingivales se
cerraron con ocho puntos. Una verificacion radiografica a los 15 dias demostré que la fibrina todavia estaba en su
posicion, aparentemente intacta. La histologia efectuada 7 meses después demostré la completa sustitucion de la
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fibrina por tejido 6seo, con un mejor transcurso postoperativo que con los métodos tradicionales, que requieren mas
de 12 meses para lograr el mismo resultado. Dado que no se habia usado ningln agente antifibrinolitico para la
preparacion de fibrina autéloga, se puede indicar en este caso que dicho aditivo era util para la finalidad especifica.

Ejemplo 4

Al objeto de producir una cola de fibrina adhesiva, se transfirieron 12 ml de plasma, obtenido como en el ejemplo 3,,
con todas las medidas para preservar la esterilidad, a un recipiente de 20 ml segun la presente invencion, preparado
como se describe en el ejemplo 1.

Después de realizar una agitacion esmerada, se vertié el plasma mezclado a un portaobjetos de vidrio estéril, del
tipo usado en laboratorios quimicos, donde el plasma se mezclé con carbonato de calcio estéril y muy puro de
origen coralino (BIO-CORAL™ - NOTEBS S.A. Francia), o con fluoruro de calcio (>98% Sigma Inc.). Estas sales de
calcio son conocidas por los expertos en la técnica como estimuladores de fibroblastos.

Mezclando una parte del plasma con una parte de carbonato de calcio, (por ejemplo, 2 ml con 500 mg) se obtuvo
una pasta maleable, estéril y adhesiva que se usé como un relleno para espacios subgingivales o diferentes
cavidades después de la abscision de sacos mucosos infectados. La pasta, colocada con el fin de llenar los
espacios vacios, formé en unos pocos minutos una lamina de fibrina sélida que actuaba como un tapén hemostatico
y cred un sustrato biolégico autélogo que soportaba los bordes mucosos en posicion y donde mas tarde se inicio la
migracion de células conectivas.

Ejemplo 5

Para obtener una membrana de cola de fibrina, se pusieron 20 ml de plasma, obtenidos como en el ejemplo 3, en un
recipiente de fondo plano, de 25 ml, segun la presente invencion preparado como en el ejemplo 1. Después de la
esmerada agitacion usual, el recipiente se centrifugd durante 40 minutos a 4000 rpm con un rotor abatible. Al final de
la operacioén de centrifugacion, de la parte inferior del tubo de prueba se recuperé una membrana muy compacta y
resistente a la traccion, de color blanco, que tenia el mismo tamafio que la parte inferior del tubo de prueba (24 mm
de diametro) y un grosor de 3 mm. Esta membrana autéloga, debido a su compacidad y resistencia, se usé como
una membrana de sujecidon y separacion en cirugia dental y general, como un sucedaneo de las membranas
sintéticas porosas. La membrana obtenida puede ser almacenada estéril durante varios dias a 4°C.

Ejemplo 6

Para obtener membranas de cola de fibrina de gran tamario, se extrajeron 200 ml aproximadamente de plasma
citrado de un paciente, se recogieron y separaron en una bolsa de transfusion doble. El plasma se sometié a
crioprecipitacion por congelacién a -80°C durante 12 horas, realizandose la descongelacién durante la noche a 4°C
(este procedimiento es bien conocido por los expertos en la técnica). La misma mafiana, el plasma obtenido por este
procedimiento fue sometido a centrifugacion durante 15 minutos a 5000 rpm a 4°C obteniendo 20 ml
aproximadamente de crioprecipitado. Después de una esmerada extraccion del supernadante usando un dispositivo
de presién (por ejemplo, XP100 de la compaiiia Jouan S.A. Francia), el crioprecipitado se asocié con 20 ml de
plasma entero del mismo paciente. Los 40 ml resultantes se pusieron en un recipiente de polipropileno estéril de
fondo plano, de 35 mm de diametro, segun la presente invencion, conteniendo la cantidad adecuada de activador,
como en el ejemplo 1. Después de esmerada agitacion, el recipiente se centrifugd durante 40 minutos a 5000 rpm
obteniendo una membrana como en el ejemplo 5, pero mas compacta y resistente a la traccion debido al mayor
contenido de fibrina. Dicha membrana también puede ser almacenada en forma estéril durante varios dias a 4°C.

La membrana obtenida con el método descrito en el ejemplo 5, ademas de la utilizacion descrita en el ejemplo 4,
puede ser usada como un sustrato para el cultivo in vitro de células dérmicas del mismo paciente, con el fin de
obtener injertos a trasplantar en caso de quemaduras muy graves.

También se puede obtener membranas de buena calidad Utiles para los fines antes mencionados a partir de plasma
entero separado directamente transferido al recipiente segun la presente invencién. La membrana obtenida sera
mas fina que la antes descrita, pero seguira siendo util para usos quirdrgicos y como un sustrato para el crecimiento
celular.

Ejemplo 7

Para obtener fibrina pulverizada comenzando a partir de un crioprecipitado como en el ejemplo 5, se asociaron 20 ml
de crioprecipitado con 10 ml de plasma entero a temperatura ambiente y se agitaron suavemente hasta la completa
disolucion. El plasma resultante fue transferido con cuidado a un recipiente de 50 ml segun la presente invencion
preparado como en el ejemplo 1, agitando suavemente para una mezcla perfecta de los componentes. Después de
120 segundos a temperatura ambiente, el tubo de prueba se conecté a un compresor de aire estéril tipo Venturi,
conocido por los expertos en la técnica, para ser distribuido uniformemente sobre la superficie de un 6rgano
sangrante sometido a cirugia (pulmén, corazén, bazo, anastomosis arterial). El plasma concentrado, conteniendo
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fibrindgeno concentrado, trombina, iones calcio y otros enzimas de coagulacion, distribuido sobre el érgano, coaguld
a unos pocos segundos, debido también a enzimas de activacion de coagulacion de tejido presentes en el endotelio
del paciente creando una pelicula de fibrina que tenia una funcién hemostatica protectora. Por lo tanto, la operacién
quirdrgica concluyd con la reduccion de hemorragias internas y evitando asi mas transfusiones de sangre o
complicaciones.

Ejemplo 8

La membrana obtenida con el método descrito en el ejemplo 5 también incorporara plaqueta autéloga si se usa
plasma rico en plaquetas (PRP) como un componente sanguineo inicial. Para obtener PRP a partir de sangre
entera, se puede centrifugar muestras de sangre a 1000xg durante 10-15 minutos. Los pasos siguientes seran
similares a los descritos en dicho ejemplo.

La membrana obtenida con este método de aplicacién se podria usar como un sustrato activo para estudiar in vitro
el fenomeno de la fusion de células madre descrito por Wang y Vassillopoulos (Nature-Vol 422-2003, 24 de Abril).
Este estudio describe el uso de células madre cultivadas en presencia de hepatocitos en higado de raton, y la fusion
de sus genomas para crear una célula de nuevo tipo capaz de regenerar el tejido dafiado o defectuoso.

Debido a la presencia de plaquetas, proveedores de factor de crecimiento, y otros agentes estimulantes, la
membrana obtenida como se ha descrito anteriormente podria ser usada como un soporte para estudiar in vitro este
fendmeno muy importante y usar eventualmente la generacién obtenida de nuevas células a introducir in vivo (de
forma analoga a lo hecho con respecto a los condrocitos o las células epiteliales).

Ejemplo 9

Todo el procedimiento siguiente se lleva a cabo en un armario de flujo laminar en condiciones estériles.
Comenzando a partir de una muestra bioptica sélida, se traté tejido dérmico con un homogenizador para separar
pequefios aglomerados de células manteniendo intacta su integridad de célula Unica. Después de lavar el
homogenado con 40 mm de PBS estéril (solucién tampon fosfato pH 7,3 - Gibco), las células fueron centrifugadas a
500-1000xg durante 7-15 minutos a un tubo de PP para recuperar el pellet. El lavado se repiti6 dos veces. Las
células obtenidas fueron digeridas entonces a 37°C durante 20 minutos con una solucién de tripsina a 0,05%/EDTA
0,02% para eliminar la estructura de colageno que soporta las células.

Posteriormente, las células se lavaron bien con PBS estéril para eliminar la colagenasa. Las células se
resuspendieron posteriormente en un medio de cultivo (por ejemplo M199, HAM-F12, u otro, conocido por los
expertos en la técnica) y se distribuyeron de forma homogénea sobre la superficie de una membrana de fibrina. La
densidad de las células sobre la superficie del soporte de fibrina puede ser importante para el buen resultado del
cultivo de células epiteliales. Por ejemplo, los mejores resultados se pueden obtener con una densidad de 1 a 3x10*
células/cm? de membrana, donde normalmente se adhirieron en 15-60 minutos. Después de la distribucién y al cabo
de 2-5 horas son completamente planas. El cultivo se puede mantener hasta 5 dias en una atmaésfera controlada de
5% CO 2, R.H. 98% a 37°C, controlando regularmente el desarrollo del cultivo, y cambiando eventualmente el medio
de cultivo cada 2 a 3 dias, si es necesario. En caso de un recipiente cilindrico, se usa un sistema de rodillos
apropiado en base a 24 horas, dentro del incubador de CO », de modo que el medio cultivado lave de forma continua
la superficie de la membrana que alimenta las células del cultivo.

El cultivo debera ser realizado en un recipiente estéril apropiado, con un sistema de ventilaciéon que permita
intercambios de gases, pero que mantenga la esterilidad del interior. La membrana de fibrina debera formarse en el
interior del recipiente para adherirse perfectamente a la superficie interior del matraz durante todo el tiempo del
cultivo.

Después de verificar el desarrollo del cultivo in vitro (por ejemplo usando un microscopio de fase de contraste), la

membrana, con las células sobre la superficie superior, se recupera con cuidado y prepara para implante bajo
condiciones estériles en la herida o quemadura del paciente, manteniéndola eventualmente en posicién con puntos.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para preparar una lamina de fibrina solida, incluyendo el método:
extraer sangre de un paciente;
separar plasma de la sangre; y

concomitantemente coagular y centrifugar axialmente el plasma para formar la lamina de fibrina sdlida, siendo
adecuada la lamina de fibrina solida para regenerar tejido corporal en un organismo vivo.

2. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 1, donde se usa un dispositivo para
preparar una lamina de fibrina sélida, incluyendo el dispositivo:

una camara primaria;
una camara secundaria conteniendo un coagulador; y
un medio que separa la camara primaria de la camara secundaria, usandose el dispositivo en centrifugacion axial.

3. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun las reivindicaciones 1 o 2, donde el plasma separado
de la sangre contiene calcio endégeno y el método incluye ademas:

poner el plasma en contacto con un anticoagulante; y

poner el plasma en contacto con un coagulador incluyendo una especie catidnica que tiene una afinidad igual o mas
alta al anticoagulante que al calcio endégeno.

4. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 3, donde la especie catidnica incluye
al menos uno de magnesio, manganeso, zinc y una combinacion de los mismos.

5. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 3, donde la especie cationica incluye
calcio.

6. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 3, donde la especie cationica incluye
al menos uno de cloruro de calcio, fluoruro de calcio, carbonato de calcio, gluconato de calcio, fumarato de calcio,
piruvato de calcio, y una combinacion de los mismos.

7. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun las reivindicaciones 1 o 2, donde la lamina de fibrina
solida incluye ademas un agente mejorador terapéutico.

8. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 7, donde el agente mejorador
terapéutico incluye al menos uno de un antibiético, analgésico, terapéutico contra el cancer, factor de crecimiento de
plaquetas, proteina morfogénica dsea, célula madre, material de injerto dseo, injerto de tejido blando, material de
cultivo de células, inmunosupresor, y una combinacion de los mismos.

9. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 7, donde el agente mejorador
terapéutico incluye un antibidtico, y el antibiético incluye al menos uno de ampicilina, eritromicina, tobramicina y una
combinacion de las mismas.

10. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 7, donde el agente mejorador
terapéutico incluye un analgésico, y el analgésico incluye al menos uno de aspirina, codeina y una combinacion de
las mismas.

11. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 7, donde el agente mejorador
terapéutico incluye material de injerto 6seo, y el material de injerto 6seo incluye al menos uno de hueso autélogo,
aloinjerto de cadaver, homoinjerto de cadaver, hueso de origen animal, injerto 6seo sintético, compuesto
ortobiolégico, proteina morfogénica 6sea (BMP), proteina morfogénica ésea humana recombinante (rhBMP), y una
combinacion de los mismos.

12. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 7, donde el agente mejorador
terapéutico incluye al menos uno de piel, materiales de injerto cutaneo, injerto gingival, colageno, un injerto
bioabsorbible, un injerto vascular, un factor de crecimiento derivado de plaquetas, Factor 4 de plaqueta (PF4),
tromboglobulina, trombospondina, y una combinacion de los mismos.

13. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 7, donde el agente mejorador
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terapéutico incluye al menos uno de un inmunosupresor para trasplantes de érganos y un inmunosupresor cutaneo.

14. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 7, donde la membrana de fibrina
solida incluye células vivas para expresion de moléculas deseadas, terapia génica y terapia celular.

15. El método para preparar una lamina de fibrina sélida segun la reivindicacion 7, donde la lamina de fibrina sélida
se ha de usar para regenerar tejido en un organismo vivo.
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