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DESCRIPCION
Utilidad ampliada de las microparticulas derivadas de glébulos rojos (RMP) para el tratamiento de la hemorragia
Referencia cruzada a solicitudes anteriores

La presente solicitud es una solicitud no provisional y reivindica el beneficio y la prioridad de la solicitud provisional
de Estados Unidos No. 61/457.203, presentada el 28 de enero de 2011.

Apoyo del gobierno de Estados Unidos.
N/A

Antecedentes de la invencion
Campo de la técnica

La presente invencion pertenece al campo de la hematologia y, mas especificamente al campo de nuevo tratamiento
de la hemorragia.

Descripcion de los antecedentes

La invencion se refiere a composiciones mejoradas que comprenden microparticulas derivadas de la membrana de
los glébulos rojos (RPM) que aumentan la coagulacion de la sangre, la actividad de las plaquetas, y que promueven
la formacién de coagulos de sangre y a un método para tratar las hemorragias excesivas que incluyen, pero no se
limitan a las debidas a trastornos de las plaquetas y de la coagulacion sanguinea y a métodos para fabricar tales
composiciones. Las composiciones de la invencion son utiles en la minimizacion de la pérdida de sangre en un
mamifero, en particular en los pacientes sometidos a procedimientos invasivos quirirgicos o médicos y aquellos con
traumatismos en los que la pérdida de sangre puede ser sustancial. Las microparticulas derivadas de los glébulos
rojos corrigen las anormalidades hemostaticas que surgen de deficiencias del factor de coagulacion de la sangre, asi
como de la deficiencia en el nimero de plaquetas (trombocitopenia) y/o en la funcién de las plaquetas (disfuncion
plaquetaria).

La hemorragia excesiva es una de las complicaciones mas comunes que ponen en peligro la vida en traumatismos y
complicaciones hemorragicas tanto en los consultorios como en los hospitales. El paciente con hemorragia plantea
un desafio médico importante en todas las especialidades médicas tales como la cirugia, traumatologia,
obstetricia/ginecologia, cardiologia, neurologia, hematologia, etc. En la actualidad, la transfusion de productos
sanguineos procedentes de bancos es el pilar de tratamiento de la hemorragia excesiva, pero una transfusion es
muy cara [1] y conlleva riesgos de complicaciones graves a corto y largo plazo.

El tiempo es critico en los pacientes con hemorragia. La intervencion rapida es esencial para el control del paciente,
pero a menudo se requieren muchas horas para determinar el grupo sanguineo, realizar las pruebas cruzadas, y
administrar al paciente la sangre procedente del banco de sangre. Por lo tanto, la transfusién de sangre como se
utiliza en la actualidad a menudo no salva la vida de muchas victimas de hemorragia. Ademas, puesto que los
productos sanguineos a menudo se deben administrar antes de que se identifique la causa de la hemorragia, la
transfusion puede que no detenga la hemorragia, sino que simplemente reemplace la perdida de sangre, mientras
que la hemorragia continda. Pueden ser necesarios dias o semanas de investigacion para encontrar la causa
subyacente de una hemorragia excesiva.

Los tratamientos para la hemorragia difieren dependiendo de la etiologia de la hemorragia. Por ejemplo, (1) cuando
se desarrolla una hemorragia excesiva debido a un bajo numero de plaguetas (trombocitopenia) se debe utilizar la
transfusion de plaquetas u otras medidas para aumentar el nimero de plaquetas para detener la hemorragia. En el
caso de deterioro de la funcién plaquetaria (disfuncion) se utiliza un tratamiento para mejorar la funcién plaquetaria o
una transfusion de plaquetas. (2) En el caso de trastornos de la coagulacion, en los que uno o mas de 13 factores de
coagulacion estan bajos de nivel o son defectuosos o estan inhibidos, se deben suministrar los factores de
coagulacion que faltan para detener la hemorragia. En la hemofilia A, se debe administrar el factor VIl mientras que
en la hemofilia B se debe administrar el factor IX. Sin estas terapias especificas para corregir la etiologia
subyacente, la hemorragia no se detiene y los pacientes estaran expuestos a un sinfin de transfusiones.

Para salvar la vida de las victimas de hemorragia, se necesitan agentes que se puedan administrar de forma segura
e inmediata, a un costo razonable. Un producto ideal deberia poder ser administrado a los pacientes de inmediato,
independientemente de la etiologia subyacente de la hemorragia. Todavia no esta disponible tal agente, a pesar de
una busqueda que ya dura un siglo.

Se necesitan urgentemente productos nuevos y mejores para detener rapidamente la hemorragia en todas las
situaciones, independientemente de la causa de la hemorragia. Tales productos salvaran muchas vidas y evitaran
las transfusiones innecesarias y las complicaciones asociadas. El producto RMP de la invencion cumple todos los
requisitos de seguridad y eficacia requeridos de un agente hemostatico universal y rentable. Las RMP se pueden
infundir de inmediato y son eficaces en el tratamiento de la mayoria de las condiciones de hemorragia. También se
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espera que sean menos costosas y mas seguras en comparacion con otros productos destinados a este fin.

Como ya se ha explicado, la sangre puede ser un recurso que salva vidas, pero la sangre es cada vez mas escasa y
costosa debido a la creciente demanda, la oferta limitada, y las regulaciones mas estrictas. Segun el National Blood
Data Resource Center, 4,5 millones de personas reciben transfusiones anualmente. El costo de las transfusiones de
glébulos rojos solos es de 24 mil millones de dodlares al afio. Esto no incluye las plaquetas y otros productos
sanguineos. El coste del hospital por los efectos adversos relacionados con las transfusiones supera los 10 mil
millones de ddlares al afio [1]. Las transfusiones se asocian con muchas complicaciones a corto y largo plazo que
incluyen anafilaxia, reacciones hemoliticas, depresion inmunitaria inducida por la transfusion, enfermedad del
huésped contra el injerto, lesion pulmonar aguda relacionada con la transfusion (TRALI) y transmision de patogenos
tales como la hepatitis, el VIH y las enfermedades pridnicas (enfermedad de las vacas locas).

Esta situacion solo puede empeorar con el envejecimiento de la poblacion. Por ejemplo, para prevenir los infartos de
miocardio, ictus y otras trombosis que afectan a los ancianos, un nimero creciente de pacientes estan siendo
tratados con anticoagulantes o antiagregantes plaquetarios. Los primeros incluyen cumadina, heparina, LMWH
(heparina de bajo peso molecular), fondaparinux (Arixtra) y una nueva generacion de trombina oral o inhibidores de
FXa tales como dabigatran (Pradaxa) y rivaroxaban (Xarelto). Los ultimos incluyen aspirina, Plavix (clopidogrel) y
otros farmacos antiagregantes plaquetarios. Todos estas nuevas medicaciones anticoagulantes y antiagregantes
plaquetarios tienen efectos secundarios graves de promocion de la hemorragia y, de este modo, aumentan la
complicaciéon hemorragica y, por lo tanto, la demanda de mas transfusiones.

Algunos de los medicamentos mas antiguos, tales como la cumadina y la heparina tienen antidotos. Por lo tanto, las
hemorragias procedentes de sobredosis de cumadina se pueden tratar con vitamina K, y la heparina puede ser
neutralizada por un antidoto, tal como protamina, para limitar de este modo la hemorragia. Sin embargo, no existe un
antidoto eficaz para los nuevos anticoagulantes tales como la heparina de bajo peso molecular, por ejemplo,
Lovenox (enoxaparina) (que puede ser parcialmente revertida por la protamina) y Fragmin (dalteparina), Arixtra
(fondaparinux), Pradaxa (dabigatran) y Xarelto (rivaroxaban) y para la mayor parte de los farmacos antiagregantes
plaquetarios (por ejemplo, aspirina, Plavix y sus analogos). Por lo tanto, la hemorragia resultante de los nuevos
farmacos anticoagulantes y antiagregantes plaquetarios impone nuevos retos en el control del paciente. En la
actualidad, esta hemorragia es tratada a ciegas con la transfusion de sangre/productos sanguineos. La
administracion de las RMP puede corregir o mejorar las anormalidades de la coagulacion inducidas tanto por los
nuevos tipos como por los tipos mas antiguos de “diluyentes sanguineos” asi como por los farmacos antiagregantes
plaquetarios como se muestra en las figuras 4A, 4 B, 4C, 4D, 4E y 4H.

Aunque la transfusion de sangre procedente de un banco es un pilar en el tratamiento de las hemorragias, se han
propuesto otras medidas, tales como los agentes antifibrinoliticos, DDAVP [2], pero estos tratamientos no se utilizan
mucho porque su eficacia no esta probada. El factor Vlla recombinante (esto es, NovoSeven) ha merecido mucha
atencion y se ha mostrado muy prometedor [3], pero su uso esta limitado por el coste prohibitivo (por ejemplo, mas
de 1 millén de dodlares para un Unico paciente con altos niveles de inhibidores de FVIII) y por los informes de graves
complicaciones tromboticas. Las RMP tienen un gran potencial para una amplia aplicacién en diversos trastornos
hemorragicos y corrigen las anormalidades hemostaticas inducidas por la mayoria de los anticoagulantes incluyendo
los anticoagulantes de nueva generacion, asi como por la mayoria de los farmacos antiagregantes plaquetarios. Se
pueden conservar en las ambulancias para su uso en la medicina de urgencias (por ejemplo, en sitios de accidentes)
y en quiréfanos, clinicas, clinicas dentales, farmacias y hospitales, puesto que son estables a temperatura ambiente,
son de coste razonable y no presentan signos de efectos adversos.

Las microparticulas derivadas de plaquetas (PMP) y las plaquetas enteras liofilizadas (LyoPLT) [4] se han propuesto
también para el tratamiento de la hemorragia. Las plaquetas liofilizadas (LyoPLT) estan en estudio actualmente, pero
pueden ser poco practicas en comparacion con las RMP debido a (i) los altos costos de las plaquetas que son
escasas, (ii) el riesgo de trombogénesis, y (iii) la inmuno-reactividad. El volumen total de plaquetas circulantes en la
sangre es solo de 20 mL, aproximadamente 1/250 del de los glébulos rojos, por lo tanto, el material de partida es
costoso y escaso. Las plaquetas son altamente inmunogénicas debido a HLA (antigeno leucocitario humano),
sistemas ABO, Rh, y antigenos especificos de plaquetas, que son poco practicos para las pruebas cruzadas, y por lo
tanto, las reacciones adversas son frecuentes. Ademas, se sabe que las plaquetas llevan un factor tisular (TF), que
es trombogénico. Por el contrario, las RMP no tienen ninguno de estos inconvenientes.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion (RMP) muestra ventajas significativas sobre las opciones de tratamiento existentes. En
contraste con los productos de banco de sangre, (a) las microparticulas derivadas de glébulos rojos (RMP) tienen
una vida util indefinida con almacenamiento a temperatura ambiente y no necesitan ser almacenadas en bancos de
sangre; (b) las RMP producidas a partir de glébulos rojos tipo O Rh negativo (RMP universales) se pueden
administrar inmediatamente sin pruebas cruzadas; y (c) las RMP pueden sustituir a menudo a los productos de
bancos de sangre. Ademas, el uso de RMP autdlogas (fabricadas a partir de la propia sangre del paciente), se
pueden utilizar para eliminar los principales riesgos de complicaciones de la transfusion.

Las microparticulas derivadas de globulos rojos (RMP) tienen muchas ventajas como agentes hemostaticos, entre
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otras:

(1) Facilidad y economia de produccion. Los glébulos rojos (RBC) son con mucho las células sanguineas mas
abundantes, lo que asegura una fuente esencialmente ilimitada y econémica para la produccion de las RMP.
Una sola donacién de sangre convencional (500 mL) es suficiente para producir RMP para tratar al menos dos
pacientes. Los globulos rojos caducados en el banco de sangre, que de otro modo serian desechados, se
pueden utilizar como una fuente de producciéon de RMP.

(2) Reacciones inmunitarias minimas. Los glébulos rojos son los menos inmunogénicos y son seguros de
transfundir a los receptores de tipo compatible. Las RMP producidas a partir de donantes universales (tipo O, Rh
negativo) se pueden almacenar e infundir con seguridad a pacientes de cualquier tipo de sangre. Este no es el
caso de ofras células sanguineas tales como las plaquetas.

(3) Opcion autdloga. Las RMP se pueden preparar de la propia sangre del paciente y ser infundidas de nuevo a
los donantes originales cuando tienen hemorragia o estan en alto riesgo de hemorragia. El uso de RMP
autdlogas eliminara las complicaciones de la transfusion de sangre alogénica. Esta opcién es muy adecuada
para los pacientes en los que se prevé problemas de hemorragia, tal como antes de una operacioén quirdrgica o
de procedimientos invasivos de diagndstico o terapéuticos o de quimioterapia que a menudo inducen
insuficiencia de la médula 6sea y trombocitopenia grave. Las enfermedades sistémicas también pueden dar
lugar a trombocitopenia. Las personas que toman farmacos o agentes anticoagulantes o antiagregantes
plaquetarios sufren con frecuencia complicaciones hemorragicas. Se pueden preparar sus propias RMP
autdlogas para ser utilizadas con seguridad en caso de hemorragia. Ademas, los grupos religiosos que se
niegan a la transfusién normal podrian beneficiarse de esta opcion.

(4) RMP universales. En situaciones de emergencia no hay tiempo para determinar el grupo sanguineo y
realizar pruebas cruzadas. Las RMP producidas a partir de glébulos rojos tipo O y Rh negativo pueden ser
infundidas rapidamente a cualquier receptor, independientemente del grupo sanguineo.

Por razones de seguridad, los donantes de “RMP universales” deben ser seleccionados cuidadosamente para
asegurarse de que son negativos para la hepatitis, VIH, CMV u otras infecciones transmisibles. Los donantes
universales sanos pueden donar sangre tan a menudo como mensualmente. Por consiguiente, hay disponibles
amplios recursos para las RMP universales.

Las RMP producidas por los métodos descritos en la presente memoria se pueden utilizar frescas o conservadas.
Las RMP frescas se pueden preparar en bancos o laboratorios de sangre locales y se pueden distribuir a los
quiréfanos, clinicas, hospitales y otros centros médicos. Las RMP pueden ser almacenadas casi en cualquier lugar
incluyendo farmacias, ambulancias, quiréfanos, clinicas y hospitales. El trabajo inicial sobre las RMP produjo el
producto mediante varios tipos de ruptura de la membrana de los glébulos rojos tales como sonicacion y tratamiento
con iondforos. Sin embargo, estos métodos eran engorrosos, dificiles para realizar un escalado y podian producir
RMP que no eran éptimas. Se ha desarrollado ahora un método para producir las RMP que utiliza la tecnologia de
cizallamiento de membrana a alta presion. Este método produce RMP libres de cualquier aditivo y es facilmente
escalable y facil de implementar.

Utilizando la metodologia mejorada de esta invencién un proveedor de RMP (tal como una compafia farmacéutica)
puede producir una gran cantidad de RMP universales o RMP de grupo sanguineo especifico, liofilizarlas y
comercializarlas como agentes hemostaticos.

Los servicios de urgencia, centros de traumatologia pueden tratar victimas de accidentes (por ejemplo, de los
accidentes de trafico). En el ejército, las RMP se pueden utilizar para el control de las primeras victimas de las
heridas en el campo de batalla. Las RMP se pueden utilizar para tratar y controlar los traumatismos o lesiones
inducidos por el deporte, y para las lesiones en los desastres naturales como terremotos o huracanes, etc.

El uso de las RMP reducira la presion sobre los suministros limitados de los bancos de sangre. Ademas, puesto que
se ha encontrado que las RMP producidas a partir de la sangre caducada son tan eficaces como las RMP
procedentes de sangre muy fresca, su produccion no es una carga adicional sobre los suministros. Se prevé que las
RMP reemplazaran la necesidad de transfusidon en muchas situaciones. Puesto que las RMP tienen una vida util
ilimitada, y se pueden producir econémicamente, se espera que su uso tenga al menos un coste competitivo con los
productos sanguineos utilizados en la actualidad, dando como resultado un ahorro sustancial general en los costes
de salud.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 es un grafico que muestra la generacion de trombina por las RMP, asi como por microparticulas (MP)
procedentes de otras células (obsérvese que el patron de generacion de trombina difiere entre las RMP, PMP (MP
de plaquetas), EMP (MP endoteliales) en términos de tiempo de incubacion y de amplitud de la generacion de
trombina);

La Figura 2 es un grafico de barras que demuestra la ausencia relativa de expresion del factor tisular (TF) en las
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RMP, en comparacién con las microparticulas derivadas de otros tipos de células;

La Figura 3A es un grafico de barras que demuestra el efecto hemostatico de las RMP producidas utilizando una
prensa francesa, dispositivo de extrusion a alta presion (obsérvese que las RMP acortaron el tiempo de hemorragia
en la cola de rata y la pérdida de sangre en ratas con disfuncion plaquetaria inducida por el farmaco antiagregante
plaquetario Plavix);

La Figura 3B es un grafico de barras que demuestra el efecto hemostatico de las RMP producidas utilizando los
dispositivos de extrusion a alta presion Avestin o Constant Systems (nétese que las RMP producidas por estos dos
dispositivos acortaron el tiempo de hemorragia en la rata de una manera similar a las producidas por prensa
francesa);

La Figura 4 muestra los perfiles de TEG (tromboelastégrafo) de los trastornos de hemorragia en presencia o
ausencia de RMP; Figura 4A: Trombocitopenia procedente de anemia aplasica (recuento de plaquetas 1000/uL);
Figura 4B: Trombocitopenia procedente de ITP (recuento de plaquetas 70.000/uL); Figura 4C: Disfuncién plaquetaria
causada por la aspirina; Figura 4D: Disfuncion plaquetaria causada por Plavix; Figura 4E: Coagulopatia causada por
cumadina; Figura 4F: Coagulopatia causada por Lovenox; Figura 4G: Coagulopatia causada por Pradaxa; Figura
4H: Hemofilia A congénita con un inhibidor leve;

La Figura 5 muestra un rastreo de TEG con RMP y PMP solas y con la combinacion de RMP y PMP que demuestra
el acortamiento del tiempo R, el aumento de A y la mejora de MA indicativos de un efecto sinérgico de la
combinacion;

La Figura 6 es un grafico que muestra que las RMP aumentan la actividad procoagulante del plasma deficiente en
factor VIII, lo que corrobora los resultados mostrados en la Tabla 2;

La Figura 7A es un grafico que muestra que las RMP mejoran la agregacion plaquetaria a una dosis baja (0,2 uM) de
ADP;

La Figura 7B es un grafico que muestra que las RMP mejoran la agregacion plaquetaria a una dosis baja (0,3 mM)
de acido araquidonico; y

La Figura 8 es un grafico de barras que muestra que las RMP aumentan la adhesion plaquetaria.
Descripcion detallada de la invenciéon

La siguiente descripcion se proporciona para hacer posible que cualquier persona experta en la técnica haga y utilice
la invencion y expone los mejores modos contemplados por los inventores para llevar a cabo su invencion. Sin
embargo, diversas modificaciones seran facilmente evidentes para los expertos en la técnica, ya que los principios
generales de la presente invencién se han definido aqui especificamente para proporcionar métodos para la
produccioén, almacenamiento y uso de las RMP.

Se describen en la presente memoria los beneficios hemostaticos Unicos de las RMP producidas por cizallamiento a
alta presion como tratamientos eficaces y seguros para una amplia variedad de situaciones de hemorragia. Por
consiguiente, ademas del tratamiento de la hemorragia que resulta de la trombocitopenia, disfunciéon plaquetaria y
procedimientos quirlrgicos y traumatismos, se proporcionan composiciones y métodos para tratar la coagulopatia
inducida por farmacos anticoagulantes o por una enfermedad sistémica o por deficiencia del factor de coagulacion.
Estos y otros trastornos que producen hemorragia se tratan mediante la administracion de una cantidad eficaz de las
RMP de cizallamiento a alta presion a un paciente en necesidad de tratamiento.

Las dosis eficaces de RMP pueden ser determinadas sin experimentacion indebida por los expertos en la técnica y
generalmente se espera que estén entre 10° y 10" particulas/kg de peso corporal, mas habitualmente entre 108 y
10'° particulas/kg. Las RMP se pueden administrar en cualquier composicion farmacéutica adecuada segun las
técnicas farmacéuticas, incluyendo solucion salina normal u otros tampones fisioldgicamente aceptables conocidos
por los expertos en la técnica, y opcionalmente con compuestos terapéuticos adicionales, excipientes y vehiculos
que se pueden considerar ventajosos. El pH del tampoén de suspension generalmente debe ser igual o inferior a 7,4.

Las RMP se pueden administrar por cualquier medio conveniente y eficaz conocido por los expertos en la técnica, en
particular por via intravenosa, o por aplicacion directa (por ejemplo, por via tdpica, o por inyeccion local) a un sitio
donde se necesita o se desea la hemostasia. Tales medios seran conocidos y/o se podrian determinar faciimente sin
experimentacion excesiva.

Detalles adicionales acerca de las composiciones farmacéuticas y la administraciéon de las RMP se pueden
encontrar en la solicitud principal (solicitud de patente de Estados Unidos N° 11/792.399) de la solicitud actual.

En la presente memoria se proporciona un método mejorado de produccion de las RMP; este método mejorado
emplea cizallamiento inducido por extrusién a alta presién para hacer econémicamente factible la producciéon de
RMP a gran escala sin el uso de aditivos e incluye un método de almacenamiento de las RMP a largo plazo. Para la
produccion de RMP por el principio de alto cizallamiento, se utilizé una prensa francesa, pero también se analizaron
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las RMP producidas por otros instrumentos que emplean el mismo principio, tales como los dispositivos Avestin y
Constant Systems in vitro. Estos dispositivos de cizallamiento inducido por extrusiéon a alta presion generan todos
RMP con propiedades procoagulantes similares in vivo como se muestra en la Figura 3B. La Tabla 1 compara los
marcadores de citometria de flujo medidos en las RMP producidas por la prensa francesa con las RMP producidas
por un dispositivo Constant System o por un dispositivo Avestin. Estos resultados demuestran que las RMP
generadas por diferentes dispositivos que utilizan una extrusion similar a alta presion son similares.

Tabla 1
Dispositivo de produccion Marcadores de RMP (cuentas/uL)
Anexina V Glicoforina A Ulex europaeus
Prensa francesa 8,426 27,145 42,016
Constant Systems 7,547 22,271 33,286
Avestin 4,274 10,005 18,512

Ejemplo 1. Produccion de RMP (escala de laboratorio)

Para un unico lote, se diluyen 30 mL de células envasadas procedentes de un banco de sangre con 60 mL de
solucion salina isoténica que contiene EDTA 1,5 mM a pH 7,4. Las células se lavan 3 veces con la misma soluciéon
salina con EDTA por centrifugacion durante 15 min cada vez a 750 x g a temperatura ambiente. La resuspension
final se lleva a un volumen de 60 mL, que después se introduce en la cubeta de presién de acero inoxidable de la
prensa francesa (Thermo-Electron Inc.) y después se expulsa a una presion interna de 100 bares con un caudal de
1,5 mL/min (que se consigue mediante el ajuste de la valvula de aguja). El efluente resultante se centrifugé a baja
velocidad (750 x g) para eliminar el pequefio numero de células sin romper, y después se centrifugd el sobrenadante
a 18.000 x g durante 45 min para sedimentar las RMP. Los expertos en la técnica apreciaran que se puede emplear
la filtracion y otras técnicas de separacion para eliminar las células sin romper. A continuacion, se lavaron las RMP a
la misma velocidad en solucidon salina isoténica (sin EDTA) y se refrigeraron durante la noche antes de la
liofilizacion. Este procedimiento tiene > 99 % de eficiencia en el sentido de que los gldbulos rojos de partida se
convierten casi en su totalidad en RMP uniformes con un intervalo de tamafio adecuado.

Ejemplo 2. Potencial para el escalado

Este principio (cizallamiento inducido por extrusiéon a alta presion) se puede adaptar facilmente a la produccion a
escala comercial. Se llego a él sélo después de una extensa experimentacion con otros muchos métodos tales como
ionoforos, disrupcion soénica, ruptura osmética, y otros. La funcién basica de una prensa francesa es aplicar
cizallamiento a las células suspendidas en fluido. La suspension celular se coloca en una cubeta de presion donde
se aplica la presion por medio de un ariete hidraulico tras lo cual la suspension presurizada es forzada (extruida) a
través del orificio de una valvula de aguja a una region de presién atmosférica. La gran caida de presidon a medida
que las células pasan a través del orificio aplica una gran fuerza de cizallamiento a las biomembranas. El
procedimiento se controla fijando una presion objetivo sobre el ariete hidraulico y controlando la valvula de aguja
para alcanzar un caudal dado. Un inconveniente de la prensa francesa es que el volumen procesado esta limitado
por el tamafio de la cubeta de presion (tipicamente 100 mL) y la necesidad de manipular la valvula de aguja con
precision. Un amplio estudio de las membranas tratadas con prensa francesa ha demostrado que el sistema produce
generalmente de adentro hacia fuera vesiculas de membrana. Un nimero de sistemas relacionados de cizallamiento
a alta presion evitan algunas de las desventajas de la prensa francesa. Los homogeneizadores de fluidos por
bombeo presurizan un volumen mayor de fluido y lo fuerzan a través de una valvula con resorte hasta una region de
presion atmosférica. El efecto es el mismo que el de la prensa francesa, excepto que el muelle de la valvula se
puede programar de modo mas reproducible. Otros homogeneizadores de fluidos por bombeo distribuyen con
cualquier tipo de valvula y simplemente extruyen la suspensién de células (a una presion seleccionada) a través de
un canal estrecho o un orificio fijo hasta una regién de presion atmosférica. Tanto el ajuste de la presion como el
diametro del orificio o el diametro/longitud del canal se pueden seleccionar para alcanzar los resultados deseados. El
bombeo en tales sistemas se puede lograr mediante sistemas de pistdon de movimiento alternativo de modo que el
dispositivo es esencialmente una prensa francesa de autollenado. Alternativamente, la corriente efluente procedente
del sistema de extrusion a alta presion se puede dirigir para que incida sobre una superficie (por ejemplo, una placa
de metal) para mejorar la ruptura de los glébulos rojos. Los expertos en la técnica pueden ajustar facilmente la
presion objetivo y las aberturas de la valvula/canal de tales dispositivos para lograr la produccion de RMP de alta
calidad.

Ejemplo 3: Liofilizacién para almacenamiento

Un lote de RMP (del Ejemplo 1) preparado el dia anterior se mezclé con cantidades éptimas de albumina, glucosa,
sorbitol y/o trehalosa, después se pipeted en alicuotas de 1,0 mL a viales de liofilizacion de 2 mL y después se
colocaron en la bandeja de un sistema Triad Freeze Drv (Labconco, Inc.). La operaciéon del instrumento se divide en
segmentos programables. Los presentes experimentos establecieron los siguientes parametros o6ptimos del
programa. Las muestras se someten en primer lugar a una fase de “pre-congelacion” de 4 horas, con breve vacio,
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durante la cual la temperatura cae a -75 °C. Segmento 1. Después de cambiar a vacio total (<0,07 mbares), se
aumenta la temperatura (a 0,27 °C/min) hasta -30 °C y se mantiene durante 2 h. Segmento 2. La temperatura se
aumenta lentamente (a 0,04 °C/min) hasta -25 °C, y se mantiene durante 2 h. Segmento 3. La temperatura se
aumenta hasta -15 °C a 0,04 °C/min, y se mantiene durante 12 h. Etapa final. Los viales se sellan a vacio; se pre-
colocan tapones de goma sobre los viales y se presionan sobre ellos para sellarlos mediante una placa de presion.
Después de retirar los viales, se rizan las capsulas de aluminio de sellado; los viales se almacenan a temperatura
ambiente. La actividad recuperada es igual o superior a la congelacién a -70 °C durante al menos 90 dias, sin que se
haya observado disminucién. Por supuesto, el material se puede almacenar a baja temperatura para asegurar una
actividad a largo plazo, pero las pruebas realizadas indican que incluso un periodo prolongado de almacenamiento a
temperatura ambiente no destruye la actividad.

Los inventores encontraron que las RMP liofilizadas de esta manera muestran una excelente eficacia in vitro y en
modelos animales, en comparacion con las RMP frescas (antes de la congelacion o liofilizacion). Los expertos en la
técnica apreciaran que alguna variacion en los parametros del procedimiento podra producir igualmente un producto
superior y que se pueden producir mejoras adicionales en las propiedades del producto RMP mediante ajustes
rutinarios de los parametros del procedimiento. Como se ha mencionado antes, las RMP liofilizadas no muestran
ninguna disminucion de la actividad durante al menos 90 dias a temperatura ambiente.

Ejemplo 4: Ensayo de generacion de trombina (TGA) (Figura 1)

Este ensayo se basa en el método y el software de Hemker et al. [6], denominado ensayo de generacion de
“trombina automatizada calibrada” (CAT) [7], adaptado por los inventores para medir la actividad de las
microparticulas [8]. EI método mide un cambio en la seial cuando se escinde un sustrato fluorescente para la
trombina. Procedimiento: En el experimento mostrado, se generaron RMP por la exposicion de gldbulos rojos
frescos lavados procedente de un donante normal al ionéforo de calcio A23187 (10 yM) durante 1 h. En un estudio
posterior (que no se muestra), se generaron las RMP por medio del método de extrusion con cizallamiento a alta
presiéon descrito anteriormente y se confirmé que las RMP producidas usando ambos métodos presentan una
actividad hemostatica similar. Las PMP (microparticulas de plaquetas) se generaron por exposicion de plasma
humano rico en plaquetas a ADP (10 uM) durante 30 min. Las EMP (microparticulas endoteliales) se obtuvieron a
partir del sobrenadante de células endoteliales microvasculares renales humanas cultivadas activadas por el factor
de necrosis tumoral (TNF-a) (10 nM) durante 24 horas. En todos los casos se eliminaron las células sin romper por
centrifugacion (700 x g durante 15 min), y se sedimentaron las microparticulas resultantes (15.000 x g durante 30
min) y los sedimentos se lavaron dos veces, después se resuspendieron a concentraciones iguales de
microparticulas (1 x 10° cuentas/mL, concentracion final) en base a los recuentos por citometria de flujo. Después se
mezclaron 10 yL de microparticulas con 90 pL de plasma libre de particulas (PFP) tratado con inhibidor de tripsina
de maiz (25 pyg/mL) tras lo cual se inicid el ensayo de CAT por adicion de calcio. Los datos relevantes son
principalmente el tiempo de retraso, visto en el eje de las X, y el pico de trombina generado, visto en el eje de las y
en unidades/nM. EL laboratorio de los inventores fue el primero en documentar la generacion de trombina por las
RMP [5]. La evolucion temporal de la generacion de trombina por las RMP es distintiva, como se muestra.
Obsérvese el largo tiempo de retraso de las RMP en comparacion con las PMP y EMP, que se atribuye a la
ausencia de factor tisular (TF). Esta es una gran ventaja de las RMP como agente hemostatico. Las RMP, sin
embargo, generan igualmente una fuerte amplitud una vez que se inicia la coagulacién. Como se ve en la Figura 1,
el modo de generacion de trombina difiere entre las EMP, PMP y RMP. Por consiguiente, el uso combinado de EMP
y PMP, junto con RMP podria ser beneficioso en ciertas situaciones clinicas. Los tipos de microparticulas (MP) con
distintas propiedades hemostaticas se pueden combinar para ejercer una eficacia hemostatica 6ptima en la
reduccion de la hemorragia. Este es un argumento importante para apoyar la terapia de combinacion de
microparticulas.

Ejemplo 5: Ausencia de expresion del factor tisular (TF) en las RMP (Figura 2 )

El método utilizado fue la deteccion por citometria de flujo del antigeno TF utilizando anti-TF marcado con PE/Cy5
(American Diagnostica). Se prepararon PMP, EMP y RMP como se ha descrito en la seccién anterior. Se prepararon
LMP (microparticulas de leucocitos) mediante la incubacion de neutréfilos (5 x 108/mL) con lipopolisacaridos (LPS,
concentracion final 10 ng/mL). Se aislaron los neutrdfilos por procedimientos estandar (centrifugacion por densidad
de Ficol-Hypaque). Todas las microparticulas se ajustaron a igual concentracién (1 x 10%mL). Se midié el TF en
citometria de flujo por doble tincién (anti-TF y lectina Ulex con FITC) antes de la aspiracion al citdmetro de flujo. La
deteccion de sucesos fue provocada por la sefial fluorescente verde. Los resultados se dan como porcentaje de
sucesos de microparticulas-positivas que también fueron positivas para TF. Es evidente que la expresién de TF en
las microparticulas podria promover la trombosis sistémica. Sin embargo, el TF puede beneficiar la hemostasia local
en el sitio de la lesiéon. Por consiguiente, la combinacion adecuada de RMP y de microparticulas que expresan el
factor tisular tendra la ventaja terapéutica de cierta condicion de hemorragia como se ha descrito anteriormente.

La figura demuestra que el TF no se detecta en las RMP, pero se detecta facilmente en microparticulas derivadas de
otras células: las derivadas de las plaquetas (PMP), de los endotelios (EMP) y de los leucocitos (LMP). Este
resultado es concordante con las publicaciones que identifican el TF en todas las microparticulas excepto en las
RMP. EI TF es el principal iniciador fisiolégico de la coagulacién y de la trombosis. Asi que la ausencia de TF en las
RMP indica un alto grado de seguridad, es decir, la incapacidad de generar trombina, excepto en un sitio local de la
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lesion donde el TF esta presente. En otras palabras, las RMP no son eficaces en la iniciacion de la generacion de
trombina, pero contribuyen fuertemente a su generacion después de la exposicion de TF, tal como en un sitio de
hemorragia, proporcionando asi una hemostasia eficaz localmente pero no sistémicamente.

Debido a que las RMP, PMP, EMP, LMP tienen diferentes propiedades hemostaticas como se demuestra en las
figuras 1y 2, el uso de las RMP combinadas con otras MP tales como PMP puede presentar un efecto sinérgico. La
Figura 5 demuestra que la combinacion de RMP con PMP presenta un efecto sinérgico en la hemostasia cuando se
examina por TEG. El uso de la combinacién acorté el tiempo de coagulacion (R) y aumenté la velocidad de
formacién de coagulos (A) y aumento la resistencia de los coagulos (MA) en comparacion con las RMP o las PMP
solas.

Ejemplo 6: Uso de las RMP para tratar la disfuncion plaquetaria (Figura 3)

En la solicitud principal de la presente solicitud, los solicitantes presentaron datos que muestran que la infusion de
RMP acort6 el tiempo de hemorragia de la cola en ratas con trombocitopenia.

La cuestion abordada por este estudio era si las RMP eran capaces de reducir también la hemorragia procedente de
la disfuncién plaquetaria. Se indujo la disfuncién plaquetaria en ratas mediante inyeccion intravenosa de Plavix (10
mg/kg). La Figura 3 muestra que la disfuncién plaquetaria inducida por Plavix aumenté el tiempo de hemorragia y la
pérdida de sangre en al menos 5 veces en comparacion con los controles, y algunos animales no pararon en
absoluto de sangrar y murieron. Sin embargo, los ocho animales tratados con RMP (dosis de 2,0 x 10%kg)
mostraron una normalizacion casi completa de tiempo de hemorragia y de pérdida de sangre.

Los experimentos se realizaron en ratas Sprague-Dawley. Se inici6 el procedimiento pesando los animales (intervalo
de 250-350 g) y anestesiandolos mediante la adicion de 1-2 mL de isoflurano a un recipiente sellado en el que se
coloco la rata. Una vez sedada, se puso la rata en una plataforma especial que permite que un técnico la pueda
intubar. El animal recibié constantemente oxigeno e isoflurano de un respirador para mantener la anestesia. El
animal se fijé entonces a un tablero quirirgico y se utilizé un termdémetro rectal para supervisar la temperatura
corporal. Se colocd una almohadilla de calentamiento debajo del tablero para mantener la temperatura corporal.
Cuando estuvo estable, se afeitd el cuello del animal y se hizo una pequenfa incision para encontrar la vena yugular y
la arteria carétida. Cualquier hemorragia leve durante este procedimiento se detuvo con una herramienta de
cauterizacion. Tanto la vena yugular como la arteria carétida se limpiaron y se aislaron del tejido conjuntivo
circundante. Antes de insertar las canulas, se controlé el flujo sanguineo atando una seccion de la vena y la arteria.
Una vez que las canulas estuvieron en su lugar, se aseguraron con suturas y se cerro la incision. La vena yugular se
utilizé mas tarde para inyectar las sustancias de ensayo (RMP, medicamentos) y la arteria carétida se utilizd para
suministrar fluidos vitales (lactato de Ringer) y para monitorizar la frecuencia cardiaca y la presion sanguinea. Esto
permite que la rata sobreviva durante las 3-4 horas requeridas. La hemorragia se inicié cortando un segmento de 2
mm de un dedo del pie y se recogio toda la sangre en el tubo para la “pérdida total de sangre” y se midi6 el tiempo
hasta que par6 la hemorragia.

Se obtuvieron los datos de la linea base para n = 23 animales no tratados (controles; a la izquierda). La disfuncion
plaquetaria se indujo mediante infusion de clopidogrel (Plavix) a una dosis de 10 mg/kg a través del catéter 10 min
antes de la hemorragia. La barra del centro muestra un aumento del tiempo de hemorragia y de pérdida de sangre
debido al clopidogrel. La barra de error es de +/- SEM. El panel izquierdo es una comparacion del tiempo de
hemorragia entre los controles, los animales tratados con Plavix, y los animales tratados con ambos Plavix y las
RMP. El panel derecho es una comparaciéon de la pérdida de sangre total entre los mismos grupos. Las RMP
administradas a una dosis de 2,0 x 108/kg en un volumen de 400 pL cinco minutos antes de la hemorragia dieron la
correccion del tiempo de hemorragia y de pérdida de sangre a un intervalo casi normal, como se muestra (barras de
la derecha). Obsérvese la casi normalizacion del tiempo de hemorragia y de pérdida de sangre por infusiéon de las
RMP.

En este modelo animal, se utilizé una instrumentacion mejor para medir la frecuencia cardiaca, la presiéon sanguinea,
la respiracion y la temperatura. Los signos vitales fueron estrechamente monitorizados antes y después de la
infusion de las RMP. El tiempo de hemorragia y la pérdida total de sangre se midieron después de cortar el dedo del
pie, como se ha descrito. Se observaron todos los animales tratados durante hasta cuatro horas después del
tratamiento (bajo anestesia). Ninguno de los animales tratados con RMP mostré indicacion de trombosis o signos de
cambio adverso en la temperatura, la frecuencia cardiaca, la respiracion, o signos neuroldgicos. Esto incluyd dos
casos ensayados al doble de la dosis efectiva total; no se observé ninguna reduccion adicional en el tiempo de
hemorragia (por debajo de lo normal). Esto indica ausencia de efectos protrombdticos, y sugiere la seguridad
completa en todos los casos estudiados hasta el momento. Puesto que las RMP no llevan el factor tisular (TF), no
hay ninguna razoén tedrica para esperar efectos adversos. La ausencia aparente de efectos adversos incluso a dosis
altas se considera que es una ventaja importante de las RMP en comparacién con otros productos destinados a este
fin.

Los inventores han estudiado también la eficacia de las RMP generadas por diferentes instrumentos de alta presion
(por ejemplo, Avestin, Constant System) utilizando el modelo de rata descrito anteriormente. Estas RMP fueron tan
eficaces en la reduccion del tiempo de hemorragia de la cola como lo fueron las RMP producidas por la prensa
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francesa, instrumento de alta presion (como se muestra en la Figura 3A). La Tabla 1 compara los marcadores de
citometria de flujo medidos sobre las RMP producidas por la prensa francesa con las RMP producidas por un
dispositivo Constant Systems o por un dispositivo Avestin. Estos resultados demuestran que las RMP producidas
utilizando diversos dispositivos de extrusion a alta presiéon son similares.

Ejemplo 7: Estudio clinico de las RMP en diversos trastornos de hemorragia por medio de TEG.

El tiempo de hemorragia (BT) se utilizaba antiguamente para predecir el riesgo de hemorragia en las operaciones
quirdrgicas, pero ahora se sustituye por medidas con tromboelastégrafo (TEG) debido a la superior reproducibilidad
y los datos adicionales importantes proporcionados por los instrumentos TEG [9-11]. El TEG es el mejor ensayo in
vitro para predecir el riesgo de hemorragia in vivo y su valor en la evaluacion de la hemostasia es bien aceptado. La
medida por TEG se utiliza cada vez mas para evaluar la hemorragia con procedimientos invasivos o quirurgicos tales
como la biopsia renal [8], la cirugia cardiovascular [9, 10] y los traumatismos [11]. Es una practica ampliamente
aceptada ahora por los cirujanos solicitar previamente sangre para transfusion basandose en la anormalidad de TEG
en un esfuerzo para evitar una hemorragia excesiva.

Protocolo de TEG: Las muestras de sangre se extrajeron en tubos al vacio (vacutainers) con citrato, de pacientes
con diversos trastornos hemorragicos. Se pipetearon muestras de sangre (330 pL) a la copa del “TEG Haemoscope”
(Haemonetics Co.), y después 10 pL de solucion salina (control, sin RMP). Las RMP producidas por medio de
extrusién a alta presion se afiadieron a cada pocillo a la dosis de 6,8 x 107 particulas para llevar la concentracién
final de RMP a 2 x 10%mL. La reaccion se inicié mediante la adicién de 10 ML de CaCl,. Se obtuvieron rastreos de
TEG sin y con RMP, y se evalué la alteracion de los parametros de TEG por la adicion de RMP. La cantidad de RMP
afiadida se calcul6 a partir de la dosis terapéutica determinada en experimentos con animales.

Las figuras 4 A-G son ejemplos de estudios clinicos para evaluar la propiedad hemostatica de las RMP. Se debe
observar que los rastreos de TEG sin RMP se muestran en lineas soélidas sin negrita y los rastreos después de la
adicion de RMP se muestran en lineas de trazos en negrita. En cada figura, los cambios en R, A y MA se comparan
en las casillas junto a las figuras. Estos hallazgos indican el valor potencial de las RMP para tratar diversos
trastornos hemorragicos. Los solicitantes encontraron que el TEG dio resultados que se correspondian
estrechamente con los estudios in vivo (animales), en particular, los resultados con Plavix, generando la confianza
de que el TEG es un buen sustituto para los estudios in vivo. Esto confirma las publicaciones sobre que el TEG se
correlaciona estrechamente con el tiempo de hemorragia in vivo (humano). El TEG es también mas reproducible,
mas rapido, y suministra importantes parametros adicionales de medida [9-11].

Parametros medidos. El TEG mide el retraso de iniciacion de la coagulacién (R), la tasa de formacién de coagulos
(a, tasa de aumento angular), y la amplitud maxima (MA). Se detecta un alto riesgo de hemorragia con un valor de
medida de un R alto, con una a baja, o MA baja.

En la anemia aplasica (Figura 4A), la médula 6sea no puede producir suficientes gldbulos rojos, glébulos blancos y
plaquetas; este paciente tenia menos del 1 % de plaquetas normales (1000/uL frente al valor normal de 250.000/pL).
La figura no muestra casi ninguna coagulacion en ausencia de RMP, pero con una dosis terapéutica de RMP se ve
un rastro casi normal como se indica por la iniciacion rapida (R = 9,7 min, desde 53,5), un aumento de la tasa de
coagulos (a = 52,8 desde 1,3) y un aumento de MA (2,2 a 45,5) como se detalla en las casillas laterales de las
figuras.

En la ITP (purpura trombocitopénica idiopatica) (Figura 4B), las plaquetas son destruidas por una reaccion
autoinmune; este paciente tenia solo el 28 % del nimero normal de plaquetas. En ausencia de RMP, la coagulacion
se retrasa casi tres veces mas de lo normal (R = 23,9) y la tasa de formacion de coagulos es débil como se ve en la
baja pendiente (a = 19,5). Se restaura un perfil normal mediante la dosis terapéutica de RMP (R = 8,3, a = 61,8).

En este paciente (Figura 4C), la disfuncidon plaquetaria fue debida a la aspirina, que inhibe la funcion de las
plaquetas y puede dar como resultado una hemorragia grave, especialmente en combinacion con otros trastornos o
medicamentos. Obsérvese la eliminacion del tiempo prolongado de retraso de la coagulacion (R) por las RMP.

En este caso (Figura 4D) la disfuncién plaquetaria fue debida a la terapia con Plavix (clopidogrel), que inhibe la
funcién de las plaquetas como lo hace la aspirina, pero por un mecanismo diferente (bloqueo de los receptores de
ADP). A pesar de un mecanismo diferente de la disfuncion plaquetaria, las RMP corrigieron el tiempo prolongado de
retraso de la coagulacion.

La cumadina (también conocida como warfarina) es el mas ampliamente utilizado de los “diluyentes sanguineos”
prescritos para la prevencion y tratamiento de la trombosis. Actua evitando la produccion efectiva de los diversos
factores de coagulacién que requieren vitamina K. La sobredosis de cumadina, que sucede comunmente, puede
conducir a una hemorragia grave. En este paciente (Figura 4E), obsérvese que las RMP corrigieron totalmente el
tiempo prolongado de retraso de la coagulacion (R) y la tasa de coagulacion baja (a). Los recuentos de plaquetas
fueron normales en este paciente.

Muchos de los nuevos anticoagulantes pronto llegaran al mercado. Los viejos, asi como los nuevos anticoagulantes
pertenecen a uno de cuatro grupos: 1) antagonistas de la vitamina K tales como la cumadina; 2) heparina y heparina
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de bajo peso molecular; 3) inhibidores de la trombina (anti-factor Ila) tal como dabigatran; y 4) inhibidores del
complejo de protrombinasa (anti-factor Xa), tales como fondaparinux y rivaroxaban. Los nuevos anticoagulantes se
emplean cada vez mas. La heparina de bajo molecular (LMWH) y especialmente la enoxaparina (Lovenox) y la
dalteparina (Fragmin) son muy utilizadas ahora. Estos nuevos anticoagulantes no tienen antidotos, por lo tanto, las
complicaciones hemorragicas procedentes de los nuevos anticoagulantes son muy problematicas. La Figura 4F
muestra que las RMP corrigen la coagulacion inducida anormalmente por Lovenox. Se ha observado una correccion
similar a la de las RMP en otras heparinas de bajo molecular tales como dalteparina (Fragmin) y fondaparinux
(Arixtra), asi como dabigatran (Pradaxa), un nuevo inhibidor de trombina oral (Figura 4G) que es mas conveniente y
practico de usar que los anticoagulantes existentes. Las RMP corrigen las anormalidades de la coagulacion
inducidas por anticoagulantes de cualquiera de los cuatro grupos. Por lo tanto, las RMP deberian ser eficaces contra
la hemorragia resultante de cualquier nuevo farmaco que pertenezca a uno de estos grupos.

La hemofilia A es un trastorno hereditario caracterizado por hemorragia espontanea debida a niveles bajos de factor
VIII funcional (FVIIl). Son comunes las hemorragias dolorosas y debilitantes en las articulaciones y membranas
mucosas, y la hemorragia cerebral puede ser fatal. El tratamiento es la infusién de concentrados de FVIII pero este
tratamiento es a menudo ineficaz debido a la formacién de inhibidores del FVIII administrado. Este paciente (Figura
4H) tenia hemofilia A congénita y desarrollé un inhibidor leve. La figura muestra que las RMP corrigieron el retraso
prolongado de la coagulacion (R) y la tasa normalizada (a) de la coagulacion.

Ejemplos 8. Modo de accion de las RMP en la hemostasia

Para investigar como ejercen las RMP diversas acciones en la hemostasia, se mezclaron las RMP con plasma
deficiente en factor y se estudio la alteracion de la actividad procoagulante con TEG. La adicién de las RMP al
plasma deficiente en factor acort6 el tiempo de coagulacion (R), aumentoé la tasa de coagulacién (a) y aumentd la
resistencia del coagulo (MA). Sin embargo, el grado de aumento de la actividad procoagulante por las RMP fue
diferente entre las deficiencias del factor de coagulacion. Los efectos de las RMP en la deficiencia de Factor I, V,
VI, VI, IX, X, X1 XII, Xl se muestran en la Tabla 2 [12]. El aumento de la actividad procoagulante por las RMP fue
mas pronunciado en los plasmas deficientes en Factor VIII (véase la Figura 6) y Factor IX donde las RMP podrian
corregir deficiencias tan bajas como 5-10 % de los niveles normales de los factores de coagulacién. En todos los
casos, la adicion de las RMP dio lugar a una correccion significativa del tiempo de coagulacion.

Otros trastornos hemorragicos que han sido corregidos. Se observé que las RMP corregian la anormalidad en los
siguientes casos segun el TEG: (i) pacientes con inhibidores leves de Factor IX, XI; (ii) pacientes tratados con
heparina, heparina de bajo peso molecular (Lovenox, Fragmin) y Arixtra; (iii) pacientes con DIC; (iv) enfermedad
hepatica cronica; (v) trombocitopenia procedente de insuficiencia de la médula 6sea, tal como anemia aplasica,
sindrome mielodisplasico, leucemias. (no se muestran datos).

Las figuras 7A y 7B muestran el efecto de las RMP sobre la agregacion y la adhesion plaquetaria. A bajas
concentraciones de ADP (Figura 7A) y de acido araquidénico (Figura 7B), las RMP mejoraron la agregacion
plaquetaria medida por agregometria por Chrono-Log. También se ha estudiado el efecto de las RMP sobre la
adhesion de las plaquetas mediante un dispositivo de pocillos coénicos (Diamed IMPACT-R), donde las RMP
mejoraron la adhesién de las plaquetas mediante el aumento de los tamafios de los agregados. La Figura 8 muestra
el aumento de la adhesion plaquetaria. Obsérvese el aumento estadisticamente significativo (* P = 0,02) del tamafio
de los agregados de plaquetas por las RMP a velocidad de cizallamiento (S™') = 1800, que se parece al flujo de la
sangre venosa in vivo [12].

Tabla 2. Las RMP mejoran la actividad procoagulante en los plasmas deficientes en factor

R (min) A (grados) MA (mm)
RMP- 8,7 63,6 33
Fll RMP+ 8,4 68,1 37
A -0,3 4,5 4
RMP- 11,2 62,1 29,2
FV RMP+ 11,1 64,8 28,7
A -0,1 2,7 -0,5
RMP- 11,6 57,7 29,6
F VI RMP+ 11,3 62 25,5
A -0,3 4,3 -4,1
RMP- 30,8 23,1 26,3
F VI RMP+ 16,6 52,6 29,7
A -14,2 29,5 3.4
RMP- 77,2 1,1 7,2
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R (min) A (grados) MA (mm)

F IX RMP+ 28,2 12,6 27,8

A -49 11,5 20,6

RMP- 11,2 62,1 29,1

F X RMP+ 11,1 64,8 28,7

A -0,1 2,7 -0,4

RMP- 14,8 55,6 27,6

F XI RMP+ 12,2 50,2 47,7

A -2,6 -5,4 20,1

RMP- 13,1 32,9 254

F XII RMP+ 11,1 55,3 35,2
A -2 22,4 9,8

RMP- 8,5 56,2 20,8

F X1I RMP+ 8,2 57,7 241
A -0,3 1,5 3,3

Los expertos en la técnica apreciaran que se pueden configurar diversas adaptaciones y modificaciones de la
realizacion preferida que se acaba de describir sin apartarse del alcance de la invencion. La realizacion ilustrada se
ha expuesto solamente a efectos de ejemplo y no se debe tomar como limitante de la invenciéon. Por lo tanto, ha de
entenderse que, dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas, la invencion puede ser practicada de modo
distinto a como se ha descrito especificamente en la presente memoria.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para producir microparticulas derivadas de glébulos rojos (RMP) que comprende las etapas de:
poner en suspension los globulos rojos sanguineos en un diluyente acuoso para formar una suspension celular;
presurizar la suspension celular;

extruir la suspension celular presurizada en una region de presion inferior para generar fuerzas de cizallamiento
sobre los globulos rojos sanguineos en suspension, de modo que las células en suspensién se convierten en una
suspension de RMP crudas; y

eliminar todos los glébulos rojos enteros de la suspension de las RMP crudas para fabricar una suspension final de
RMP.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en donde se utiliza una prensa francesa para extruir la suspension
celular.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa de liofilizacion de la suspension
final de las RMP.

4. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en donde los glébulos rojos sanguineos son de un donante autélogo.

5. Microparticulas derivadas de globulos rojos (RMP) producidas por el procedimiento de la reivindicacion 1, para
uso en el tratamiento y prevencién de una hemorragia excesiva en un mamifero causada por traumatismos,
operaciones quirdrgicas, procedimientos invasivos o debida a trastornos hemorragicos incluyendo trastornos
plaquetarios o de la coagulacion, en particular en donde el trastorno plaquetario es una trombocitopenia o una
disfuncion plaquetaria.
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