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DESCRIPCION

Método para la preparacion de plasma rico en plaquetas para usos no procesados y su combinacion con las
células de piel y hueso

Area del invento

[0001] Este invento se refiere al campo de la regeneracién de tejidos, especialmente de la regeneracion de la piel,
de cartilagos, de musculos, de tendones, de tejido adiposo, de corneas, de nervios periféricos, de la columna y de
los huesos. Se refiere mas especificamente a nuevas preparaciones celulares en forma de una matriz bioldgica, un
método para su preparacién, un método para su uso, un dispositivo para su preparacién y preparaciones que
contienen a dicha preparacién celular para su uso extemporaneo.

Antecedentes del invento

[0002] Se ha documentado bien la importancia de los materiales bioldgicos auténomos en el proceso de sanacion.
Mas importantemente, se demostré la implicacidon directa de 2 materiales bioldgicos autdlogos con la formacion de la
estructura de coagulos de sangre, lo cual suministra una barrera hemostatica cuyo rol es garantizar la hemostasis y
sellar a la herida: (1) la fibrina, que se deriva de la separacién del fibrindgeno clasico en 2 hebras a través de la
accion de la trombina, y (2) las membranas activadas de plaquetas. El proceso de formacion de la herida
generalmente se presenta como la sucesiéon de una fase de coagulacion, un proceso inflamatorio y un proceso
regenerativo.

[0003] La fase de coagulacion (coagulacidon de la sangre o foomacion de coagulos) es un proceso complejo, por el
cual una pared dafiada de vasos sanguineos se cubre por un coagulo de fibrina para detener la hemorragia y
reparar los vasos dafiados, que se inicia por la liberacion en grandes cantidades de citoquinas y de factores de
crecimiento provenientes de granulos alfa de plaquetas. La fomacion de coagulos sanguineos (formados en
condiciones fisiolégicas por la fibrina, por las plaquetas y por los gldébulos rojos, entre otros componentes
sanguineos) es un fenébmeno natural bien conocido que resulta de traumas de los tejidos y su rol en el proceso de
sanacion de heridas, asi como en la unién de fracturas 6seas.

[0004] EI proceso de inflamacién, que sigue a la fomacién de un codagulo sanguineo, se estimula mediante
numerosos mediadores vasoactivos y factores quimiotacticos (sefiales especificas en la foma de proteinas)
liberados por los glébulos blancos y plaquetas. Estas sefales atraen a macréfagos que “limpian” el lugar de
cualquier bacteria o particula extrafia tal como lo hacen los glébulos rojos antes de la migracion de las células
nuevas.

[0005] La fase regenerativa del tejido involucra a la quimioatraccién y a la mitosis de células no diferenciadas en la
matriz (o matriz de crecimiento) formada por el coagulo sanguineo. Las nuevas células, que se multiplican bajo la
estimulacién de los factores de crecimiento de plaquetas, reemplazaran a las células dafadas o destruidas las
cuales son digeridas por los macréfagos.

[0006] Los factores de crecimiento y las numerosas proteinas del plasma, también llamadas moléculas
sefalizadoras, que promueven la migracion celular y divisiéon dentro de los coagulos sanguineos, juegan un rol
crucial en el proceso de sanacién de heridas.

[0007] En teoria, es posible amplificar los efectos de estas primeras fases en el proceso de sanacion de heridas al
descartar a los glébulos rojos e incrementar la concentraciéon de factores de crecimiento.

[0008] La amplificacidn de la coagulacion sanguinea puede definirse como la formaciéon de un “coagulo enriquecido
(EC - enriched clot)’. Los coagulos enriquecidos pueden obtenerse a través del uso de concentraciones de
plaquetas y se han descrito en Platelets and Megacaryocytes (Plaquetas y Megacariocitos) 2004, vol 1 y 2, como
"Structure

and signals "(“Estructura y Sefales”), Ed. Gibbins y Mahaut-Smith, Humana Press, Nueva Jersey.

[0009] El plasma rico en plaquetas (PRP) puede definirse como una concentracién autéloga de plaquetas en un
volumen pequefio de plasma; se desarrollé como un biomaterial autdlogo y demostré ser util en la sanacion y en la
regeneracion de tejidos (Marx et al., 2004, J. Oral Maxillofac. Surg., 62, 489-496). El plasma rico en plaquetas no
soélo consiste de una concentracion de plaquetas pero también contiene a factores de crecimiento (tales como el
factor de crecimiento derivado de plaquetas: PDGF (platelet-derived growth factor), el factor de crecimiento
endotelial vascular: VEGF (vascular endothelial growth factor), el factor de crecmiento transformante: TGF
(transforming growth factor) y el factor de crecimiento epidémico: EGF (epidemal growth factor) que se secretan
activamente por las plaquetas y han demostrado tener un rol fundamental en el proceso de iniciacién de sanacion de
heridas.

[0010] Por ejemplo, el PDGF es conocido por iniciar la sanacién de los tejidos colectivos, incluyendo la regeneracion
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y reparacion 6sea. EI PDGF también incrementa la mitogénesis (células sanadoras), la angiogénesis (la mitosis
endotelial a capilares sanguineos de funcionamiento nomal) y la activacion de macréfagos. El VEGF liberado por
los leucocitos también demostraron tener actividades potentes angiogénicas, mitogénicas y de mejoramiento de la
pemeabilidad vascular en las células endoteliales. El TGF-B promueve la mitosis y la diferenciacién celular para el
tejido conectivo y para los huesos, actua en las células madres mesénquimas, en los preosteoblastos y en los
fibroblastos e inhibe la formacion de osteoclastos. El EGF se conoce por inducir el desarrollo epitelial y promover la
angiogénesis.

[0011] Las concentraciones de plaquetas se utilizan generalmente en implantes dentales y en cirugias 6seas, sobre
todo en los Estados Unidos de América. Se han desarrollado varias técnicas de preparacion de PRP mediante
procesos de centrifugacién. Sin embargo, debido a la sensibilidad de las células de plaquetas ya la variabilidad de la
eficiencia de los métodos de separacion de las plaquetas de los glébulos rojos, existe una variabilidad enome entre
los métodos utilizados para la preparacion de concentraciones de plaquetas (Marx et al., 2004, mencionado
anteriornente; Roukis et al., Adv. Ther., 2006, 23(2):218-37): por ejemplo, el material de laboratorio para
diagnésticos in vitro que se utiliza para la preparaciéon de plaquetas, conlleva a una baja produccion de plaquetas y
de otros componentes de plasma (Marx et al., 2004, mencionado anteriormente: Anitua 35%, Landsberg 30%,
Clinaseal 39%, ACE surgical 33%, Curasan 29%). Las configuraciones automatizadas de Biomet PCCS & GPS
(Marx et al., 2004, mencionado anteriormente), que aparte de ser un proceso complicado tiene costos prohibitivos
para el proceso de una muestra sanguinea, conllevando a una produccion de unicamente el 61% y SmatPreP de
Harvest Technology con un 62%. En aquellos sistemas, existe obviamente una pérdida importante de tejidos
bioldégicos valiosos de los pacientes, por lo cual, existe la necesidad del desarrollo de un proceso confiable para
recolectar a las células de plasma con producciones altas, que sea facil de usar y que sea efectivo en relacién a
costos.

[0012] Se demostrd, recientemente, que los efectos positivos del plasma rico en plaquetas en la regeneracién 6sea
cubren a un rango limitado de concentracion de plaquetas y se revelé que ocurre un efecto inhibitorio en la presencia
de més de 10° plaquetas por microlitro, lo cual es de 3 a 4 veces el recuento de la linea base (Weibrich et al., 2004,
Bone (hueso), 34(4):665-71).

[0013] Adicionalmente, la adquisicion de concentraciones de plaquetas todavia necesita el uso de botiquines
relativamente complejos y de maquinaria dedicada costosa y la interaccion igualmente costosa de técnicos
especializados. Esta debilidad hace que los métodos que se conocen actualmente de preparacién de PRP no se
adopten para usarse en los puntos de atencion.

[0014] Ademas, |la preparacidn de células en vista de la regeneracion celular o de tejidos para su uso en trasplantes,
entre generaciones post-operativas o para propésitos estéticos se enfrenta al problema de conservacion a largo
plazo de las células y de los tejidos. La conservacion criogénica de tejidos o de células generalmente se usa para el
mantenimiento a largo plazo de tejidos o de células, notablemente de plaquetas, pero esta técnica muestra
debilidades y problemas serios tales como la formacion de cristales, problemas osméticos, aglutinaciones, inhibiciéon
de la capacidad de sintesis de las proteinas, la expresion proteinica de estrés en respuesta al estrés témico,
etcétera. Por lo tanto, se sabe que la conservacion criogénica de tejidos o de células alteran la viabilidad y la
estabilidad celular (Agence francaise de sécurnté sanitaire, 2003; Arnaud et al., 1999, Cryobiology (Biologia
Criogénica), 38, 192-199; Tablin et al., 2001, Cryobiology (Biologia Criogénica), 43(2), 114-23). Algunos de los
efectos colaterales de la conservacion criogénica podrian limitarse con el uso de agentes anticongelantes tales como
el DMSO o el glicerol u otros conservadores criogénicos (US 5,5891, 617, Oh et al., Cornea, 26, 840-846) pero la
concentracion de estos agentes debe adaptarse para limitar su toxicidad y sus efectos colaterales.

[0015] US 566 7 963 presenta un método para la preparacién de una composicidn con una concentracién de
plaquetas que comprende los pasos de centrifugar a toda la sangre y re-suspender el plasma enriquecido.

[0016] Por lo tanto, existe una necesidad de un método nuevo o altemo para la preparacion de células y tejidos
adecuados para su uso extemporaneo mientras que se preserva su integridad, notablemente en términos de la
capacidad y viabilidad de secrecion de los factores de crecimiento.

Resumen del invento

[0017] El invento se refiere a un método para la elaboracion de nuevas preparaciones celulares, mezcladas y
agregadas opcionalmente con un extracto celular, tal como un extracto autélogo de queratinocitos, de células de la
médula ésea, de fibroblastos, de células del periostio o de células de la cdrnea, de melanocitos y de células de
Langheran; células grasas; células musculares tales como los mioblastos y las células satelitales; los osteoblastos;
los condrocitos; las células del cordon umbilical, las células de Schwann o las células del tendon de Aquiles.

[0018] El proceso de preparacién de una composicion de una concentracion de plaquetas, de acuerdo al invento,
constituye a un proceso confiable que recauda el 95 + 5% de las células de plasma, que es facil de usar y que es
efectivo en relacion a costos (Borzini P. et al., in preparation (en preparacion)).
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[0019] Este invento presenta un proceso para la preparacion de una composicion celular, que comprende los pasos
de:
a) Centrifugar a toda la sangre en un tubo separador seleccionado de:
e Un tubo separador de vidrio que contiene a un gel tixotrépico que se basa en poliéster y una solucién
amortiguadora de citrato desodioa 0.10 M; y

e Un separador de tereftalato de polietileno que contiene a un gel altamente tixotrépico formado por una
mezcla polimérica y un citrato de sodio anhidrido a 3.5 miligramos/mililitro;

b) Separar al plasma enriquecido que es rico en plaquetas de todo el plasma al remover alrededor de la mitad
del sobrenadante que contiene a plasma con niveles bajos de plaquetas;

c) Volver a suspender al plasma enriquecido;

donde el paso de centrifugacion a) se realiza con una fuerza de alrededor de 1500 g hasta alrededor de 2000 g en
un periodo suficiente de tiempo para formar una barrera entre el plasma que contiene a plaquetas, a linfocitos y a
monocitos y un pellet que contiene a eritroditos; el paso de separacion b) se lleva a cabo una recaudacion del
sobrenadante de encima de dicha barrera y donde el plasma enriquecido tiene altos niveles de leucocitos,
trombocitosis y proteinas de adhesion (por ejemplo, la fibronectina) en comparacion a la sangre nomal completa.

[0020] En un aspecto preferido, este invento presenta un proceso para la preparacién de una composicién sanadora
de heridas que comprende:

a) Suministrar una concentracion de plaquetas obtenida por medio del método del invento;

b) Mezclar y agregar la concentracion de plaquetas con un activador de coagulacion en un indice de volumen
(concentracién de plaquetas: activador de coagulacion) de alrededor de 10:1 hasta alrededor de 10:3;

c) Mezclar opcionalmente un extracto celular autdlogo, tal como un extracto de queratinocitos, de la
meéduladsea, de fibroblastos, de células del periostio y de la cdrnea, de melanocitos y de células de Langheran;
células grasas; células musculares tales como mioblastos y células satelitales; osteoblastos; condrocitos;
células del corddn umbilical; células de Schwann y células del tendén de Aquiles.

[0021] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un botiquin adaptado para la regeneracion de
tejidos que comprende a un tubo separador de acuerdo a la presentacion, accesorios de flebotomia para la
preparacién del sanador de heridas de acuerdo a la presentacion y un dispositivo aplicador (por ejemplo, una jeringa
doble) para el suministro simultaneo en la herida de la concentracion de plaquetas de acuerdo a la presentacidon yun
activador de coagulacion.

[0022] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para promover la sanacion de heridas
y/o la regeneracion de tejidos y/o de huesos en una herida de un humano o de un animal inferior que comprende:

a) Suministrar un sanador de heridas de acuerdo a la presentacion;

b) Aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicho sanador de heridas a una herida, a un tejido dafiado o a
un hueso dafado.

[0023] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para inducir la regeneracién
periodontal en una herida o un defecto periodontal de un mamifero con una enfermedad periodontal u otra condicion
que requiera la regeneracion periodontal que comprende:

a) Suministrar un sanador de heridas de acuerdo a la presentacion;

b) Aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicho sanador de heridas a dicha herida o dicho defecto o
cavidad periodontal;

¢) Insertar opcionalmente una barrera periodontal, donde la barrera se encuentra entre el tejido gingival y la
herida tratada de acuerdo a los pasos a) y b) y dicha barrera se selecciona de una membrana, de un
material polimérico biodegradable y/o de material poroso biocompatible;

d) Cerrar la herida.

[0024] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para promover la regeneracion de la
piel en una cicatrizo una arruga de un humano o un animal inferior que comprende:

a) Suministrar un sanador de heridas de acuerdo a la presentacion;
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b) Llenar la cicatrizde la piel o linea de arruga con dicho sanador de heridas.

[0025] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacién de una
composicion celular que comprende los pasos de:

(a) Centrifugar a la sangre completa en un tubo separador seleccionado de:

- Un tubo separador de vidrio que contiene a un gel tixotrépico que se basa en poliéster y a una solucién
amortiguadora de citrato de sodio 0.10 M; y

- Un tubo separador de tereftalato de polietieno que contiene a un gel altamente tixotrépico fomado por una
mezcla polimérica y un citrato de sodio anhidrido a 3.5 miligramos/mililitro;

(b) Separar al plasma enriquecido con altos niveles de plaquetas del plasma completo al remover la mitad del
sobrenadante que contiene al plasma con niveles bajos de plaquetas;

(c) Suspender nuevamente al plasma enriquecido;

(d) Suministrar un extracto celular tal como un extracto de células démnicas tales como los queratinocitos, los
fibroblastos, los melanocitos y las células de Langheran; las células grasas; las células de la médula 6sea;
las células musculares tales como los mioblastos ylas células satelitales; los osteoblastos; los condrocitos;
las células de la membrana del periostio; las células de la cornea; las células del cordén umbilical; las
células de Schwann, las células de tendones o las células de los islotes pancreaticos;

(e) Mezclar y agregar el concentrado de plaquetas obtenido bajo el paso (c) con el extracto celular obtenido en
(d);

donde el paso de centrifugacion a) se realiza con una fuerza de, o de alrededor de, 1500 g a alrededor de 2000 g
durante un periodo suficiente de tiempo para formar una barrera entre el plasma que contiene a las plaquetas, a los
linfocitos y a los monocitos y el pellet que contiene a los eritrocitos; el paso de separacion b) se realiza mediante la
recoleccion del sobrenadante de encima de dicha barrera y donde el plasma enriquecido tiene niveles altos de
leucoditos, de trombocitosis y de proteinas de adhesion (por ejemplo, la fibronectina) en comparacién a la sangre
natural completa.

[0026] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a una composicidn celular aislada que comprende
a:

a) Plasma;

b) Plaquetas con una concentracién de porlo menos 300x10° células/litro;

c) Gldbulos blancos con una concentracion de por lo menos 7,0x10° células/litro;

d) Fibrindgeno con una concentracién de por lo menos 3 mg/mililitro;

e) Un extracto celular, tal como un extracto de células démicas tales como los queratinocitos, los fibroblastos,
los melanocitos y células de Langheran; células grasas; células de la médula 6sea; células musculares tales
como los mioblastos y células satelitales; los osteoblastos, los condrocitos; las células de la membrana del
periostio; células de la cornea; células de cordones umbilicales; las células de Schwann, células de tendones o
células de islotes pancreaticos donde las células estan presentes con una concentracion de alrededor de 10°a
alrededor de 10° células/mililitro de plasma o de plasma enriquecido;

ydonde la concentracion de eritrocitos es menor que el 0,6x10" células/litro.

[0027] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a una composicion celular aislada que comprende
a:

a) Plasma;
b) Plaquetas con una concentracién de porlo menos 300x10° células/litro;
c) Glébulos blancos a una concentracion de por lo menos 7,0x1 0° células/litro;

d) Fibrinégeno una concentraciéon de por lo menos 3 mg/l;
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e) Un activador de coagulacion con una taza de wvolumen (concentracion de plaquetas: activador de
coagulacion) de alrededor de 10:1 a alrededor de 10:3;

f) Un extracto celular, tal como un extracto de células démicas tales como queratinocitos, fibroblastos,
melanocitos y células de Langheran; células grasas; células de la médula 6sea; células musculares tales
como los mioblastos y células satelitales; osteoblastos; condrocitos; células de la membrana del periostio;
células de la cornea; células del cordon umbilical; células de Schwann, células de tendones o células de
islotes pancreaticos donde las células estan en una concentracion de alrededor de 10° a alrededor de 10°
células/mililitro de plasma o de plasma enriquecido;

ydonde la concentracién de eritrocitos es menor que 0.6 x 10" células/litro.

[0028] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para promover la sanacién de heridas
yl/o el sellamiento y/o la regeneracién de un tejido y/o de un cartilago y/o de un hueso y/o de un nervio en un humano
o en un animal inferior que comprende a:

a) suministrar una composicién sanadora de heridas o de tejidos o una composicidon celular de acuerdo a la
presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicha composiciéon sanadora de heridas o de tejidos o una
composicion celular a una herida, a un tejido dafiado o a un cartilago dafiado o a un hueso dafado.

[0029] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para incrementar el volumen de tejidos
adiposos en un mamifero con un injerto démico de grasa u otra condicidon que requiera la regeneracién de tejidos
adiposos que comprende:

a) suministrar una composicion de células grasas de acuerdo a la presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente o cosméticamente efectivo de dicha composicion de células grasas al
injerto de grasas démicas o al tejido adiposo que requiere una regeneracion de tejidos adiposos;

c) insertar opcionalmente una solapa o un implante quirdrgico, donde la solapa o el implante quirtrgico, se
ubica en el lugar que requiere regeneracion o una amplificacion volumétrica y dicha solapa o implante
quirdrgico comprende a una combinacion de una preparacion de células grasas de acuerdo a la
presentacion y plasma o material enriquecido con plasma.

[0030] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para inducir una regeneraciéon del
miocardio en un mamifero con una deficiencia del miocardio u otra condicién que requiera una regeneracién del
tejido del miocardio que comprende:

a) suministrar una composicion de células musculares o de células de la médula 6sea de acuerdo a la
presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicha composicion de células musculares al tejido del
miocardio que requiere regeneracion.

[0031] En un aspecto adicional, se presenta en este documento un método para inducir una regeneracion cérnea en
un mamifero con una deficiencia de la cdmea u otra condicion que requiera una regeneracion de la comea que
comprende:

a) suministrar a una composicion de células de la cornea de acuerdo a la presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicha composicion de células de la comea al tejido de la
cérnea que requiere regeneracion.

[0032] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para inducir una regeneracién de las
articulaciones o del cartilago en un mamifero con una defidencia de las articulaciones o del cartilago u otra
condicién que requiera una regeneracion de tejidos de las articulaciones o de los cartilagos que comprende:

a) suministrar una composicion de células de condrocitos o de células de la médula ésea de acuerdo a la
presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicha composicion de células de condrocitos al tejido de
articulaciones o de cartilagos que requiere una regeneracion;

c) insertar opcionamente una solapa un implante quirurgico, donde la solapa o el implante quirnirgico, se
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coloca en el defecto del cartilago o bajo un parche periéstico, y donde dicha solapa o implante quirdrgico
comprende a una combinacién de una composicidon de condrocitos o de células de la médula 6sea de
acuerdo a la presentacién y plasma o materal enriquecido con plasma.

[0033] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para promover la regeneracion de la
piel en una cicatriz, una arruga o una deficiencia de grasa de un humano o de un animal inferior que comprende:

a) suministrar un sanador de heridas o de tejidos o una composicion celular de acuerdo a la presentacion;

b) llenar la cicatriz de la piel, a la linea de arruga o a la deficiencia de grasa con dicho sanador de heridas o
de tejidos o con una composicion celular de acuerdo a la presentacion.

[0034] En un aspecto adicional, se presenta, en este documento, a un método para inducir la regeneracién de los
nervios periféricos en un mamifero con dafios a los nervios periféricos, con suturas a los nervios o con lesiones a la
meédula espinal u otra condicion que requiera una regeneracion de los nervios periféricos que comprende:

a) suministrar una composicién de células de Schwann de acuerdo a la presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicha composicién de células de Schwann al nervio
periférico que requiere regeneracion.

[0035] En un aspecto adicional, en este documento se presenta a un método para inducir una regeneracion ésea en
un mamifero con dafos en los huesos, una deficiencia sea u otra condicién que requiera una regeneracion ésea
que comprende:

a) suministrar una composicion de células de la médula 6sea o de células de osteoblastos de acuerdo a la
presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicha composiciéon de células de la médula ésea o de
células de osteoblastos al hueso que requiere regeneracion.

[0036] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para el tratamiento de tipos de
diabetes, de diabetes que depende de la insulina o de hiperglicemia en un mamifero que comprende:

a) suministrar una composicion de células de islotes pancreaticos de acuerdo a la presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicha composicion de células de islotes pancreaticos al
paciente, por ejemplo, mediante inyecciones.

[0037] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para el tratamiento de inconsistencia
urinaria en un mamifero u otra condicién que requiera la regeneracion de la vejiga que comprende:

a) suministrar una composicion de células de mioblastos de acuerdo a la presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicha composicion de células de mioblastos al cuello de la
vejiga que requiere regeneracion.

[0038] en un aspecto adicional, se presenta en este documento a un método para el tratamiento de inconsistencia
anal en un mamifero u otra condicién que requiera una regeneracion del musculo del ano que comprende:
a) suministrar una composicién de células de mioblastos de acuerdo a la presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicha composicion de células de mioblastos para el area
para-anal que requiere regeneracion.

[0039] En un aspecto adicional, se presenta en este documento un método para el tratamiento de esofagitis por
reflujo o enfermedades de reflujo gastroesofagico en un mamifero u otra condicién que requiera la regeneracion del
esfinter esofagico que comprende:

a) suministrar una composicion de células de mioblastos de acuerdo a la presentacion;

b) aplicar un monto terapéuticamente efectivo de dicha composicion de células de mioblastos para el
esfinter esofagico que requiere regeneracion.

[0040] En un aspecto adicional, se presenta en este documento un uso de la preparacidn celular obtenida a través
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del método de acuerdo a este invento para la fabricacién de un medicamento para la sanacién de heridas o de
tejidos o para promover el crecimiento 6seo o periodontal y/o la regeneracion de huesos y/o de tejidos tales como la
regeneracion de la piel, de los cartilagos, de los musculos, de los tendones, del tejido adiposo, de la cérnea, de los
nervios periféricos, de la columna.

[0041] En un aspecto, se presenta en este documento a un uso de la composicion celular obtenida mediante el
método de acuerdo a este invento para la fabricacidon de una preparacion cosmética para su uso como un agente
anti-envejecimiento o un agente de reparacion de la piel tal como un agente de reparacion de cicatrices, un agente
de reparacion de la lipoatrofia o un agente llenador y/o de reparacioén de arrugas.

[0042] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a una composicién faTmmacéutica que comprende a
una composicion celular obtenida mediante el método de acuerdo al invento y un portador fammacéuticamente
aceptable.

[0043] En un aspecto adicional, se presenta en este documento una composicion cosmética que comprende a una
composicién celular obtenida por medio de un método de acuerdo al invento y a un portador cosméticamente
aceptable.

[0044] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un dispositivo que puede implantarse para su uso
en la terapia de regeneracion de tejidos que comprende:

a) unnucleo pemeable que comprende a una composicion celular de la presentacion; y

b) un revestimiento externo alrededor de dicho nucleo, donde dicho revestimiento comprende a un material,
preferiblemente, biocompatible o bio-reabsorbible.

[0045] Las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son Utiles para la regeneraciéon y/o
para el rejuvenecimiento de tejidos, huesos y/o cartilagos. Las composiciones obtenidas mediante el método de
acuerdo al invento son particulamente utiles en el tratamiento de Ulceras neuropaticas diabéticas o Ulceras de
decubito; dafios a los huesos y a los cartilagos tales como dafios profundos a los cartilagos de articulaciones o
condrales tales como una reparacién quirdrgica de tendones desgarrados; artritis de las articulaciones causada por
traumas o por la edad; enfermedades del manguito de los rotadores; heridas que no sanan tales como como heridas
inducidas por la vasculitis, por ejemplo, en las extremidades inferiores equinas; enfermedades periodontales; cirugia
de implantes; dafios del musculo cardiaco tales como en fallas cardiacas crénicas, fallas del corazon, enfermedades
isquémicas y no isquémicas, cardiomiopatia; enfermedad de reflujo gastroesofagico; incontinencias anales o
urinarias; cirugia facial tal como alopecia inducida por cirugia facial (alopecia debido a la pérdida de foliculos del
cabello en las areas de las patillas), cirugia de levantamiento facial (ritdectomia), rinoplastia, injertos de grasa
démica (en el tratamiento de aumentacion facial, hemiatrofia congénita de la cara tal como una atrofia congénita del
cartilago de la nariz y una lipoatrofia tal como en los pacientes que padecen de VIH/SIDA, erosion y artroscopia);
complicaciones de sanacion de heridas tales como después de una blefaroplastia de los parpados de los ojos;
enfermedades de la cérnea tales como aquellas que impliquen la opacidad de la cémea tales como aquellas
causadas por quemaduras quimicas, la afliccion por el sindrome de Steven’s Johnson y Ulceras de la comea;
cicatrices de la cérnea; el sindrome del ojo seco; enfermedades hematoldgicas tales como la talasemia; dafios de
los nervios periféricos, sutura de los nervios y lesiones de la médula espinal; defectos o enfermedades 6seas tales
como injertos 6seos o fracturas 6seas, dafios o enfermedades de la piel tales como el acné (especialmente después
del tratamiento de demoabrasion), quemaduras, cicatrices pequefias de rubéola o de varicela, vitiligo, lipoatrofia,
sarcoma de Kaposi, queloides de la piel o la dematosis palmar de Dupuytren.

[0046] En otro aspecto, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son utiles para la
regeneracion y/o rejuvenecimiento de los tejidos de la piel, particulamente en la promocion y/o iniciacién de la
regeneracion de la piel tal como para reducir arrugas de la piel, acné (especialmente después del tratamiento de
demoabrasion), quemaduras, rubéola o cicatrices pequefias de la varicela, el vitiligo y lipoatrofias (por ejemplo,
composiciones anti-envejecimiento y composiciones de regeneracion de la piel), el mejoramiento de las lineas
nasolabiales y tratamiento de dafios o enfemmedades a la piel tales como quemaduras de la piel, el sarcoma de
Kaposi, queloides de la piel o la dematosis palmar de Dupuytren y la reduccion del dolor asociado con la
regeneracion de la piel yde los tejidos.

Descripcion de las figuras
[0047]

La figura 1 es una representacion esquematica de la variacion de concentracion de los factores de
crecimiento (PDGF-AB, EGF y VEGF) de una composicién con un concentrado de plaquetas obtenida
mediante el método de acuerdo al invento versus el tiempo (T en horas) después del paso de centrifugacion
en el proceso de preparacion del invento.
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La figura 2 es una representacion esquematica de los resultados del tratamiento de un lugar donante de
injertos de la piel con una preparacion que contiene una composicion de una concentracion de plaquetas
obtenida mediante el método de acuerdo al invento en comparacion con un grupo de control en relacién al
tiempo de sanacion en dias (HT), al dolor en el dia 5 en una escala del 0 al 10 (P - pain) y de epitelizacién en
el dia 5 en una escala del 0 al 7 (E). El grupo de control: C, preparacion individual rica en plaquetas:
RegenPRP ™ preparacion rica en plaquetas y queratinocitos autélogos: RegenExtracell™. La linea de puntos
indica cuando la primera venda es cambiada en el dia 5.

La figura 3 representa la morfologia de un fibroblasto humano expandido en una preparacion celular obtenida
por medio del método de acuerdo al invento bajo las condiciones descritas en el ejemplo 7, que muestra a
una ramificacion y filopodios x 5’000 (microscopio invertido Olympus®).

La figura 4a representa a una matriz de 3 dimensiones de fibroblastos humanos de una preparacion celular
obtenida por medio del método de acuerdo al invento bajo las condiciones descritas en el ejemplo 7.

La figura 4b representa monocapas de fibroblastos empaquetados densamente en un cultivo 3D a partir de
una preparacién celular obtenida mediante el método de acuerdo al invento bajo las condiciones descritas en
el ejemplo 7.

Descripcion detallada del invento:

[0048] Los siguientes parrafos suministran definiciones de los términos de acuerdo al invento y tienen la intencion de
aplicarse uniformemente a lo largo de la espedificacion y de las reivindicaciones a menos que la definicion
establecida expresamente suministre una definicidn mas amplia.

[0049] EI témino “tixotropico” se refiere a un gel que se wuelve mas fluido como resultado de agitacion o de presion,
es decir, un gel cuya viscosidad se reduce como resultado de agitaciones o presiones. El t¢tmino viscosidad se
refiere a aquellas caracteristicas de un material o materiales especificados que deteminan el nivel de gelificacion,
tales como, por ejemplo, la fimeza o la dureza del material, o el nivel con el cual el material resiste fluir en una foma
similar a un fluido. Un gel tixotrépico de acuerdo al invento comprende a un gel de poliéster, o una de sus mezclas,
que es soluble en agua y que es quimicamente inerte a constituyentes sanguineos que pueden utilizarse de acuerdo
al invento. Genes tixotropicos comunes se utilizan en la separacién de células sanguineas para propdsitos
diagnésticos y protedmicos.

[0050] EI ttmino “punto de atencidon”se refiere a todos los servicios suministrados a pacientes al pie de la cama. El
término “accesorios de flebotomia” o “accesorios de venopuncién” se refiere a accesorios que pemiten la puncion
de una vena con una aguja para propésitos de sacar sangre.

[0051] El ttmino “sanador de heridas” o “sellador de heridas” o una “composicién sanadora de tejidos” se refiere a
una gente o a una composicidon que puede promover y/o incrementar la velocidad y/o la calidad de la cicatrizacion de
una herida. Los sanadores o selladores de heridas son capaces de promover la regeneracion de tejidos.

[0052] El témino ‘heridas” se refiere a cualquier tejido dafiado, por ejemplo, después de traumas o cirugias. Las
heridas en los mamiferos, incluyendo, por ejemplo, a Ulceras por presién, otros tipos de Ulceras, laceraciones y
quemaduras, lugares donde se realizaron injertos (el injerto donado y los lugares que recibieron los injertos), fisuras,
dafios del tejido periodontal, heridas diabéticas que no se sanan, consecuencias de traumas o de cualquier cirugia.
En su sentido general, la expresion tiene la intencion de abarcar a dafios de la piel en los que la superficie de la piel
presenta una depresion sin que exista necesariamente un corte en su superficie tal como dafios a los tejidos
relacionados con la edad (por ejemplo, arrugas) y cicatrices tales como, por ejemplo, cicatrices del acné
(especialmente después del tratamiento de demoabrasion) o de la rubéola.

[0053] El témino “PRP” se refiere a un plasma rico en plaquetas, preferiblemente de origen humano, mas
preferiblemente autdlogo, preparada mediante el proceso del invento para pellets y para remover eritrocitos y
concentrar el plasma en leucocitos, trombocitosis y proteinas de adherencia en comparacién con la sangre natural
completa.

[0054] EI t¢émino “autdlogos” o “autogénico” o “autdgeno”se refiere a un método del invento utilizando sangre de un
solo donante y donde se propone usar la sangre extraida de este donante en el mismo donante. En contraste con
los métodos “alogénicos” que utilizan la sangre de una o mas terceras partes para su uso en un donante
(“homdlogo” o “heterdlogo”). Un producto autélogo evita algunos de los problemas comunes asociados con el uso de
materiales biolégicos de terceras partes, tales como, por ejemplo, examinaciones para asegurar que el donante sea
bioldgicamente o inmunolégicamente compatible con el paciente y contaminaciones potenciales con hepatitis, VIH,
priones, la enfermedad de Creutzfeld-Jacob y similares.

[0055] El ttmino “activador de coagulacion” se refiere a un agente que puede activar o iniciar una coagulacién. Un
activador de coagulacion comprende a un activador de trombina y/o un activador de fibrindgeno.
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[0056] EI ttmino “activador de trombinas” se refiere a un agente que es capaz de activar a la trombina y de iniciar la
coagulacion. Activadores comunes de la trombina son ciertos factores tales como el sodio o el calcio. En la practica
de este invento, la activacion de la trombina ocurre preferiblemente en la presencia de iones de calcio. Los iones de
calcio se agregan, generaimente, a la concentracion de plaquetas como una solucién salina para suministrar una
concentracion final de, generalmente, alrededor de 0.1 miligramos/mililitro de concentracién de plaquetas. Sales de
calcio adecuadas incluyen, pero sin lmitarse a, CaCOs, y CaSO4. Una sal preferida de calcio para su uso en el
invento es cloruro de calcio (CaClz). EI CaClz esta disponible como una inyeccién de cloruro de calcio, USP 10%
(Regen Lab, Suiza).

[0057] El témino “activador de fibrindgeno” se refiere a un agente que esta disponible para activar a la conversion
de fibrindégeno a fibrina y activa a la formacién del coagulo. Activadores comunes del fibrindgeno son la trombina y la
batroxobina. El ttmino trombina podria incluir a trombina calcificada, en particular, a desde o alrededor de 100 a
alrededor de 10 unidades de trombina por 1 ml de un 10% de una solucidon acuosa de cloruro de calcio; podria incluir
a trombina bovina calcificada, a trombina alogénica o a trombina humana recombinante, preferiblemente una
trombina autdloga. Un activador de fibrindgeno puede ser una composicién enriquecida con trombina tal como
composiciones de trombina tal como se describen en US 6°472.162 o un suero autdlogo de trombina de acuerdo a la
presentacion.

[0058] EI ttmino “monto terapéuticamente efectivo” se refiere a un monto o montos de los elementos constituyentes
0 una de sus combinaciones necesarias para mejorar la sanacion de heridas, tal como, por ejemplo, la reduccion en
el volumen o en el area superficial de la herida, el incremento del monto de tejido de granulacion u otro material
biolégico que facilita el asentamiento del coldgeno, el crecimiento interno vascular, la proliferacion de fibroblastos o
la sanacién general; se asume que todas las versiones del invento aqui descritas tienen el monto o montos
terapéuticamente efectivos de sustancias constituyentes, o sus combinaciones. El témino “portador
farmacéuticamente aceptable” se refiere a ingredientes adicionales farmacéuticamente aceptables tales como
estabilizadores, agentes antimicrobianos, amortiguadores, adyuvantes, anestésicos, corticoesteroides y similares.

[0059] El témino “portador cosméticamente aceptable” se refiere a ingredientes adicionales aceptables tales como
estabilizadores, amortiguadores, agentes colorantes, agentes saborizantes, adyuvantes y similares.

[0060] Las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particularmente Utiles en
tratamientos de sanacién o regeneracion de heridas o tejidos, especialmente el tratamiento de heridas traumaticas o
quirdrgicas tales como el encaje y/o la aplicacion y/o el sellamiento de injertos naturales o prostéticos
(especialmente injertos de la piel, 6seos y/o prétesis o implantes dentales o similares, incluyendo ademas al lugar
del injerto del donante); el tratamiento de vasculitis; Ulceras tales como Ulceras neuropaticas diabéticas o Ulceras de
decubitos; radiodematitis (por ejemplo, después de la irradiacion en un carcinoma epidemoide de la piel) y el cierre
de fistulas (tales como para ciclistas).

[0061] Ademas, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particularmente utiles
en el tratamiento de enfermedades cardiacas, regeneraciones cardiacas tales como en el tratamiento de fallas
cardiacas, fallas cardiacas crénicas, fallas cardiacas isquémicas y no isquémicas y cardiomiopatias.

[0062] Ademas, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particulamente utiles
para el tratamiento de incontinencias urinarias y/o anales.

[0063] Ademas, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particularmente Utiles
en el tratamiento de la enfermedad esofagitis por reflujos y/o de reflujos gastroesofagicoos.

[0064] Ademas, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particulamente utiles
en el tratamiento de dafios a la piel tales como pieles dafiadas por radiaciones (piel dafiada por la radiodematitis o
el sol), pieles viejas o pieles quemadas y/o el alivio de arrugas faciales, arrugas de expresion, el acné
(especialmente después del tratamiento de demmoabrasion), quemaduras, cicatrices pequefias de la rubéola o de la
varicela, vitiligo, lipoatrofias o lipodistrofias, el sarcoma de Kaposi, queloides de la piel o fibromatosis palmar de
Dupuytren y/o tratamientos de rejuvenecimiento de la piel.

[0065] Ademas, las composiciones obtenidas por medio del método de acuerdo al invento son particuamente atiles
en el tratamiento de lipoatrofias tales como en los pacientes del VIH/SIDA y en otras hemiatrofias congénitas de la
cara tales como la atrofia congénita del cartilago de la nariz.

[0066] Ademas, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particulamente atiles
en el tratamiento de enfetmmedades de los huesos, de los cartilagos y de las articulaciones tales como dafios
condrales, artritis, lesiones del cartlago y/o de los huesos tales como dafios y/o erosiones y/o artroscopias
profundas del cartilago, tendones rasgados y manguitos de los rotadores rasgados en el hombro.

[0067] Ademas, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particuamente utiles
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en el tratamiento de enfermedades hematoldgicas tales como la talasemia.

[0068] Ademas, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particularmente utiles
en el tratamiento de enfermedades de la comea tales como el sindrome del ojo seco; la opacidad de la cérnea tal
como aquellas causadas por quemaduras quimicas, la afliccion del sindrome de Steven’s Johnson, cicatrices de la
cérnea y ulceras de la cornea.

[0069] Ademas, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particulamente utiles
en el tratamiento de dafios de los nervios periféricos, suturas de nervios ylesiones de lamédula espinal.

[0070] Ademas, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particulamente utiles
en el tratamiento de diabetes de tipo 1, diabetes que depende de la insulina y/o la hiperglicemia.

[0071] Ademas, las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particulamente utiles
en el tratamiento de defectos o enfermedades dseas tales como injertos de huesos o fracturas de huesos.

[0072] El uso de la composicidn resultante puede modificarse aun mas antes de la aplicacion y de acuerdo al
objetivo terapéutico.

[0073] Las composiciones obtenidas mediante el método del invento pueden utilizarse en conjunto con materiales
6seos de relleno, especialmente materiales reabsorbibles de relleno tales como la hidroxiapatita (ceramica de fosfato
de calcio utilizada como un biomaterial) o huesos desmineralizados, o utilizados como una mezcla con extractos
6seos en un proceso para el recrecimiento del hueso, por ejemplo, en procedimientos craneofaciales y ortopédicos.

[0074] Las composiciones obtenidas mediante el método del invento podrian utilizarse como selladores de heridas
en cirugias plasticas induyendo injertos por quemaduras y otras aplicaciones de injertos de piel suelta, por ejemplo,
en la Oncologia favoreciendo la regeneracion de tejidos, incluyendo la aceleracién de la (neo)vascularizacion.

[0075] Las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particuamente utiles en
tratamientos de sanacion de heridas en los lugares donantes de injertos de piel. La remocién de un injerto de piel en
una piel saludable crea una nueva herida en el lugar donante que nommalmente se sana espontdneamente en un
lapso de 12 a 14 dias. Sin embargo, esta cicatrizacion es extremadamente exigente para el cuerpo, especialmente si
el lugar donante es amplio o la persona es menos resistente (por gjemplo, victimas de quemaduras, gente que
padece de varios traumas, gente tratada con corticoides, nifios o ancianos) y las pérdidas energéticas se
incrementan aun mas por la pérdida de minerales, de oligoelementos y proteinas inducidas por las pérdidas de
fluidos que se originan por la nueva herida. Adicionalmente, a menudo se presenta un dolor importante durante los
primeros 8 dias en el lugar donante del injerto. A menudo se utilizan tratamientos de reduccion del dolor tales como
el uso de analgésicos (por ejemplo, la morfina) y/o vendajes hidrocelulares de heridas, sin embargo, el dolor sigue
presente, especialmente durante el cambio de vendajes que ocurren necesariamente en las primeras 48 horas hasta
la primera semana después de la remocion del injerto. Adicionalmente, los vendajes hidrocelulares de heridas tienen
la debilidad de que son caros y que ademas mantienen la humedad de la herida lo cual evita que ésta se seque
incrementando la profundidad de la herida, lo cual favorece brotes de infecciones bacterianas y conlleva a cicatrices
que no son estéticas. Ademas, es muy deseable una simulacion de la sanacién del lugar donante del injerto de piel.

[0076] Las composiciones obtenidas mediante el método del invento son particulamente adaptables a heridas
cronicas que podrian no tener la suficiente circulacion de sangre para facilitar el proceso de sanacién de heridas.

[0077] Las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento también podrian utilizarse en el
tratamiento de enfermedades periodontales en las cuales se observa una pédida y/o un dafio de tejidos
periodontales, tales como, un tratamiento que comprende, por ejemplo, colocar en un lugar periodontal o una carie,
en un humano, o en un animal inferior, que necesite la regeneracion de tejidos periodontales a una composicion que
se obtiene mediante el método de acuerdo al invento.

[0078] Las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo a este invento son efectivas para eliminar o
para reducir, en una forma importante, sangrados y excavaciones post operativas o la pérdida de liquido seroso u
otro fluido en estas aplicaciones, para reducir el riesgo de infeccion causado por la mayoria de bacterias y/o mejorar
la fomacién de tejidos colectivos en comparacion con la sanacién natural (es decir, no se agregan agentes
exdgenos) o a lasanacion obtenida a través del uso de otras concentraciones de plaquetas preparadas con métodos
conocidos.

[0079] Las composiciones obtenidas mediante el método de acuerdo al invento son particulamente utiles en la
preparaciéon de elementos farmacéuticos para la promociéon y/o el inicio de sanacién de heridas y/o la regeneracion
de tejidos o para la preparacidon de composiciones cosméticas para la regeneracion de la piel, tal como, para reducir
arrugas de la piel, el acné (especialmente después del tratamiento de demoabrasién), cicatrices pequenas de la
rubéola o de la varicela, vitiligo y lipoatrofia (por ejemplo, composiciones anti-envejecimiento y composiciones de
regeneracion de la piel).
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[0080] Las composiciones obtenidas mediante el método de este invento podrian administrarse localmente o
inyectarse en la herida, o en, o cerca de, el d6rgano injertado o pueden inyectarse subcutaneamente. La
administracion local podria ser mediante inyecciones en el lugar de la lesién o del defecto o mediante inserciones o
adhesiones con un portador sdlido en el lugar en cuestién, o mediante la mezcla y agregacion a cremas o
emulsiones, o mediante la inclusidn en un tejido o papel o portador tipo hidrogel, o mediante la aplicacidon directa y
tépica de la composicion obtenida mediante el método del invento, tal como, en la forma de gotitas para los ojos.
Preferiblemente, las composiciones pueden utilizarse en composiciones para jeringas. La modalidad de
administracién, la dosis administrada, la modaldad de dosis Unicas o multiples, a un individuo, variara dependiendo
de una variedad de factores, incluyendo las propiedades famacocinéticas, las condiciones y caracteristicas del
paciente (género, edad, masa corporal, salud, tamafo), la magnitud de los sintomas, la existencia de tratamientos
concurrentes, la frecuencia del tratamiento y el efecto deseado.

[0081] Las composiciones obtenidas mediante el método de este invento podrian administrarse en combinacidén con
un co-agente util para el tratamiento de la regeneracion de tejidos tal como un agente sanador, un llenador de
arrugas, un agente anti-envejecmiento, tal como, el complejo vitaminico anti-envejecimiento, un agente
antibacteriano, un agente antibiético, un agente corticoesteroide, un agente antialgico y analgésico, un agente
anestésico como la adrenalina, etcétera. Las composiciones obtenidas mediante el método del invento podrian
combinarse con un co-agente util para el tratamiento de la regeneracién de tejidos para su uso simultaneo, por
separado o secuencial en la terapia de regeneracion de tejidos tal como, la sanacién de heridas, la reparacién del
crecimiento 6seo y periodontal, etc.

[0082] Las composiciones obtenidas mediante el método del invento, los procedimientos para la preparacion de
concentraciones autélogas de plagquetas o composiciones celulares del invento son particulamente utiles para usos
terapéuticos, particulamente como pegamento biolégico autégeno en un sistema hemostatico que tiene el propésito
de acelerar el proceso fisioldgico o la regeneracién de tejidos, por ejemplo, en implantes dentales, en cirugia de la
piel y de los huesos, en drugia de cartilagos y tendones, en la regeneracién de la cémea y de nervios periféricos y
en cirugias cardiacas. Las composiciones obtenidas mediante el método del invento, los procedimientos para la
preparaciéon de concentraciones autélogas de plaquetas y las composiciones celulares del invento son
particulamente Utiles para su uso cosmético, particularmente, materiales autégenos de rejuvenecimiento que tienen
la intencion de utllizarse, por ejemplo, como rellenos de arrugas, de cicatrices o en deficiencias grasa,
individualmente o en combinacién con por lo menos un agente anti-envejecimiento.

[0083] La concentracion de plaquetas obtenida mediante el método del invento podria combinarse con una
preparacién autdloga de extractos celulares, tal como, por ejemplo, queratinocitos, células de la médula 6sea,
osteoblastos, condrocitos, fibroblastos, células del periostio, melanocitos y células de Langheran; células grasas;
células de lamédula 6sea; células musculares tal como los mioblastos y células satelitales; células de la membrana
del periostio; células de la cdrnea; células de cordones umbilicales; células de tendones o células del islote
pancreatico. Los queratinocitos pueden cosecharse a través de un método descrito por Reinwald y Green, 1975, Cell
(Célula), 6(3):331-43. Otras células mencionadas pueden cosecharse mediante los métodos descritos en "Culture de
cellules animales; methologies-applications (metodologias-aplicaciones)", 2003, Ed. Barlovatz-Meimom y Adolphe,
INSERM editions, Paris. Alternamente, los extractos celulares se derivan de un banco celular o de un cultivo celular
0 se cosechan tal como se describe en ejemplos mas adelante.

[0084] La concentracion de plaquetas y las composiciones celulares obtenidas mediante el método del invento
demostraron ser realmente beneficiosas para la aceleracion y/o la promocion del proceso de sanacién de heridas,
inclusive heridas crénicas que no sanan, conllevando a condusiones exitosas en casos en los cuales semanas de
terapias convencionales fallaron y estos métodos lograron una reduccion en el riesgo de infecciones, una mejora en
la recuperacion y comodidad del paciente, una reduccion de costos de atencién médica y un mejor resultado estético
final.

[0085] Las composiciones obtenidas mediante el método del invento pueden, desde luego, también prepararse a
partir de plasma derivado de algunos donantes identificados. El invento no se limita a materiales bioldgicos
autdlogos, tales como, la recaudacion de plaquetas concentradas del material biolégico propio de la persona herida.
El invento abarca el uso de materiales biolégicos obtenidos de una o mas terceras partes, que no necesitan ser de la
misma especie, puesto que el paciente que esta recibiendo tratamiento con la composicion sanadora de heridas
aqui descrita, amenos que exista una bio-incompatibilidad, podria usar materiales bioldgicos de una tercera parte.

[0086] En una implementacion, el invento presenta a un proceso para la preparacion de una composicion de un
concentrado de plaquetas o una composicion celular tal como se describe en la reivindicacion 1.

[0087] En ofra implementaciéon, se presenta en este documento a un dispositivo para la preparacién de una
composicion de una concentracion de plaquetas a partir de sangre completa tal como se describe en este
documento.

[0088] En una implementacion adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
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composicidn con una concentracion de plaquetas donde el paso de centrifugacién se realiza con una fuerza de entre
alrededor de 1500 g y hasta alrededor de 1700 g durante un periodo seleccionado que va desde alrededor de 3
minutos hasta alrededor de 15 minutos, preferiblemente a 1500 g durante alrededor de 8 minutos.

[0089] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicidn con un concentrado de plaquetas donde el tubo separador tiene una entrada para introducir a dicha
sangre completa, se mantiene al vacio para aspirar a la muestra de sangre completa, es estéril, tiene un vacio
usable de 8 a 10 ml y es adecuado para la centrifugacion que se esta llevando a cabo.

[0090] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién con una concentracién de plaquetas donde el tubo separador es de tereftalato de polietileno que
contiene un gen altamente tixotropico formado por una mezcla polimérica y un citrato de sodio anhidrido a 3.5
miligramos/mililitro.

[0091] En otra implementacidn, se presenta en este documento a una composicion aislada con una concentracion
de plaquetas que se obtiene del proceso de acuerdo al invento.

[0092] En otra implementacidn, se presenta en este documento a una composicion aislada con una concentracion
de plaquetas que comprende a:

a) plasma;

b) plaquetas con una concentracion de por lo menos 300 x 10° células/litro, preferiblemente de por lo
menos 350 x 10° células/litro, mas preferiblemente de por lo menos 400 x 10° células/litro;

c) glébulos blancos con una concentracion de porlomenos 7.0 x 10° célulasl/litro, preferiblemente de por lo
menos 8.0 x 10° célulasl/litro;

d) fibrinégeno a una concentracién de por lo menos 3 mg/litro; y donde la concentracion de eritrocitos es
menor que 0.6 x 10" células/litro, preferiblemente menos que 0.5 x 10" células/litro.

[0093] En otra implementacién, se presenta en este documento a una composicion sanadora de heridas o tejidos
que comprende a:

a) plasma;

b) plaquetas a una concentracién de por lo menos 300 x 10° células/litro, preferiblemente de por lo menos
350 x10° células/litro, mas preferiblemente de por lo menos 400 x 10° células/litro;

c) glébulos blancos con una concentracion de por lo menos 7.0 x 10° células/litro, preferiblemente de por lo
menos 8.0 x 10° células/litro;
d) fibrinégeno con una concentracién de por lo menos 3 mg/litro;

e) un activador de coagulacidon con una tasa de volumen (concentracidn de plaquetas: activador de
coagulacion) de alrededor de 10:1 a alrededor de 10:3;

f) opcionalmente un extracto celular autélogo, tal como un extracto de queratinocitos, de células de lamédula
Osea, de fibroblastos, de células del periostio, de melanocitos y de células de Langheran; células grasas;
células de la médula ésea; células musculares tales como mioblastos y células satelitales; osteoblastos;
condroditos; células de la membrana del periostio; células de la cérnea; células de cordones umbilicales;
células de tendones o células de islotes pancreaticos; y donde la concentracién de eritrocitos es menor
que 0.6 x 10" células/iitro, preferiblemente menos que 0.5 x 10" células/litro.

[0094] En ofra implementacion, se presenta en este documento a un proceso para la preparacidon de una
composicién sanadora de heridas o de tejidos tal como se describe en este documento.

[0095] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicion sanadora de heridas o de tejidos donde el activador de coagulacién contenido es un 10% de cloruro de
calcio.

[0096] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién sanadora de heridas o de tejidos donde el activador de coagulacion que se mezclé bajo el paso b) es
una preparacién enriquecida con trombina. Un método para preparar a la trombina para su uso en un pegamento
biolégico se describe en US 6,472,162 mediante la adicion de un 8 a un 20% de ETOH a un volumen de plasma y
esta preparaciéon puede utilizarse como una preparacion enriquecida con trombina. Alternamente, un suero autélogo
de trombina (ATS — autologous thrombin serum) puede usarse como una preparacion enriquecida con trombina. Un
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suero autdlogo de trombina, de acuerdo a la presentacion, se obtiene mediante un proceso que comprende (i) la
adiciéon a una muestra de sangre completa del paciente (por ejemplo, 8 ml) recaudada en un tubo separador de la
presentacion, un 10% del volumen final de coruro de calcio 10% (por ejemplo, 1 ml) y un 10% del volumen final de
la preparacion de un 95% (volumen) de una solucién de etanol (por ejemplo, 1 ml) y (ii) una precipitacion durante
alrededor de 30 minutos a la temperatura del cuarto. Después de 30 minutos, una centrifugacién de alrededor de
1500 g durante alrededor de 8 a 10 minutos. En una implementacién adicional preferida, la preparacion enriquecida
con trombina y preferiblemente el suero autélogo de trombina se mezclan bajo el paso b) directamente en la herida.

[0097] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién sanadora de heridas o de tejidos donde un paso adicional b’) en el cual la composicién activada con
una preparacion rica en plaquetas (obtenida mediante la mezcla y adicidon de la concentracién de plaquetas con
dicho activador de coagulacién) obtenida en el paso b) podria estar parcialmente deshidratada por el contacto de un
vendaje de heridas cubierto por una capa hidrofébica suave para evitar la contaminacion con hilos microscopicos del
vendaje para obtener un gel semi-sélido que puede manipularse mediante instrumentos apropiados, por ejemplo,
para llenar una cavidad o una deficiencia de tejidos, o como una matriz de crecimiento (“soporte”) mientras se
espera por la reconstitucion de la matriz autégena extracelular. El sanador de heridas o de tejidos obtenido es
particulamente util en un método para inducir una regeneracion periodontal en una herida, en un tejido con un
defecto periodontal o en una caries.

[0098] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicion sanadora de heridas o de tejidos o una composicidon celular donde el extracto celular es uno de
queratinocitos.

[0099] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién sanadora de heridas o de tejidos o una composiciéon celular donde el extracto celular es un extracto
autdlogo de queratinocitos.

[0100] En otra implementacidon adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicion sanadora de heridas o de tejidos o una composicion celular donde el extracto celular es un extracto de
células del musculo esquelético, tal como, células progenitoras de musculo o células madre satelitales.

[0101] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicion sanadora de heridas o de tejidos o una composicion celular donde el extracto celular es un extracto de
fibroblastos.

[0102] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicion sanadora de heridas o de tejidos o una composicion celular donde el extracto celular es un extracto de
adipocitos.

[0103] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién sanadora de heridas o de tejidos 0 una composicion celular en la cual el extracto celular es un extracto
de condrocitos.

[0104] En otra implementacidon adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicidon sanadora de heridas o de tejidos o una composicion celular donde el extracto celular es un extracto de
células madre tales como células madres del cordén umbilical.

[0105] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién sanadora de heridas o de tejidos 0 una composicion celular en la cual el extracto celular es un extracto
de células del tendén.

[0106] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién sanadora de heridas o de tejidos o una composicion celular en la cual el extracto celular es un extracto
de células de la membrana del periostio o de células gingivales.

[0107] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién sanadora de heridas o de tejidos o una composicion celular en la cual el extracto celular es un extracto
de las células de la cérnea.

[0108] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién sanadora de heridas o de tejidos o una composicion celular donde el extracto celular es un extracto de
células de lamédula 6sea.

[0109] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una

composicién sanadora de heridas o de tejidos o una composicion celular en la cual el extracto celular es un extracto
de células de obleoblastos.
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[0110] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento un proceso para la preparacion de una
composicidon sanadora de heridas o de tejidos o una composicion celular donde el extracto celular es un extracto de
células de Schwann.

[0111] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicidon sanadora de heridas o de tejidos o una composicion celular donde el extracto celular es un extracto de
células de islotes pancreaticos.

[0112] En otra implementacién adicional, la composicién aislada con un concentrado de plaquetas, la composicion
sanadora de heridas o de tejidos, el suero enriquecido con trombina y/o el extracto celular del invento son autélogos.

[0113] En un aspecto adicional, esta presentacion suministra un botiquin adaptado para la regeneracion de tejidos
de acuerdo a la presentacion donde el botiquin comprende ademas a matraces separados que contienen a ETOH y
a CacCly, a sostenedores de jeringas, acumuladores y un aplicador de vertimiento con una salida dual.

[0114] En un aspecto adicional, se presenta en este documento a un botiquin adaptado para la regeneracion de
tejidos de acuerdo a la presentacion que comprenden a 2 ampollas estériles:

(1) una ampolla que comprende a accesorios para la flebotomia, a tubos separadores de la
presentacion, a matraces de ETOH y de CaCl; para la preparacion de un suero autélogo de trombina; y

(2) una 22 ampolla que contiene accesorios para 2 sostenedores de jeringas y un acumulador, y un
aplicador de vertimiento con una salida dual.

[0115] En otra implementacidn, se presenta en este documento un proceso para la preparaciéon de una composicion
celular de acuerdo al invento donde el extracto celular suministrado bajo el paso d) o €) se obtiene mediante un
proceso que comprende a los pasos de:

(A) suministrar a dichas células en una concentracion de plaquetas de acuerdo al invento;
(B) cultivar opcionalmente a las células;
(©) re-suspender a las células cultivadas obtenidas bajo el paso (B) en un concentrado de plaquetas

de acuerdo al invento.

[0116] En una implementacién adicional, se presenta en este documento un proceso para la preparacién de una
composicion celular de acuerdo al invento donde la expansion celular bajo el paso (A) se realiza en una
concentracion de plaquetas de acuerdo al invento de tal foma que la concentracion final de las plaquetas contenidas
comprende desde alrededor del 5% a alrededor del 40% del volumen del medio cultivado.

[0117] En otra implementacién, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicion de acuerdo al invento donde el paso de cultivo celular (B) comprende a por lo menos un paso de
colocacion en placas a las células, por ejemplo, en una superficie de cultivo celular tal como la placa de Petri o un
matrazde cultivos.

[0118] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento un proceso para la preparacidon de una
composicidn celular de acuerdo al invento que comprende a por lo menos un paso adicional de cosechar las células
después del paso del cultivo celular (B).

[0119] En ofra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicion celular de acuerdo al invento donde el paso de cultivo celular (B) se realiza a 37 °C.

[0120] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicidn celular de acuerdo al invento donde el paso de cultivo celular (B) se realiza bajo un flujo de gas que
comprende a oxigeno o a aire y diéxido de carbono, cominmente, el flujo de gas comprende un 95% de oxigeno o
aire yun 5% de diéxido de carbono.

[0121] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién celular de acuerdo al invento, donde el paso de cultivo celular (B) dura alrededor de 3 a 4 semanas.

[0122] En ofra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicion celular de acuerdo al invento en el cual durante el paso del cultivo celular (B), el medio de cultivo
celular se cambia regulamente durante la incubacién, comunmente, alrededor de cada 3 dias.

[0123] En ofra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparaciéon de una
composicién celular de acuerdo al invento donde el paso de cultivo celular (B), comprende a por lo menos un paso
de exposicion de las células a luz visible, comiunmente, a alrededor de 633 nm, durante alrededor de 10 minutos. En
otro aspecto, el paso de exposicion a una luz visible se repite una vez a la semana durante la incubacién celular.
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[0124] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicion celular de acuerdo al invento donde la composicion celular es una composicion celular de
queratinocitos o fibroblastos y el paso de cultivo celular (B), comprende a por lo menos un paso de exposicion de las
células a luz visible, comunmente a alrededor de 633 nm, durante alrededor de 10 minutos. En otro aspecto, el paso
de exposicion a luzvisible se repite una veza la semana durante la incubacion celular.

[0125] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composicién celular de acuerdo al invento, donde el paso de cultivo celular (B), comprende a porlo menos un paso
de adicién de un concentrado de plaquetas diluidas de acuerdo al invento, tal como la concentracion final en
plaquetas que comprende de entre alrededor de 5% a alrededor del 40% del volumen del medio de cultivo.

[0126] En otra implementacién adicional, se presenta en este documento a un proceso para la preparacion de una
composiciéon celular de acuerdo al invento, donde, la composicion celular es una composicion celular de
queratinocitos o fibroblastos y el paso de cultivo celular (B), comprende a por lo menos un paso de adicion de un
concentrado de plaquetas diluidas de acuerdo al invento, de tal fooma que, la concentracion final en las plaquetas
comprende entre alrededor del 5% a alrededor del 40% del volumen del medio de cultivo.

[0127] En ofra implementacion, esta presentacion suministra a una composicion celular aislada que puede
obtenerse de un proceso de acuerdo a la presentacion.

[0128] En otra implementacion, se presenta en este documento a una composicion celular aislada, donde la
composicion celular aislada es una composicién de células grasas tales como una composicidon celular de
adipocitos.

[0129] En ofra implementacidn, se presenta en este documento a una composicién celular aislada, donde la
composicién celular aislada es una composicién celular muscular tal como una composicion de células de
mioblastos o de células madre satelitales.

[0130] En otra implementacion, se presenta en este documento a una composicion celular aislada, donde la
composicion celular aislada es una composicién de células de la cérnea.

[0131] En ofra implementacidn, se presenta en este documento a una composicién celular aislada, donde la
composicion celular aislada es una composicion de células del cartilago, tales como una composicion de células de
condrocitos.

[0132] En otra implementacion, se presenta en este documento a una composicidon celular aislada, que es una
composicion de células de la piel, tal como una composicién de células de fibroblastos o de células de
queratinocitos.

[0133] En otra implementacion, se presenta en este documento a una composicidon celular aislada, que es una
composicion de células de la membrana del periostio o de células gingivales.

[0134] En otra implementacion, se presenta en este documento a una composicion celular aislada que es una
composiciéon de células del tendon.

[0135] En otra implementacién, se presenta en este documento a una composicién celular aislada que es una
composicion de células madre, tal como una composicién de células madre de cordones umbilicales.

[0136] En otra implementacion, se presenta en este documento a una composicion celular aislada, donde la
composicion celular aislada es una composicion de células de lamédula 6sea.

[0137] En ofra implementacidn, se presenta en este documento a una composicion celular aislada, que es una
composicion de células de Schwann.

[0138] En otra implementacién, se presenta en este documento a una composicidon celular aislada, que es una
composicion celular de islotes pancreaticos.

[0139] En ofra implementacion, se presenta en este documento a una composicidén celular aislada, que es una
composicion celular de osteoblastos.

[0140] En otra implementacién, se presenta en este documento a una composicion celular aislada, donde las células
estan a una concentracion de alrededor de 3 x 10° a alrededor de 10° células/mililitro de plasma o de plasma
enriquecido.

[0141] En otra implementacion, se presenta en este documento a composiciones, métodos y formas de uso para

promover la regeneracion de sellamiento de heridas y/o de tejidos y/o de huesos en una herida de un humano o de
un animal inferior tal como se describe en este documento.
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[ 0142] en ofra implementacidn adicional, se presenta en este documento a composiciones, métodos y modos de
uso para promover la regeneracion de sellamiento de heridas y/o tejidos y/o huesos en una herida de un mamifero,
preferiblemente un humano.

[0143] En otra implementacion, se presenta en este documento a composiciones, métodos y formas de uso para
inducir la regeneracion periodontal en una herida o en un defecto periodontal de un mamifero con una enfermedad
periodontal u otra condicidn tal como se describen este documento.

[0144] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento a un método para inducir la regeneracién
periodontal en una herida o en un defecto periodontal o en una carie de un mamifero con una enfermedad
periodontal u otra condicién, ydonde, dicho mamifero es un humano.

[0145] En otra implementacion adicional, se presenta en este documento a un método para inducir la regeneraciéon
periodontal en una herida con un defecto periodontal o en una cavidad de acuerdo a la presentacion, donde, dicho
monto terapéuticamente efectivo de dicha composicion sanadora de heridas o de tejidos se aplica en una forma de
un gel semisdlido o una matriz de crecimiento a dicha herida o dicho defecto periodontal o cavidad tal como se
describe, por ejemplo, en Garg et al., 2000, Dental Implantology Update (actualizacion de implantologia dental),
11(6), 41-44.

[0146] En otra implementacion, se presenta en este documento a un método para promover la regeneracion de
tejidos de la piel en una cicatrizo en una arruga tal como se describe en este documento.

[0147] En otra implementacidn, se presenta en este documento a un método para inducir la regeneracién del
miocardio de acuerdo a la presentacién, donde dicho monto terapéuticamente efectivo de dicha composicién de
células musculares de acuerdo a la presentacion se inyecta al miocardio, comunmente, en el miocardio del
ventriculo izquierdo. La inyeccion puede realizarse como inyeccion directa o como una inyeccion de varios catéteres.
Las células de mioblastos o las células satelitales pueden disefiarse ex vivo tal como se describe en este documento
en una estructura des-epitalizada de amnios bioldgicos humanos y biocompuesta, tal como una capa en esta
descripcidn. Los amnios se suturan entonces al epicardio isquémico para repoblar el tejido subyacente con células
madre, para mejorar el poder de contraccién de la pared ventricular y de los miocitos.

[0148] En ofra implementacidn, se presenta en este documento a un método para inducir una regeneracion del
miocardio de acuerdo a la presentacion, donde, dicho monto terapéuticamente efectivo de dicha composicion celular
muscular de acuerdo a la presentacion se inyecta al miocardio, junto con un monto terapéuticamente efectivo de una
composicion celular de fibroblastos de acuerdo a la presentacion de tal forma que el indice fibroblastos/mioblastos
es de alrededor del 30:70.

[0149] En otra implementacidn, se presenta en este documento a un método para inducir la regeneracién del
miocardio de acuerdo a la presentacidon, donde dicho monto terapéuticamente efectivo de dicha composicion celular
muscular, de acuerdo a la presentacion, se aplica en la superficie ventricular en la forma de un parche amniético que
se incuba, preferiblemente, a una composicion de células madre de mioblastos y de células satelitales de acuerdo a
la presentacion.

[0150] En otra implementacion, se presenta en este documento a un método para inducir una regeneracion de la
cérnea de acuerdo a la presentacion, donde dicho monto terapéuticamente efectivo de dicha composicién de células
de la comea, de acuerdo a la presentacion, se aplica al tejido de la cérnea en forma de un parche amniotico,
preferiblemente distribuido en un lente de contacto que puede disolverse.

[0151] Dicho método para tratar una herida, un tejido o una enfermedad podria indluir el uso de cualquiera de las
composiciones aqui descritas; también podria incluir el uso de cualquier composicidon hecha por cualquiera de los
meétodos aqui descritos.

[0152] El método de acuerdo al invento presenta las ventajas de suministrar una forma efectiva en cuanto tiempo y
relativamente barata para obtener concentrados de plaquetas en una sola operacion que es facil de implementar y
que se adapta a una aplicacion en un punto de atencién médica. El método del invento presenta la ventaja que
aparte de conllevar a preparaciones enriquecidas donde las plaquetas estan concentradas con una produccién alta
que no puede obtenerse mediante métodos conocidos, y también el contenido de eritrocitos es mucho mas bajo que
aquellos niveles obtenidos con métodos conocidos para la preparacion de PRP. Las composiciones obtenidas
mediante el método del invento tienen la ventaja de producir un contenido mas alto de plaquetas, un contenido mas
bajo de eritrocitos que los PRPs obtenidos mediante métodos conocidos y con propiedades completamente
mantenidas para su uso terapéutico subsiguiente in vivo. Mas especificamente, la capacidad de las plaquetas para
liberar a los principales factores de crecimiento involucrados en la regeneracién de tejidos (PDGF, TGF-(3, IGF,
VEGF y EGF) a niveles que se mantienen estables durante algunos dias (o la vida util de 7-10 dias de los
trombocitos).
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Adicionalmente, silas composiciones obtenidas mediante el método del invento se producen de sangre autdloga, el
invento aqui descrito reduce los riesgos de transmisién de enfermedades y de inmuno-reacciones asociadas con el
uso del tratamiento de materiales hechos de sustancias biolégicas obtenidas de una o mas terceras partes.

[0153] EI método del invento, suministra, por lo tanto, un material biolégico de regeneracién de tejidos y de sanacién
de heridas, preferiblemente autélogo, que promueve la regeneracion de tejidos, tales como, la piel, el cartilago y los
huesos, especialmente promueve la cicatrizacion y/o el rejuvenecimiento. Los beneficios del invento comprenden a
un método simple y rapido para la preparacion de materiales mejorados, para la regeneracion de tejidos y para la
sanacion de heridas, adaptados a servicios en puntos de atencion y que han demostrado reducir el tempo de
sanacion, el dolor asociado y los costos médicos. Ademas, los materiales mejorados de sanacién de heridas y de
regeneracion de tejidos reducen los riesgos de rechazo de injertos y mejoran los indices de éxito de injertos.
Ademéds, los materiales mejorados de sanacién de heridas y de regeneracién de tejidos conllevan a que el aspecto
final estético de las cicatrices sea mucho mejor y que el relleno de cicatrices y arrugas sea mucho mas durable.

[0154] ComuUnmente, los extractos celulares se obtienen de una biopsia de tejidos que se realiza preferiblemente el
dia antes de la mezcla con el concentrado de plaquetas bajo el paso a). El tamafio de las biopsias se adapta al
propdsito terapéutico en cuestidon y a los tipos celulares utilizados en la preparaciéon de la composicidon celular de
acuerdo a la presentacion. Ejemplos de biopsias se presentan en los ejemplos a continuacion para diferentes tipos
de tejidos.

[0155] Ejemplos que ilustran al invento se describiran a partir de este momento en este documento en una forma
mas detallada y mediante referencias a las secciones presentadas en las figuras.

EJEMPLOS
Las siguientes abreviaciones se refieren respectivamente a las definiciones a continuacién:

[0156] ATS (autologous thrombin serum - suero autélogo de trombina); BU (Baxothrobin unit - unidad de
Baxotrobina); DMEM (Dulbecco’s minimum essential médium - medio esencial minimo de Dulbecco); DMSO
(Dimethyl Sulfoxide — sulféxido de dimetilo); EC (Enriched clot - coaguldé enriquecido); FCS (fetal calf serum - suero
fetal de temero); HT (healing time - tiempo de sanacion); IU (International Unit - unidad internacional); PBS
(Phosphate Buffered Saline - sustancia salina amortiguada de fosfato); PET (polyethylene terephthalate — tereftalato
de polietileno); PRP (platelet- rich plasma - plasma rico en plaquetas); PPP (platelet-poor plasma - plasma con
niveles bajos de plaquetas); USP (United States Phammacopoeia - Famacopea de Estados Unidos); cm
(centimetro); dL (decilitro); g (gramo); Gy (gray - gris); J (Joule — Julio); L (litro); min (minuto); mm (milimetro); M
(molar); mL (mililitro); nm (nanometro); rpm (revolucién por minuto); Vol. (volumen).

PROCEDIMIENTOS Y CONDICIONES GENERALES

[0157] Para deteminar la efectividad de las composiciones obtenidas mediante el método del invento para promover
la sanacion de heridas y/o huesos y/o la regeneracion de tejidos, se realizaron los siguientes experimentos.

[0158] Se recaudaron muestras de sangre humana completa en un tubo separador. Un tubo separador para el uso
en un método de acuerdo al invento es, por ejemplo, un tubo de vidrio de aproximadamente 15 ml (16 mm de
diametro y 130 mm de largo) que contenia a 3 ml de gel tixotrépico que se basa en poliéster, asi como 1 ml de una
solucién de citrato de sodio a 0.1 M y que contiene un vacio usable de alrededor de 8.5 mililitros. Este tubo
separador constituye a un dispositivo listo para utilizarse para la preparacidon de una composicion de concentrado de
plaquetas por medio del método del invento (también llamado RegenTHT™ (Tubo Cosechador de Trombocitos) de
Regen Lab, Suiza).

[0159] Otro ejemplo de un tubo separador para su uso en el método del invento es un tubo de aproximadamente 10
mm en PET (polyethylene terephthalate — tereftalato de polietileno) que contiene 1 ml de un gel tixotrépico que
contiene a una mezcla polimérica y a citrato de sodio anhidrido depositado en la superficie interior del tubo el cual
fue untado mediante aerosol (alrededor de 3.5 miligramos por mililitro de sangre) y que contiene un vacio usable de,
o de alrededor de, 8 ml, el cual constituye un dispositivo listo para utilizarse para la preparacién de un concentrado
de plaquetas (también llamado RegenBCT™ (Blood Cell Therapy - Terapia de Células Sanguineas) de Regen Lab,
Suiza).

[0160] Estos tubos se esterilizan mediante irradiaciones (tal como se prescribe por ISO 11137, UNIEN ISO 11737-2,
UNI EN 552, UNI EN 556) y se sellan hermméticamente mediante una tapa tradicional tal como un tapon de caucho
convencional de bromobutilo moteado para el tubo de vidrio y un tapén de clorobutilo que tiene un cobertor de
polietileno para la seguridad del operador.

[0161] Entonces, el tubo separadorse centrifuga a alrededor de 1500 g a alrededor de 2000 g durante alrededor de

3 a 10 minutos, es decir, a alrededor de 2500 revoluciones por minuto hasta alrededor de 3800 revoluciones por
minuto con una centrifugacién con un rotor oscilante, que tiene un radio de 20 cm. En caso de que un equipo
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centrifugador tenga un rotor con un angulo fijo de alrededor de 45°, el tiempo de centrifugacién deberia durar, porlo
menos, alrededor de 15 minutos.

[0162] Después de la centrifugacion, el concentrado de plaquetas se recauda para su uso en aplicaciones
terapéuticas o cosméticas de la presentacion o para la preparacion de composiciones adicionales que contienen el
concentrado obtenido de plaquetas a través de la mezcla con agentes adicionales tales como extractos celulares,
preferiblemente autdlogos (por ejemplo, queratinocitos, fibroblastos, células de la médula 6sea, osteoblastos,
condrocitos, mioblastos, células de la cornea, células de Schwann, células grasas, células madre de cordones
umbilicales, células de tendones, células de islotes pancreaticos, células de ligamentos y gingivales, células de la
membrana del periostio) y/o sustitutos dseos y/o activadores de la coagulacion.

[0163] Para las aplicaciones terapéuticas se utiliza un botiquin adaptado para la regeneracién de tejidos (también
llamado RegenKit™) que tiene a 2 ampollas estériles que comprenden a:

- Una ampolla (RegenPRP™) que comprende a accesorios para los tubos separadores de flebotomia de la
presentacion (RegenTHT™ o RegenBCT™), opcionalmente matraces de ETOH y de CACI2 para la preparacion de
un suero autélogo de trombina (RegenATS™).

- Una ampolla (RegenApplicator™) que tiene 2 jeringas (por ejemplo, de 1 ml y de 1 o 3 ml), sostenedores y
sujetadores en un aplicador con una punta con una salida dual.

[0164] Para la preparacion de la composicion celular, se preparan a las células de acuerdo al protocolo general a
continuacion:

a) Biopsia

[0165] Una biopsia del tejido correspondiente se obtiene bajo condiciones estériles utilizando métodos estandar
adaptados a la célula especifica que se recolectara. Las células se utilizan extemporaneamente u opcionalmente
después de la proliferacién de cultivos ex-vivo y de la proliferacion celular tal como se describe mas adelante.

b) Cultivos exvivo yla proliferacion celular

[0166] Las células utilizadas para la preparacion de composiciones celulares, tales como los queratinocitos, las
células de la médula ésea, los fibroblastos; las células del periostio o de la cérnea, tales como células madre
corneales del limbo; melanocitos y las células de Langheran; células grasas, células musculares tales como los
mioblastos y las células satelitales; osteoblastos, condrocitos; células del cordon umbilical; las células de Schwann;
células de tendones o pancreaticas, se expanden en un medio portador de células (por ejemplo, DMEM o Ham) en
placas (por ejemplo, placas de Petri o matraces de cultivo) cubiertas con un concentrado de plaquetas de acuerdo a
la presentacion, preferiblemente autdlogo, enriquecido con fibronectina. EI medio de cultivo podria enriquecerse
preferiblemente con DMEM por ejemplo en el caso de queratinocitos. Para las células tales como los osteoblastos
6seos los condrocitos y los mioblastos, es necesaria la digestion enzimatica del tejido correspondiente en la
presencia de 4 ejemplos de colagenasa o de tripsina antes de colocaros en placas. La incubacion de las placas se
realiza a 37 °C bajo un flujo de gas de 95% de oxigeno o aire y el 5% de didxido de carbono. Comunmente, el
tiempo de incubacion varia entre los 10 y 20 minutos. La expansion celular podria incrementarse (tal como, por
ejemplo, en el caso de mioblastos, fibroblastos y células de condrocitos).

[0167] Mediante fototerapia (por ejemplo, exposicién a la luz a 633 nm durante alrededor de 10 minutos a
2J/centimetro cuadrado, una veza la semana durante la fase de incubacién).

[0168] Los explantes podrian cultivarse en placas de Petri o en matraces de cultivo utilizando técnicas de
levantamiento de aire (Molnar et al., 1996, Tissue & Cell (Tejido y Célula), 28:547-556) y un método de interfaz de
aire ((Meller etal., 2002, Br. J. Opht., 86, 463-471) con la mitad del explante expuesto al aire. El medio de cultivo se
cambia regulamente durante la incubacion, tal como cada 3 dias. La expansion de las células en una modalidad de
2 dimensiones como monocapas planas, se obtiene, por ejemplo, para células de mioblastos, fibroblastos, y de
condrocitos. Un patron creciente de células en 3 dimensiones puede obtenerse, por ejemplo, para células de la
cérnea, de mioblastos, de fibroblastos, de condrocitos, de adipocitos y de queratinocitos, agregando una
composiciéon diluida con un concentrado de plaquetas de acuerdo a la presentacion de alrededor del 5 a alrededor
del 40% del volumen del plasma o del plasma enriquecido al medio de cultivo. Comunmente, la adicién de un
concentrado autdlogo diluido de plaquetas de acuerdo a la presentacion se realiza 2 o 3 veces durante el tiempo de
incubacién. Un portador biolégico de 3 dimensiones que se obtiene de esa foma pemmite mejorar a la matriz
extracelular lo que resulta Util para la transferencia de células madres autdlogas. Después de la incubacidn, las
células son liberadas nuevamente de las placas con una digestion de tripsina suave que levanta las células
pemitiendo que se coloquen en peletes.

c) Calidad celular yrevisién de seguridad
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[0169] La viabilidad celular en la preparacién celular que se obtiene de esa forma se revisa mediante un recuento de
células en una forma microscopica, un recuento de flujo-citométrico junto con inmunoguimica en marcadores de
tejido mediante técnicas estandar. La viabilidad celular también se examina mediante tripano azul justo después de
la liberacidn celular mediante tripsina. La seguridad de la preparacion también se revisa a través de una revision de
contaminacion mediante un ensayo microbiolégico para excluir la contaminacion con virus o bacterias y para evitar la
transferencia de infecciones zoondticas. La utilizacion de FCS se evita, evitando, de esa forma, la transmision de la
enfermedad de la vaca loca.

d) Administracion de la preparacion celular

[0170] La preparacidn celular obtenida como se mencion6 anteriormente se coloca en una composicion autéloga
con un concentrado de plaquetas de acuerdo a la presentacién como un vehiculo portador de células antes de la
entrega para el paciente. Entonces, la preparacién celular obtenida, tal como se acaba de mencionar, se inyecta o
se trasplanta al paciente. La modalidad de inyeccion o de trasplante debe adaptarse al tipo de células contenidas en
la preparacion celular de acuerdo a la presentacion y al efecto terapéutico o estético deseado. Se dan mas detalles
en los ejemplos que se muestran.

[0171] mas adelante acerca del método para la preparacion y el uso de las composiciones celulares, mas
especificamente, dependiendo del tipo de células y del efecto terapéutico o estético deseado.

[0172] Las preparaciones de células de queratinocitos o de fibroblastos de acuerdo a la presentacién podrian
utilizarse facimente después de la recaudacién o después del cultivo celular tal como se describidé anteriormente.
Sin embargo, las preparaciones celulares de acuerdo a la presentacion se elaboran preferiblemente después del
cultivo celular tal como se describié anteriommente.

[0173] Las preparaciones celulares presentan una mejor viabilidad y estabilidad (incluyendo la integridad de
propiedades preservadas de células tales como la capacidad de sintetizar proteinas y de entrega de factores de
crecimiento) que las células preparadas en un medio sin la composicion autdloga con un concentrado de plaquetas
de acuerdo a la presentacion. Ademas, la proliferacion celular obtenida de esa forma mejora: las células crecen mas
rapido (alrededor de 3 a 5 dias més rapido) y son mas densas en comparacion a los medios de control y a los
medios sin sueros. La ventaja del proceso para la preparacién de una composicion celular de acuerdo a la
presentacion es que el mismo medio autélogo se utiliza como un vector para cultivos celulares, para la preservacion
celular, para la inyeccion de células, para vectores para bio-estimulaciones celulares y para la regeneracién de
tejidos.

Ejemplo 1: preparacién de un concentrado autélogo de plaquetas

[0174] Tubos separadores para su uso en el método del invento se prueban por anticipado para detectar si tienen
una buena tolerancia, para detectar cualquier toxicidad y para detectar si no tienen mutagenicidad del gen tixotrépico
de acuerdo a las nomas ISO 10993-11, ISO 10993-10, ISO 10993-12 e ISO 10993-3.

[0175] Alrededor de 8,5 a alrededor de 10 ml de una muestra de sangre humana se recaudan dentro del tubo
separador para su uso en el método del invento, donde la sangre se aspira. La mezcla se centrifuga
aproximadamente a 3800 revoluciones por minuto durante 3,5 minutos. El plasma rico en plaquetas se recauda
entonces.

[0176] El analisis del concentrado de plaquetas obtenido mediante el método del invento demostré que contiene de
2 a 4 veces los niveles nomales de plaquetas y de factores de crecimiento, en comparacién a un coagulo natural de
sangre, mientras que mantienen niveles nomales de fibrina y de fibrindgeno y virtualmente no contiene células de
sangre (menos del 1% de hematocrito en comparacion con el 35-50% en un coagulo nomal de sangre y un 15-20%
en plasma rico en plaquetas obtenido mediante métodos conocidos de preparacién). El estudio muestra ademas la
presencia de fibronectina proteinica de leucocitos lo cual demuestra que se conservan las propiedades de
coagulacion.

[0177] La composicion del concentrado de plaquetas (también llamado RegenPRP™ de Regen Lab, Suiza) en

comparacion con sangre completa, plasma completo y plasma con niveles bajos de plaquetas se presenta en la
tabla uno a continuacion:
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Tabla 1

Muestra Glébulos blancos® Globulos rojos Hemoglobina Plaquetas

(x 107/litro) (x 10%litro (gramos/decilitro) (x 10%/litro)
Sangre completa 6,6 443 13,5 269
Plasma completo 2,8 0,04 0,4 305
Plasma rico en| 14,2 0,57 2,1 570
plaquetas
Plasma con niveles | 0 0 0,1 116
bajos de plaquetas

[0178] El experimento se repiti6 en algunos pacientes y se observé que los concentrados obtenidos de plaquetas
presentaron concentraciones reproducibles de plaquetas (por lomenos 300 x 10° células/litro), gldbulos blancos (por
lo menos 7,0 x 10° células/litro), fibrindgeno (por lo menos 3 miligramos/litro) y eritrocitos (menos que 0,6 x 10™
células/litro).

[0179] La produccion de plaquetas obtenidas por el método del invento se midié (90-99%) y demostré que se
incrementd drasticamente en comparacion con las producciones de plaquetas (30-62%) obtenidas por medio de
métodos conocidos de la preparacion descrita en Marx et al., 2004, mencionada anteriormente.

Adicionalmente, se demostr6é a través de botiquines ELISA (R&D Systems, Inc.) y por medio de la respuesta a la
activacion de coagulacion del concentrado de plaquetas obtenido mediante el método del invento, que la actividad
de los factores de coagulacion se conservaron: la concentracion de dimeros D (productos que descomponen la
fibrina), los marcadores conocidos de la activacion de la coagulacion, y el proceso de lisis son estables, y, por lo
tanto, las propiedades de coagulacion del concentrado de plaquetas no se debilitan por el proceso del invento.

Los niveles de los factores de crecmiento (PDGF, EGF, TGF- y VEGF) del concentrado de plaquetas obtenido
mediante el método del invento son estables, en una forma demostrable, durante por lo menos 72 horas (4 dias)
cuando se almacenan a la temperatura del cuarto en un tubo separador estéril para su uso en los métodos del
invento. La evolucion de los factores de crecimiento PDGF BB, EGF y VEGF durante 72 horas se presenta en la
figura 1.

[0180] Las propiedades del concentrado de plaquetas obtenido mediante un método de acuerdo al invento hace
posible concebir la preparacion de un concentrado de plaquetas obtenido utilizando el procedimiento del invento,
uno a varios dias antes de una cirugia reparativa, para reducir la carga de trabajo en la sala de operaciones y
acelerar el procedimiento quirargico.

[0181] Para usos terapéuticos subsiguientes, el concentrado autélogo de plaquetas se mezcla, generalmente, con
un activador convencional de coagulacion tal como un activador de trombina (por ejemplo, cloruro de calcio, por
ejemplo, el 10%), mezclado opcionalmente con un activador de fibrinégeno tal como la trombina, preferiblemente
homdloga (por ejemplo, de 10 Ul a 100 IU por mililitro de plasma), batroxobina (por ejemplo, 20 BU por mililitro de
plasma) o una preparacién enriquecida con trombina.

Ejemplo 2: uso terapéutico del concentrado autélogo de plaquetas obtenido mediante el método del invento

a) Pacientes:

[0182]
Se seleccionaron a 3 pacientes que presentaban heridas crénicas que no se sanaban:

- Un paciente de 88 afios (paciente 1) que padecia de angiosarcoma de Kaposi en varias ubicaciones en las
extremidades inferiores y una necrosis inducida por radioterapia en la pierna izquierda. La necrosis inducida
por radioterapia resultdé de tratamientos de radioterapia. 12 meses después del final del tratamiento de rayos
equis de bajo voltaje, la necrosis consistia de una ulcera profunda super infectada rodeada por una costra (35
X 25 mm). La herida fue tratada previamente sin ningun éxito con varios tratamientos tales como con
esteroides y como cremas sanadoras.

- Un paciente de 81 afios (paciente 2) que padecia de un carcinoma espinocelular del vértice que presentaba
una ulceracién cutanea (de alrededor de 10 mm de diametro) con disqueratosis periférica sin ninguna sefal
de infeccidn que resulté de una reseccion de una biopsia y una radioterapia postquirdrgica (dosis total de 52

Gy).
- Un paciente de 60 afios (paciente 3) que recibi6 una irradiacion prequirurgica (7 Gy) para una sintesis de la

tibia y de la fibula en la pierna derecha presentaba una necrosis inducida por radioterapia que consistia de
una ulcera profunda (50 x 30 mm de diametro) sin inflamaciones.
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b) Tratamiento:

[0183] 8.5 mililitros de una muestra de sangre se toma de cada paciente y se centrifuga en un tubo separador tal
como se describié en el ejemplo 1, de acuerdo a los protocolos descritos en el ejemplo 2. Los concentrados
resultantes de plaquetas se mezclan entonces con doruro de calcio a un 10% del volumen. Cada composicion
autdéloga de concentrados de plaquetas se aplica entonces al lugar de la herida de epidemiditis radiolégica del
paciente respectivo. La herida se cubre y se protege entonces con compresas himedas (dia 1).

[0184] Entre los dias 3 y 5, se revisa el estado de la herida y se cambia el vendaje de la herida. En el dia 7 £ 1 se
obtiene una nueva aplicacién de una nueva preparacion autéloga del concentrado mediante el método del invento.
En efecto, la misma secuencia de tratamiento se sigue con los mismos intervalos de tiempo hasta la cicatrizacién
completa de la herida.

b) Efectos sanadores:

[0185]
Paciente 1: Sanado lento y regular de la ulcera. Cicatrizacion completa después de 189 dias.
Paciente 2: Sanado muy rapido obtenido en 21 dias.
Paciente 3: Sanado progresivo y regular. Cicatrizacién completa después de 41 dias. Estos resultados
muestran el efecto beneficioso de la composicion con un concentrado de plaquetas obtenido mediante el
meétodo del invento en ulceras cronicas inducidas por ondas de radio, incluso en los casos de aquellas que

fueron resistentes a tratamientos tépicos previos en la ausencia de cualquier accion alérgica.

Ejemplo 3: Uso terapéutico del concentrado autélogo de plaguetas obtenido mediante el método del invento
en combinacién con un suero autdélogo enriquecido con trombina

[0186] Para activar la coagulacién, una altemativa a la mezcla del concentrado de plaquetas obtenido mediante el
método del invento con un activador de trombina antes de su uso en un paciente, tal como se describié en el
ejemplo 1, es la combinaciéon del concentrado de plaquetas obtenido mediante el método del invento con un
activador de fibrindgeno tal como una composicion enriquecida con trombina y, preferiblemente, con un suero de
trombina (por ejemplo, autélogo) de acuerdo al método del invento.

a) Preparacioén de un suero autélogo de trombina (ATS - autologous thrombin serum)

[0187] Un suero autélogo de trombina para utilizarse como una preparaciéon enriquecida con trombina se elabora
mediante un proceso que comprende la adicion a la muestra de sangre completa de un paciente (por ejemplo, 8 ml)
recaudada en un tubo separador para usarse en el método del invento tal como se describié en el gjemplo 1, una
solucion con un 95% del volumen de etanol (por ejemplo, 1 ml) y cloruro de calcio 10% (por ejemplo, 1 ml) a la
mezcla (también llamada RegenATS™ de Regen Lab, Suiza) se le pemite precipitarse durante alrededor de 30
minutos a la temperatura del cuarto. Después de 30 minutos, casi el 80% de la antitrombina (entre otras proteinas
similares al fibrinbgeno) se precipita; entonces el tubo se centrifuga a, alrededor de, 1500 g durante alrededor de 8 a
10 minutos y el suero autdlogo de trombina esta listo para usarse en combinacion con el concentrado rico en
plaquetas obtenido mediante el método del invento.

b) Preparaciones combinadas

[0188] Una originalidad de este proceso es que después del paso inicial de incubacion del proceso de preparacion
del suero autdlogo de trombina (por ejemplo, de por lo menos alrededor de 30 minutos), los tubos separadores para
su uso en el método del invento que contiene respectivamente a la preparacién autéloga de suero de trombina ya la
preparacién del concentrado de plaquetas pueden centrifugarse simultaneamente para obtener a 2 preparaciones de
extractos sanguineos listas para utilizarse al mismo tiempo.

c) Uso combinado

[0189] Para pemitir la polimerizacion de fibinégeno a una malla de fibrina (lo cual ocurre durante el proceso de
coagulacion) para que ocurra Unicamente en el momento de la aplicacién de la preparacion rica en plaquetas a la
herida, la composiciéon del concentrado de plaquetas y el suero autélogo de trombina (activador de coagulacién) se
aplican simultaneamente con un indice de volumen de alrededor de 10:1 a alrededor de 10:3 (el indice de
concentrado en relacion al activador de coagulacién) a la herida.

[0190] La entrega simultdnea de ambas preparaciones se logra, por ejemplo, mediante un dispositivo que
comprende a 2 jeringas (por ejemplo, una jeringa de 10 ml para la composicion de concentrado de plaquetas y una
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jeringa de 1 o 3 ml para el suero de trombina), que liberan a las preparaciones simultdneamente para que se
mezclen y se polimericen cuando entren en contacto con la herida.

Ejemplo 4: uso terapéutico del concentrado autélogo de plaquetas obtenido mediante el método del invento
en combinacién con un extracto de células de la piel

[0191] Un total de 35 pacientes que recibieron anteriomente injertos de piel (Que representaba menos del 15% de la
superficie de la piel) se incluyeron en el estudio. Se excluyeron a pacientes tratados con inmunosupresores o
corticoides o con insuficiencia renal o a artropatia periférica. Todas las siguientes manipulaciones se realizaron bajo
reglas estrictas de asepsia y esterilidad.

Grupo A: 13 pacientes
a) Preparacion del concentrado de plaquetas

[0192] Una muestra de 8,5 mililitros de sangre completa de cada paciente (de una extremidad superior donde no
existian perfusiones) se recaudaron en un tubo separador para su uso en el método de acuerdo al invento. El tubo
separador con la sangre completa se centrifuga inmediatamente durante alrededor de 8 minutos a 2800 revoluciones
por minuto. Antes de que se recaude al plasma enriquecido (PRP), el operador descarta la mitad o 2 ml del
sobrenadante y wuelve a suspender las plaquetas en el plasma remanente. El concentrado rico en plaquetas se
transfiere entonces a un tubo estéril y se mantiene a una temperatura de 37 °C.

b) Recubrimiento de las heridas

[0193] El concentrado autdlogo de plaquetas obtenido mediante el método del invento (también denominado
RegenPRP™) se mezcla con unasolucion de coruro de calcio 10% a una tasa de 10:1 y el lugar donante del injerto
(donde se removi6 la piel) de cada paciente respectivo se recubre con la mezcla autdloga correspondiente para
obtener la coagulacién del concentrado de plaquetas en la herida.

Grupo B: 8 pacientes
a) Muestras de células de la piel en el paciente

[0194] Se extraen queratinocitos de cada uno de los pacientes de este grupo. Una muestra delgada de piel
saludable (de alrededor de 2 cm?) se remueve de cada paciente y se lava 3 veces en una soluciéon de PBS. La
biopsia lavada se deposita entonces en una placa de Petri que contiene tripsina y se corta en fragmentos muy
pequeiios (0,5 centimetros x 0,5 centimetros) con un bisturi. Los fragmentos de piel se incuban entonces durante 45
minutos a 37 °C en un dispositivo agitador en un 20% del volumen de una composicion autéloga de concentrado de
plaquetas obtenidas mediante el método de acuerdo al invento, también denominada RegenPRP™ que se consiguid
anteriomente. El sobrenadante se recauda, se centrifuga y las células se re-suspenden en una solucién de PBS. El
recuento de queratinocitos se detemmina bajo microscopio. Finalmente, los queratinocitos obtenidos se re-
suspendieron en el concentrado autélogo de plaquetas obtenido mediante el método de acuerdo al invento (5-40%
volumen) del paciente correspondiente.

b) Preparacion del concentrado de plaquetas

[0195] El procedimiento es el mismo que para el grupo A.

c) Recubrimiento de heridas

[0196] La suspensidn de queratinocitos (también lamada RegenExtracell™) se aplica tan pronto como sea posible
g?ug(r)ezaracién completa no debe exceder un dia) en la herida en la misma forma que se describié en el caso del

Grupo de control: 14 pacientes

[0197] El lugar donante del injerto de cada paciente de este grupo se recubre con una compresa no terapéutica
(Jelonet®).

Mezcla aleatoria y tratamiento

[0198] En el bloque quirirgico, después de la remocion de la piel insertada, el lugar donante se recubre con una
compresa temporal empapada con una solucion de adrenalina (una ampolla de 1 mg/mililitro de adrenalina diluida en
500 ml de NaCl a un 0.9 por ciento) y dependiendo de la tabla de mezcla aleatoria, el lugar del donante se trata de
acuerdo a los 3 siguientes métodos: grupo 1 y 2: recubrimiento de la herida con la composicién sanadora de heridas
respectiva y el recubrimiento de la herida con una compresa no terapéutica (Jelonet®).
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[0199] Grupo 3: Recubrimiento directo de la herida con una compresa no terapéutica (Jelonet®).

[0200] Las compresas son recubiertas entonces con bandas Kerlix®y bandas elasticas tales como "Velpeau".
Criterios de eficacia del tratamiento

[0201] La eficacia del tratamiento se evalia de acuerdo a 3 criterios:

- El tiempo necesario para completar la cicatrizacion del lugar tratado (tempo de sanaciéon o HT — healing
time - en dias)

- La epitelizacion (evolucién del progreso de cicatrizacién) medido en el dia 5 después del tratamiento de
acuerdo a 7 niveles:

0: ausente

1: ligero

2: moderado

3: importante

4-7: muy importante, niveles crecientes de importancia;

- El dolor evaluado en el dia 5 después del tratamiento, por el paciente mismo, generalmente en el momento
de cambio de compresas en una escala del 0 al 10 (0: sin dolor y 10: dolor extremo). La compresa se abre en
el dia 5 después de la cirugia para pemitir la evaluacion de la calidad del tratamiento y se cubre con nuevas
compresas Jelonet® recubiertas con compresas secas. Las compresas se cambian entonces cada 2 dias
hasta que se completa la cicatrizacién. Cualquier efecto colateral o complicacién médica se vigila durante
toda la duracion del proceso de cicatrizacion.

Resultados

[0202] Los resultados de los tratamientos para cada grupo de pacientes (grupo de control: C, grupo A: RegenPRP™,
grupo B: RegenExtracell™) se presentan en la figura 2 en téminos de tiempo de sanacion en dias (HT — healing
time), dolor en el dia 5 (P - pain) y epitelizacion en el dia 5 (E). La linea de puntos indica el momento en que se
cambia a la primera venda en el dia 5.

[0203] El proceso de cicatrizacion se estimula claramente por el uso del concentrado de plaquetas obtenido
mediante el método del invento en comparacion con el grupo de control. La calidad de la cicatrizacion también es
mejor en el caso del uso del concentrado de plaquetas obtenida mediante el método del invento. Adicionalmente, el
dolor en el lugar donante se reduce dramaticamente en los casos en los que se utiliza el concentrado de plaquetas
obtenido mediante el método del invento en comparacién al grupo de control. Todos los efectos beneficiosos del
concentrado de plaquetas obtenido mediante el método del invento se incrementan cuando se utiliza una mezcla de
queratinocitos suspendidos en el concentrado de plaquetas obtenido mediante el método del invento.

El tiempo medio de sanacion es de 7 dias para el grupo tratado con un concentrado de plaquetas obtenido mediante
el método del invento y 5 dias cuando se suspenden queratinocitos en el concentrado de plaquetas en comparacién
a un promedio de 12 dias en el grupo de control. La tolerancia fue excelente y no se detectaron efectos colaterales o
alergias.

Esto demuestra que el concentrado de plaquetas obtenido mediante el método del invento, solo o combinado con
queratinocitos, es muy eficaz para acelerar el proceso de sanacion de heridas y ademas de reducir el dolor, reduce
la reaccién inflamatoria y mejora el aspecto final de la cicatriz.

[0204] Alternamente, usando el mismo proceso de disociacion, se pueden colocar a células de la piel en una placa
de Petri recubierta con la composicién autdloga de concentrado de plaquetas obtenida mediante el método de
acuerdo al invento, también llamada RegenPRP™, obtenida tal como se mencion6 anteriommente y cultivada durante
2 a 5 dias. Entonces, antes del injerto, la preparacién obtenida de células de la piel podria esparcirse con aerosol en
la herida, para preparar al sitio para una mejor integracién bioldgica de las células implantadas, y una mejor
expansion in vivo.

Ejemplo 5: Uso cosmético del concentrado autélogo de plaquetas obtenido mediante el método del invento

[0205] Una composicién autdloga de concentrado de plaquetas se prepara tal como se describe en el gjemplo 1. 5
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ml de esta composicion de un concentrado de plaquetas (también llamada RegenACR™: (rejuvenecimiento de
células autdlogas) de RegenlLab, Suiza) se inyecta subcutaneamente en una ranura de arruga como material de
relleno de arrugas, en la misma forma que se hace comunmente con otros rellenos de arrugas tales como el acido
hialurénico. La profundidad de la aruga se reduce progresivamente en las primeras semanas después del
tratamiento y en el lugar de la inyeccion, se obtiene una regeneracién muy clara del area con un resultado 6ptimo en
2 a3 meses. En contraste con lo que se observd con otros materiales de relleno de arrugas, no se observé ninguna
inflamacion ni hinchazén en el lugar de la inyeccién y el beneficio es duradero en contraste con el acido hialurénico
que se reabsorbe biolégicamente después de 4 a 6 meses.

[0206] Pueden utilizarse métodos conocidos para estudiar el efecto de composiciones autdlogas de concentrado de
plaquetas obtenidas mediante el método del invento en la profundidad de arrugas tal como una reconstitucion
tridimensional de alivio de la piel mediante perfilometeria éptica (método de lapiz) (Grove et al., 1989, J. Am. Acad.
Dematol, 21: 631-7) o mediante microscopia laser en réplicas de silicona de la piel. Otro método consiste en una
cuantificacion in vivo de la superficie de la piel «evaluacion superficial de la piel viva» o «SELS (Surface evaluation
of living skin)» a través del andlisis de imagenes en luz ultravioleta (Tronnier et al., 1997, Akt. Dermatol, 23 :290-
295). Otro método para la evaluacion superficial de la piel viva se basa en un sistema 6ptico con una cdmara CCD
que mide los 4 parametros de la piel: aspereza, escamas, suavidad y arrugas (Fluhr et al., 1995, Akt. Dermatol,
21:151-156). La aumentacion démica profunda puede evaluarse mediante ultrasonido, Demascan®, Dinamarca).

[0207] Otros ejemplos del uso del concentrado autdlogo de plaquetas obtenido mediante el método del invento
incluyen:

Mezclar y agregar al concentrado de plaquetas obtenida mediante el método de acuerdo al invento con una
crema, preferiblemente una emulsion, antes de la aplicacion a una herida, después de la cirugia o en piel
sana. Durante el proceso de absorcion, la preparacion de plaquetas se unta en la piel mediante la crema o
mediante una emulsion para amplificar el beneficio de hidratacién y estimular biolégicamente la regeneracién
o el rejuvenecimiento de la piel.

[0208] Usando un hidrogel similar a una preparacién de Albugel (EP 1 543 846) de un 100% de albumina o cualquier
otro hidrogel resultante de la reticulacion de albumina y otro compuesto quimico similar al glicol de polietileno o
cualquier otro ingrediente, usando un portador altamente hidrofilico que se basa en papel para dejarlo en contacto
con la piel hasta que el plasma rico en plaquetas se absorba.

Ejemplo 6: Preparacion autéloga de una asociacién de células de los musculos

[0209] Un ejemplo de asociacion autdloga de células puede prepararse utilizando el proceso de acuerdo al invento
donde las células del musculo esquelético (células progenitoras de musculo o células madre satelitales) se
suministran bajo el paso (d) o (e).

a) Células madre progenitoras de mioblastos

[0210] La biopsia del muUsculo esquelético se obtiene del vasto lateral y mide 7 x 3 cm. El mUsculo se ceba el dia
antes de la biopsia, con una inyeccién intramuscular en el lugar propuesto de la biopsia (10 x 15 cm de area de la
piel en el aspecto lateral del muslo subyacente al musculo vasto lateral justo arriba de la unién de la rodilla, en
cualquier lado) con Decadon y Bupivacaina (lidocaina de duracion larga). El musculo se corta en pedacitos y se
digiere enzimaticamente con una combinacidon de colagenasa, pronasa y tripsina (Worthington). La accion
enzimatica se neutraliza utilizando el suero de los pacientes en un medio de cultivo DMEM. El explanto muscular se
pone en placas de Petri cubiertas con la composicidon autdloga de concentrado de plaquetas obtenida mediante el
método de acuerdo al invento, también denominado RegenPRP™ (preparado tal como se describio en el ejemplo 4)
y se incuba en un 95% de oxigeno y un 5% de diéxido de carbono a 37 °C durante 3 a 4 semanas. Se utiliza una
expresion de desmina o de CD-56 como un marcador de mioblastos para identificar a los mioblastos de los
fibroblastos. La proliferacion de células progenitoras de mioblastos se muestra tridimensionalmente en la figura 3.

[0211] La proliferacion celular puede mejorarse mediante la exposicion foto-luminosa a 633 nm de 2 J/centimetro
cuadrado durante 10 minutos durante el cultivo. El dia del trasplante (por ejemplo, 3 a 4 semanas después de la
incubacion), las células de musculo esquelético se liberan mediante tripsina y se colocan en la composicion autéloga
de concentrado de plaquetas obtenida mediante el método de acuerdo al invento, también denominada
RegenPRP™ (preparada tal como se describe en el ejemplo 4). Las inyecciones al miocardio pueden hacerse como
inyecciones directas o como inyecciones de catéteres multiples en el miocardio del ventriculo izquierdo. La
preparacién celular de mioblastos obtenida mediante el método de acuerdo al invento es util para enfermedades
cardiacas tales como la regeneracién del corazon, el tratamiento de fallas del corazoén, fallas cardiacas cronicas,
fallas cardiacas isquémicas y no isquémicas y cardiomiopatias no isquémicas. La fraccion de eyeccién puede
mejorarse por un 9% para receptores cardiacos de mioblastos esqueléticos.

[0212] La preparacion celular que se acaba de mencionar también puede ser util en el tratamiento de incontinencia
urinaria (extractos celulares de mioblastos preparados tal como se describié anteriomente y que se inyectan al
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cuello de la vejiga), esofagitis por reflujos o la enfemedad de reflujos gastroesofagicos (extractos celulares de
mioblastos preparados tal como se describidé anteriomente e inyectados en el esfinter inferior esofagico) e
incontinencia anal (extractos celulares de mioblastos preparados tal como se describié anteriormente e inyectados
en el area para-anal). Alternamente, una preparacion combinada de fibroblastos y de mioblastos podria ejecutarse
(los fibroblastos estan presentes en la biopsia muscular y brotan del perimisio junto con las células madres de
miotubos y células madres satelitales). En el caso del tratamiento de enfemedades cardiacas, una mezcla de una
preparacion de células de fibroblastos y de una preparacion de células de mioblastos (obtenidas de acuerdo a como
se indicod anteriomente) se insertan en el miocardio con una tasa de fibroblastos/mioblastos de alrededor de 30:70.

[0213] Para el tratamiento de incontinencia del cuello de la vejiga, un cultivo separado de fibroblastos se realiza al
mismo tiempo que los mioblastos tal como se describié anteriormente y la preparacidn celular de fibroblastos se
inyecta adyacentemente a la uretra y una preparacién celular de mioblastos se inyecta en el rabdoesfinter, bajo
control de ultrasonido.

b) Células madre satelitales

[0214] Las células madre de mioblastos y satelitales son cultivadas ex vivo en la presencia de la composicion
autdloga de concentrado de plaquetas obtenida mediante el método de acuerdo al invento, también denominada
RegenPRP™. Se observd un cebado de proliferacion celular después de 7 dias del cultivo primario.

[0215] Las células se cultivan entonces durante 3-4 semanas después de la incubacion y se colocan en el medio de
cultivo de tejidos (DMEM junto con un 5-10% volumen de la composicion autéloga de concentrado de plaquetas
obtenida mediante el método de acuerdo al invento) que contienen un parche de amnios des-epitelizados humanos
de 4 x 4 cm y la composicion autéloga del concentrado de plaquetas obtenida mediante el método de acuerdo al
invento, también denominada RegenPRP™ (preparada tal como se describié en el ejemplo 4). Se expone a la
preparacién a una irradiacion ultravioleta durante 10 minutos. Durante la incubacién (comuinmente alrededor de 2 a 3
semanas), las células se esparcen sobre la estructura de amnios y forman una monocapa. Se evalua la viabilidad y
el progreso de la monocapa mediante biopsias del filo del parche 2 veces a lasemana y una evaluacién histologica
del grosor de lamonocapa.

[0216] El dia de trasplante (por ejemplo, 3 a 4 semanas después de la incubacion), la superficie ventricular se
esparce con la composicion autdloga del concentrado de plaquetas obtenida mediante el método de acuerdo al
invento, también denominada RegenPRP™ (preparada tal como se describid en el ejemplo 4) y entonces el parche
obtenido tal como se mencioné anteriomente se coloca con las células hacia abajo en una superficie cruda del
ventriculo isquémico para pemitir a las células madres en el parche poblar el segmento isquémico después de la
inyeccioén ventricular. La retencion celular se mantiene mediante los amnios que son inertes y no inducen ninguna
reaccion inmunolégica.

[0217] La preparacion de células madre satelitales obtenida mediante el método de acuerdo al invento es util para la
regeneracion del corazén y para tratamientos de fallas cardiacas como una preparacion de disefio de tejidos para la
mioplastia cardiaca.

Ejemplo 7: preparacion autéloga de asociacion de células de fibroblastos

[0218] Se puede preparar un ejemplo de una asociacion autéloga de células de fibroblastos usando el proceso de
acuerdo al invento donde las células de fibroblastos démicos se facilitan bajo el paso (d) o (e).

[0219] Los fibroblastos démicos se aislan y se expanden de acuerdo al siguiente procedimiento: un mes antes de la
biopsia, el area principal de donacidn de la piel (detras de una oreja del pliegue axilar anterior, por ejemplo, un area
que no haya envejecido por el sol) se trata con crema de vitamina A para activar a los fibroblastos démicos. Se
realiza una biopsia de la piel de 10 x 6 mm de grosor completo y se disecciona bajo microscopio para remover a
todo el epitelio. La biopsia des-epitalizada (demis) se corta en bloques de 3 x 3 mm en foma de explantos. La
demis papilar se coloca hacia arriba y se cultiva utilizando la técnica de levantamiento de aire (Molnar et al., 1996,
mencionada anteriomente) y el interfaz de aire (Metier et al., 2002, mencionada anteriormente) con la mitad del
explanto expuesto al aire. Los explantos se ponen en placas (por ejemplo, 6 explantos por pozo) en DMEM y se
cultivan a 37 °C con un 95% de oxigeno y un 5% de CO2 durante alrededor de 3-5 e incluso hasta 9 dias en placas
de Petri 0 en matraces de cultivo. El medio se cambia cada 3 dias. La expansién de fibroblastos se modela en 2
dimensiones en forma de monocapas planas, puesto que se observa un crecimiento estatico durante la incubacion.
En los dias 7 a 9 después del inicio de la incubacién, se obtiene un cambio de proliferacién y de patrones de
fenotipos tridimensionales agregando un 5-10% diluido de la composicion autéloga de concentrado de plaquetas
obtenida mediante el método de acuerdo al invento, también denominada RegenPRP™ (preparada tal como se
describio en el ejemplo 4) al medio de cultivo: las células se ceban con RegenPRP™ (0,2 ml por pozo) sélo para
cubrir la base. Las células crecen entonces como una matriztridimensional de gel de fibrina (figura 3). Las células se
diferencian entonces para formar un portador o una red biolégica en el gel de fibrina tal como se muestra en las
figuras 4a y 4b. El numero de células se mide mediante un recuento diario bajo una red y para evaluar la apoptosis:
se utiliza un microscopio invertido (Olympus®).
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[0220] Después de 3 a 6 semanas de la incubacion, se cosechan a las células del gel de fibrina. La viabilidad celular
se sujeta a ensayos con el método dasico de Tripano Azul y con una evaluacion bacteriolégica, induyendo una
evaluaciéon de contaminacion de virus. El extracto celular expandido de fibroblastos obtenido tal como se acaba de
mencionar se ocoloca en una jeringa en la presencia de la composicion autéloga de concentrado de plaquetas
obtenida mediante el método de acuerdo al invento, también denominada RegenPRP™ vy |a preparacion se inyecta
en las arrugas de la cara, mas especificamente bajo las arrugas. Las inyecciones deben realizarse a lo largo de toda
la cara para cubrir la frente, la quijada, la region molar, los cachetes, la papada y el cuello.

[0221] La expansién celular puede incrementarse mediante la exposicién a foto (luminiscencia) a 633 nm. La
preparacién de células de fibroblastos obtenida mediante el método de acuerdo al invento es util para un
rejuvenecimiento facial, para reducir las arrugas faciales y lineas de expresion, para tratamiento de pieles dafiadas
por radiaciones (radiodemmatitis o piel dafiada por el sol), pieles envejecidas o pieles quemadas y/o el mejoramiento
de arrugas faciales, de lineas de expresion, del acné (especialmente después del tratamiento de demoabrasion), de
quemaduras, de la rubéola o de la varicela, el vitiligo, la lipoatrofia o la lipodistrofia, tal como la lipodistrofia
relacionada con el SIDA; el sarcoma de Kaposi, queloides de la piel o fibrosis de la fascia palmar de Dupuytren y/o
en tratamientos de rejuvenecimiento de la piel.

Ejemplo 8: Preparacién autéloga de una asociacién de células grasas

[0222] Un ejemplo de asociacion celular autdloga puede prepararse usando el proceso de acuerdo al invento donde
las células madres adiposas se facilitan bajo el paso (d) o (e). Las células madre adiposas adultas se aislan
mediante un método estandar de cultivo en un 5-10% volumen de una composicién autdloga de concentrado de
plaquetas obtenida mediante el método de acuerdo al invento, también denominada RegenPRP™. La preparacion
se inyecta entonces con un aplicador en pacientes que padecen de deficiencias de tejidos, tal como deficiencias
postraumaticas o deficiencias relacionadas con la edad para pacientes que superan los 40 afios de edad.

[0223] La preparacion de células grasas obtenida mediante el método de acuerdo al invento es util para tratamiento
de lipoatrofias tales como en los pacientes de VIH/SID A y otras hemiatrofias congénitas de la cara.

Ejemplo 9: preparacion autdloga de asociacion de células de condrocitos

[0224] Un ejemplo de una asociacion autdloga de células puede prepararse usando el proceso de acuerdo al invento
donde las células de condrocitos se facilitan bajo el paso (d) o (e).

El cartilago se aisla de la rodilla del donante (tamafio de la biopsia de 10 x 5 mm) y se corta en cuadraditos. Las
células de condrocitos del cartilago se cultivan durante 4-6 semanas en un medio enriquecido con una composicion
autdloga de concentrado de plaquetas obtenida mediante el método de acuerdo al invento, también denominada
RegenPRP™, Las células del cartilago se liberan entonces mediante digestion enzimatica (colagenasa y pronasa).
La preparacion celular se incorpora entonces quirirgicamente al paciente con defectos y dafios condrales profundos.
La preparacién de células de condrocitos obtenida mediante el método de acuerdo al invento es util para tratamiento
de darios, erosiones o artroscopias profundas del cartilago.

[0225] Otro ejemplo del uso de una preparaciéon de células de condrocitos obtenida mediante el método de acuerdo
al invento es el uso en rinoplastia sin cirugias mediante un procedimiento de una sola inyeccidn: un paciente que
padece de atrofia congénita del cartilago de la nariz.

El dia antes de la inyeccion, se realiza una biopsia del cartilago de la oreja de 0,4 por 0,4 centimetros y se coloca en
un recipiente estéril leno de DMEM y antibidtico. La biopsia se trata con digestion enzimatica incluyendo a tripsina y
colagenasa. Los condrocitos liberados son suspendidos nuevamente en la composicidon autéloga de concentrado de
plaquetas obtenida mediante el método de acuerdo al invento donde se agrega previamente un 10% de CaClo.

[0026] El paciente recibe primero una anestesia local, y una desinfeccién de la nariz. Entonces, la preparacion de
condrocitos que se menciond anteriomente se inyecta en la superficie el cartilago y/o en la membrana del periostio
del lugar que requiere aumento de volumen o un levantamiento. En una 22 fase, la composicion autéloga de
concentrado de plaquetas obtenida mediante el método de acuerdo al invento que tiene un 10% de CaCl2 se inyecta
a la parte superficial de la piel de la nariz, para estimular biolégicamente la regeneracion y el rejuvenecimiento de la
piel. Después de una hora, se hace la inyeccidon y el paciente podria regresar a la casa. Se observa una
recuperacion excepcional de las células viables: el monto de células de condrocitos y de células de plasma
recuperadas e inyectadas fue de alrededor de 10° células.

[0227] La preparacion de células de condrocitos obtenida mediante el método de acuerdo al invento es, por lo tanto,
util para tratamiento de defectos del cartilago nasal, si procedimiento quirdrgico, pero solamente mediante la
inyeccion.

Ejemplo 10: Preparacién para la asociacién celular de células madre autélogas del cordén umbilical
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[0228] Un ejemplo de asociacion celular autdloga obtenida por medio del método de acuerdo a este invento, puede
prepararse al utilizar el proceso obtenido por medio del método de conocimiento donde las células madres de cordon
umbilical se obtienen bajo los pasos (d) o (e). Las células madres de cordén umbilical se aislan y son
criogénicamente preservadas y utilizadas para el tratamiento de enfermedades de la sangre.

[0229] La preparacion de células madre de cordon umbilical obtenidas por medio del método de acuerdos invento,
es util para el tratamiento de enfermedades hematoldgicas (por ejemplo, Talasemia)

Ejemplo 11: Preparacion para la asociacion celular de células autélogas del tendén

[0230] Un ejemplo de asociacion celular autdloga que puede ser preparada al utilizar el proceso de acuerdos invento
donde las células del tenddn se obtienen bajo los pasos (d) o (e).

[0231] Las células fibroblastos se aislan de acuerdo al procedimiento estandarizado en 5 — 10% vol. de una
composicién concentrada de plaquetas autdloga, obtenidas por medio del método de acuerdos invento. Las células
fibroblastos del tendén se cultivan por alrededor de una a tres semanas en un medio de cultivo enriquecido con una
composicién concentrada de plaquetas autdloga obtenida por medio del método acuerdos invento, también llamado
RegenPRTTM. La preparacién celular es entonces inyectada al paciente en el lugar de la herida (por ejemplo, tenddn
desgarrado, aria artritica). La inyeccion pude ser guiada por medio de una ecografia, para la localizacion del sitio
afectado y un mejor injerto de la solucion implantada.

[0232] La inyeccion de la preparacion de células fibroblastos de tendén también puede realizarse junto al manguito
rotador si: primero se repara de forma artroscépica el desgarre del manguito rotatorio, luego se inquieta la
preparacion de células fibroblastos de tendén por medio de un catéter largo al area de sutura. Esto mejora el
proceso de curacion de fibroblastos de tenddn en el borde del manguito retador, previene hematomas en el espacio
confinado bajo el acromion, previene la rigidez del hombro al acelerar el proceso de curacién, mejora la
rehabilitacién y el movimiento de articulaciones.

[0233] La preparacion de células del tenddn, obtenida por medio del método acuerdos invento, es util para
tratamiento de desgarre de tendones, artritis en articulaciones causadas por traumas o por edad y manguito rotatorio
en el hombro.

Ejemplo 12: Preparacidn para la asociacion celular de células autélogas de ligamentos y gingival

[0234] Un ejemplo de asociacidon celular autéloga que puede ser preparada al utilizar el proceso de acuerdo al
invento, donde las células de la membrana del periostio y células gingivales se obtienen bajo los pasos (d) o (e).

[0235] Bajo anestesia general y local, el periostio (aproximadamente 10x10 mm), es recolectado asépticamente
desde el lado bucal del cuerpo mandibular en cuatro perros Beagle hembras. El periostio recolectado se corta en
pedazos de 3x3 mm. Los tejidos son ubicados directamente en un plato de cultivo de seis pozos y se cultiva (por
aproximadamente 3 a  semanas) en una atm &sfera humedecida de 5% de CQy 95% de aire a 37°C en un medio
de cultivo enriquecido con una composicidn concentrada de plaquetas autdénomas, obtenida por medio del método
de acuerdo este invento, también llamado RegenPRTTM. Lamembrana del periostio ylas células gingivales se aislan
por digestion enzimética y se cultivan por medio de una técnica estatica.

[0236] Tipicamente, 6 semanas de cultivo son suficientes para obtener un grosor apropiado de membrana de
periostio para injertos.

[0237] Los pacientes separan en dos grupos: (1) un grupo de control que recibe una composicion concentrada de
plaquetas autdlogas obtenidas por medio del método de este invento, sin contener células de membrana de
periostio, y (2) un grupo de en tratamiento que recibe la preparacién de células de membrana de periostio, obtenida
previamente. La composicién concentrada de plaquetas autdlogas (en el grupo de control) y la preparacion celular
(para el grupo tratamiento) se inquietan respectivamente al paciente en el lugar de la lesion.

[0238] 12 semanas después de la operacién, la preparacion celular de membrana de periostio, desaparece por
completo tanto en el grupo de control como en el grupo en tratamiento. La regeneracion del hueso en el grupo en
tratamiento con membrana de periostio cultivada, fue significativamente mayor que en el grupo de control: el
filamento de implantes dentales se cubrié casi por completo con el hueso regenerado, mientras gran parte del
filamento en el grupo de control seguia expuesto. El grupo de tratamiento demostré una formacion laminar 6sea
relativamente gruesa y densa desde la parte inferior a la parte superior. Capas gruesas de tejido 6seo se anexaron a
la superficie del implante.

[0239] y se observaron células similares a osteoblastos cerca de la superficie. Aun cuando se observd neo-

vascularizacion en abundancia en la matriz 6sea, raramente se observaron células inflamatorias. El borde entre el
hueso regenerado y original no era daro. En el grupo de control, los especimenes exhibieron una formacion delgada
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de hueso cortical en el defecto de dehiscencia. Se observd escasos huesos reticulares entre la superficie del
implante y el hueso cortical, y se observaron muy pocos osteocitos y osteodastos dentro de la matriz 6sea y en la
superficie, respectivamente. La densidad ¢6sea fue significativamente mayor en el grupo en tratamiento en
comparacion con el grupo de control. La media de los valores de LF fue 77.586 +1.14% y 37.03 +64.63% en los
grupos en tratamiento y control, res pectivamente (P<0.05).

[0240] La preparacion de membrana de periostio y de células gingivales obtenida por medio del método de este
invento, es util para el tratamiento de enfermedades periodontales y osteitis alveolar, especialmente en la busqueda
de regeneracion ésea en lugares de implantes por dehiscencia.

Ejemplo 13: Preparacién para la asociacion celular de células autélogas de cérnea

[0241] Un ejemplo de asociacion celular autéloga que puede ser preparada al utilizar el proceso de acuerdo al
invento, donde las células corneales se obtienen bajo los pasos (d) o (e).

[0242] Se tom6 una biopsia del epicanto, al borde de la comea; y se expandieron las células madre limbales de la
cérnea para trasplante autdlogo en la misma persona 4 semanas después del cultivo en una caja Petri o en un
frasco recubierto con una composicion concentrada de plaquetas obtenida mediante el método de este invento,
también conocido como RegenPRPW. Las células madre cultivadas de la cérnea (de origen limbal) pueden ser
modificadas ex vivo sobre la superficie de amnios humano sin epitelio en una monocapa, después de la siembra del
constructo con una suspensién de queratinocitos corneales cultivados y viables, obtenidos a través del método del
invento. Se utilizan cerca de 500 000 células para el cultivo y se pemite que las células cubran la superficie del
constructo después de 3 semanas de incubacion. La ingenieria de las células ocurre después de aproximadamente
tres semanas de cultivo primario de células, podria necesitarse una nueva siembra. El constructo biolégico celular
resultante consiste de colageno, fibras de amnios y queratinocitos corneales, compuestos por una membrana y una
monocapa de células.

[0243] La preparacion de células comeales, obtenida utlizando el método de este invento, puede ser esparcida
sobre un lente de contacto soluble y aplicado sobre la cdrnea dafiada. El lente de contacto desaparece y las células
cierran el defecto corneal.

[0244] La preparacion de células corneales, obtenida utilizando el método de este invento, puede ser administrada
de forma topica como gotas oculares en pacientes que sufren de sintomas de ojo seco. De forma alternativa, el
amnios previamente mencionado puede ser utilizado independientemente sobre una cornea con cicatriz, o, el
constructo yla preparacién celular obtenida utilizando el método de este invento, puede ser adherido al interior de un
lente de contacto biolégico o artificial para luego aplicarlo a la cérnea y cubierto con un parche de ojo.

[0245] La preparacién celular de la comea, obtenida utilizando el método de este invento, puede ser utilizada para
aliviar el dolor del sindrome de ojo seco, para el tratamiento del Sindrome de Steven Johnson y para tratar ceguera
corneal debida a quemaduras industriales con sustancias acidas o basicas, para uUlceras corneales tales como
alteracién corneal neurotrdpica recalcitrante, herpética e inmunolégicamente inducida.

Ejemplo 14: Preparacion para la asociacién celular autéloga de médula ésea

[0246] Un ejemplo de asociacion celular autéloga que puede ser preparada al utilizar el proceso de acuerdo al
invento, donde las células de médula dsea se obtienen bajo los pasos (d) o (e).

[0247] La médula 6sea de la cadera se recogid y se centrifugd en un dispositivo, listo para el uso, para la
preparacién de un concentrado de plaquetas obtenidas a través del método de este invento (también llamado Regen
BCT™ (Terapia de Células Sanguineas (Blood Cell Therapy)) con el fin de separar las células rojas de la sangre.

[0248] La preparacidon de células de médula ésea se mezcla entonces con el concentrado de plaquetas obtenido a
través del método segun el invento; y, se lo aplica o inyecta utilizando un aplicador con adicion de CaCl: al sitio de la
lesion en los pacientes.

[0249] La preparacién de células de médula 6sea obtenida a través del procedimiento segun el invento, es util para
el tratamiento de la enfermedad cardiaca isquémica y no isquémica, defecto de hueso y defecto de cartilago.

Ejemplo 15: Preparacion para la asociacién celular autéloga Schwann

[0250] Un ejemplo de asociacion celular autéloga que puede ser preparada al utilizar el proceso de acuerdo al
invento, donde las células de Schwann se obtienen bajo los pasos (d) o (e).

[0251] Bajo anestesia local, se realiza una biopsia ya sea en N. Safena o N. SURALIS en la extremidad inferior. La

biopsia del nervio se corta en bloques pequefios y se realizan cultivos primarios en placas Petri enriquecidas con
una composicion concentrada de plaquetas autdlogas, obtenida mediante el método de este invento (también
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llamado RegenBCTTM). Las mono capas se expanden en 3D y las células eventualmente son cosechadas por
digestion de tripsina y se las concentra en una jeringa para la infiltracién local de lamédula espinal dafiada que esta
expuesta quirirgicamente. Se ha demostrado que las células cultivadas contienen mielina.

[0252] La preparacién de células de Schwann, obtenida utilizando el método de este invento, es util para el
tratamiento de dafios del nervio periférico, sutura de nervios y dafios en la médula espinal.

Ejemplo 16: Preparacion de islotes celulares humanos autélogos

[0253] Un ejemplo de asociacion celular autéloga que puede ser preparada al utilizar el proceso de acuerdo al
invento, donde islotes celulares del pancreas se obtienen bajo los pasos (d) o (e).

[0254] Los islotes celulares del pancreas son cosechados durante una biopsia abierta y se separan por digestion
enzimatica convencional y separacion Ficol y Hypage (Page et al., 2007, Diba. Vas. Dis. Res., 7-12) en un medio
enriquecido con una composicion concentrada de plaquetas autdlogas, obtenida utilizando el método de este
invento, también conocido como RegenBCTW'.

[0255] La preparacion de islotes celulares del pancreas se inyecta entonces como un bolo por medio de la vena
porta hepatica al higado.

[0256] La preparacion de islotes celulares del pancreas, obtenida utilizando el método de este invento, es util en el
tratamiento de diabetes tipo 1 o diabetes insulina-dependiente y para la reversion de la hiperglucemia de la diabetes
mellitus.

Ejemplo 17: Preparacion de osteoblastos celulares humanos autélogos

[0257] Un ejemplo de asociacion celular autéloga que puede ser preparada al utilizar el proceso de acuerdo al
invento, donde osteoblastos celulares se obtienen bajo los pasos (d) o (e). Utilizando anestesia local, se realiza una
puncion para la biopsia del hueso cortical derivado de la cresta iliaca o unsitio equivalente. Se coloca la biopsia del
hueso en un medio DMEM aséptico a 4°C o0 en un medio de transporte equivalente conocido por expertos en la
materia de cultivo ex vivo de huesos y osteoblastos. La biopsia de hueso es entonces cortada en cubos, digerida en
colagenasa tipo-1 al 10% (Sigma o Boehringer) a 37°C durante 15 minutos bajo una campana de flujo laminar. De
forma altemativa, la digestion por tripsina (Worthington) puede ser utilizada. La digestion enzimatica termina con tres
lavados utilizando la composicion concentrada de plaquetas autélogas obtenida utilizando el método de este invento,
también llamado RegenBCTTM, en DMEMa 4°C. La preparacion se centrifuga, separada en pildoras y resuspendida.
Los fragmentos de hueso se colocan en placas Petri o frascos como explantes utilizando tecnologia de aire
ascendente en una composicion concentrada de plaquetas autélogas obtenida utilizando el método de este invento,
también llamado RegenBCTTM. La preparacion se cultiva a 37°C con antibiéticos, gentimicina y amfotericina-B, bajo
un flujo de gas de 95% aire y 5% CO.. El medio de cultivo se cambia tres veces a la semana, cada vez aumentando
el medio DMEM con 10% vol. de composicién concentrada de plaquetas autdlogas obtenida utilizando el método de
este invento. La viabilidad y morfologia de las células se valora tres veces por semana para evaluar la locomocion,
apoptosis y progresion 3D mono capa de las células. La fomacion de micro flamentos y la diferenciacion se evalta
por medio de microscopia inversa (Olympus®). Se confima la ausencia de contaminacion bacteriana y viral. Los
osteoblastos pueden ser manipulados en amnios humanos para crear una distribucion de biocomposicion celular y
mono capa celular de transporte/construccion después de sembrar la membrana con 100 000 células previamente
obtenidas; y, permite la expansion de la membrana mono capa por 3-4 semanas, logrando una construccidon unica
de osteoblastos-amnios-membrana para usar y transferir, cubriendo un defecto 6éseo o area injertada, a lo largo de la
seccion no unida de la fractura en cualquier sitio.

[0258] La preparacion de células de osteoblastos, obtenida a través del método de este invento, es util para el
tratamiento de defectos 6seos, injertos 6seos ytrastornos 6seos
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso para la preparacion de una composicion celular, que comprende los pasos de:
(a) centrifugar a sangre completa en un tubo separador seleccionado de:

- Un tubo separador de vidrio que contiene un gen tixotropico que se basa en poliéster y
una solucion amortiguada de citrato desodioa 0.10 M; y

- Un tubo separador de tereftalato de polietieno que contiene un gel altamente tixotrépico
formado por una mezcla polimérica y un citrato anhidrido de sodio a 3.5 miligramos/mililitro;

(b) Separar al plasma enriquecido con plaquetas del plasma completo al remover alrededor de la
mitad del sobrenadante que contenia plasma con niveles bajos de plaquetas;

(c) Suspender nuevamente el plasma enriquecido;

donde el paso de centrifugacion a) se realiza con una fuerza de, o alrededor de, 1500 g a 2000 g durante un periodo
suficiente de tiempo para formar una barrera entre el plasma que contiene plaquetas, linfocitos y a monocitos y un
pellet que contiene a eritrocitos; el paso de separacidn b) se realiza mediante la recoleccién del sobrenadante de la
parte de encma de dicha barrera y donde el plasma enriquecido esta enriquecido con leucocitos, trombocitos y
proteinas de adhesidon en comparacion a la sangre natural completa.

2. Un proceso de acuerdo a la reivindicacion 1, donde el paso de centrifugacion se realiza con una fuerza de
entre alrededor de los 1500 g y hasta los 1700 g durante un periodo de tiempo seleccionado de alrededor de 3
minutos hasta de alrededor de 15 minutos, o a 1500 g durante alrededor de 8 minutos.

3. Un proceso de acuerdo a la reivindicacion 1 o a la reivindicacion 2, que comprende ademas los pasos de:

(d) Facilitar un extracto celular en el cual las células se seleccionan de células démicas, de
queratinocitos, de fibroblastos, de melanocitos, de células de Langherans, de células grasas, de células de
la médula 6sea, de células musculares, de osteoblastos, de condrocitos, de células de la membrana del
periostio, de células de la comea, de células de cordones umbilicales, de células de Schwann, de células de
tendones, de células de islotes pancreaticos, de adipocitos, de células madre de adiposas, de células
madre del limbo de la cérnea, de queratinocitos de la cérnea, de células madre satelitales, de células madre
progenitoras de mioblastos, de células madre, de células del cartilago, de células de ligamentos y de
células gingivales; (e) mezclar y agregar el concentrado de plaquetas obtenido bajo el paso (c) con el
extracto celular obtenido en (d).

4. Un proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 3 que comprende el paso de
agregar y mezclar el concentrado de plaquetas obtenido bajo el paso (c) con un activador de coagulacion a una tasa
de volumen (concentrado de plaquetas: activador de coagulacion) de alrededor de 10:1 hasta alrededor de 10:3,

donde dicho activador de coagulacion es, opcionalmente, un activador de trombina, un activador de fibrindgeno,
calcio, una sal de calcio, CaCl,, CaCQOs, CaSOs, sodio, batroxobina, trombina, preparaciones enriquecidas con
trombina, trombina autdloga y/o suero autdlogo de trombina.

5. Un proceso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 4, donde dicho estrato celular se
obtiene de un proceso que comprende los pasos de:

(A) Suministrar a dichas células en una composicién concentrada de plaquetas que comprende a i)
plasma; ii) plaquetas a una concentracién de porlo menos 300 x 10° células/litro; iii) glébulos blancos a una
concentracion de porlomenos 7,0 por 10° células/litro; iv) fibrinbgeno a una concentracion de por lo menos 3
mg/litro; y donde la concentracion de eritrocitos es menor que 0,6 por 10" células/litro;

(B) Cultivar opcionalmente a las células;
(C) Cosechar opcionalmente a las células;
(D) Suspender nuevamente a las células cultivadas obtenidas bajo el paso (A), (B) o (C) en un

concentrado de plaquetas,
donde el paso (A) se realiza opcionalmente en una composicion aislada de concentrado de plaquetas tal como la

concentracion final en plaquetas que comprende entre alrededor del 5% y alrededor del 40% del volumen del medio
de cultivo,
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donde el paso de cultivo celular (B) comprende opcionalmente a por lo menos un paso de colocacién en placas de
las células en una superficie de cultivo celular,

donde el paso de cultivo celular (B) se realiza opcionalmente a 37 °C,
donde el paso de cultivo celular (B) se realiza opcionalmente bajo un flujo de gas o a aire ya didéxido de carbono,

donde el paso de cultivo celular (B) dura opcionalmente durante alrededor de 3 a 4 semanas, donde el medio de
cultivo celular se cambia regulammente y opcionalmente durante la incubacion,

donde el paso de cultivo celular (B) comprende opcionalmente por lo menos un paso de exposicion de las células a
luz visible durante alrededor de 10 minutos,

donde el paso de cultivo celular (B) comprende opcionalmente por lo menos un paso de adicién de un concentrado
diluido de plaquetas que comprende a i) plasma; ii) plaquetas con una concentracion de por lo menos 300 x 10°
células/litro; iii) globulos blancos con una concentracion de por lo menos 7,0 x 10° células/litro; iv) fibrindgeno con
una concentracion de por lo menos 3 mg/litro; y donde la concentracidon de eritrocitos es inferior a 0,6 x 10"
células/litro; tal como la concentracion final de plaquetas entre alrededor del 5% y alrededor del 40% del volumen del
medio de cultivo.
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FIGURA 3
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Figura 4a

Figurad b
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