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DESCRIPCION

Nuevos dispositivo médico y composicidon para ingenieria tisular basados en A-PRP, maquinas y procesos de
fabricacion

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la regeneracion tisular. Se refiere, mas particularmente, a nuevas
composiciones o dispositivos médicos que comprenden o estan destinados a la preparacion de PRP, A-PRP, acido
hialurénico y/o quitosano, solos o en combinacién, maquinas y procesos de fabricacion de los mismos.

Antecedentes de la invencion

La importancia de los materiales biolégicos autdlogos en el proceso de cicatrizaciéon ha sido bien documentada. Lo
mas importante, se ha demostrado que dos materiales bioldgicos autdlogos estan directamente implicados en la
formacion de la estructura de los coagulos sanguineos, que proporcionan una barrera hemostatica cuyo papel es
garantizar la hemostasia y sellar la herida: (1) fibrina, que se deriva de la separacion de fibrindgeno plasmatico en
dos hebras a través de la accion de la trombina y (2) las membranas activadas de las plaquetas. El proceso de
cicatrizacion de heridas generalmente se presenta como la sucesidon de una fase de coagulacién, un proceso
inflamatorio y un proceso de regeneracion. La fase de coagulacion (coagulacion sanguinea o formacion de coagulos)
es un proceso complejo por el cual una pared de vasos sanguineo dafiada es cubierta por un coagulo de fibrina para
detener la hemorragia y la reparacion del vaso dafiado se inicia mediante la liberacion en grandes cantidades de
citocinas y factores de crecimiento a partir de granulos alfa plaquetarios. La formacién de coagulos sanguineos
(formados en condiciones fisioldgicas por fibrina, plaquetas y glébulos rojos, entre otros componentes sanguineos)
es un fendmeno natural que resulta del trauma tisular y su papel en el proceso de cicatrizacion de heridas, asi como
en la unién de fracturas éseas, es bien conocido.

La coagulacion de la sangre es el resultado de la interaccion compleja de varios factores de coagulacion de
proteinas a través de una cascada. En general, el dafo al endotelio vascular expone las estructuras subendoteliales,
que atraen las plaquetas y las inducen a agregarse de forma reversible. La proteina trombina, formada durante la
activacion de la via de coagulacion genera fibrillas reticuladas insolubles de la proteina fibrina y hace que las
plaquetas se agreguen de forma irreversible. El coagulo resultante de plaquetas y fibrina es una barrera eficaz
contra la pérdida de sangre del sistema vascular y también sirve como armazon para la posterior reparacion del
revestimiento del vaso sanguineo.

El plasma rico en plaquetas (PRP) se puede definir como un concentrado autdlogo de plaquetas en un pequefio
volumen de plasma; se ha desarrollado como un biomaterial autélogo y ha demostrado ser util en la cicatrizacion y
regeneracion de tejidos (Marx et al, 2004, J. Oral Maxillofac. Surg., 62, 489-496). El PRP no solo consiste en un
concentrado de plaquetas, sino que también contiene factores de crecimiento (tales como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas: PDGF, el factor de crecimiento endotelial vascular: VEGF, el factor de crecimiento
transformante: TGF y el factor de crecimiento epidérmico: EGF, etc.) que son secretados activamente por plaquetas
y se sabe que tienen un papel fundamental en el proceso de iniciacion de la cicatrizacion de heridas.

Se han desarrollado diversas técnicas de preparacion de PRP por procesos de centrifugacion. Sin embargo, debido
a la sensibilidad de las células plaquetarias y la variabilidad de la eficacia de los métodos de separacion de las
plaquetas de los glébulos rojos, existe una gran variabilidad entre los métodos usados para la preparacion de
concentrados de plaquetas. También hay una pérdida importante de tejido bioldgico valioso de los pacientes cuando
PRP se prepara con viejos dispositivos empiricos o semiautomaticos. Ademas, para obtener concentrados de
plaquetas, se requiere el uso de kits relativamente complejos y maquinaria costosa dedicada y la participacion
igualmente costosa de técnicos especializados.

Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar un tubo de hematologia con estandares de calidad farmacéutica,
que permita una extraccion segura de sangre, el agotamiento de todos los eritrocitos y la preparacion de células
plasmaticas con altos rendimientos de plaquetas y leucocitos, facil de usar y rentable.

El documento WO02011/110948 desvela la preparacion de tubos que comprenden acido hialurénico, plasma
enriquecido, gel selector de células y citrato de sodio para la preparacion de composiciones cicatrizantes de heridas.

Ademas, la preparacion de células en vista de la regeneracion celular o tisular para su uso en trasplantes,
regeneracion postoperatoria o con fines estéticos se enfrenta al problema de conservacion a largo plazo de células y
tejidos por crioconservacion. Esta técnica ha mostrado graves inconvenientes y problemas tales como la formacion
de cristales, problemas osmoticos, agregacion, inhibicion de la capacidad de sintesis de proteinas, expresion de
proteinas de estrés en respuesta al estrés térmico. Por lo tanto, se sabe que la crioconservacion de tejidos o células
altera la viabilidad y estabilidad celulares. Algunos de los efectos secundarios de la crioconservacion pueden
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limitarse mediante el uso de agentes anticongelantes tales como DMSO o glicerol u otros crioconservantes, pero la
concentracion de estos agentes debe adaptarse para limitar su toxicidad y efectos secundarios. Posteriormente, las
células se lavan y se dispensan con PBS u otra preparacion bioldgica, la tasa de supervivencia de las células
publicada en la bibliografia es baja. En cualquier caso, esas células no pueden producir un PRP eficiente, porque el
facultativo dispensa células frescas y viables en un plasma lleno de proteina nutritiva para la expansion celular.

Los procesos de fabricacion manual actuales de los kits de PRP son exigentes, requieren mucho tiempo y requieren
la intervencion de diversos recursos humanos. Ademas, debido a la exposicidon de muchas fuentes de contaminacion
durante el proceso de fabricacion, la FDA de los EE. UU. ha establecido claramente como estandar la obligacion de
garantizar un control de carga bioldgica bacteriana para la calidad de los dispositivos médicos que estaran "libres de
pirégenos”. Por lo tanto, existia una necesidad en el desarrollo de nuevas maquinas para tubos hematoldgicos para
la fabricacion de estandares de calidad farmacéutica y con resultados bioldgicos constantes, predecibles y fiables.

Ademas, dichas maquinas nuevas para procesos de fabricacién automatizados de kits de PRP deberan ser capaces
de proporcionar un resultado de control de esterilidad y aumentar la calidad de las preparaciones de PRP por parte
de los facultativos y el entorno médico.

Ademas del A-PRP (plasma autdlogo rico en plaquetas) o la preparacion autéloga de células frescas, existe una
necesidad de un soporte mecanico y bioldgico para la migracion y expansion, y eventualmente diferenciacion, de las
células. Las células y los factores de crecimiento necesitan una matriz provisional para mejorar su expansion
biologica.

Resumen de la invencion

La invencion se refiere al campo de la regeneracion de tejidos. Se refiere, mas particularmente, a nuevos procesos
de fabricacion, tubos y dispositivos para trombina, concentrado de plaquetas y preparaciones, composiciones,
composiciones de PRP, composiciones de A-PRP cicatrizantes de heridas y usos de las mismas. La invencion se
define por las reivindicaciones adjuntas.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una maquina de llenado para la preparacion automatizada de tubos de
hematologia caracterizada por que la maquina de llenado comprende:

a. un aparato para mover tubos de hematologia vacios o prellenados uno por uno,
b. al menos un inyector para inyectar en los tubos de hematologia:
i. un anticoagulante,
ii. un polimero y un anticoagulante,
iii. acido hialurénico y/o quitosano y un anticoagulante, o
iv. acido hialurénico y/o quitosano, un polimero y un anticoagulante
c. opcionalmente al menos un aparato para vacio controlado y taponamiento de los tubos de hematologia.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona una maquina de sellado para el envasado automatizado en doble blister
de un dispositivo médico, kit de PRP o PRP autélogo (A-PRP) con accesorios, caracterizada por que la maquina de
sellado comprende 2 bandas transportadoras paralelas.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de fabricaciéon automatica de tubos de hematologia por medio
de una maquina de llenado que comprende:

a. llenar los tubos hematoldgicos con:
i. un anticoagulante,
ii. un polimero y un anticoagulante,
iii. acido hialurénico y/o quitosano y un anticoagulante, o
iv. acido hialurénico y/o quitosano, un polimero y un anticoagulante,
b. opcionalmente permitir el vacio controlado y el taponamiento de los tubos de hematologia.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un método para fabricar automaticamente un kit o dispositivo médico de
PRP o A-PRP por medio de una maquina de sellado para el envasado en doble blister de tubos hematoldgicos con
accesorios, que comprende:

a. moldeado, llenado, sellado y corte de un primer blister que comprende los tubos hematoldgicos con
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accesorios,
b. moldeado, sellado y corte de un segundo blister sobre el primer blister.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de fabricacion automatica de un kit o dispositivo médico de
PRP o A-PRP, que comprende:

a. mover tubos de hematologia vacios o prellenados uno por uno,
b. llenar los tubos hematolégicos con:
i. un anticoagulante,
ii. un polimero y un anticoagulante,
iii. acido hialurénico y/o quitosano y un anticoagulante, o
iv. acido hialurénico y/o quitosano, un polimero y un anticoagulante,
c. opcionalmente permitir el vacio controlado y el taponamiento de los tubos de hematologia,

d. moldeado, llenado, sellado y corte de un primer blister que comprende los tubos hematoldgicos con
accesorios, y

e. moldeado, sellado y corte de un segundo blister sobre el primer blister.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion que comprende acido hialurénico de aproximadamente
1400 KDa a aproximadamente 1600 KDa a una concentracion de aproximadamente el 1,8 % a aproximadamente el
2,2 % y opcionalmente un concentrado de plaquetas, preferentemente plasma rico en plaquetas.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion que comprende acido hialurénico de aproximadamente
4000 KDa o por encima de 4000 KDa a de aproximadamente el 1,8 % a aproximadamente el 2,2 % de
concentracion, mas preferentemente de aproximadamente 4000 KDa a aproximadamente el 2 % de concentracion.

La invencion proporciona una composicién que comprende al menos un acido hialurénico de bajo peso molecular y
al menos un acido hialurénico de alto peso molecular, caracterizada por que:

- dicho acido hialurénico de bajo peso molecular es inferior a 600 KDa o aproximadamente 600 KDa, y

- dicho acido hialurénico de alto peso molecular es de aproximadamente 4000 KDa o por encima de 4000 KDa
(aproximadamente al menos 4000 kDa), en el que la relacion de acido hialurénico de bajo peso molecular
respecto a acido hialurénico de alto peso molecular es 2:3 y en el que la concentracion total es del 2,2 % al 2,8
%, y ademas comprende: i) un anticoagulante y/o un gel tixotrépico.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion cicatrizante de heridas, composicion cicatrizante de
tejidos, composicion celular, composicion, composicion de PRP, composicion de A-PRP, suero de trombina o agente
hemostatico obtenido usando un tubo de hematologia, kit de PRP, kit o dispositivo médico de A-PRP de acuerdo con
cualquiera de los aspectos anteriores, obtenido mediante el uso de una maquina de acuerdo con cualquiera de los
aspectos anteriores u obtenido mediante un método de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores para su
uso en odontologia, ortopedia, medicina deportiva, cosmética, estética, cirugia, oftalmologia y/o mesoterapia.

Descripcion de las figuras

Los dibujos adjuntos, que se incorporan en el presente documento y forman parte de la memoria descriptiva, ilustran
realizaciones preferidas de la presente invencion y, junto con la descripcion, sirven para explicar los principios de la
invencion.

Figura 1. Vista esquematica de la maquina de llenado. La figura 1-A representa una bomba peristaltica (bomba
de pistdn) con un primer inyector que permite la inyeccion de un polimero en el tubo de hematologia. La figura 1-
B representa un tanque de prellenado presurizado para el gel o polimero a inyectar. La figura 1-C representa el
segundo inyector que permite la inyeccion de un anticoagulante (por ejemplo, citrato) en los tubos de
hematologia. La figura 1-D representa una copa de vibracion o 2 componentes con forma de campana (estacion
de recogida y colocacion con vibrador) que permite un vacio controlado y el taponamiento de los tubos.

Figura 2. Vista detallada de la maquina de llenado. La maquina de llenado consta de discos vacios (figura 2-1),
una mesa giratoria de entrada en sentido antihorario (CCW) (figura 2-2), ubicacién donde se insertan los discos
con tubos y entran en una rueda giratoria CCW (figura 2-3), una estacion de dosis caliente (figura 2-4), una
manguera caliente (figura 2-5), un tanque presurizado (figura 2-6), una bomba peristaltica (figura 2-7), una
segunda estacion de dosificacion (figura 2-8 ), una estacion de recogida y colocacion (figura 2-9), un vibrador
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(figura 2-10).

Figura 3. Vista detallada de la maquina de sellado. La maquina de sellado comprende una pelicula de banda
inferior (figura 3-1), una estacion de precalentamiento y formacion (figura 3-2), una estacion de sellado (figura 3-
3), un sistema de camara (figura 3-4), una pelicula de banda superior (figura 3-5), una impresora (figura 3-6), un
panel operativo (figura 3-7), una estacion de troquelado (figura 3-8), una bobinadora de banda sobrante (figura 3-
9), una cinta transportadora de descarga (figura 3-10) y una unidad de transferencia (figura 3-11).

Figura 4. Volumen en ml de sangre extraida y de PRP o Mezcla de PRP-HA obtenido para BCT solo y los tres
subconjuntos BCT-HA A, BCT-HA B y BCT-HA C.

Figura 5. pH medio de sangre y PRP a tiempo T = 0 y tiempo T = 4 horas para sangre completa, Regen BCT
PRP y Regen BCT-Mezcla de HA.

Figura 6. Concentracion de globulos rojos en sangre y PRP (109/mm?3) a tiempo T = 0 y tiempo T = 4 horas para
sangre completa, Regen BCT PRP, Regen BCT-HA PRP y Regen BCT-Mezcla de HA.

Figura 7. Concentracién de globulos blancos (WBC) en sangre y PRP (103/mm3) a tiempo T = 0 y tiempo T = 4
horas para sangre completa, Regen BCT PRP, Regen BCT-HA PRP y Regen BCT-Mezcla de HA.

Figura 8. Recuperacion de glébulos blancos (WBC) en % a tiempo T = 0 y tiempo T = 4 horas para Regen BCT
PRP y Regen BCT-HA PRP.

Figura 9. Distribucion de glébulos blancos (WBC) para los subconjuntos de granulocitos (GRA) y monocitos
(MNC) en sangre y PRP a tiempo T = 0 y tiempo T = 4 horas para sangre completa, Regen BCT PRP y Regen
BCT-HA PRP.

Figura 10. Recuperacién de subconjuntos de glébulos blancos (WBC) (granulocitos (GRA) y monocitos (MNC))
en % a tiempo T = 0 para Regen BCT PRP y Regen BCT-HA PRP.

Figura 11. Concentracion de plaquetas (PLT) en sangre y PRP (10%mm3) a tiempo T =0 y tiempo T = 4 horas
para sangre completa, Regen BCT PRP, Regen BCT-HA PRP y Regen BCT-Mezcla de HA.

Figura 12. Factor de concentracion de plaquetas a tiempo T = 0 y tiempo T = 4 horas para Regen BCT PRP,
Regen BCT-HA PRP y Regen BCT-Mezcla de HA.

Figura 13. Recuperacion de plaquetas en % a tiempo T = 0 y tiempo T = 4 horas para Regen BCT PRP y Regen
BCT-HA PRP.

Figura 14. Expresion de CD62P en plaquetas con o sin ADP a tiempo T = 0 y tiempo T = 4 horas para Regen
BCT PRP y Regen BCT-Mezcla de HA.

Figura 15. Respuesta al estrés hipotonico (diferencia en absorbancia a 405 nm) a tiempo T = 0 y tiempo T = 4
horas para Regen BCT PRP y Regen BCT-Mezcla de HA.

Figura 16. Agregacion plaquetaria en respuesta al colageno (unidades de agregacion AU) a tiempo T =0y
tiempo T = 4 horas para Regen BCT PRP y Regen BCT-HA PRP.

Figura 17. Viscosidad en mPa.S para diversos acidos hialurénicos (HA1 a HA4) que difieren en peso molecular y
para diversas concentraciones (2 %, 3 % 0 4 %).

Figura 18. Viscosidad de diversos acidos hialuronicos (HA1 a HA4, 500 KDa y 4000 KDa) representada frente a
la concentracion (1 % a 4 %).

Figura 19. Liberacion en pg/ml de PDGF-AA, EGF y PDGF-BB respectivamente en el dia 0 (TO) para una
preparacion de PRP solo (BCT TO) frente a una combinacion de PRP y HA (BCT + IALUR TO).

Figura 20. Liberaciéon en pg/ml de PDGF-BB para dos casos en el dia 0 (T0), dia 3 (T3) y dia 5 (T5) para una
preparacion de PRP solo (BCT) frente a una combinacion de PRP y HA (BCT HA).

Figura 21. Liberacion en pg/ml de EGF para tres pacientes diferentes (pacientes 1, 2 o 3) en el dia 0 (T0), dia 3
(T3), dia 5 (T5), dia 7 (T7) y dia 10 (T10) para una preparacion de PRP solo (BCT) en la figura 21-A frente a una
combinacién de PRP y HA (BCT HA) en la figura 21-B. Mediana de liberacion en pg/ml de EGF en el dia 0 (TO0),
dia 3 (T3), dia 5 (T5), dia 7 (T7) y dia 10 (T10) para una preparacion de PRP solo (BCT) frente a una
combinacién de PRP y HA (BCT HA) en la figura 21-C.

Descripcion detallada de la invenciéon
Los siguientes parrafos proporcionan definiciones de los términos de acuerdo con la invencion y estan destinados a
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aplicarse de manera uniforme en toda la memoria descriptiva y las reivindicaciones, a menos que una definicion
expresada de otra manera proporcione una definicion mas amplia.

La expresion "tixotropico" significa un gel que se vuelve mas fluido como resultado de la agitacién o la presion, es
decir, un gel cuya viscosidad es decreciente como resultado de la agitacion o la presion. El término viscosidad se
refiere a aquellas caracteristicas del o de los materiales especificados que determinan el grado de gelificacion, tales
como por ejemplo la firmeza o dureza del material, el grado en que el material resiste el flujo como un fluido. Un gel
tixotrépico de acuerdo con la invencién que comprende un gel de poliéster o una mezcla de los mismos que es
insoluble en agua y quimicamente inerte a los constituyentes sanguineos que puede usarse de acuerdo con la
invencion. Los geles tixotropicos tipicos se usan en la separacion de células sanguineas con fines de diagndstico y
protedmica. Un gel tixotropico también se denomina en el presente documento un "gel selector de células". Se
pueden usar otros geles en la presente divulgacion.

La expresién "centro de atencidon" se refiere a todos los servicios prestados a los pacientes al pie de la cama. La
expresion "accesorios de flebotomia" o "accesorios de venopuncion” significa accesorios que permiten la puncién de
una vena con una aguja con el fin de extraer sangre.

Las expresiones alternativas para "cicatrizante de heridas" o "sellador de heridas" o "cicatrizante de tejidos" o
"sellador de tejidos" o "composicion de cicatrizacion de heridas" o "composicion de cicatrizacion de tejidos" son
"selladores bioadhesivos" o "pegamento de fibrina".

La expresion "cicatrizante de heridas" o "sellador de heridas" o " cicatrizante de tejidos" o "sellador de tejidos" o
"composicidon de cicatrizacion de heridas" o "composicion de cicatrizacion de tejidos" o "sellador bioadhesivo" o
"pegamento de fibrina" significa un agente o una composicién que es capaz de promover y/o aumentar la velocidad
y/o calidad de la cicatrizacion de una herida. Los cicatrizantes o selladores de heridas son capaces de promover la
regeneracion de tejidos. La expresion "herida" significa cualquier tejido dafiado, por ejemplo después de un trauma o
cirugia. Las heridas en mamiferos incluyen, por ejemplo, Ulceras de cama, Ulceras, laceraciones y quemaduras,
sitios de injerto (sitios donantes y receptores de injerto), fistulas, dafios en el tejido periodontal, heridas diabéticas no
cicatrizantes, consecuencias de traumas o cualquier acto quirargico. En su sentido general, la expresiéon pretende
abarcar también los dafios en la piel donde la superficie de la piel presenta algo de depresion sin necesariamente un
corte en su superficie, tales como dafios en los tejidos relacionados con la edad (por ejemplo, arrugas) y cicatrices
como, por ejemplo, acné (especialmente después del tratamiento de dermoabrasion) o cicatrices de rubéola.

La expresion "PRP" significa un plasma rico en plaquetas, preferentemente de origen mamifero o de origen humano,
mas preferentemente autdlogo, preparado por el proceso de la invencion para sedimentar y eliminar eritrocitos y
concentrar el plasma en leucocitos, trombocitos y proteinas de adhesion en comparacion con la sangre completa
nativa. La expresion "autélogo” o "autdgeno” significa un método in vivo en el que se usa sangre, tejidos y/o células
de un solo donante y en el que la sangre, tejidos y/o células extraidos de este donante estan destinados para su uso
en el mismo donante. A-PRP en el presente documento significa plasma autélogo rico en plaquetas. Por el contrario,
los métodos "alégenos" usan sangre, tejidos y/o células de uno o mas terceros para su uso en un donante
("homadlogo" o "heterdlogo”). Un producto autélogo evita algunos de los problemas comunes asociados con el uso de
materiales biolégicos de terceros, tales como, por ejemplo, la detecciéon para asegurar que el donante sea bioldgica
o inmunolégicamente compatible con el paciente y la posible contaminacion con hepatitis, VIH, prion, enfermedad de
Creutzfeld-Jacob y similares. La expresion "activador de la coagulacién" significa un agente, por ejemplo una
enzima, que puede desencadenar o activar la coagulacion de plasma y la agregacion de plaquetas. Un activador de
la coagulacion comprende un activador de trombina y/o un activador de fibrinbgeno y/o trombina y/o una trombina
autdloga y/o un suero de trombina autéloga y/o cloruro de calcio y/o gluconato de calcio y/o sacarato de calcio. La
coagulacién se puede combinar para cambiar la rigidez de las composiciones.

La expresion "activador de trombina" significa un agente que es capaz de activar la trombina y desencadenar la
coagulacion. Los activadores de trombina tipicos son ciertos factores secundarios tales como sodio o calcio. Al
poner en practica esta invencion, la activacion de la trombina se produce preferentemente en presencia de iones de
calcio. Los iones de calcio generalmente se afiaden al concentrado de plaquetas como una solucién salina para
proporcionar una concentracion final generalmente de o aproximadamente 0,1 mg/ml de concentrado de plaquetas.
Las sales de calcio adecuadas incluyen, sin limitaciéon, CaCO3, CaSO4 o CaCl2. Una sal de calcio preferida para su
uso en la invencion es el gluconato de calcio (CaGL). El CaGL esta disponible como inyeccién de gel de calcio, USP
al 10 % (Regen Lab, Suiza). La expresion "activador de fibrindgeno" significa un agente que puede activar la
conversion de fibrindgeno en fibrina y desencadena la formacion del coagulo. Los activadores de fibrindgeno tipicos
son ftrombina o batroxobina. El término trombina puede incluir trombina calcificada, en particular, de
aproximadamente 100 a aproximadamente 10 unidades de trombina por 1 ml de solucién acuosa de gluconato de
calcio al 10 %; puede incluir trombina bovina calcificada, trombina alégena o trombina humana recombinante,
preferentemente trombina autdloga. Un activador de fibrinégeno puede ser una composiciéon de trombina enriquecida
tal como composiciones de trombina como se describen en el documento US 6.472.162 o un suero de trombina
autdloga de acuerdo con la invencion. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" significa la cantidad o
cantidades de los elementos constituyentes o la combinacion de los mismos necesarios para mejorar la cicatrizacion
de heridas tal como, por ejemplo, la reduccion en el volumen o area de superficie de una herida, el aumento en la
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cantidad de tejido de granulacién u otro material biolégico que facilite la colocaciéon de colageno, el crecimiento
vascular, la proliferacion de fibroblastos o la cicatrizaciéon general; se supone que todas las versiones de la invencion
descritas en el presente documento tienen la o las cantidades terapéuticamente eficaces de sustancias
constituyentes, o combinaciones de las mismas. Por la expresiéon "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se
entiende un ingrediente adicional farmacéuticamente aceptable, tal como estabilizantes, agentes antimicrobianos,
tampones, adyuvantes, anestésicos, corticoides y similares. Por la expresion "vehiculo cosméticamente aceptable”
se entiende un ingrediente adicional cosméticamente aceptable, tal como estabilizantes, tampones, agentes
colorantes, agentes aromatizantes, adyuvantes y similares.

La expresion "copolimero olefinico ciclico” (COC) o "polimero olefinico ciclico" (COP) significa un polimero amorfo,
copolimero de etileno; COC; COP; copolimero olefinico ciclico; polimero olefinico ciclico; copolimero de etileno-
norborneno. Los COP usan un solo tipo de monémero, mientras que los COC usan diferentes tipos de monémeros.
La invencion abarca copolimeros olefinicos ciclicos basados en diferentes tipos de mondmeros ciclicos y métodos
de polimerizacion. Los copolimeros o polimeros olefinicos ciclicos de la presente invencion se pueden producir por
copolimerizaciéon en cadena de monomeros ciclicos tales como 8,9,10-trinorborn-2-eno (norborneno) o
1,2,3,4,4a,5,8,8a-octahidro-1,4:5,8-dimetanonaftaleno con eteno, TOPAS de Ticona, APEL de Mitsui Chemical, o
mediante polimerizacién por metatesis de apertura de anillo de diversos mondmeros ciclicos seguida de
hidrogenacion (por ejemplo, ARTON de Japan Synthetic Rubber, Zeonex y Zeonor de Zeon Chemical).

La expresion "acido hialurénico” (también llamado hialuronano o hialuronato) significa un glucosaminoglucano
anionico no sulfurado distribuido ampliamente por los tejidos conectivos, epiteliales y neurales. Es unico entre los
glucosaminoglucanos, ya que no esta sulfurado, se forma en la membrana plasmatica en lugar del Golgi, y puede
ser muy grande, y su peso molecular a menudo alcanza el millén. Uno de los principales componentes de la matriz
extracelular, el hialuronano contribuye significativamente a la proliferacion y migracion celular.

La expresion "quitosano" significa un polisacarido lineal compuesto de D-glucosamina con enlaces B-(1-4) distribuida
al azar (unidad desacetilada) y N-acetil-D-glucosamina (unidad acetilada). El quitosano se produce comercialmente
por desacetilacion de quitina, que es el elemento estructural en el exoesqueleto de los crustaceos (cangrejos,
camarones, etc.) y las paredes celulares de los hongos. El grado de desacetilacion (% de DD) se puede determinar
mediante espectroscopia de RMN, y el % de DD en quitosanos comerciales esta en el intervalo del 60-100 %. En
promedio, el peso molecular del quitosano producido comercialmente esta entre 3800 y 20.000 daltons. Un método
comun para la sintesis de quitosano es la desacetilacién de quitina usando hidroxido de sodio en exceso como
reactivo y agua como disolvente. Esta via de reaccion, cuando se deja que se complete (desacetilacion completa)
produce hasta un 98 % de producto. El grupo amino en el quitosano tiene un valor de pKa de -6,5, lo que conduce a
una protonacion en solucién acida a neutra con una densidad de carga que depende del pH y el % de valor DA. Esto
hace que el quitosano sea soluble en agua y un bioadhesivo que se une faciimente a superficies cargadas
negativamente, tales como las membranas mucosas. El quitosano mejora el transporte de farmacos polares a través
de las superficies epiteliales, y es biocompatible y biodegradable.

BCT en el presente documento significa terapia de células sanguineas o tubos de recogida de sangre.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una maquina de llenado para la preparacion automatizada de tubos de
hematologia, caracterizada por que la maquina de llenado comprende:

a. al menos un inyector para inyectar en los tubos de hematologia:
i. un anticoagulante,
ii. un polimero y un anticoagulante,
iii. acido hialurénico y/o quitosano y un anticoagulante, o
iv. acido hialurénico y/o quitosano, un polimero y un anticoagulante
b. opcionalmente al menos un aparato para vacio controlado y taponamiento de los tubos de hematologia.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una maquina de llenado para la preparacion automatizada de tubos de
hematologia, caracterizada por que la maquina de llenado comprende:

a. al menos un inyector para inyectar en los tubos de hematologia:
V. un anticoagulante,
vi. un polimero y un anticoagulante,
vii. acido hialurénico y/o quitosano y un anticoagulante, o

viii. acido hialurénico y/o quitosano, un polimero y un anticoagulante
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b. opcionalmente 2 componentes en forma de campana para vacio controlado y taponamiento de los tubos de
hematologia.

En un aspecto, la invenciéon proporciona una maquina de llenado para la preparacion automatizada de tubos de
hematologia, caracterizada por que la maquina de llenado comprende:

a. un aparato para mover tubos de hematologia vacios o prellenados uno por uno,
b. al menos un inyector para inyectar en los tubos de hematologia:

i. un anticoagulante,

ii. un polimero y un anticoagulante,

iii. acido hialuronico y/o quitosano y un anticoagulante, o

iv. acido hialurénico y/o quitosano, un polimero y un anticoagulante

c. opcionalmente 2 componentes en forma de campana para vacio controlado y taponamiento de los tubos de
hematologia.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una maquina de llenado para la preparacion automatizada de tubos de
hematologia, caracterizada por que la maquina de llenado comprende:

a. opcionalmente un inyector para inyectar acido hialurénico y/o quitosano en los tubos de hematologia,
b. opcionalmente un inyector para inyectar un polimero en los tubos de hematologia,
c. un inyector para inyectar un anticoagulante en los tubos de hematologia, y

d. opcionalmente 2 componentes en forma de campana para vacio controlado y taponamiento de los tubos de
hematologia.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una maquina de llenado para la preparacion automatizada de tubos de
hematologia, caracterizada por que la maquina de llenado comprende solo un inyector para inyectar un
anticoagulante en los tubos de hematologia.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una maquina de llenado para la preparacion automatizada de tubos de
hematologia, caracterizada por que la maquina de llenado comprende al menos un inyector para inyectar al menos
un anticoagulante en los tubos de hematologia. En un aspecto, la invencidon proporciona una maquina de llenado
para la preparacion automatizada de tubos de hematologia, caracterizada por que la maquina de llenado
comprende:
a. una rueda giratoria para mover tubos de hematologia vacios o prellenados uno por uno,
b. al menos un inyector para inyectar en los tubos de hematologia:
i. un anticoagulante,
ii. un polimero y un anticoagulante,
iii. acido hialurénico y/o quitosano y un anticoagulante, o

iv. acido hialurénico y/o quitosano, un polimero y un anticoagulante

c. opcionalmente 2 componentes en forma de campana para vacio controlado y taponamiento de los tubos de
hematologia.

Las figuras 1y 2 representan vistas detalladas de la maquina de llenado.

Preferentemente, la divulgacion proporciona una maquina de llenado de acuerdo con las reivindicaciones anteriores,
caracterizada por que la maquina de llenado comprende:

a. una rueda giratoria para mover los tubos de hematologia uno por uno,
b. un primer inyector para inyectar un polimero en los tubos de hematologia,
c. un segundo inyector para inyectar un anticoagulante en los tubos de hematologia,

d. opcionalmente 2 componentes en forma de campana para vacio controlado y taponamiento de los tubos de
hematologia.
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En un aspecto, el método de fabricacion se caracteriza ademas por un aparato, preferentemente una rueda giratoria,
para mover tubos de hematologia vacios o prellenados uno por uno.

En un aspecto, el método de fabricacion se caracteriza ademas por un aparato, preferentemente de 2 componentes
con forma de campana, para vacio controlado y/o taponamiento de los tubos de hematologia.

El acido hialurénico y/o el quitosano, el polimero y/o el anticoagulante pueden inyectarse secuencial o
simultaneamente, por uno o mas inyectores. Preferentemente, el acido hialurénico y/o el quitosano, el polimero y/o
el anticoagulante se inyectan secuencialmente.

En un aspecto de la divulgacion, la maquina de llenado comprende un inyector Unico que permite la inyeccion
simultanea o secuencial de acido hialurénico y/o quitosano, polimero y/o anticoagulante.

Ventajosamente, el proceso de fabricacion de tubos hematoldgicos estériles permite el procesamiento de 4 tareas
individuales de forma simultanea o secuencial en condiciones estériles.

La maquina de llenado usada permite el llenado de los tubos hematoldgicos con polimero y citrato, el llenado al
vacio y el taponamiento en una sola operacion automatizada.

La maquina de llenado se caracteriza en primer lugar por carruseles que permiten el movimiento de los tubos uno
por uno (figura 2-1, 2-2 y 2-3). En segundo lugar, la maquina se caracteriza por un primer inyector que permite la
inyeccion de un polimero en el tubo de hematologia (figura 1-A y 1-B; figura 2-4, 2-5 y 2-6). En tercer lugar, la
magquina se caracteriza por un segundo inyector que permite la inyeccion de citrato en el tubo de hematologia (figura
1-C; figura 2-7 y 2-8). Otras realizaciones pueden incluir otros inyectores o inyectores que inyectan equivalentes u
otras sustancias. En cuarto lugar, la maquina se caracteriza por 2 componentes con forma de campana que
permiten (figura 1-D; figura 2-10):

i) un vacio controlado en los tubos. En una realizacion, el vacio controlado es para tubos de 8 a 9 ml de
capacidad. ii) Taponamiento de los tubos. Ventajosamente, esto permite la conservacion del vacio. La maquina
se caracteriza ademas por un alimentador de cubetas que alimenta los componentes en forma de campana con
tapones y tapas de proteccion (figura 2-9 y 2-10).

En otro aspecto, la invencion proporciona una maquina de llenado para la preparacién automatizada de tubos de
hematologia, caracterizada por que la maquina de llenado comprende discos (figura 2-1), un primer aparato
giratorio, preferentemente una mesa giratoria de entrada en sentido antihorario (CCW) (figura 2 -2), un segundo
aparato giratorio conectado al primer aparato giratorio, preferentemente una rueda giratoria CCW (figura 2-3), y al
menos un inyector para inyectar sustancias dentro de los tubos de hematologia.

En otro aspecto, la invencion proporciona una maquina de llenado para la preparacién automatizada de tubos de
hematologia, caracterizada por que la maquina de llenado comprende discos (figura 2-1), una mesa giratoria de
entrada en sentido antihorario (CCW) (figura 2-2), una rueda giratoria CCW (figura 2-3), una estacion de dosis
caliente (figura 2-4), una manguera caliente (figura 2-5), un tanque presurizado (figura 2-6), una bomba peristaltica
(figura 2-7), una segunda estaciéon de dosificacion (figura 2-8), una estacion de recogida y colocacion (figura 2-9) y
un vibrador (figura 2-10).

El inyector también puede denominarse en el presente documento como una estacién de dosificacion.

La inyeccion de sustancias dentro de los tubos de hematologia puede comprender una o mas estaciones de dosis,
una o mas estaciones de dosis caliente (figura 2, 4), uno o mas tanques presurizados (figura 2, 6), una o mas
mangueras, una 0 mas mangueras calientes (figura 2, 5), una o mas boquillas, una o mas bombas peristalticas
(figura 2, 7), una o mas estaciones de recogida y colocacion (P&P) (figura 2, 9), uno o mas vibradores (figura 2, 10),
y/o una o mas varillas en el brazo de recogida de la P&P.

Ventajosamente, el proceso de fabricacion requiere solo una pequefia area de trabajo, aproximadamente 2 metros
cuadrados. Ventajosamente, el proceso de fabricacion esta controlado en carga biolégica bacteriana (nUmero de
particulas) en una sala limpia ISO 8. Ventajosamente, el proceso de fabricacion puede realizarse bajo flujo laminar y,
en consecuencia, el area de trabajo es ventajosamente conforme a ISO 5. Mas ventajosamente, el proceso de
fabricacion es controlado por un solo técnico.

En un aspecto, la maquina de llenado se controla a través de una pantalla, preferentemente una pantalla tactil HMI
(figura 2-12).

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una maquina de sellado para el envasado automatizando en doble
blister de un dispositivo médico, kit de PRP o kit de A-PRP (plasma autdlogo rico en plaquetas) con accesorios,
caracterizada por que la maquina de sellado comprende 2 bandas transportadoras paralelas. La figura 3 representa
una vista detallada de la maquina de sellado. El kit puede ser sustituido en el presente documento por un dispositivo
médico.
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En otro aspecto, la divulgacién proporciona una maquina de sellado para el envasado automatizado en doble blister
de un dispositivo médico, kit de PRP o kit de A-PRP con accesorios, caracterizada por que la maquina de sellado
comprende 2 bandas transportadoras paralelas y un aparato de recogida y colocacion (P&P).

Ventajosamente, se logra la unicidad en el proceso de fabricacion del tubo de hematologia mediante el uso de dos
magquinas llamadas maquina de llenado y maquina de sellado.

La maquina de sellado usada permite el envasado en doble blister en una Unica operacién automatizada.

La maquina de sellado se caracteriza por 2 bandas transportadoras paralelas que permiten las siguientes
operaciones (figura 3):

i) Formacién de una primera carcasa o blister hecha de pelicula APET o PETG

i) Llenado del primer blister con los tubos hematolégicos que provienen de la maquina de llenado con
accesorios.

iii) Sellado del primer blister con una pelicula Tyvek
iv) Corte de la pelicula Tyvek para adoptar la forma apropiada
v) Formacion, sellado y corte de un segundo blister sobre el primer blister.

Ventajosamente, la maquina de sellado permite la formacion, llenado, sellado y corte de un blister que comprende
tubos hematoldgicos con accesorios.

En un aspecto, solo se usa un blister. Preferentemente, se usan 2 blisteres para cumplir con las normas ISO.

La maquina de sellado se caracteriza ademas por un sistema de transferencia de recogida y colocacion (aparato de
P&P) que permite la transferencia del blister a su posicion inicial en la primera banda transportadora con el uso de
una segunda banda transportadora. Esta etapa permite la formacion de un segundo blister por la maquina que se
sellara mas y estara listo para el proceso de impresion. Las dos bandas transportadoras con el aparato P&P
permiten la transferencia del primer blister ya sellado y cortado y que contiene los tubos y accesorios de
hematologia a su posicion inicial para su posterior procesamiento, es decir, para la formacion, sellado y corte del
segundo blister en el primer blister para envasado en doble blister.

Ventajosamente, la maquina de sellado permite el procesamiento de tareas individuales simultanea/secuencialmente
en condiciones estériles.

Ventajosamente, la maquina de sellado se puede realizar bajo flujo laminar y, en consecuencia, el area de trabajo es
ventajosamente conforme con la norma ISO 5.

Ventajosamente, el proceso y el sistema de fabricacion, desde la produccion de los tubos hematolédgicos hasta su
envasado en un doble blister, permite la fabricacion de tubos y kits para uso médico y quirdrgico en condiciones
asépticas totalmente controladas, asi como con carga biolégica bacteriana controlada.

Los métodos manuales actuales para preparar tubos de hematologia, kits de PRP o kits de A-PRP requieren 4
magquinas, varios técnicos (aproximadamente 10 técnicos) y una produccion de aproximadamente 1500 kits de PRP
por semana.

Ventajosamente, los métodos y maquinas de la presente invencion solo requieren un pequefio nimero de técnicos
(aproximadamente 3 operadores) y con una produccién sustancialmente mayor de aproximadamente 2000 a 5000
kits de PRP por dia. Las maquinas se han disefiado para poder producir 5000 kits de PRP por dia.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un método de fabricacion de tubos de hematologia por medio de una
magquina de llenado y/o una maquina de sellado de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de fabricaciéon automatica de tubos de hematologia por medio
de una maquina de llenado que comprende:

a. llenar los tubos hematoldgicos con:
i. un anticoagulante,
ii. un polimero y un anticoagulante,
iii. acido hialurénico y/o quitosano y un anticoagulante, o

iv. acido hialurénico y/o quitosano, un polimero y un anticoagulante,
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b. opcionalmente permitir el vacio controlado y el taponamiento de los tubos de hematologia.

Otras sustancias descritas en el presente documento pueden combinarse durante una o mas de las etapas de un
método de fabricacion de la divulgacion.

En otro aspecto, los tubos de hematologia no se llenan con ninguna sustancia (los tubos permanecen vacios), sino
que se someten a un vacio controlado y taponamiento.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de fabricacion automatica de tubos de hematologia por medio
de una maquina de llenado que comprende vacio controlado y taponamiento de los tubos de hematologia.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de fabricacion automatica de tubos de hematologia por medio
de una maquina de llenado que comprende:

a. mover tubos de hematologia vacios o prellenados uno por uno,
b. llenar los tubos hematolégicos con:
i. un anticoagulante,
ii. un polimero y un anticoagulante,
iii. acido hialurénico y/o quitosano y un anticoagulante, o
iv. acido hialurénico y/o quitosano, un polimero y un anticoagulante,
c. opcionalmente permitir el vacio controlado y el taponamiento de los tubos de hematologia.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de fabricaciéon automatica de tubos de hematologia por medio
de una maquina de llenado que comprende:

a. mover tubos de hematologia vacios o prellenados uno por uno,

b. llenar los tubos hematolégicos con un polimero,

c. llenar los tubos hematoldgicos con un anticoagulante,

d. opcionalmente permitir el vacio controlado y el taponamiento de los tubos de hematologia.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de fabricacion de tubos de hematologia de acuerdo con la
reivindicacion anterior que comprende:

a. cargar tubos de hematologia vacios o prellenados en discos vacios (figura 2, 1) ubicados en una mesa
giratoria de entrada en sentido antihorario (CCW) (figura 2, 2),

b. Insercion y entrada de los discos con los tubos de hematologia en una rueda giratoria CCW (figura 2, 3),
c. mover los discos a una primera estacion de dosis caliente (figura 2, 4).

e. inyectar un polimero desde un tanque presurizado (figura 2, 6) a través de una manguera caliente (figura 2, 5)
dentro del tubo de hematologia,

e. mover los tubos de hematologia a una segunda estacion de dosificacion (figura 2, 8),

f. llenar los tubos de hematologia con un anticoagulante a través de una boquilla y una bomba peristaltica (figura
2,7),

g. mover los tubos de hematologia llenos a una estacion de recogida y colocacion (P&P) (figura 2, 9),

h. insertar un tope y un conjunto de tapas provenientes de un vibrador (figura 2, 10), a través de una varilla
elevadora en el brazo de seleccion del P&P,

i. mover de vuelta los tubos de hematologia a la mesa giratoria, y
j. recogida del tubo de hematologia lleno y envasado por un operador.
En un aspecto, la tapa o el tapén estan hechos de bromobuitilo.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para fabricar automaticamente un kit de PRP, un kit de A-
PRP o un dispositivo médico por medio de una maquina de sellado para el envasado en blister doble de tubos
hematoldgicos con accesorios, que comprende:

11



5

10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2791755713

a. moldeado, llenado, sellado y corte de un primer blister que comprende los tubos hematoldgicos con
accesorios,

b. moldeado, sellado y corte de un segundo blister en el primer blister.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para fabricar automaticamente un kit de PRP, un kit de A-
PRP o un dispositivo médico, que comprende:

a. mover tubos de hematologia vacios o prellenados uno por uno,
b. llenar los tubos hematolégicos con:
i. un anticoagulante,
ii. un polimero y un anticoagulante,
iii. acido hialuronico y/o quitosano y un anticoagulante, o
iv. acido hialurénico y/o quitosano, un polimero y un anticoagulante,
c. opcionalmente permitir el vacio controlado y el taponamiento de los tubos de hematologia,

d. moldeado, llenado, sellado y corte de un primer blister que comprende los tubos hematoldgicos con
accesorios, y

e. moldeado, sellado y corte de un segundo blister sobre el primer blister.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de fabricacion de un kit de PRP, un kit de A-PRP o un
dispositivo médico que comprende un método de fabricacion de tubos de hematologia de acuerdo con cualquiera de
los aspectos anteriores en combinacién con un método de fabricacion de un kit de PRP, un kit de A-PRP o un
dispositivo médico de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de fabricacion de un kit de PRP, un kit de A-PRP o un
dispositivo médico por medio de una maquina de llenado de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores y/o
una maquina de sellado de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores.

En un aspecto, los tubos de hematologia se llenan previamente con una sustancia seleccionada de agar, gelosa,
colageno, quitosano, factores de crecimiento, acido ascorbico, albumina, fibroina, proteinas de fibroina de seda o
acido hialurénico. El agar, la gelosa, el colageno, el acido ascorbico, la albumina, las proteinas de fibroina de seda
pueden mostrar propiedades estabilizantes y/o de viscosidad Utiles para la composicion de la presente invencion. En
un aspecto, el acido hialurénico o el quitosano pueden sustituirse o combinarse con agar, gelosa, colageno, acido
ascorbico, albumina, fibroina y/o proteinas de fibroina de seda. Preferentemente, el acido hialurénico o el quitosano
se pueden sustituir o combinar con fibroina o proteinas de fibroina de seda. En un aspecto, la fibroina o las
proteinas de fibroina de seda pueden combinarse con PRP. En otro aspecto, la fibroina o las proteinas de fibroina
de seda pueden combinarse con quitosano y/o HA en combinacion con PRP. En otro aspecto, la albumina se puede
combinar con PRP. En otro aspecto, la albumina se puede combinar con quitosano y/o HA en combinacion con PRP.
En otro aspecto, la albumina puede combinarse con quitosano y/o HA, proteinas de fibroina de seda, y combinarse
ademas con PRP.

En un aspecto, una sustancia seleccionada de agar, gelosa, colageno, quitosano, factores de crecimiento, acido
ascorbico, albumina, fibroina, proteinas de fibroina de seda o acido hialurénico, y/o combinaciones de los mismos
pueden inyectarse en los tubos de hematologia.

En un aspecto, en lugar de o en combinacién con acido hialurénico, se puede usar o combinar una sustancia similar,
por ejemplo gelosa, agar, colageno, quitosano, albumina y/o proteinas de fibroina de seda, y/o cualquier
combinacion de los mismos.

Preferentemente, el anticoagulante es citrato o citrato de sodio.
Preferentemente, el polimero es un gel tixotropico.

En un aspecto, se puede usar una jeringa o una cubeta en lugar de un tubo o tubo de hematologia. En un aspecto,
cualquier dispositivo que pueda centrifugarse puede usarse en lugar de un tubo.

Preferentemente, el tubo, jeringa, kit o dispositivo es para uso humano o tratamiento humano. En un aspecto, el
tubo, la jeringa, el kit o el dispositivo pueden usarse para animales, o adaptarse para uso veterinario o tratamiento de
animales.

Preferentemente, el método de fabricacion de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores se realiza bajo flujo
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laminar y/o carga biolégica bacteriana controlada.

Preferentemente, la maquina de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores esta ubicada en condiciones de
flujo laminar y/o de carga biolégica bacteriana controlada.

Preferentemente, el blister esta hecho de pelicula APET o PETG. Preferentemente, el sellado se realiza con una
pelicula Tyvek.

Los tubos de hematologia pueden tener diferentes formas y estar hechos de cristal, plastico o metal.
Preferentemente, los tubos estan hechos de plastico, preferentemente COP o COC, preferentemente sin ftalatos.

Los tubos de hematologia tienen, preferentemente, una capacidad de aproximadamente 9 a aproximadamente 10
ml. Preferentemente, los tubos tienen aproximadamente de 11 a 13 cm de longitud y aproximadamente 1,5 cm de
ancho. Para dicha capacidad de tubo, se puede afadir de aproximadamente 1 g a aproximadamente 3 g de gel
tixotrépico, preferentemente aproximadamente 2 g de gel tixotrépico. Para dicha capacidad de tubo, se puede afadir
de aproximadamente 1 g a aproximadamente 3 g de citrato de sodio.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un tubo de hematologia, una jeringa, un kit de PRP, un kit de A-PRP o
un dispositivo médico obtenido mediante un método de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores u
obtenido por medio de una maquina de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores.

Los tubos de hematologia, jeringas, kits y dispositivos de la presente divulgacion se pueden usar, pero no se limitan
a, trombina, concentrado de plaquetas, composicion de PRP, composicion de A-PRP, kit de PRP, kit de A-PRP y
preparaciones cicatrizantes de heridas.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona el uso de una maquina de acuerdo con cualquiera de los aspectos
anteriores para la fabricacion de tubos de hematologia, jeringas, kits de PRP, kits de A-PRP o dispositivos médicos.

Ventajosamente, la estandarizacion se obtiene mediante los procesos de fabricacion de la presente divulgacion.
Ventajosamente, los tubos de hematologia obtenidos por los procesos de fabricacion de la presente divulgacion son
mas fiables en términos de disefio (disefio para uso humano), previsibilidad de resultados y replicabilidad. Los tubos
de hematologia, jeringas, kits de PRP, kits de A-PRP obtenidos por los procesos de fabricacion de la presente
invencion tienen las siguientes ventajas en términos de:

i.) Eficacia como un alto rendimiento de PRP, se obtiene A-PRP, es decir, recuentos de células por tubo (alto
rendimiento de células, es decir, plaquetas y leucocitos),

ii.) Viabilidad celular ya que las células estan menos sujetas a tensiones traumaticas, los procesos de fabricacion
de la presente invencion estan disefiados como procesos no traumaticos,

iii.) Funcionalidad celular a medida que se obtiene una alta funcionalidad celular,

iv.) Seguridad, ya que todo el proceso esta estandarizado con cumplimiento de las buenas practicas médicas, se
realiza bajo flujo laminar y cumple con diversas normas ISO tales como 1SO14644-1, 1ISO14644-3, 1ISO12469,
ISO11607 (1 y 2). Se implementan altos estandares de calidad para las maquinas y los procesos de fabricacion.

Ventajosamente, la formaciéon automatizada de dobles blisteres esta en conformidad con las normas ISO 1ISO11607
(1y2).

En combinacion con los estandares de alta calidad de los procesos de preparacion de PRP o PRP autélogo, las
composiciones de la presente divulgacion estan particularmente adaptadas y son utiles en terapia, cosméticos,
cirugia y otras aplicaciones descritas en el presente documento.

Ademas, los procesos de fabricacién manual actuales de los kits de PRP son exigentes, requieren mucho tiempo y
requieren la intervencion de diversos recursos humanos.

Los procesos de fabricacion automatizados para tubos hematolégicos, kits de A-PRP y kits de PRP de la presente
divulgacion pueden proporcionar muy buenos resultados, para aumentar la calidad de las preparaciones de A-PRP o
PRP en términos de eficacia, viabilidad celular y funcionalidad celular, y al mismo tiempo para proporcionar tubos
hematolégicos, kits de A-PRP vy kits de PRP de estandares de alta calidad con resultados constantes, predecibles y
fiables y que cumplen con altos estandares de seguridad.

La presente divulgacion también se refiere a formulaciones de acido hialurénico y/o quitosano solos o combinados
con un concentrado de plaquetas, preferentemente plasma rico en plaquetas (PRP) adecuado para uso humano.
Estas composiciones también pueden ser adecuadas para uso veterinario.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion que comprende acido hialurénico (HA) de
aproximadamente 1000 KDa a aproximadamente 2000 KDa a una concentracion de aproximadamente el 1,5 % a
aproximadamente el 2,5 %. Preferentemente, la divulgacion proporciona una composicion que comprende acido
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hialurénico de aproximadamente 1400 KDa a aproximadamente 1600 KDa a una concentracion de
aproximadamente el 1,8 % a aproximadamente el 2,2 %. Mas preferentemente, la divulgacion proporciona una
composicion que comprende acido hialurénico de aproximadamente 1550 KDa a una concentraciéon de
aproximadamente el 1,8 % a aproximadamente el 2,2 %, mas preferentemente de aproximadamente el 1,7 % a
aproximadamente el 2 % de concentracion. Dichas composiciones estan particularmente adaptadas para
inyecciones o infiltraciones, inyecciones intradérmicas, aplicaciones subcutaneas, infiltraciones intraarticulares,
fistulas y/o como pegamento bioldgico.

Dichas composiciones de acido hialurénico también estan particularmente adaptadas para una combinacién con un
concentrado de plaquetas, preferentemente un plasma rico en plaquetas (PRP), véase los ejemplos. Para una
manipulaciéon adecuada de PRP combinada con acido hialurénico, se requieren formulaciones especificas de HA ya
que el acido hialurénico fuera de un peso molecular y una concentracion especificos sera demasiado dificil de
manipular y no se adaptara para la aplicacion industrial. Se ha encontrado que un intervalo molecular de
aproximadamente 1400 KDa a aproximadamente 1600 KDa a una concentracién de aproximadamente el 1,8 % a
aproximadamente el 2,2 % esta adaptado para su uso con PRP. Estas propiedades especificas del acido hialurénico
son importantes para mantener una viscosidad adecuada. Se requiere una viscosidad apropiada del acido
hialurénico para su manipulacién, por ejemplo en una jeringa. Ventajosamente, la solucion de HA es una solucion
viscosa homogénea adaptada para combinacidon o mezcla con un concentrado de plaquetas, preferentemente PRP.
Por lo tanto, las formulaciones de acido hialurénico actuales son particularmente adecuadas para aplicacion
industrial ya que un intervalo especifico de peso molecular y concentracion de HA permite la combinacién con un
concentrado de plaquetas, por ejemplo PRP.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicién que comprende acido hialurénico de aproximadamente
1400 KDa a aproximadamente 1600 KDa a una concentracion de aproximadamente el 1,8 % a aproximadamente el
2,2 % y un concentrado de plaquetas, preferentemente plasma rico en plaquetas.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicién que comprende acido hialurénico de aproximadamente al
menos 4000 KDa (aproximadamente 4000 KDa o por encima de 4000 KDa) a una concentracion de
aproximadamente el 1,5 % a aproximadamente el 2,5 %. Preferentemente, la invencion proporciona una
composicion que comprende acido hialurénico de aproximadamente al menos 4000 KDa (aproximadamente 4000
KDa o por encima de 4000 KDa) a una concentracion de aproximadamente el 1,8 % a aproximadamente el 2,2 %,
mas preferentemente de aproximadamente 4000 KDa a aproximadamente el 2 % de concentraciéon. En una
realizacion, la invencién proporciona una composiciéon que comprende acido hialurénico de aproximadamente 4000
KDa a aproximadamente 6000 KDa a una concentracion de aproximadamente el 1,8 % a aproximadamente el 2,2 %.
Dichas composiciones estan particularmente adaptadas para soporte mecanico, para inyecciones intradérmicas,
aplicaciones subcutaneas, correcciones volumétricas y/o viscosuplementacion.

En una realizacion, la presente invencidon abarca una combinacion de al menos dos acidos hialurénicos que difieren
en peso molecular y en concentracion. Tener dos HA que solo difieren en peso molecular no es suficiente, una
concentracion apropiada para cada HA es crucial para poder manipular la combinaciéon de acido hialurénico, por
ejemplo con una jeringa (véanse los ejemplos 1 a 3).

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicion de acido hialurénico que comprende al menos un acido
hialurénico de bajo peso molecular y al menos un acido hialurénico de alto peso molecular, caracterizada por que:

- el acido hialuroénico de bajo peso molecular es inferior a 600 KDa o aproximadamente 600 KDa, y

- el acido hialurénico de alto peso molecular es de aproximadamente 4000 KDa o por encima de 4000 KDa
(aproximadamente al menos 4000 KDa).

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicion de acido hialurénico que comprende un acido hialurénico
de bajo peso molecular y un acido hialurénico de alto peso molecular, caracterizada por que:

- el acido hialurénico de bajo peso molecular es inferior a 600 KDa o aproximadamente 600 KDa, y

- el acido hialurénico de alto peso molecular es de aproximadamente 4000 KDa o por encima de 4000 KDa
(aproximadamente al menos 4000 KDa).

Al menos un acido hialurénico tiene un peso molecular de menos de 600 KDa o un peso molecular de
aproximadamente 600 KDa, y al menos un acido hialurénico tiene un peso molecular de mas de 4000 KDa o un
peso molecular de aproximadamente 4000 KDa. En una realizacién, al menos un acido hialurénico tiene un peso
molecular de aproximadamente 400 KDa a aproximadamente 600 KDa, y al menos un acido hialurénico tiene un
peso molecular de aproximadamente 4000 KDa a aproximadamente 6000 KDa.

El HA puede ser reticulado o no reticulado.

Preferentemente, la relaciéon respectiva es de aproximadamente 2:3 (acido hialurénico de bajo peso molecular a
acido hialurénico de alto peso molecular; es decir, acido hialurénico de menos de 600 KDa o aproximadamente 600
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KDa respecto a acido hialurénico de mas de 4000 KDa o aproximadamente 4000 KDa) con una concentracion total
de aproximadamente el 2,2 % a aproximadamente el 2,8 %. Como alternativa, la relacion respectiva es de
aproximadamente 8:5 con una concentracion total de aproximadamente el 3 % a aproximadamente el 3,5 %. Dichas
formulaciones estan particularmente adaptadas para soporte mecanico, para inyecciones intradérmicas, aplicaciones
subcutaneas, correcciones volumétricas y/o viscosuplementacion. Ventajosamente, dichas combinaciones de acido
hialurénico proporcionan una viscosidad adecuada para la manipulacién (véanse los ejemplos 1 a 3).
Ventajosamente, en la combinacion de HA que difiere en peso molecular, un HA de alto peso molecular puede
aumentar la viscosidad adecuada para soporte mecanico y un HA de bajo peso molecular puede contribuir a la
proliferacién/regeneracion celular al proteger las células y su actividad.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa,
que comprende acido hialurénico, preferentemente una composicion de HA de la presente invencion y
opcionalmente quitosano.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa,
que comprende acido hialurénico, preferentemente una composicion de HA de la presente invencion y un
concentrado de plaquetas, preferentemente PRP, mas preferentemente un PRP de la presente divulgacion.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que
comprende acido hialurénico, preferentemente una composicion de HA de la presente invencién, quitosano y un
concentrado de plaquetas, preferentemente PRP, mas preferentemente un PRP de la presente divulgacion

En un aspecto, la divulgacion proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que
comprende quitosano y un concentrado de plaquetas, preferentemente PRP, mas preferentemente un PRP de la
presente divulgacion. El quitosano puede ser particularmente adecuado en combinacién con HA y/o un concentrado
de plaquetas por sus propiedades estabilizantes y mantenimiento de la viscosidad. El quitosano puede mejorar adn
mas la estabilidad y/o eficiencia de una composicion de PRP-HA. Ademas, el quitosano tiene propiedades de
coagulaciéon a temperatura fisiolégica, es decir, aproximadamente 37 °C. Las propiedades de coagulacion estan
ausentes a temperatura ambiente, lo que hace que el quitosano sea particularmente util para uso humano.
Ventajosamente, no se puede requerir otro activador de la coagulacion que el quitosano en una formulacion de la
presente invencion. Por lo tanto, el quitosano no solo puede ser Util por sus propiedades de estabilizacion y
mantenimiento de la viscosidad, sino también como activador de la coagulacion. Por lo tanto, el quitosano puede ser
particularmente util para todas las formulaciones que requieren un activador de la coagulacion como para la
preparacion de plasma rico en plaquetas. La presencia de quitosano hace que dicha formulacién sea particularmente
adecuada para todas las indicaciones o tratamientos que implican cartilago. En una realizacién de la presente
divulgacion, un activador de la coagulacion de la presente invencion puede sustituirse o combinarse con quitosano.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa,
que comprende acido hialurénico, preferentemente una composicion de HA de la presente invencion y un
anticoagulante.

En un aspecto, la divulgacién proporciona una composicién o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que
comprende acido hialurénico, preferentemente una composicion de HA de la presente invencién, quitosano y un
anticoagulante.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que
comprende quitosano y un anticoagulante.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa,
que comprende acido hialurénico, preferentemente una composicion de HA de la presente invencion y un gel
selector de células.

En un aspecto, la divulgacién proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que
comprende acido hialurdnico, preferentemente una composicion de HA de la presente invencion, quitosano y un gel
selector de células.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que
comprende quitosano y un gel selector de células.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa,
que comprende acido hialurénico, preferentemente una composicion de HA de la presente invencion y un
anticoagulante, y un gel selector de células.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una composicion o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que
comprende acido hialurénico, preferentemente una composicion de HA de la presente invencién, quitosano y un
anticoagulante, y un gel selector de células.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una composicién o un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que
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comprende quitosano y un anticoagulante, y un gel selector de células.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que comprende acido
hialurénico y/o quitosano y sangre completa o un concentrado de plaquetas, preferentemente PRP.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que comprende acido
hialurénico y/o quitosano, un anticoagulante y sangre completa o un concentrado de plaquetas, preferentemente
PRP.

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que comprende acido
hialurénico y/o quitosano, un gel tixotropico y sangre completa o un concentrado de plaquetas, preferentemente
PRP.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que comprende acido
hialurénico y/o quitosano, un anticoagulante, un gel selector de células y sangre completa o concentrado de
plaquetas, preferentemente PRP.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion de acuerdo con la invencién que comprende ademas
sangre completa, un concentrado de plaquetas, plasma rico en plaquetas y/o quitosano.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que comprende una
composicion de acuerdo con la invencién y/o quitosano, y que ademas opcionalmente comprende un anticoagulante
y/o un gel selector de células. HA o quitosano pueden sustituirse en el presente documento o combinarse con
fibroina y/o proteinas de fibroina de seda.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un dispositivo médico o kit que comprende un dispositivo, tubo o jeringa
de acuerdo con la invencion.

El dispositivo puede ser una jeringa, una cubeta o un tubo, incluido cualquier dispositivo que pueda centrifugarse.

Preferentemente, el acido hialurénico es una composicién de HA de la presente invencion. Preferentemente, el
concentrado de plaquetas o PRP es un concentrado de plaquetas o PRP de la presente divulgacion.

Preferentemente, el anticoagulante es citrato de sodio. Preferentemente, el gel selector de células es un gel
tixotrépico. Preferentemente, el acido hialuronico se encuentra en el fondo del tubo o jeringa, seguido de un gel
tixotrépico y encima de un anticoagulante, preferentemente citrato de sodio.

El anticoagulante de la presente invencion puede ser citrato, por ejemplo, una solucién tamponada de citrato de
sodio a 0,10 M o un citrato de sodio anhidro a 3,5 mg/ml. Preferentemente, el citrato de sodio esta a
aproximadamente 0,109 M.

En un aspecto preferido, la divulgacion proporciona un dispositivo, preferentemente un tubo, que comprende
aproximadamente 2,0 g de acido hialuronico de 1550 KDa, aproximadamente 1,9 g de gel de polimero (gel
tixotrépico) y aproximadamente 0,7 ml de solucion de citrato de sodio a aproximadamente 0,109 M.

Preferentemente, el dispositivo, preferentemente un tubo, contiene aproximadamente 1 ml a aproximadamente 2 ml
de acido hialurénico, aproximadamente 2 g de selector de células o gel tixotrépico y aproximadamente 1 ml de
citrato de sodio a 0,109 M.

Ventajosamente, dichas formulaciones estan particularmente adaptadas para aplicacién industrial y uso humano que
tienen (véanse los ejemplos 1 a 3):

- buena estabilidad a temperatura ambiente,

- viscosidad adecuada con buena capacidad de manipulacién que es adecuada para su uso con una jeringa y
aguja (pruebas de flujo),

- sin adyuvante como manitol requerido como, por ejemplo, con Osteonil,
- la presencia de HA de alto peso molecular proporciona estabilidad y tiene un efecto duradero,

- la presencia de HA de bajo peso molecular puede favorecer el crecimiento celular y se metabolizara mas
rapidamente, con una acciéon mas rapida en la viscosuplementacion (alta penetracion).

Las formulaciones de HA y/o el quitosano pueden combinarse adicionalmente con un extracto celular. Se pueden
usar medios enriquecidos.

Dichas formulaciones resultan utiles cuando se requieren nuevas células, por ejemplo, cuando el musculo necesita
fibroblastos.
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En un aspecto, una formulacién de HA de la presente invencion y/o quitosano se puede combinar con un
concentrado de plaquetas y T.C.P. (Fosfato tricalcico).

En otros aspectos, la divulgacion proporciona un dispositivo, preferentemente un tubo, que puede usarse para la
preparacion de una composicion cicatrizante de heridas o una composicion cicatrizante de tejidos, seleccionada
entre:

i) un tubo separador de vidrio que comprende acido hialurénico y/o quitosano, un gel tixotrépico basado en
poliéster y una solucion tamponada de citrato de sodio a 0,10 M,

i) un tubo separador de tereftalato de polietilieno que comprende acido hialurénico y/o quitosano, un gel
altamente tixotropico formado por una mezcla de polimeros y un citrato de sodio anhidro a 3,5 mg/m,

iii) un tubo separador de copolimero olefinico ciclico (COC) o polimero olefinico ciclico (COP) que comprende
acido hialurénico y/o quitosano, un gel tixotrépico a base de poliéster y una solucion de citrato sédico tamponado
a0,10 M, o

iv) un tubo separador de filtro de copolimero olefinico ciclico (COC) o polimero olefinico ciclico (COP) que
contiene acido hialurénico y/o quitosano, y una soluciéon tamponada de citrato de sodio a 0,10 M o un citrato de
sodio anhidro a 3,5 mg/ml.

Preferentemente, la formulacion de HA se mezcla o concentra, preferentemente a aproximadamente el 2 %, en
tampon fosfato (PBS).

Para aplicaciones industriales, el acido hialurénico debe someterse a esterilizaciéon. Sorprendentemente, se ha
descubierto que la irradiacion gamma no es adecuada para el acido hialurénico (véanse los ejemplos). La irradiacion
gamma hace que el acido hialurénico sea inactivo desnaturalizando el acido hialurénico. Las formulaciones de acido
hialurénico de la presente invencion tienen que someterse a un procedimiento especifico para mantener sus
propiedades. Solo se ha determinado que la esterilizacién con vapor es adecuada para la esterilizaciéon de HA
manteniendo las propiedades y la actividad del acido hialurénico (véanse los ejemplos). Se requiere esterilizacion
con vapor para mantener la viscosidad y la funcionalidad de HA como se muestra en los ejemplos.

En otro aspecto, las formulaciones de HA de la presente invencion se esterilizan con vapor. En una realizacion, las
formulaciones de HA se esterilizan con vapor desde aproximadamente 105 °C durante aproximadamente 8 minutos,
hasta aproximadamente 121 °C durante aproximadamente 20 minutos. Preferentemente, el HA se esteriliza con
vapor a aproximadamente 105 °C durante aproximadamente 8 minutos. En una realizacion preferida, el dispositivo o
tubo que comprende la formulacién de HA se esteriliza con vapor.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un cicatrizante de heridas o cicatrizante de tejidos que
comprende una composicién de acuerdo con la invencion.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicion de acuerdo con la invencién para su uso en
terapia.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método o proceso para la preparacion de un cicatrizante de
heridas o cicatrizante de tejidos que comprende una composicion de concentrado de plaquetas o una composicion
de plasma rico en plaquetas, que comprende las etapas de:

a) Centrifugar sangre completa en un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, que comprende una
composicién de acuerdo con la invencién, preferentemente una composiciéon de HA, composicion de quitosano o
una composicion de HA y quitosano, y

b) Recoger el cicatrizante de heridas o el cicatrizante de tejido que comprende una composicioén de concentrado
de plaguetas o una composicion de plasma rico en plaquetas.

Preferentemente, la etapa de centrifugacion se realiza a una fuerza de aproximadamente 1500 g hasta
aproximadamente 2000 g (esta velocidad es con un radio de aproximadamente 20 cm a aproximadamente 2500 a
aproximadamente 3000 rpm). Preferentemente, la etapa de centrifugacion se realiza en un periodo de tiempo
suficiente para formar una barrera entre el plasma que contiene las plaquetas, los linfocitos y los monocitos y el gel
que contiene los eritrocitos. Preferentemente, el tiempo de centrifugacion es de aproximadamente 3 minutos. En una
realizacion preferida, la velocidad de centrifugacion es de aproximadamente 1500 g con un tiempo de centrifugacion
de aproximadamente 5 minutos. El tiempo y la velocidad de centrifugacion dependen de la formulacion presente en
el dispositivo. El experto en la materia puede determinar el tiempo y la velocidad de centrifugacion apropiados de
acuerdo con la composicion usada.

En un aspecto, el cicatrizante de heridas o el cicatrizante de tejidos se separa del plasma completo eliminando la
primera mitad del sobrenadante que contiene el plasma pobre en plaquetas.
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Opcionalmente, después de la etapa de centrifugacion, el concentrado de plaquetas o el plasma rico en plaquetas se
mezcla con el acido hialuroénico y/o el quitosano.

Opcionalmente, después de la etapa de centrifugacion, el dispositivo o tubo se homogeneiza invirtiendo suavemente
el dispositivo o tubo varias veces, lo que da como resultado la suspensién del depdsito celular en el sobrenadante
y/o la homogeneizacion del acido hialurénico y/o quitosano con PRP. A partir de aproximadamente 5 ml de material
de partida (sangre completa) en un tubo, se obtendran de aproximadamente 4 ml a aproximadamente 5 ml de la
mezcla de PRP - Acido hialurénico/quitosano para cada tubo, de los cuales de aproximadamente 2 a
aproximadamente 3 ml de plasma anticoagulado combinados con aproximadamente 2 ml de solucion de acido
hialurénico/quitosano contenida en el dispositivo. El volumen final de la mezcla de PRP-HA es de aproximadamente
4 a aproximadamente 5 ml, con una relacion aproximada de PRP respecto a solucién de acido hialurénico/quitosano
del 50 %.

Opcionalmente, se puede usar una canula para iniciar la homogeneizacion. Para obtener una concentracion celular
mas alta, o una viscosidad mas alta de la mezcla, antes de proceder a la resuspensiéon de plaquetas, se puede
eliminar delicadamente aproximadamente 1 ml de la capa superior del sobrenadante de plasma pobre en plaquetas
(PPP) con una canula larga. Posteriormente se puede resuspender el depdsito celular en el PRP restante mediante
inversiones suaves del tubo (homogeneizacion).

En otro aspecto, la invencién proporciona un proceso o método para la preparaciéon de una composicion cicatrizante
de heridas o una composicion cicatrizante de tejidos que comprende una composicion de concentrado de plaquetas
0 una composicion de plasma rico en plaquetas, que comprende las etapas de:

a) Centrifugar sangre completa en un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa que comprende una
composicion de acuerdo con la invencion, preferentemente una composiciéon de HA, una composicion de
quitosano o una composicion de HA y quitosano,

b) Opcionalmente eliminar plasma pobre en plaquetas, preferentemente aproximadamente 1 ml de la capa
superior del plasma pobre en plaquetas,

c) Opcionalmente homogeneizar la composicion resultante y/o resuspender el depdsito celular en el
sobrenadante, preferentemente invirtiendo el dispositivo, tubo o jeringa,

d) Recoger el cicatrizante de heridas o el cicatrizante de tejido que comprende una composicion de concentrado
de plaquetas o una composicion de plasma rico en plaquetas,

e) Opcionalmente, mezclar mas dicho cicatrizante de heridas o cicatrizante de tejido,

f) Opcionalmente combinar aun mas dicho cicatrizante de heridas o cicatrizante de tejido con al menos una
sustancia adicional y/o uno o mas extractos celulares.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicion de cicatrizante de heridas o cicatrizante de
tejido preparada de acuerdo con un método de la presente divulgacion.

Preferentemente, un dispositivo, preferentemente un tubo o jeringa, de acuerdo con la divulgacion se usa en un
método o proceso de acuerdo con la divulgacion. Preferentemente, el dispositivo, tubo o jeringa no contiene ftalato.

En una realizacion, el cicatrizante de heridas o cicatrizante de tejido se puede combinar con al menos una sustancia
adicional tal como un activador de la coagulacion, suero de trombina, fosfato tricalcico (TCP), un sustituto 6seo,
gluconato de calcio, sacarato de calcio, quitosano, fibroina, proteinas de fibroina de seda, factores de crecimiento,
manitol, colageno, albumina, acido ascoérbico, crema, células grasas, tejido graso, concentrado de médula 6sea,
lubricina, cd-gelatina, toxina botulinica y/o uno o mas extractos celulares, que no son células madre embrionarias
extractos preferentemente un extracto celular autélogo, preferentemente un extracto celular seleccionado de un
extracto de queratinocitos, médula dsea, fibroblastos, células del periostio o corneales, melanocitos y células de
Langerhans; células grasas, células musculares tales como mioblastos y células satélite; osteoblastos; condrocitos;
células del cordon umbilical; células madre no embrionarias, células madre mesenquimatosas (MSC), preadipocitos,
células pre-endoteliales, células de Schwann, células gliales, neuronas o células del tendén de Aquiles.

En una divulgacion, se puede afiadir gluconato de calcio de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 10 %
para la coagulacién apropiada del sitio infectado. En una divulgacion, se puede usar cloruro de calcio. Mas
preferentemente, se puede usar gluconato de calcio a aproximadamente el 10 %. Como alternativa, se puede usar
sacarato de calcio. En un aspecto, se puede usar una combinacion de gluconato de calcio y sacarato de calcio. Por
ejemplo, para 100 ml de solucion, se pueden usar aproximadamente 9,5 g de gluconato de calcio y
aproximadamente 360 mg de sacarato de calcio. Por ejemplo, para una ampolla de dosis Unica de 2 ml se pueden
usar aproximadamente 0,19 g de gluconato de calcio y aproximadamente 7,2 mg de sacarato de calcio para un
contenido de calcio de aproximadamente 0,463 mmol por ampolla de 2 ml. Por ejemplo, para una ampolla de dosis
Unica de 5 ml, se pueden usar aproximadamente 0,47 g de gluconato de calcio y aproximadamente 18 mg de
sacarato de calcio para un contenido de calcio de aproximadamente 1,148 mmol por ampolla de 5 ml. El experto en
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la materia determinara facilmente el contenido de calcio apropiado de acuerdo con el uso especifico.

Las formulaciones de HA de la presente invencion proporcionan un efecto de volumen, con un resultado deseable a
largo plazo en la piel. Las células se alisan o aplanan. Se estimulan los fibroblastos, se protege la actividad de los
fibroblastos. Las formulaciones de HA de la presente invenciéon permiten el mantenimiento de la estructura de los
fibroblastos.

Las formulaciones pueden adaptarse a un uso especifico. Para inyeccion y/o infiltracion, las formulaciones pueden
usarse sin sustancia adicional como una formulacion viscosa.

Como otras aplicaciones Uutiles para experto en la materia/cirujano, se puede obtener un pegamento bioldgico con
PRP, A-PRP o PRP en combinacion con HA sin sustancias adicionales. La dispensacién requiere el uso de un
dispensador doble que permita la formacion del pegamento cuando las sustancias PRP mas HA se inyectan
simultaneamente en el sitio quirdrgico. En una realizacion, se puede usar un dispensador doble para la inyeccion de
una formulacién de la presente invencion.

Para obtener un pegamento biolégico mas fuerte, las formulaciones de HA-PRP de la presente divulgacion se
pueden combinar con un activador de la coagulaciéon como una sal de calcio, preferentemente CaCl2 o trombina,
preferentemente una trombina autdloga. Como alternativa o ademas de CaCl2 o trombina, las formulaciones de HA-
PRP de la presente divulgacion pueden combinarse con gluconato de calcio y/o sacarato de calcio.

Para otras aplicaciones evidentes para el experto en la materia, una membrana suturable puede ser mas adecuada.
Para obtener una membrana suturable, las formulaciones de HA-PRP de la presente divulgacion se pueden
combinar con una concentracién mas alta de activador de la coagulacién como una trombina autéloga u homologa,
una sal de calcio como CaCl2, pero preferentemente gluconato de calcio. Como alternativa o ademas de CaClI2 o
trombina, las formulaciones de HA-PRP de la presente divulgacion pueden combinarse con TCP (fosfato tricalcico).
Las formulaciones de HA-PRP de la presente divulgacion pueden combinarse con TCP para inyeccion profunda y/o
mejora de volumen.

Para la aplicacion de las formulaciones de HA-PRP de la presente divulgacion, el experto en la materia puede usar
varios medios. Por ejemplo, se puede usar un aplicador doble. El acido hialurénico puede estar presente en un
dispositivo, por ejemplo, un tubo o jeringa, y el PRP puede estar presente en otro dispositivo, por ejemplo, un tubo o
jeringa. Como alternativa, las formulaciones de HA-PRP pueden prepararse en un solo dispositivo, por ejemplo, un
tubo o una jeringa.

El HA solo o una combinacion de HA pueden combinarse adicionalmente con al menos un extracto celular, siempre
que la célula no sea una célula madre embrionaria. EI HA solo o una combinacion de HA pueden combinarse
adicionalmente con quitosano, colageno o albumina. El quitosano puede ser de origen animal, por ejemplo,
crustaceos, o de origen vegetal, por ejemplo, champifién de Paris.

Las composiciones de la presente divulgacion pueden usarse como colirio oftalmico (gotas oculares), en
articulaciones (por ejemplo, rodilla), medicina deportiva, lesiones musculares o manguito rotador.

Las composiciones de la presente divulgacién pueden usarse en estética, mesoterapia, relleno de arrugas
(superficiales y profundas), como una mascara post-laser, post-peeling o monoterapia (por ejemplo, purpurina, brillo,
luminosidad o resplandor) o disfuncion eréctil.

Las composiciones de la presente divulgacion pueden usarse en el cuidado de heridas, heridas diabéticas o en
heridas vasculares grandes.

Las composiciones de la presente divulgacion pueden usarse en oftalmologia.

Los métodos de la presente divulgacion permiten la preparacion de una composicion, cicatrizante de heridas o de
tejidos, lista para usar en aproximadamente 5 minutos.

Las composiciones de la presente divulgacion se han probado para determinar su biocompatibilidad, toxicidad y
tolerancia a las implantaciones (datos no mostrados). Ventajosamente, las composiciones de la presente invencion
son adecuadas para aplicacion industrial ya que todos los estudios de biocompatibilidad y pruebas de toxicidad
tienen un resultado favorable. Las composiciones, por ejemplo, no tienen efectos adversos en conejos y los
implantes se reabsorben en 30 dias en la mayoria de los sitios. Las composiciones de HA también se han probado
para determinar el peso molecular, la viscosidad y la concentracion después del envejecimiento acelerado a 50 °C
(datos no mostrados). No se ha identificado ningun compuesto de degradacion notable. Otras pruebas realizadas
incluyen pruebas de citotoxicidad, irritacion, sensibilidad, mutaciones inversas, hemolisis y tromboplastina.

En otro aspecto, la presente divulgacion abarca tubos y/o jeringas que comprenden las formulaciones de la presente
invencion.

Las formulaciones de la presente divulgacion pueden combinarse, almacenarse o administrarse en tubos y/o
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jeringas.

En otro aspecto, la presente divulgacion abarca un kit o dispositivo médico para la preparacion de una formulacion
de acuerdo con la presente invencion.

Las composiciones de HA y/o quitosano se pueden combinar y/o administrar de varias maneras. En un aspecto de la
divulgaciéon, una composicion de acuerdo con la invencion se puede combinar o mezclar con PRP en un
procedimiento como se describe en el documento WO2011/10948. En un aspecto, la formulacion de HA y/o
quitosano esta presente en un tubo y el concentrado de plaquetas o PRP se prepara usando el mismo tubo. EI PRP
y el HA/quitosano se pueden mezclar entre si después de la centrifugacion. Como alternativa, la formulacién de PRP
y HA/quitosano se combina o mezcla en otro dispositivo, por ejemplo, una jeringa. El HA/quitosano, en lugar de estar
presente en un tubo, se inserta en una jeringa que posteriormente se usara también para la preparacion de PRP. La
divulgacion abarca, por lo tanto, todos los dispositivos en los que se puede insertar un HA/quitosano y en los que se
usa el mismo dispositivo para la preparacion de un concentrado de plaquetas. Preferentemente, el HA/quitosano y
PRP se preparan y se mezclan entre si usando solo un dispositivo. En una divulgacion, el HA/quitosano y el PRP se
preparan, mezclan y aplican al paciente (por ejemplo, mediante inyeccion) usando solo un dispositivo. HA/quitosano
significa una composicion de HA solo, una composicién de quitosano solo o una combinacion de HA y quitosano.
Por ejemplo, en otra divulgacion, se afiade o mezcla quitosano a la composicién de HA-PRP.

Como alternativa, la formulacion de HA/quitosano y el concentrado de plaquetas (por ejemplo, PRP) se preparan en
dos dispositivos separados o mas, ya sean tubos, jeringas u otros. Una vez preparado, el HA/quitosano y PRP
pueden mezclarse con el uso de un conector u otro dispositivo, o transferirse a otro dispositivo.

Las formulaciones que comprenden HA y PRP o PRP solo se probaron por sus propiedades y rendimiento usando
dos dispositivos en paralelo llamados tubo RegenBCT para la preparacion de PRP solo y tubo RegenBCT-HA para
una preparacion que combina PRP y acido hialurénico (ejemplo 3). Como alternativa a los tubos RegenBCT, se
pueden usar tubos A-CP en la presente invencion, por ejemplo para combinarlos con HA para obtener tubos A-CP-
HA. Los tubos A-CP, como los tubos RegenBCT, por lo tanto, se puede llenar previamente con HA, quitosano y/o
fibroina o proteinas de fibroina de seda. Ventajosamente, las formulaciones que comprenden HA y PRP en
comparacion con PRP solo mostraron:

- pH idéntico,
- resultados equivalentes en la eliminacion de glébulos rojos con una recuperacion inferior al 0,5 %,

- reduccion equivalente del contenido de glébulos blancos en PRP, en comparacion con sangre completa con
aproximadamente el 85 % de los leucocitos eliminados y con la misma distribuciéon en los subconjuntos de
glébulos blancos con una baja contaminacion de granulocitos, que se sabe que son proinflamatorios,

- una concentracion de plaquetas mas alta que la concentracion de plaquetas en sangre,

- un patrén de respuesta similar en los dos tipos de preparaciones de plaquetas para expresion de selectina, con
un aumento de la expresion de selectina P en respuesta a la activacion especifica con ADP,

- una respuesta al estrés hipotdnico que fue de la misma amplitud en ambos tipos de preparaciones de plaquetas
y permanecio sin cambios durante el periodo de 4 horas, y

- capacidad de agregarse en respuesta a la activacion con colageno y esta capacidad se mantuvo al mismo nivel
a tiempo T =4 horas.

Mas especificamente, el PRP obtenido con el tubo RegenBCT-HA tiene una alta recuperacion de plaquetas (60-70
%), una recuperacion parcial de glébulos blancos (aproximadamente el 15 %), con un agotamiento selectivo (95 %)
de granulocitos y casi sin contaminacion de globulos rojos (<0,5 %).

Sorprendentemente, se encontré un mayor numero de plaquetas en el RegenBCT-HA PRP después de cuatro
horas, lo que puede deberse a la liberaciéon en el plasma de algunas plaquetas de la fraccion de acido hialurénico
durante la duracion del experimento. Por lo tanto, las formulaciones de HA-PRP de la presente divulgacion pueden
tener un efecto duradero ya que las plaquetas se liberan con el tiempo. De importancia, una concentracion
demasiado alta de plaquetas puede tener un efecto inhibidor. La liberacién progresiva de plaquetas usando las
composiciones, dispositivos y métodos de la presente divulgacion representa una ventaja importante.

Ventajosamente, la formulaciéon de HA-PRP resultante es una suspensién de plaquetas en un armazon
tridimensional (HA) con una concentracion cercana al valor sanguineo fisiologico, en el que las plaquetas han
mantenido su integridad y funcionalidad.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona formulaciones de HA-PRP caracterizadas por que:
- concentracion de globulos rojos de menos de 0,5 x 10%/mm3, preferentemente menos de 0,3 x 10%/mm3, mas
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preferentemente menos de 0,1 x 108/mm?3

- casi sin contaminacion de gldbulos rojos con una recuperacion de gldbulos rojos de aproximadamente 0,49 +
0,25 %

- recuperacion de globulos blancos de aproximadamente 14,56 + 10,66 %

- la distribucion de granulocitos a tiempo T = 0 es aproximadamente el 18 %, a tiempo 4 horas es
aproximadamente el 23 %, la distribucion de células mononucleares a tiempo T = 0 es aproximadamente el 82 %
y a tiempo 4 horas es aproximadamente el 77 %

- agotamiento selectivo de aproximadamente el 95 % de granulocitos
- la recuperacion de células mononucleares es aproximadamente 37,87 + 25,17 %
- la recuperacion de granulocitos es aproximadamente 5,48 + 4,92 %,

- los factores de concentracién final de plaquetas en las mezclas de PRP-HA fueron aproximadamente 0,71 %
0,14 y aproximadamente 0,85 + 0,17 respectivamente a tiempo T = 0 y cuatro horas mas tarde

- los factores de concentracion final de plaquetas con RegenBCT-HA PRP fueron aproximadamente 1,53 + 0,36 y
aproximadamente 1,86 + 0,45 respectivamente a tiempo T = 0 y cuatro horas tarde

- la recuperacion de plaquetas es de aproximadamente 59,43 + 14,48 % a tiempo T = 0 y aproximadamente
71,70 £ 15,14 % cuatro horas mas tarde,

- volumen de partida de aproximadamente 5 ml a aproximadamente 55 ml de sangre completa,
aproximadamente 2,4 volumenes de PRP, aproximadamente 2,7 volimenes eliminados y aproximadamente 5,2
ml de PRP-HA

- valor de pH de aproximadamente 7,7

La eficacia de las formulaciones de HA-PRP se ha evaluado en pacientes que comparan formulaciones de PRP
usando el tubo REGENBCT Yy las formulaciones de HA-PRP usando los tubos REGENBCT-HA (véase el ejemplo 4).
Como se muestra en la figura 19, se demuestra evidencia de afinidad por HA y factores de crecimiento (GF) para
PDGF y EGF. Se observa una liberacién de GF mucho mas fuerte en una combinacién de HA con PRP que PRP
solo.

Sorprendentemente, la entrega de GF en fase temprana (PDGF-AA, PDGF-BB y EGF) es distinta entre una
preparacion de PRP solo (BCT) frente a una combinacion de PRP y HA (BCT HA), véase las figuras 20 y 21.

Una combinacion de PRP y HA es muy efectiva en la fase temprana con una liberacion de GF mucho mayor,
particularmente para PDGF-BB hasta aproximadamente el dia 3 o el dia 4 y para EGF hasta aproximadamente el
dia 1 o el dia 2. Esto es particularmente importante en todos los casos en los que se requiere una liberacion rapida y
fuerte de GF, por ejemplo, en el cuidado de heridas. Ventajosamente, dicha liberacion de GF en fase temprana
mejora el tiempo de cicatrizacion de la herida y disminuye rapidamente el dolor. Por ejemplo, una formulacion de
HA-PRP de acuerdo con la invencion es util en el dolor agudo. Por lo tanto, las presentes formulaciones de HA
también pueden tener un efecto de fase temprana.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion cicatrizante de heridas, composicion cicatrizante de
tejidos, composicion celular, composicion de A-PRP, composicion de PRP, suero de trombina o agente hemostatico
obtenido usando un tubo de hematologia, una jeringa, un kit de A-PRP, un kit de PRP o dispositivo médico de
acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores, obtenido mediante el uso de una maquina de acuerdo con
cualquiera de los aspectos anteriores u obtenido mediante un método de acuerdo con cualquiera de los aspectos
anteriores, en el que la composicién cicatrizante de heridas, la composicién cicatrizante de tejidos, la composicion
celular, la composicion de plasma rico en plaquetas, la composicion de A-PRP o el agente hemostatico se combinan
con un activador de la coagulacion, suero de trombina, fosfato tricalcico (TCP), un sustituto 6seo, gluconato de
calcio, sacarato de calcio, quitosano, fibroina, proteinas de fibroina de seda, factores de crecimiento, manitol,
colageno, albumina, acido ascorbico, crema, células grasas, tejido graso, concentrado de médula 6sea, lubricina, cd-
gelatina, toxina botulinica y/o uno o mas extractos celulares, que no son extractos de células madre embrionarias,
preferentemente un extracto de células autélogas, preferentemente un extracto de células seleccionado de un
extracto de queratinocitos, médula dsea, fibroblastos, células del periostio o corneales, melanocitos y células de
Langerhans; células grasas, células musculares tales como mioblastos y células satélite; osteoblastos; condrocitos;
células del cordon umbilical; células madre no embrionarias, células madre mesenquimatosas (MSC), preadipocitos,
células preendoteliales, células de Schwann, células gliales, neuronas o células del tendén de Aquiles.

En un aspecto, un aparato adicional permite la combinaciéon automatica de una composicion de PRP o una
composicion de A-PRP con un activador de la coagulacién, suero de trombina, fosfato tricalcico (TCP), un sustituto
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6seo, composicion de acido hialurénico, gluconato de calcio, sacarato de calcio, quitosano, fibroina, proteinas de
fibroina de seda, factores de crecimiento, manitol, colageno, albumina, acido ascérbico, crema, células grasas, tejido
adiposo, concentrado de médula 6sea, lubricina, cd-gelatina, toxina botulinica y/o uno o mas extractos celulares, que
son no extractos de células madre embrionarias.

En un aspecto, un activador de la coagulacioén, suero de trombina, gel selector de células, fosfato tricalcico (TCP), un
sustituto 6seo, composicién de acido hialurénico, gluconato de calcio, sacarato de calcio, quitosano, fibroina,
proteinas de fibroina de seda, factores de crecimiento, manitol, colageno, albumina, acido ascérbico, crema, células
grasas, tejido graso, concentrado de médula 6sea, lubricina, cd-gelatina, toxina botulinica y/o uno o mas extractos
celulares, que no son extractos de células madre embrionarias, se precargan, inyectan o insertan en los tubos de
hematologia.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion cicatrizante de heridas, composicion cicatrizante de
tejidos, composicion celular, composicidon, composiciéon de concentrado de plaquetas, composicién de HA,
composicion de quitosano, composicion de PRP, composicion de A-PRP, suero de trombina o agente hemostatico
obtenido mediante el uso de un tubo de hematologia, jeringa, kit de A-PRP, kit de PRP o dispositivo médico de
acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores, obtenido mediante el uso de una maquina de acuerdo con
cualquiera de los aspectos anteriores u obtenido mediante un método de acuerdo con cualquiera de los aspectos
anteriores para su uso en odontologia, ortopedia, medicina deportiva, cosmética, estética, cirugia, oftalmologia y/o
mesoterapia.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona el uso de una composicion cicatrizante de heridas, composicion
cicatrizante de tejidos, composicion celular, composicion de concentrado de plaquetas, composicion de HA,
composicion de quitosano, composicion de PRP, composicion de A-PRP, suero de trombina o agente hemostatico
obtenido mediante el uso de un tubo de hematologia, jeringa, kit de A-PRP, kit de PRP o dispositivo médico de
acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores, obtenido mediante el uso de una maquina de acuerdo con
cualquiera de los aspectos anteriores u obtenido mediante un método de acuerdo con cualquiera de los aspectos
anteriores para la regeneracion celular, para la adhesion de tejidos, para promover la cicatrizacion de heridas o la
cicatrizacion de tejidos y/o el sellado y/o la regeneracion de un tejido y/o un cartilago y/o un hueso y/o un nervio en
una herida o tejido de un ser humano o animal, o para inducir la regeneracion periodontal en una herida o un defecto
periodontal de un mamifero con enfermedad periodontal u otra afeccion que requiera la regeneracion periodontal, o
para la reconstitucion de ligamentos y/o cartilagos, o para promover la regeneracion cutanea en una cicatriz o una
arruga, o para aumentar el volumen del tejido adiposo en un mamifero con un injerto de grasa dérmica u otra
afeccion que requiera la regeneracion del tejido adiposo, o para inducir la regeneracién del miocardio en un
mamifero con deficiencia miocardica u otra afeccion que requiera la regeneracion del tejido miocardico, o para
inducir la regeneracion corneal en un mamifero con deficiencia corneal u otra afeccidon que requiera regeneracion
corneal, o para inducir la regeneracion articular o cartilaginosa en un mamifero con deficiencia articular o
cartilaginosa u otra afeccion que requiera la regeneracion del tejido articular o cartilaginoso, o para promover la
regeneracion cutdnea en una cicatriz, una arruga o una deficiencia de grasa de seres humanos o animales
inferiores, o para inducir la regeneracion del nervio periférico en un mamifero con dafo al nervio periférico, sutura
nerviosa o lesion de la médula espinal u otra afeccidon que requiera la regeneracion del nervio periférico, o para
inducir la regeneracion 6sea en un mamifero con dafio 6seo, deficiencia 6sea u otra afeccion que requiera
regeneracion 6sea, 0 para inyecciones para ortopedia e inyecciones para estética, o para regeneracion y/o
rejuvenecimiento de los tejidos de la piel, particularmente para promover y/o iniciar la regeneracion de la piel, tal
como reducir las arrugas de la piel, arrugas profundas, acné, quemaduras, cicatrices de rubéola o viruela, vitiligo y
lipoatrofia, mejora de las lineas nasolabiales y tratamiento de dafios o trastornos de la piel, tales como quemaduras
en la piel, sarcoma de Kaposi, queloides de la piel o fibromatosis palmar de Dupuytren y en la reduccion del dolor
asociado con la regeneracion de la piel y los tejidos, o para tratamientos de cicatrizacion o regeneracién de heridas o
de tejidos, especialmente el tratamiento de heridas traumaticas o quirurgicas tales como la colocacion y/o retencion
y/o sellado de injertos nativos o protésicos; tratamiento de vasculitis; Ulceras tales como Ulceras neuropaticas
diabéticas o ulceras por decubito, Ulcera diabética, Ulcera perforante o Ulcera diabética perforante, artritis, artrosis,
pseudoartritis, radiodermatitis y fistulas de cierre, o para trastornos cardiacos, regeneracion cardiaca tal como en el
tratamiento de insuficiencia cardiaca, insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia cardiaca isquémica y no isquémica
y cardiomiopatia, o para trastornos 6seos, cartilaginosos y articulares tales como dafio condral, lesion cartilaginosa
y/o 6sea tal como dafio y/o erosion profunda del cartilago y/o artroscopia, rotura de tendones y del manguito rotador
en el hombro o para trastornos corneales tales como el sindrome del ojo seco; opacidad corneal tal como las
causadas por quemaduras quimicas, afliccion por el sindrome de Steven Johnson; formacion de tejido cicatricial en
la cornea y Ulceras corneales, o por dafio al nervio periférico, sutura nerviosa y lesion de la médula espinal.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona el uso de una composicion cicatrizante de heridas, composicion
cicatrizante de tejidos, composicion, composicion celular, composicion de concentrado de plaquetas, composicion de
HA, composicion de quitosano, composicion de PRP, composiciéon de A-PRP, suero de trombina o agente
hemostatico obtenido mediante el uso de un tubo de hematologia, una jeringa, un kit de A-PRP, un kit de PRP o un
dispositivo médico de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores, obtenido mediante el uso de una maquina
de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores u obtenido mediante un método de acuerdo con cualquiera de
los aspectos anteriores en una herida, un tejido dafiado, hueso dafiado o defecto o cavidad periodontal.
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En otro aspecto, la divulgacidon proporciona un uso de una composicién cicatrizante de heridas, composicion
cicatrizante de tejidos, composicién, composicion celular, composicion de concentrado de plaguetas, composicion de
HA, composicion de quitosano, composicion de PRP, composicién de A-PRP, suero de trombina o agente
hemostatico obtenido mediante el uso de un tubo de hematologia, una jeringa, un kit de A-PRP, un kit de PRP o un
dispositivo médico de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores, obtenido mediante el uso de una maquina
de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores u obtenido mediante un método de acuerdo con cualquiera de
los aspectos anteriores para la fabricacion de un medicamento para la cicatrizacion de heridas o tejidos o para
promover el crecimiento 6seo o periodontal y/o la regeneracion ésea y/o tisular, tal como regeneracion de piel,
cartilago, musculo, tenddn, ligamento, tejido adiposo, cornea, nervios periféricos, médula espinal u 6sea.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona el uso de una composicion cicatrizante de heridas, composicion
cicatrizante de tejidos, composicion, composicion celular, composicion de concentrado de plaquetas, composicion de
HA, composicion de quitosano, composicion de PRP, composicion de A-PRP, suero de trombina o agente
hemostatico mediante el uso de un tubo de hematologia, una jeringa, un kit de A-PRP, un kit de PRP o un dispositivo
médico de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores, obtenido mediante el uso de una maquina de acuerdo
con cualquiera de los aspectos anteriores u obtenido mediante un método de acuerdo con cualquiera de los
aspectos anteriores para la fabricacion de una preparacién cosmética para su uso como agente antienvejecimiento o
agente reparador de la piel, tal como un agente reparador de cicatrices, un agente reparador de lipoatrofias, un
agente de relleno y/o reparacion de arrugas, para preparacion estética, control del envejecimiento, corrector de
volumen y/o estimulador capilar.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona el uso de una composicion cicatrizante de heridas, composicion
cicatrizante de tejidos, composicion, composicion celular, composicion de concentrado de plaquetas, composicion de
HA, composicion de quitosano, composicion de PRP, composiciéon de A-PRP, suero de trombina o agente
hemostatico obtenido mediante el uso de un tubo de hematologia, una jeringa, un kit de A-PRP, un kit de PRP o un
dispositivo médico de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores, obtenido mediante el uso de una maquina
de acuerdo con cualquiera de los aspectos anteriores u obtenido mediante un método de acuerdo con cualquiera de
los aspectos anteriores para la fabricacion de una preparacion cosmética para su uso en odontologia, ortopedia,
artritis, artrosis, pseudoartritis u otros. En una realizacién, la composicién cicatrizante de heridas o la composicién
cicatrizante de tejidos se aplica en una cavidad dental, en una Ulcera diabética, Ulcera perforante, Ulcera diabética
perforante u otras.

En un aspecto, la composicion cicatrizante de heridas, composicion cicatrizante de tejidos, composicion,
composicion celular, composicidon de concentrado de plaquetas, composiciéon de HA, composicién de quitosano,
composicion de PRP, composicion de A-PRP, suero de trombina o agente hemostatico se puede combinar con
fosfato tricalcico (TCP), con cualquier sustituto éseo y/o acido hialurénico/quitosano preferentemente antes de la
formacion del coagulo. La composicion puede usarse como corrector de volumen (TCP a 10-30 micras), en
odontologia, ortopedia (TCP a 50 micras).

Las combinaciones incluyen TCP, acido hialurénico/quitosano y una composicion de PRP. Una combinacion
preferida incluye TCP, acido hialurénico/quitosano y una composicion de A-PRP. Las combinaciones incluyen TCP,
acido hialurénico, gelosa, quitosano, albumina, manitol, factores de crecimiento, acido ascorbico, colageno y/o seda
con una composicion de A-PRP o composicién de PRP.

La formacién de un coagulo es un proceso de multiples etapas o en cascada y varias de estas etapas requieren la
presencia de iones de calcio. Al eliminar los iones de calcio presentes en la sangre completa, como es el efecto
cuando la sangre se recoge en citrato, se puede evitar que la sangre se coagule. Un agente quelante de calcio
(también denominado en el presente documento anticoagulante) es un compuesto quimico que reacciona con el
calcio, presente en la sangre, de modo que el calcio ya no puede funcionar en la coagulacién de la sangre. El agente
quelante mas comun es una sal de acido citrico (citrato), ya que tiene la menor cantidad de efectos secundarios en
los componentes del sistema de coagulacion. Al recoger sangre en un medio que contiene un agente quelante de
calcio tal como citrato, la recogida de muestras y otras preparaciones de la muestra citrada se pueden realizar
durante un periodo de tiempo de hasta varias horas. El agente quelante de calcio preferido es el citrato de sodio.

Se puede usar una solucién tamponada de citrato de sodio a aproximadamente 0,10 M o un citrato de sodio anhidro
a aproximadamente 3,5 mg/ml.

Como alternativa, se pueden usar hirudina, bencilsulfonil-d-Arg-Pro-4-amidinobencilamida (BAPA), heparina, citrato,
acido citrico-citrato-dextrosa  (ACD), citrato-teofilina-adenosina-dipiridamol ~ (CTAD) o  potasio-acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulantes. La combinacion de anticoagulantes se puede usar e
inyectar en los tubos de hematologia a través de diversos o los mismos inyectores, secuencial o simultaneamente.

En una divulgacion, en lugar de suero de trombina, se puede usar un activador de la coagulacion alternativo tal
como cloruro de calcio o sacarato de calcio, preferentemente gluconato de calcio.

En una divulgacion, se pueden usar multiples activadores de la coagulacion en combinacion, preferentemente suero
de trombina con gluconato de calcio y opcionalmente sacarato de calcio.
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Ventajosamente, los métodos de la presente divulgacion permiten la manipulacién de la sangre en un circuito
completamente cerrado durante todo el proceso, desde el proceso de fabricacion, recogida de sangre, manipulacion
hasta la aplicacion o inyeccion al paciente. Por lo tanto, todos los dispositivos y kits estan adaptados para una
manipulacion de circuito completamente cerrado con el fin de evitar el contacto directo de la sangre y los tubos de
hematologia con el aire.

Ventajosamente, los métodos de la presente divulgacion reducen el estrés oxidativo y reducen el tiempo de
manipulacioén ex vivo.

Ademas, la presente divulgacion proporciona nuevas formulaciones de A-PRP y/o células frescas que comprenden
acido hialurénico y/o quitosano y que son adecuadas para procesos de fabricacion automatizados.

Ademas del A-PRP o la preparacion autéloga de células frescas, existe una necesidad de un soporte mecanico y
bioldgico para la migracién y expansion, y eventualmente diferenciacion, de las células. Las células y los factores de
crecimiento necesitan una matriz provisional para mejorar su expansion bioldgica.

En un aspecto de la divulgacion, una composicion de la presente divulgacion es util como matriz, soporte semisolido,
medio celular o Gtil para cualquier cultivo celular. En un aspecto, la invencién proporciona una matriz, soporte
semisolido o un medio celular que comprende una composiciéon de acuerdo con la invencién. En una realizacion, la
matriz, el soporte semisoélido o el medio celular comprende acido hialurénico y/o quitosano, preferentemente una
composicion de HA y/o quitosano de la presente divulgacion. En una realizacion, la matriz, el soporte semisdlido o
los medios celulares pueden comprender ademas un concentrado de plasma, preferentemente PRP. En una
divulgacion, la matriz, el soporte semisélido o los medios de comunicacion celular pueden comprender ademas
factores de crecimiento. En una divulgacion, la matriz, el soporte semisélido o los medios celulares pueden
comprender ademas al menos un extracto celular, preferentemente extracto celular fresco o células frescas. Dicho
extracto celular puede ser cualquier extracto celular como se desvela en el presente documento, siempre que los
extractos celulares no sean extractos de células madre embrionarias. Por ejemplo, se pueden usar células madre
adiposas, fibroblastos o células de pancreas. En una realizacion preferida, la matriz, el soporte semisélido o el medio
celular que comprende una composicién desvelada en el presente documento se expande in vivo.

Ventajosamente, dicho medio celular es un medio enriquecido favorable para la expansion celular y/o el crecimiento
celular. Dichos medios celulares también pueden representar un medio adecuado para el transporte, medios
adecuados para la conservacion de células, tejidos u érganos. Dichos medios pueden ser Utiles para los injertos y
pueden preservar las células hasta que se realice el injerto. Una vez aplicada en el paciente, dicha matriz, soporte
semisolido o medio celular puede combinarse con un concentrado de plaquetas o PRP. Dichos medios celulares
pueden ser adecuados para aplicacion clinica, como implantes, para inyeccién, para aplicacion solos o como
sustituto 6seo, pero también para fines de investigacion, por ejemplo para el desarrollo de lineas celulares.

En una divulgacion, la concentracion total de la composicion de HA y PRP, preferentemente una composicion de HA
y PRP de la presente invencién, en un medio celular esta entre aproximadamente el 15 % y aproximadamente el 60
%, preferentemente el 40 %. Por ejemplo, en un medio celular de HA y PRP, el PRP puede estar presente a una
concentracion de aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 40 %, preferentemente a una concentracion de
aproximadamente el 20 %, y el HA a una concentraciéon de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 20 %.
Una concentracion superior al 60 % de HA y PRP parece inhibidora para las células. Dicha composicién de HA y
PRP se ha probado con células madre adiposas. Ventajosamente, dicha composicién puede reemplazar a BSA
(albumina de suero bovino) o una sustancia similar presente en un medio. La composicion de HA y PRP puede
comprender preferentemente ademas una solucion salina, DMEM, RPMI y/o cualquier otra solucién o medio de
cultivo adecuado, preferentemente a una concentracion de aproximadamente el 60 %.

Preferentemente, la divulgacion proporciona una composicion que comprende células frescas y factores de
crecimiento, en un soporte semisolido de acido hialurénico o quitosano, preferentemente una composicion de HA y/o
quitosano de la presente invencioén, preferentemente expandida in vivo, en el propio paciente.

Por lo tanto, la divulgaciéon también proporciona un nuevo modelo o composicién de ingenieria tisular compuesta
solo de células frescas y factores de crecimiento, en un soporte semisélido de acido hialurénico o quitosano,
expandido in vivo, en el propio paciente en lugar de un laboratorio remoto.

Otros usos pueden incluir la cicatrizacion de heridas o para promover el crecimiento 6seo o periodontal y/o la
regeneracion 6sea y/o tisular.

Otros usos pueden incluir la fabricacion de una preparacién cosmética para su uso como agente antienvejecimiento
0 agente reparador de la piel, como un agente reparador de cicatrices, un agente de relleno y/o reparacion de
arrugas.

Otros usos pueden incluir la fabricacién de una preparacién cosmética para su uso como preparacion estética,
control del envejecimiento, corrector de volumen, sensacion de arrugas, reduccién de manchas marrones y/o
estimulador capilar. Las composiciones se pueden aplicar sobre y/o alrededor de los ojos, labios, parpados, cara,
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cuello, pecho, cuero cabelludo, cabello, manos y todo el resto del cuerpo y/o genitales masculinos y femeninos. En
una realizacion, la preparacion cosmética y/o preparacion estética se combina con un agente cosmético, crema
cosmética o mascara cosmética. Otros usos incluyen en estética, por ejemplo, como relleno.

Las presentes formulaciones pueden aplicarse sobre una mascara.

Otros usos pueden incluir la reconstitucion de ligamentos y/o cartilagos. Ventajosamente, el tiempo de reconstitucion
de ligamentos y/o cartilagos usando una composiciéon de la presente invencion se divide por un factor 2 o 3 en
comparacién con los métodos conocidos.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicion cicatrizante de heridas, composicion
cicatrizante de tejidos, composicion celular, composicion de concentrado de plaquetas, composicion de HA,
composicion de quitosano, composicion de PRP, composicion de A-PRP, suero de trombina o agente hemostatico
de acuerdo con la invencién y un vehiculo farmacéutica o cosméticamente aceptable.

Otros usos pueden incluir la fabricacion de un medicamento para la cicatrizacion de heridas o tejidos, mesoterapia,
intramuscular, o para promover el crecimiento 6seo o periodontal y/o la regeneracion 6sea y/o tisular, tal como
regeneracion de piel, cartilago, musculo, tendén, tejido adiposo, cornea, nervios periféricos, columna vertebral u
Osea.

Otros usos pueden incluir la fabricacion de una preparacién cosmética para su uso como agente antienvejecimiento
o agente reparador de la piel, tal como agente reparador de cicatrices, agente reparador de lipoatrofias o agente de
relleno y/o reparacion de arrugas.

Otros usos pueden incluir la regeneracion y/o el rejuvenecimiento de tejidos, huesos y/o cartilagos. Otros usos
pueden incluir el tratamiento de Ulceras neuropaticas diabéticas o Ulceras por decubito; dafios en huesos y cartilagos
tales como cartilago articular profundo o dafios condrales tales como reparacion quirirgica de tendones
desgarrados; artritis en las articulaciones causada por traumas o por envejecimiento; trastornos del manguito
rotador; heridas que no cicatrizan tales como heridas que no cicatrizan tales como heridas inducidas por vasculitis,
por ejemplo en extremidades equinas inferiores; enfermedades periodontales; cirugia de implantes; cirugia
cardiovascular, toracica, de trasplante, de cabeza y cuello, oral, gastrointestinal, ortopédica, neuroquirurgica y
plastica; mesoterapia y/o inyecciones de mesoterapia; dafios musculares cardiacos tales como insuficiencia
cardiaca cronica, insuficiencia cardiaca, trastornos isquémicos y no isquémicos, cardiomiopatia; enfermedad por
reflujo gastroesofagico; incontinencia anal o urinaria; cirugia facial tal como alopecia inducida por cirugia facial
(alopecia debido a la pérdida del foliculo piloso en las areas de quemaduras laterales), pérdida de cabello, alopecia,
cirugia de estiramiento facial (ritidectomia), rinoplastia, injertos de grasa dérmica (en el tratamiento del aumento
facial, hemiatrofia congénita de la cara, tal como atrofia nasal congénita del cartilago y lipoatrofia, tal como en
pacientes que padecen VIH/SIDA, disfuncion genital, erosion y artroscopia); complicaciones de cicatrizacion de
heridas tales como después de una blefaroplastia de parpados; trastornos corneales tales como opacidad corneal tal
como las causadas por quemaduras quimicas, afliccion por el sindrome de Steven Johnson y Ulceras corneales;
formacion de tejido cicatricial en la cérnea; sindrome del ojo seco; enfermedades hematoldgicas tales como
talasemia; dafio al nervio periférico, sutura nerviosa y lesion de la médula espinal; defectos o trastornos 6seos tales
como injerto 6seo o fractura 6sea, dafios en la piel o trastornos tales como el acné (especialmente después del
tratamiento de dermoabrasion), quemaduras, cicatrices de rubéola o viruela, vitiligo, lipoatrofia, sarcoma de Kaposi,
queloides de la piel o fibromatosis palmar de Dupuytren.

Otros usos pueden incluir la cicatrizacion de tejidos, incluida la regeneracion y reparacion 6sea, mitogénesis,
angiogénesis y/o activacion de macrofagos.

Las ventajas adicionales y las caracteristicas novedosas de esta invencion se expondran en parte en la descripcion
que sigue, y en parte seran evidentes para los expertos en la materia al examinar la siguiente memoria descriptiva o
pueden ser aprendidas por la puesta en practica de la invencion. Los objetos y ventajas de la invencion pueden
realizarse y alcanzarse por los medios indicados en las reivindicaciones adjuntas.

Otros usos pueden incluir particularmente la hemostasia, la regeneracion, revitalizacion, hidratacion y/o estimulacion
de tejidos, como pegamento bioldgico, sellador bioadhesivo o relleno bioldgico.

Otros usos pueden incluir particularmente el cuidado de heridas, cirugia, inyecciones para ortopedia e inyecciones
para correcciones estéticas, cosméticas o de volumen.

Otros usos pueden incluir la regeneracion y/o el rejuvenecimiento de los tejidos de la piel, particularmente para
promover y/o iniciar la regeneracion de la piel, tal como reducir las arrugas de la piel, arrugas profundas, acné
(especialmente después del tratamiento de dermoabrasién), quemaduras, cicatrices de rubéola o viruela, vitiligo y
lipoatrofia (por ejemplo, composiciones antienvejecimiento y composiciones de regeneracion de la piel), mejora de
las lineas nasolabiales y tratamiento de dafios o trastornos de la piel, tales como quemaduras cutaneas, sarcoma de
Kaposi, queloides de la piel o fibromatosis palmar de Dupuytren, en la reduccion del dolor asociado con la
regeneracion de la piel y los tejidos, para almohadillas hemorroidales, disfuncion eréctil, caverna, fibrosis de cuerpos
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cavernosos, enfermedad de La Peyronie, vagina y/o labios.

Otros usos pueden incluir la cicatrizacion de heridas o tejidos, tratamientos de regeneracion o medicina deportiva
para la rodilla, el codo, los musculos (desgarrados), la médula espinal, un disco vertebral, tendén, ligamento, el
tratamiento de heridas traumaticas o quirurgicas, tal como el ajuste y/o la retencion y/o el sellado de injertos nativos
o protésicos (especialmente piel, injertos dseos y/o prétesis dentales o implantes o similares, incluido también el sitio
donante de injerto); tratamiento de artritis, artrosis, gonartritis, tendinitis, manguito rotador, tratamiento de vasculitis;
Ulceras tales como Ulceras neuropaticas diabéticas o Ulceras por decubito; radiodermatitis (por ejemplo, después de
la irradiacion sobre un carcinoma epidermoidal de piel) y fistulas de cierre (tales como para ciclistas).

Otros usos pueden incluir el tratamiento de trastornos cardiacos, regeneracion cardiaca tal como en el tratamiento
de insuficiencia cardiaca, insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia cardiaca isquémica y no isquémica y
cardiomiopatia.

Otros usos pueden incluir el tratamiento de la incontinencia urinaria y/o anal.
Otros usos pueden incluir el tratamiento de la esofagitis por reflujo y/o el trastorno por reflujo gastroesofagico.

Otros usos pueden incluir el tratamiento de dafios en la piel, tal como en pieles dafadas por radiaciones
(radiodermatitis o piel dafiada por el sol), pieles envejecidas o quemadas y/o en la mejora de arrugas faciales,
ritidos, acné (especialmente después del tratamiento de dermoabrasion), quemaduras, cicatrices de rubéola o
viruela, vitiligo, lipoatrofia o lipodistrofia, sarcoma de Kaposi, queloides de la piel o fibromatosis palmar de Dupuytren
y/o en tratamientos de rejuvenecimiento de la piel.

Otros usos pueden incluir el tratamiento de la lipoatrofia, como en pacientes con VIH/SIDA y en otras hemiatrofias
congénitas de la cara, tales como la atrofia nasal congénita del cartilago. Otros usos pueden incluir el tratamiento de
huesos, cartilagos y trastornos articulares tales como dafio condral, artritis, artrosis, cartilago y/o lesiones 6seas
como dafio y/o erosién de cartilago profundo y/o artroscopia, rotura de tendones y manguito rotador en el hombro.

Otros usos pueden incluir el tratamiento de enfermedades hematoldgicas tales como la talasemia.

Otros usos pueden incluir el tratamiento de trastornos corneales como el sindrome del ojo seco; opacidad corneal tal
como las causadas por quemaduras quimicas, afliccion por el sindrome de Steven Johnson; formacion de tejido
cicatricial en la cérnea y Ulceras corneales.

Otros usos pueden incluir particularmente el tratamiento del dafio a los nervios periféricos, dafio a las células de
Schwann, dafio a las células gliales, dafio a las neuronas, sutura nerviosa y lesion de la médula espinal.

Otros usos pueden incluir particularmente el tratamiento de la diabetes tipo |, diabetes dependiente de insulina y/o
hiperglucemia.

Otros usos pueden incluir el tratamiento de defectos dseos o trastornos tales como el injerto 6seo o la fractura 6sea.

El uso de la composicion resultante de la invencion puede modificarse adicionalmente antes de la aplicacion y de
acuerdo con el objetivo terapéutico.

Las composiciones de la invencion pueden usarse junto con materiales de relleno éseo, especialmente materiales
de relleno reabsorbibles tales como hidroxiapatita (ceramica de fosfato de calcio usada como biomaterial) o hueso
desmineralizado, o utilizarse como una mezcla con extractos 6seos en un proceso para el recrecimiento éseo por
ejemplo en procedimientos craneofaciales y ortopédicos.

Otros usos pueden incluir ortopedia, por ejemplo, como viscosuplementaciéon o para reconstruccion 6sea usando
una combinacion de las presentes formulaciones con células madre, extracto celular y/o TCP, siempre que las
células o extractos celulares no sean células o extractos de células madre embrionarias.

Otros usos pueden incluir como sellador de heridas en cirugia plastica incluyendo injerto de quemaduras y otras
aplicaciones de injerto de piel libre, por ejemplo en oncologia para favorecer la regeneracion de tejidos, incluida para
acelerar la (neo)vascularizacion. Otros usos pueden incluir tratamientos de cicatrizacion de heridas en el sitio
donante de injerto de piel.

Otros usos pueden incluir el cuidado de heridas como pegamento bioldgico, por ejemplo para quemaduras o Ulceras
diabéticas.

Otros usos pueden incluir particularmente el tratamiento de heridas crénicas que pueden carecer de circulacion
sanguinea suficiente para facilitar la cascada de cicatrizacion de heridas.

Otros usos pueden incluir el tratamiento de la enfermedad periodontal donde se observa una pérdida y/o dafio de los
tejidos periodontales, comprendiendo dicho tratamiento, por ejemplo, colocar en el sitio o la cavidad periodontal en
un ser humano o un animal inferior que necesita regeneracion de tejido periodontal una composicién de acuerdo con
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la divulgacion. Otros usos pueden incluir eliminar o reducir en gran medida el sangrado postoperatorio y la
extravasacion o pérdida de fluido seroso u otro en estas aplicaciones, reduciendo el riesgo de infeccion causado por
la mayoria de las bacterias y/o mejorando la formacién de tejido conectivo en comparacion con la cicatrizacion
natural (es decir, sin agentes exdgenos afadidos ) o mejorar la cicatrizacion obtenida mediante el uso de otros
concentrados de plaquetas, composiciones de PRP preparadas con métodos conocidos.

Otros usos pueden incluir particularmente promover y/o iniciar la cicatrizacion de heridas y/o la regeneracion de
tejidos o para la preparacion de composiciones cosméticas para la regeneracion de la piel, tal como la reduccién de
arrugas de la piel, acné (especialmente después del tratamiento de dermoabrasion), cicatrices de rubéola o viruela,
vitiligo y lipoatrofia (por ejemplo, composiciones antienvejecimiento y composiciones de regeneracion de la piel).

Las composiciones obtenidas mediante los procesos de fabricacion de la presente divulgacion pueden administrarse
localmente o inyectarse en la herida o en el 6rgano injertado o cerca de este, o inyectarse por via subcutanea. La
administracion local puede ser por inyeccion en el sitio de la lesion o defecto o por insercién o union de un vehiculo
solido en el sitio, o por mezcla con una crema o emulsion, o por inclusion en un tejido o papel o vehiculo de hidrogel,
o por aplicacion tdpica directa de la composicién de la invencion, tal como en forma de gotas para los ojos.
Preferentemente, las composiciones son composiciones facilmente inyectables con jeringa. La via de administracion,
la dosis administrada, como dosis Unicas o multiples, a un individuo variara dependiendo de una variedad de
factores, incluidas las propiedades farmacocinéticas, las condiciones y caracteristicas del paciente (sexo, edad, peso
corporal, salud, tamafio), alcance de los sintomas, tratamientos concurrentes, frecuencia de tratamiento y el efecto
deseado.

Las composiciones de la divulgacion o las composiciones obtenidas mediante los procesos de fabricacion de la
presente divulgacion pueden administrarse en combinacion con un coagente util en el tratamiento de la regeneracion
de tejidos, tal como un agente de cicatrizacion, un relleno de arrugas, un agente antienvejecimiento tal como un
complejo vitaminico antienvejecimiento, un agente antibacteriano, un agente antibiético, un agente corticosteroide,
un agente analgésico y antalgico, o un agente anestésico como la adrenalina, etc. Las composiciones obtenidas por
los procesos de fabricacion de la presente divulgacion pueden combinarse con un coagente util en el tratamiento de
la regeneracion de tejidos para uso simultaneo, separado o secuencial en la terapia de regeneracion de tejidos, tal
como cicatrizacion de heridas, reparacion de crecimiento de hueso y periodonto.

Otros usos pueden incluir el uso terapéutico, particularmente como pegamento bioldgico autdbgeno en un sistema
hemostatico destinado a acelerar el proceso fisioldgico de regeneracion de tejidos, por ejemplo en implantologia
dental, cirugia de piel y huesos, cirugia de cartilago y tendén, ortopedia, regeneracion de nervios corneales y
periféricos y cirugia cardiaca. Otros usos pueden incluir particularmente el uso cosmético, particularmente como
material de rejuvenecimiento autégeno destinado a usarse, por ejemplo, como relleno de arrugas, cicatrices o
deficiencia de grasa, solo en combinacién con al menos un agente antienvejecimiento. Otros usos pueden incluir
particularmente la aceleracion y/o promocion del proceso de cicatrizacion de heridas, incluso heridas crénicas que
no cicatrizan, que conducen a cierres exitosos donde semanas de terapias convencionales han fallado y logran una
disminucion en los riesgos de infeccion, una mejora en la recuperacién y la comodidad del paciente, una reduccién
de los costes de atencion médica y un mejor resultado final estético.

Las composiciones, los tubos de hematologia o las jeringas también pueden usar plasma derivado de varios
donantes identificados. La divulgacién no se limita a materiales biolégicos autdlogos, tales como la recogida de
plaquetas concentradas a partir del propio material bioldgico herido. La divulgacion abarca el uso de materiales
bioldgicos obtenidos de uno o mas terceros, que no necesitan ser de la misma especie que el paciente cuya herida
esta siendo tratada con las composiciones descritas en el presente documento, a menos que se produzca una
biocompatibilidad del uso de dichos materiales biolégicos de un tercero.

Otros usos pueden incluir sellar una herida quirdrgica aplicando a la herida una cantidad adecuada de concentrado
de plaquetas, composicion de PRP, composiciéon de A-PRP una vez que ha comenzado a gelificarse. Ademas,
debido a los altos estandares de calidad establecidos para el proceso de fabricacion y al hecho de que las
composiciones para la cicatrizacion de heridas o tejidos pueden prepararse Unicamente a partir de componentes
sanguineos derivados del paciente que va a recibir las composiciones para la cicatrizacion de heridas o tejidos, la
probabilidad de transmitir una nueva enfermedad de transmision sanguinea al paciente es nula.

Se puede afiadir una amplia variedad de farmacos o proteinas con otras actividades bioldgicas a las composiciones
descritas en el presente documento. Los ejemplos de los agentes a afadir a las composiciones (por ejemplo, antes
de la adicion del suero) incluyen, pero no se limitan a, compuestos analgésicos, compuestos antibacterianos,
incluidos compuestos bactericidas y bacteriostaticos, antibidticos (por ejemplo, adriamicina, eritromicina, gentimicina,
penicilina, tobramicina), compuestos antifingicos, antiinflamatorios, compuestos antiparasitarios, compuestos
antivirales, enzimas, inhibidores enzimaticos, glucoproteinas, factores de crecimiento, recombinados (por ejemplo,
linfocinas, citocinas), hormonas, esteroides, glucocorticoides, inmunomoduladores, inmunoglobulinas, minerales,
neurolépticos, proteinas, péptidos, lipoproteinas, compuestos tumoricidas, compuestos tumoristaticos, toxinas y
vitaminas (por ejemplo, vitamina A, vitamina E, vitamina B, vitamina C, vitamina D o derivados de las mismas).

En una realizacion, las composiciones descritas en el presente documento pueden mezclarse con un activador de la
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coagulacion, suero de trombina, fosfato tricalcico (TCP), un sustituto 6seo, composicion de acido hialurénico,
gluconato de calcio, sacarato de calcio, quitosano, fibroinas, proteinas de fibroina de seda, factores de crecimiento,
manitol, colageno, albdmina, acido ascoérbico, crema, células grasas, tejido adiposo, concentrado de médula 6sea,
lubricina, cd-gelatina, toxina botulinica y/o uno o mas extractos celulares, que no son extractos de células madre

5 embrionarias. Dichas sustancias pueden combinarse durante la preparacién de los tubos o jeringas de hematologia
(a través de, por ejemplo, un inyector) o después de la preparacion de los tubos o jeringas de hematologia como se
describe en el presente documento.

Ejemplos
Ejemplo 1
10 Se han probado diferentes acidos hialurénicos para la esterilizacion de acuerdo con la tabla 1.
Tabla 1
Nombre Lote Viscosidad intrinseca Peso molecular promedio
(m3/kg) (KDa)
HA1 H1909S01 1,08 720
HA2 H1289S01 1,91 1550
HA3 H2046 2,52 2480
HA4 H2143 3,19 3480
HA 500 KDa | PHI2168S02 0,81 500
HA 4100KDa PHI2374 3,57 4100
Las diferentes soluciones de HA HA1, HA2, HA3 y HA4 se han probado en condiciones normales (control), después
de la esterilizacion con vapor (8 minutos a 105 °C) o irradiacion Gamma (ciclo normal de produccion).
15 Las texturas y la apariencia de las diferentes soluciones originales HA1, HA2, HA3 y HA4 se muestran en la tabla 2.
Tabla 2
Textura/apariencia
2% 3% 4 %
HA1 Liquida (gelificada), Liquida (gelificada), Liquida (gelificada),
incolora incolora incolora
HA2 Liquida (gelificada), Liquida (gelificada), Liquida (gelificada),
incolora incolora incolora
HA3 Liquida (gelificada), Liquida (gelificada), Liquida (gelificada),
incolora incolora incolora
HA4 Liquida (gelificada), Liquida (gelificada), Liquida (gelificada),
incolora incolora incolora

Las soluciones se consideran "sélidas" cuando no fluyen y pueden mantener su forma original. El estado de gel se
refiere a una viscosidad persistente particular.

20 Las diferentes soluciones de HA HA1, HA2, HA3 y HA4 después de la irradiacion gamma se muestran en la tabla 3.

Tabla 3

Textura/apariencia

2%

3%

4%
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HA1 Liquida, marron Liquida, marron Liquida, marron
HA2 Liquida, marron Liquida, marron Liquida, marron
HA3 Liquida, marron Liquida, marron Liquida, marron
HA4 Liquida, marron Liquida, marron Liquida, marron

El color marrén de todas las diferentes soluciones de HA significa una probable desnaturalizaciéon o alteracion del
HA después de la irradiacion gamma.

La solucion HA2 se ha probado en diversas concentraciones después de la esterilizacion con vapor como se
muestra en la tabla 4.

Tabla 4

Textura/apariencia

2%

3%

4%

HA2

Gelificada, incolora

Gelificada, incolora

Gelificada, incolora

La esterilizacion por radiacion gamma es inadecuada. Solo la esterilizacion con vapor permite la conservacion de la

apariencia original del HA y el mantenimiento de la funcion del HA, por ejemplo, en la viscosuplementacion.

Ejemplo 2

Se han realizado medidas de viscosidad en diferentes soluciones de acido hialurénico y mezclas de acido

hialurénico y PRP.

La viscosidad medida de las diferentes soluciones de HA HA1, HA2, HA3, HA4 se muestra en la tabla 5.

Tabla 5
Viscosidad inicial Viscosidad después de Viscosidad después de
promedio (mPa.s) irradiacion gamma esterilizacion con vapor (8’
(mPa.s) a 105 °C)
HA1-2% 2700 300 N/A
HA1-3% 8400 0 N/A
HA1-4% 18700 300 N/A
HA2 -2 % 8070 100 6280
HA2 -3 % 19000 100 (*) (8"a105°C)
HA2 -4 % 22250 0 (*) (8"a105°C)
HA3 -2 % 9800 0 N/A
HA3 -3 % 15200 0 N/A
HA3 -4 % 31200 0 N/A
HA4 -2 % 9100 0 N/A
HA4 -3 % 20300 0 N/A
HA4 -4 % 31000 100 N/A
500 KDa - 1 % 0 - -
500 KDa - 2 % 300 - -
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500 KDa - 3 % 5700 - -
500 KDa - 4 % 10100 - -
4000 KDa - 1 % 3200 - -
4000 KDa - 2 % 11400 - 10340
4000 KDa - 3 % 22000 - -

La viscosidad se ha medido para varios HA (véase la figura 17). La viscosidad aumenta con el peso molecular y/o la

concentracion de HA, véase también la figura 18.

La esterilizacién por radiacion gamma reduce en un 95 %-100 % la viscosidad de HA, confirmando la

desnaturalizacion y/o los enlaces escindidos implicados en la viscosidad.

La esterilizacion con vapor permite la conservacion o incluso la mejora de la viscosidad de la solucion de HA.

En la tabla 7 se muestran medidas de viscosidad en mezclas de acido hialurénico y PRP en un total de 18 pacientes.
El HA2 se probd a una concentracion del 2 %. Los tubos han sido esterilizados con vapor antes de su uso. Se han
probado 4 ml de mezcla PRP-HA, en igual cantidad. El control se realiza sobre una mezcla de HA y suero fisiolégico

en igual cantidad y se muestra en la tabla 6.

Tabla 6
Control (mPa.S)

1 400

2 300

3 300

Promedio 333

SEM 44

Tabla 7
Paciente Viscosidad (mPa.S) | Viscosidad (mPa.S)

Paciente 6 200 250
Paciente 7 400 500
Paciente 8 400 500
Paciente 9 350 500
Paciente 10 200 300
Paciente 11 200 400
Paciente 12 400 600
Paciente 13 500 350
Paciente 14 200 250
Paciente 15 400 450
Paciente 16 500 550
Paciente 17 400 300
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Paciente 18 300 300
Paciente 19 600 450
Paciente 20 300 300
Paciente 21 200 450
Paciente 22 200 400
Paciente 23 200 300

Media 331 397

SEM 108 92

concentracion (soluciones F a l).

Tabla 8
500 KDa (%) | 4000 KDa (%)
F 1 1,5
G 1,5 1,5
H 2 1,5
I 2 1,25

Las viscosidades de las mezclas de PRP-HA (F a |) son comparables a los controles Ostenil (véase la tabla 9). La
viscosidad permanece estable in vitro, lo que indica una buena estabilidad de la mezcla a temperatura ambiente. Al
tener el PRP una viscosidad similar al agua (0 mPa.s), la adicion de HA es un medio fiable para aumentar la
viscosidad de PRP.

Tabla 9
Textura Viscosidad (mPa.S) Viscosidad después del
vapor (mPa.S)
F gelificada 12700 11133
G gelificada 13200 -
H gelificada 14200 -
| Gelificada, menos viscosa que H 9400 -
Ostenil 1 %* Liquida, no fluida, no pegajosa - 2000
Ostenil 2 %* Liquida, no fluida, escasamente pegajosa - 12100

Se prob¢ el flujo con jeringa y aguja 25G para las diversas soluciones (tabla 10). Las soluciones F e | pueden fluir y
son adecuadas para aplicacion industrial.

Tabla 10

Flujo
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H N

| +

Ostenil 1 %* +++++

Ostenil 2 %* ++

La textura de la solucion F garantiza la mejor viscosidad con buena capacidad de manipulaciéon. Ventajosamente,
procura una mayor concentracion de HA (aproximadamente 2,5 %) al tiempo que garantiza una reabsorcion lenta.
La solucion | también es aceptable, proporcionando una mayor concentracion de HA de aproximadamente 3,25 %.

Ventajosamente, las formulaciones de HA de la presente invencion no requieren la presencia de un adyuvante como
Ostenil. Se afiade manitol al Ostenil al 2 % para estabilizar el acido hialurénico. Ostenil es un HA de peso molecular
Unico. La presencia de un HA de alto peso molecular en las soluciones de la presente invencién procura estabilidad.
Ademas, ventajosamente, el HA de alto peso molecular tiene un efecto duradero porque se metaboliza mas
lentamente que un HA de menor peso molecular como Ostenil.

Por el contrario, la presencia de HA de bajo peso molecular en las soluciones de la presente invencion puede
favorecer el crecimiento celular. Ventajosamente, se metabolizara mas rapidamente, con una accion mas rapida
sobre la viscosuplementacion, porque un HA de bajo peso molecular es mas penetrante que un HA de mayor peso
molecular como Ostenil.

Ejemplo 3

Material y métodos

A) DISENO DEL ESTUDIO

La sangre completa recogida de 23 donantes se procesé usando dos dispositivos en paralelo llamados tubo
RegenBCT para la preparacion de PRP solo y tubo RegenBCT-HA para una preparacion que combina PRP y acido
hialurénico. Con el fin de establecer el rendimiento con respecto a la separacion de los componentes sanguineos, se
llevaron a cabo las siguientes medidas usando la sangre completa y el PRP correspondiente a tiempo 0 (T =0) y 4
horas después de la extraccion de sangre (T = 4 h):

- valores de pH
- Recuentos de células sanguineas y plaquetas
- Evaluacion de la recuperacion de plaquetas y células, y factor de concentracion de plaquetas

Ademas, para establecer la integridad y la funcionalidad de las plaquetas, se llevaron a cabo los siguientes
experimentos usando el PRP obtenido con los dos dispositivos a las 0 y 4 horas después de la recogida de sangre:

- expresion de selectina P en reposo y plaquetas activadas por ADP

- Respuesta al estrés hipoténico de las plaquetas

- Agregacion plaquetaria en presencia de colageno

BCT en el presente documento significa terapia de células sanguineas o tubos de recogida de sangre.

B) SISTEMAS DE SEPARACION DE PLAQUETAS

Tubo ReqgenBCT

El tubo RegenBCT es un tubo de vacio en el que se recogen automaticamente de 8 a 9 ml de sangre. Usa un gel
tixotrépico para la separacion celular y citrato de sodio como agente anticoagulante. Después de la centrifugacion,
los componentes sanguineos se separan. Los glébulos rojos estan secuestrados debajo del gel, mientras que las
plaquetas y el plasma estan sobre el gel. Durante la centrifugacion, las plaquetas y las células sanguineas restantes
se han asentado en la superficie superior del gel, por lo tanto, deben volver a suspenderse en el plasma antes de
recogerlo. Esto se hace mediante una suave inversiéon de los tubos. El plasma rico en plaquetas se puede recoger
facilmente del tubo directamente en la jeringa que se usara para inyeccion.

Tubo RegenBCT-HA

El tubo RegenBCT-HA es una variante del tubo RegenBCT. Usa la misma tecnologia de gel para producir PRP, sin
embargo, a partir de aproximadamente de 5 ml de sangre. Ademas, este tubo también contiene acido hialurénico

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2791755713

que se combinara con el PRP. Antes de la extraccion de sangre, el acido hialurénico esta en el fondo del tubo,
cubierto por el gel de separacion y el anticoagulante. Durante la centrifugacion, los glébulos rojos migraran al fondo
del tubo mientras que el acido hialurénico se movera en la parte superior o en el tubo. Al final de la centrifugacion,
los gldbulos rojos son secuestrados debajo del gel, el plasma con las plaquetas esta sobre el gel, cubierto por la
capa de acido hialurénico. Al igual que en los tubos RegenBCT, los elementos celulares y las plaquetas se
depositaran en la superficie del gel y se deben volver a suspender agitando suavemente el tubo. El acido hialurénico
se mezcla con el PRP y se recoge con la jeringa que se usara para inyeccion.

C) RECOGIDA DE SANGRE

Se recogié sangre de 23 voluntarios durante un periodo de dos semanas. Cada donante fue informado del
procedimiento y dio un consentimiento informado por escrito.

Se extrajeron aproximadamente 24 ml de sangre de la vena cubital medial de cada donante usando un conjunto de
recogida de sangre BD Vacutainer®Safety-Lok™ conectado a un soporte de recogida BD (Becton Dickinson AG,
Suiza) en el que se insertan los tubos de vacio para recogida automatica de sangre. Para cada donante, se extrajo
sangre en un tubo RegenBCT vy tres tubos RegenBCT-HA para las preparaciones PRP y PRP + HA, y se recogieron
cuatro ml de sangre en un pequefio tubo de citrato BD Vacutainer® (Becton Dickinson AG, Suiza) para la
determinacion de valores de sangre completa.

El volumen de sangre en cada dispositivo se determiné mediante pesaje.
D) ANALISIS DE LA PREPARACION DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP)

Preparacion de PRP

Los PRP se obtuvieron por centrifugacion de los dos tipos de dispositivos de acuerdo con su protocolo respectivo.
Los tubos se centrifugaron, usando un RegenPRP Centri (Regen Lab SA; Suiza), 5 min. a 3400 rpm, velocidad
correspondiente a una fuerza centrifuga relativa de 1500 g. Todas las centrifugaciones se realizaron a temperatura
ambiente (= 22 °C).

Después de la centrifugacion, el tubo RegenBCT se agité suavemente por inversion de 5 a 10 veces para
resuspender las plaquetas y las células, que se habian asentado en la superficie superior del gel de separacion, en
el plasma. El volumen de PRP obtenido se midié usando una jeringa Luer-Lok™ de 5 ml conectada a una aguja BD
Blunt Fill 18G.

En los tubos RegenBCT-HA, los componentes de la sangre fueron separados por el gel de separacién como en el
tubo RegenBCT, pero el plasma estaba cubierto por la capa de acido hialurénico.

Desafortunadamente, debido a la viscosidad del producto, la mezcla de PRP con acido hialurénico no puede usarse
en el contador celular hematoldgico automatizado y para la prueba de agregacion plaquetaria. Para sortear este
problema, se extrajo sangre en tres tubos RegenBCT-HA para cada donante. Se us6 un tubo para preparar la
mezcla de PRP con acido hialurénico, mientras que los otros dos tubos se usaron para evaluar el PRP solo, uno
para tiempo T = 0 y el otro para las medidas después de cuatro horas.

En el primer tubo RegenBCT-HA (grupo A), las plaquetas y las células, que se habian asentado en la superficie del
gel de separacion, se resuspendieron en el plasma mediante inversion suave. Posteriormente se mezclé el PRP
resultante con el acido hialurénico y se midio el volumen de la mezcla de PRP-HA usando una jeringa Luer-Lok™ de
5 ml conectada a una aguja BD Blunt Fill 18G. La mezcla de PRP-HA se us6 para medir el pH y la funcionalidad e
integridad de las plaquetas en la mezcla se probaron por su capacidad para expresar selectina P en respuesta a la
estimulacion de ADP y para resistir un estrés hipoténico.

En el segundo tubo RegenBCT-HA (grupo B), directamente después de la etapa de centrifugacion, la capa superior
de acido hialurénico se retir6 suavemente por aspiracion en una jeringa Luer-Lok™ de 5 ml conectada a una aguja
de BD Blunt Fill 18G. Mientras hacia esto, también se recogié parte de la parte superior del plasma. Este plasma se
considero libre de elementos celulares, ya que las plaguetas y las células todavia se sedimentaban en la superficie
del gel de separacion. El volumen de acido hialurénico y plasma extraido se evalu6 mediante ponderacion. Las
plaquetas y las células se resuspendieron en el plasma restante mediante una suave inversién del tubo. El volumen
de PRP obtenido se midi6 usando una jeringa Luer-Lok™ de 5 ml conectada a una aguja BD Blunt Fill 18G. Este
PRP se uso6 para evaluacion de los recuentos de plaquetas y células y la agregacion de plaquetas en respuesta al
colageno a tiempo T = 0.

El tercer tubo RegenBCT-HA (grupo C) se dejo intacto después de la centrifugacion en posicion vertical durante
cuatro horas. A tiempo T = 4 h, la capa superior de acido hialurénico se retir6 suavemente por aspiracion, siguiendo
el mismo procedimiento que se realiz6 a tiempo T = 0 para el tubo RegenBCT-HA del grupo B. El PRP obtenido se
uso6 para evaluar los recuentos de plaquetas y células y la agregacion plaquetaria en respuesta al colageno a tiempo
T=4h.
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Como el acido hialurénico y el volumen plasmatico libre de células que se retird se evaluaron para cada tubo
RegenBCT-HA de los grupos B y C, se pudo estimar mediante calculo la concentracion final de los diferentes
elementos sanguineos en esos tubos.

Determinacion de pH

El pH de las preparaciones de sangre completa, PRP y PRP-HA se midi6 usando un medidor de pH MP 230
conectado a un electrodo Inlab® Semi-Micro (Mettler Toledo, Suiza). El medidor de pH se calibré diariamente
usando soluciones tamponadas estandarizadas Fluka de pH 7 y pH 4 (Sigma Aldrich Chemie, Suiza).

Recuentos de células sanquineas y plaquetas

El recuento de células sanguineas y plaquetas en sangre completa y preparaciones de PRP se llevaron a cabo
usando un analizador de hematologia automatizado Micros 60 (Horiba ABX, Montpellier, Francia). Las pruebas de
control de calidad del analizador se realizaron cada dia de mediciones con sangre de control (Minotrol 16-2N, Horiba
ABX, Montpellier, Francia).

Recuperacion de plaquetas y células

Los porcentajes de recuperacion de plaquetas y células, obtenidos usando los tubos RegenBCT y RegenBCT-HA,
asi como los factores de concentracion de plaquetas, se determinaron usando las siguientes formulas:

(volumen de PRP) x (concentracion en PRP) x 100
Recuperacion % =

(volumen de sangre completa) x (concentracion en sangre completa)

(concentracion en PRP)
Factor de concentracion =

(concentracion en sangre completa)

E) EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DE PLAQUETAS

Con el fin de verificar su integridad y funcionalidad, las plaquetas obtenidas con tubos RegenBCT y RegenBCT-HA
se analizaron para la expresion de selectina P, la respuesta al estrés hipotonico y la agregacion a tiempo 0 y 4 horas
después de la recogida de sangre.

Evaluacion de selectina P por tincién de inmunofluorescencia directa

Se cuantificaron dos marcadores de plaquetas, CD62P (selectina P) para plaquetas activadas y CD61 (Integrina 3),
que es un marcador de plaquetas independiente de la activacion.

Las mezclas de PRP-HA se diluyeron cuatro veces, y PRP a una concentracion de 40 x 108 plaquetas/ml, con una
solucién salina fisiolégica. Se activaron diez ul de suspension de plaquetas diluidas con 10 ul de difosfato de
adenosina (ADP) (Applichem, AxonLab, Suiza) a una concentracion final de 20 uM, mientras que 10 ul de solucién
salina tamponada con fosfato de Dubelcco (PBS) (Gibco, Invitrogen, Reino Unido) se afiadieron en controles. Las
diferentes partes alicuotas de las suspensiones de plaquetas se incubaron con 15 ul de CD61 antihumano FITC
(BioLegend, EE. UU.) y 15 ul de CD62P antihumano PE (BioLegend, EE. UU.) Durante 20 min. a temperatura
ambiente. Se bloquearon las reacciones y se fijaron las plaquetas mediante la adicién de 450 pl de una solucion fria
(4 °C) de formaldehido al 1 % (Fluka, Sigma Aldrich Chemie, Suiza) en PBS.

Las preparaciones de PRP tefiidas se analizaron para determinar su contenido de inmunofluorescencia usando un
C6 Flow Cytometer® (Accuri Cytometers Ltd., Reino Unido) disponible en el centro de citometria de flujo de la Ecole
Polytechnique Fédérale de Lausanne, Suiza. Los datos sin procesar se analizaron usando el software CFlow®
(Accuri Cytometers Ltd., Reino Unido). El control de calidad del instrumento fue realizado diariamente por el jefe de
la instalacion central. La poblacion de plaquetas se identificd por sus caracteristicas de dispersion de luz y su
identidad se confirmé con la tincién de CD61. La expresién de CD62P en plaquetas se midié en la poblacion acotada
positiva para CD61.

Respuesta al estrés hipotdnico

La respuesta plaquetaria al estrés hipoténico se evalu6 usando el método descrito por Farrugia et al (J Clin Pathol

1989; 42: 1298-1301). Se colocaron 450 pl de las diferentes suspensiones de plaquetas, previamente diluidas con

una solucion salina fisioldgica a una concentracion de 40*10° plaquetas/ml para RegenBCT PRP y cuatro veces para

la mezcla de PRP-HA, en una microcelda de un solo uso en el portaceldas del espectrofotémetro de un Photometer

4010 (Clinicon, Alemania). El estrés hipotonico se indujo mediante la adicion de 450 ul de agua destilada y la
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variacion en la absorbancia de la luz a 405 nm se controlé durante un periodo de 5 min. La diferencia entre las
lecturas de absorbancia a los 5 minutos y a los 30 segundos (absorbancia minima) se defini6 como la respuesta al
estrés hipoténico (HSR) de la preparacion de plaquetas.

Agregacion plaquetaria

La agregacion plaquetaria en respuesta al colageno se realizé por medicion turbidimétrica de la suspension celular
en un agregémetro APACT 4 (LABiTec LAbor BioMedical Technologies GmbH, Alemania). Esta prueba no se pudo
realizar en mezclas de PRP-HA debido a la viscosidad de las preparaciones, por lo tanto, esta prueba se realizé solo
en preparaciones de PRP.

El plasma rico en plaquetas no es muy permeable a la luz de longitud de onda larga, pero el plasma libre de
plaquetas, por otro lado, es mas permeable. El aumento de la capacidad de transmision de luz del plasma, que
ocurre durante la agregacion plaquetaria, puede usarse para la cuantificacion de la agregacion. Las medidas se
realizan a 37 °C en microcubetas (Cuvettes Dispo System, Endotell AG, Suiza) que contienen un pequefio agitador
magnético para agitar constantemente la preparacion. Para ajustar las diferencias de transmisién, que ocurren para
diversos plasmas ricos en plaquetas, PRP se establece en un valor del 0 % de transmision y plasma pobre en
plaquetas (PPP), que ocurre después de la agregacion completa, a un valor del 100 % de transmision.

Se obtuvieron 200 ul de PPP para cada muestra por centrifugacion a 1500 g durante 3 minutos de 250 pl del PRP
correspondiente y se recogio el sobrenadante libre de plaquetas.

La agregacion plaquetaria se indujo en PRP mediante la adicién de colageno (Kollagenreagens Horm, Nycomed
Austria GmbH, Alemania) a una concentracion final de 10 pg/ml. La modificacion de la turbidimetria se registré
durante 5 minutos y la medida al final de este periodo correspondié al porcentaje de agregacion.

F) ANALISIS ESTADISTICO

Para todos los parametros probados, los datos medidos se expresaron como la media * desviacion estandar (SD). El
analisis estadistico se realizé con GraphPad InStat version 3.10 (GraphPad Software, EE. UU.). Se aplicaron el
analisis de medidas repetidas de varianza y la prueba de comparaciones miltiples de Bonferroni (datos
emparejados) para analizar si los valores obtenidos en sangre y con los dos dispositivos eran estadisticamente
diferentes o0 no y si eran estables durante cuatro horas. Se utilizaron pruebas de la T para datos emparejados
cuando solo se compararon dos grupos de datos.

Resultados
A. ANALISIS DE PREPARACIONES DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS

1. Datos de los donantes

Se recogieron muestras de sangre de 23 voluntarios sanos, 15 hombres (M) y 8 mujeres (F), de 23 a 62 afios. La
edad media fue de 40 £ 11 afios.

2. Volumenes de sangre y PRP

Véase la figura 4

Tabla 11
Volumen de sangre | Volumen de PRP | Volumen retirado | Mezcla de PRP-HA

RegenBCT PRP 9,38 + 0,54 5,13+0,30
RegenBCT-HA A 5,562+ 0,22 5,19 + 0,31
RegenBCT-HA B 5,561 +0,21 2,45+ 0,44 2,69 +0,33 5,14 + 0,38
RegenBCT-HA C 5,47 £ 0,22 2,43 £ 0,47 2,78 £0,38 5,21 +0,29
valor p entre BCT- ns p> 0,05 ns p> 0,05 ns p> 0,05 ns p> 0,05

HAA,ByC
Valores medios obtenidos de 23 donantes; (ns: no significativo)

En los tubos RegenBCT, el volumen medio de PRP obtenido fue 5,13 + 0,30 ml a partir de 9,38 + 0,54 ml de sangre.
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Las tres series de tubos RegenBCT-HA dieron resultados similares (p> 0,05) con respecto a la recogida de sangre
(aproximadamente 5,5 ml) y el volumen de Mezcla de PRP-HA obtenido (aproximadamente 5,2 ml).

El volumen medio de PRP obtenido en tubos RegenBCT-HA del grupo B a tiempo T = 0 fue similar al recogido en el
grupo C a tiempo T = 4 h. En consecuencia, el volumen medio de acido hialurénico y plasma eliminado en las dos
series de tubos también fue equivalente. Los volumenes finales calculados fueron iguales al volumen final de Mezcla

de PRP-HA obtenido en el grupo A.

3. Valores de pH

Véase la figura 5

Tabla 12
pHaT=0 pHaT=4h valorpaT=0
frenteaT=4h
Sangre completa 7,43 £ 0,09 7,38 + 0,08 ns p> 0,05
RegenBCT PRP 7,67 £ 0,06 7,79 £ 0,07 ***p <0,001
RegenBCT-Mezcla de HA 7,59 + 0,09 7,67 +£0,06 **p <0,01
Valor p de WB frente a PRP ***p < 0,001 ***p < 0,001
Valor p de WB frente a Mezcla de HA ***p < 0,001 ***p < 0,001
Valor p de PRP frente a mezcla de PRP HA **p <0,01 ***p <0,001
Valores medios obtenidos de 23 donantes; (WB: sangre completa; ns: no significativo; **: muy significativo; ***:
altamente significativo)

El pH se evalué en sangre completa, en PRP obtenido con tubos RegenBCT y en Mezcla de PRP-HA obtenida con
los tubos RegenBCT-HA del grupo A.

Todos los valores de pH superaron el limite estandar solicitado por la FDA de 6,2. Los pH del PRP y de la Mezcla de
PRP-HA fueron ligeramente mas altos que el pH de la sangre, los valores mas altos se observaron en el PRP.

Se observé un pequefio aumento del valor de pH de las dos preparaciones de PRP durante las 4 horas del
experimento, al contrario del pH de la sangre completa que no varié.

4. Concentracion de globulos rojos (RBC) en sangre completa y en preparaciones de PRP

Véase la figura 6.

Tabla 13
RBC 108/mm®aT= | RBC108mm3a T valorpaT=0
0 =4h frenteaT=4h
Sangre completa 451+0,34 4,48 + 0,35 ns p> 0,05
RegenBCT PRP 0,04 + 0,03 0,04 + 0,03 ns p> 0,05
RegenBCT-HA PRP 0,06 + 0,03 0,07 £ 0,14 ns p> 0,05
RegenBCT-Mezcla de HA 0,03 + 0,01 0,03 +0,03 ns p > 0,05
Valor p de PRP frente a PRP-HA ns p> 0,05 ns p> 0,05
Valores medios obtenidos de 23 donantes; (ns: no significativo)

Como se menciond anteriormente, las células y las plaquetas en la Mezcla de PRP-HA no se pudieron contar con un
contador celular hematolégico automatizado. Por lo tanto, todas las numeraciones de células y plaquetas se
realizaron solo en sangre y preparaciones de PRP. Para RegenBCT-HA, se realizaron numeraciones a tiempo T =0
en PRP obtenido después de la eliminacion del acido hialurénico en tubos RegenBCT-HA del grupo B, mientras que
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los resultados a tiempo T = 4 h se midieron en PRP de tubos RegenBCT-HA del grupo C, donde el acido hialurénico
se elimind solamente después de cuatro horas.

Los tubos RegenBCT-HA presentaron un rendimiento equivalente (p> 0,05) en la extraccién de globulos rojos
(recuperacion de RBC en la mezcla PRP-HA: 0,49 + 0,25 %) como el tubo RegenBCT (recuperacion de RBC en
PRP: 0,47 £ 0,30 %). Las concentraciones de gldbulos rojos fueron estables durante las 4 horas de la prueba (p>
0,05) en sangre y en RegenBCT PRP. No hubo diferencia entre las preparaciones de PRP aisladas de los tubos
RegenBCT-HA del grupo B a tiempo t = 0 y de los tubos RegenBCT-HA del grupo C a tiempo t = 4 h (p> 0,05).

Los globulos rojos son los componentes sanguineos mas densos, si algunos de ellos todavia estan en el plasma al
final de la centrifugacion, estaran en la superficie superior del gel de separacion.

Por lo tanto, se puede suponer que la cantidad de glébulos rojos fue insignificante en el volumen eliminado de acido
hialurénico y plasma.

La concentracion final calculada de gldbulos rojos en las mezclas de PRP-HA fue de 0,03x108/mm3.

5. Concentracién de glébulos blancos (WBC) en sangre completa y en preparaciones de PRP

Véase la figura 7

Tabla 14
WBC 103mm3aT= | WBC103mm3aT valorpaT=0
0 =4h frenteaT=4h
Sangre completa 6,18 + 1,89 6,09 + 1,81 ns p> 0,05
RegenBCT PRP 1,59 + 0,53 2,02+0,71 ns p> 0,05
RegenBCT-HA PRP 2,50 + 1,52 2,23+1,82 ns p> 0,05
RegenBCT-Mezcla de HA 1,18 £ 0,72 0,99 +0,77 ns p > 0,05
Valor p de PRP frente a PRP-HA ns p> 0,05 ns p> 0,05
Valores medios obtenidos de 23 donantes; (ns: no significativo)

Ambos tipos de tubos permitieron una reduccion de la concentracion de gldbulos blancos en PRP en comparacion
con la sangre completa (WB) (p <0,001, no se muestra en la tabla).

Las diferencias entre los dos tipos de preparaciones de PRP se consideraron estadisticamente no significativas (p>
0,05). No se observaron variaciones para la concentracion de WBC, en la sangre completa y en las preparaciones
de PRP, durante el periodo de 4 horas (p> 0,05 para todos).

En cuanto a la contaminacién de glébulos rojos, los globulos blancos recogidos en el plasma estan en la superficie
superior del gel de separacion al final de la centrifugacion, por lo tanto, creemos que es poco probable que se pierda
una cantidad significativa de ellos cuando se elimind la capa de acido hialurénico.

La concentracion final estimada de glébulos blancos en las mezclas de PRP-HA fue de aproximadamente
1x103/mm3.

6. Recuperacién de glébulos blancos (WBC) en preparaciones de PRP

Véase la figura 8.

Tabla 15
% de recuperacion % de valorpaT=0
deWBCaT=0 recuperacion de frenteaT=4h
WBCaT=4h
RegenBCT PRP 13,63 +5,28 % 17,09 £ 6,10 % ns p> 0,05
RegenBCT-HA PRP 17,06 £ 12,44 % 14,56 + 10,66 % ns p> 0,05
Valor p de PRP frente a PRP-HA ns p> 0,05 ns p> 0,05
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Valores medios obtenidos de 23 donantes; (ns: no significativo)

No hubo diferencia entre los dos tipos de preparaciones de PRP en el porcentaje de WBC recuperado y los valores
fueron estables en el tiempo (p> 0,05).

Estos resultados similares respaldaron la hipotesis de los inventores de que la cantidad de glébulos blancos que
podrian haberse eliminado con el acido hialurénico en RegenBCT-HA fue insignificante.

7. Distribucién de glébulos blancos (WBC) en sangre completa y en preparaciones de PRP

Véase la figura 9.

Tabla 16
Granulocitosa T=0 | Granulocitosa T =4 Células Células
h mononuclearesa T mononuclearesa T
=0 =4h
Sangre completa 65 % 64 % 35 % 34 %
RegenBCT PRP 21 % 22 % 79 % 78 %
RegenBCT-HA PRP 18 % 23 % 82 % 77 %
Valores medios obtenidos de 23 donantes

La distribucion en subconjuntos de glébulos blancos se evalué en sangre y en preparaciones de PRP.

En sangre completa, la mayoria de los glébulos blancos (65 %) son granulocitos. Las células restantes (35 %) son
las células mononucleares, que son los linfocitos y los monocitos.

El gel de separacion en los tubos RegenBCT y RegenBCT-HA permite una reduccion de los glébulos blancos en el
PRP con la eliminaciéon preferencial de granulocitos. Esto da como resultado una distribucion diferente de los
glébulos blancos en RegenBCT PRP y RegenBCT-HA PRP, con aproximadamente el 20 % de granulocitos y el 80
% de células mononucleares.

No hubo diferencias significativas entre los dos tipos de preparaciones de PRP y los valores fueron estables en el
tiempo (p> 0,05).

8. Recuperacion de subconjuntos de globulos blancos en preparaciones de PRP

Véase la figura 10.

Tabla 17
RegenBCT PRP | RegenBCT-HA PRP Valores p
Recuperacion de células mononucleares 29,77 £ 917 % 37,87 £ 25,17 % ns p> 0,05
Recuperacion de granulocitos 4,62 +2,45% 5,48 £4,92 % ns p> 0,05
Valores medios obtenidos de 23 donantes

La eliminacion preferencial de los granulocitos dio como resultado una recuperacion de granulocitos de
aproximadamente el 5 %, mientras que se recuperaron aproximadamente el 30 % de las células mononucleares. No
hubo diferencias significativas entre los dos tipos de preparaciones de PRP (p> 0,05). Los valores fueron estables en
el tiempo (datos no mostrados).

9. Concentracién de plaquetas (PLT) en sangre completa y en preparaciones de PRP

Véase la figura 11.
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Tabla 18

PLT 109mm3aT=0

PLT 109%mm3aT

valorpaT=0

=4h frenteaT=4h

Sangre completa 251,43 + 53,87 244,30 + 54,40 ns p> 0,05

RegenBCT PRP 431,87 + 106,87 459,26 + 93,64 ns p> 0,05

RegenBCT-HA PRP 381,91 £ 100,15 460,52 + 111,75 ***p <0,001

RegenBCT-Mezcla de HA 179,24 + 48,93 213,12 + 63,47 ns p> 0,05
Valor p de WB frente a PRP ***p <0,001 ***p <0,001
Valor p de WB frente a PRP-HA ***p <0,001 ***p <0,001
Valor p de PRP frente a PRP-HA *p <0,05 ns p> 0,05

Valores medios obtenidos de 23 donantes; (WB: sangre completa, ns: no significativo; *:
significativo, ***: altamente significativo)

Ambos tipos de tubos permitieron un aumento de la concentracion de plaquetas en PRP en comparaciéon con la
sangre completa (p <0,001, para ambos tubos).

En el tiempo t = 0, la concentracion de plaquetas fue mayor en RegenBCT PRP que en PRP de tubos RegenBCT-
HA (p <0,05), sin embargo, estos valores fueron equivalentes después de cuatro horas (p> 0,05). El aumento en la
concentracion de plaquetas a tiempo T = 4 h, observado en el PRP obtenido de los tubos RegenBCT-HA,
probablemente se deba a una subestimacion de este valor a tiempo T = 0, ya que la concentracion de plaquetas fue
estable en el tiempo tanto para la sangre como para RegenBCT PRP.

La concentracion final de plaquetas estimada en las mezclas de PRP-HA fue de 179x10%mm® a T = 0 y
213x10%mm?3 después de cuatro horas.

10. Factor de concentracién de plaquetas en preparaciones de PRP

Véase la figura 12.

Tabla 19
Factor de Factor de valorpaT=0
concentracion de concentracion de frenteaT=4h
PLTaT=0 PLTaT=4h
RegenBCT PRP 1,71 +£0,20 1,85 +0,24 ns p> 0,05
RegenBCT-HA PRP 1,53+ 0,36 1,86 + 0,45 ***p <0,001
RegenBCT-Mezcla de HA 0,71+0,14 0,85 +0,17 *p <0,05
Valor p de PRP frente a PRP-HA ns p> 0,05 ns p> 0,05
Valores medios obtenidos de 23 donantes; (ns: no significativo, *: significativo, ***: altamente
significativo)

El factor de concentracion de plaquetas fue equivalente para ambos tipos de PRP a T = 0 y cuatro horas después
(p> 0,05 en ambos casos). Aunque este valor fue estable en el tiempo para RegenBCT-PRP (p> 0,05), se observo
un aumento significativo (p <0,001) de este factor en RegenBCT-HA PRP después de cuatro horas. Esto esta en
correlacion con el aumento observado en la concentracién de plaquetas en estos dispositivos a T = 4 horas,
probablemente debido a una subestimacion del recuento de plaquetas en T = 0.

Los factores de concentracion final estimados en las mezclas PRP-HA fueron 0,71x y 0,85x respectivamente a
tiempo T = 0 y cuatro horas mas tarde.

11. Porcentaje de recuperaciéon de plaquetas en las preparaciones de PRP

Véase la figura 13.
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Tabla 20
% de recuperacion % de valorpaT=0
dePLTaT=0 recuperacion de frenteaT=4h
PLTaT=4h
RegenBCT PRP 84,80 £ 9,87 91,78 £ 16,25 ns p> 0,05
RegenBCT-HA PRP 59,43 £ 14,48 71,70 £ 15,14 **p <0,01
Valor p de PRP frente PRP-HA ***p < 0,001 ***p < 0,001
Valores medios obtenidos de 23 donantes; (ns: no significativo; **: muy significativo, ***: altamente
significativo)

La recuperacion de plaquetas con tubos RegenBCT fue significativamente mayor que la recuperacion de plaquetas
obtenida con tubos RegenBCT-HA (p < 0,001). Los resultados de RegenBCT PRP fueron estables durante las cuatro
horas del experimento (p > 0,05), mientras que el aumento observado en los tubos BCT-HA fue significativo (p <
0,01). Este aumento en el tiempo se correlaciona con el aumento en la concentracion de plaquetas observadaa T =
4 horas en esos tubos.

El porcentaje de recuperacion de plaquetas obtenido en los tubos RegenBCT-HA esta por encima del limite
solicitado por la FDA del 50 %.

B. EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DE PLAQUETAS

Con el objetivo de abordar la funcionalidad e integridad de las plaquetas, se evaluo la expresion de selectina P
(CD62P) en respuesta al ADP, la respuesta al estrés hipotonico, asi como la capacidad de las plaquetas para
agregarse en respuesta al colageno en las preparaciones de plaquetas.

1. Expresion de selectina P (CD62P) en plaquetas

Véase la figura 14.

Tabla 21
CDh62PaT=0 CD62PaT=4h
-ADP +ADP Valor p de - -ADP +ADP Valor p de -
ADP frente a ADP frente a
+ADP +ADP
RegenBCT 6348,88 9271,71 + **p<0,01 2569,94 + 5408,44 **p <0,01
PRP 4202,51 4381,84 1417,00 1639,89
RegenBCT- 21872,13 + 28'680,78 *p<0,05 11837,87 £ 14422,91 + ns p> 0,05
Mezcla de HA 15467,92 14'760,51 5627,73 4805,49
Valores medios obtenidos de 23 donantes; (ns: no significativo; **: muy significativo, ***: altamente significativo)

El valor medio de fluorescencia para CD62P (selectina P) se midié en plaquetas acotadas positivas para CD61 en el
RegenBCT PRP y en la mezcla RegenBCT-HA, sin estimulacion (-ADP) o con estimulacion con ADP (+ADP), a
tiempo T = 0 y 4 horas después de la extraccion de sangre.

Se pudieron tefiir las plaquetas en las mezclas de PRP-HA, sin embargo, en esas preparaciones se observo un alto
fondo para ambos tipos de fluorescencia (en FL1 para CD61-FITC y en FL2 para CD62P-PE) probablemente debido
a la presencia de acido hialurénico. Por tanto, los valores obtenidos para los dos tipos de dispositivos no se pudieron
comparar directamente. Ademas, se observd una gran variacion entre individuos, lo que dio como resultado en
valores de desviacion estandar altos.

Sin embargo, se observd el mismo patron de respuesta a la estimulacion especifica con ADP en los dos tipos de
preparaciones de plaquetas. Las plaquetas en estado de reposo en el momento 0 (-ADP T = 0, columnas de color
azul claro en el grafico) expresaron un nivel basal de selectina P. Este nivel basal fue significativamente mas bajo (p
< 0,001, no se muestra en la tabla) después de cuatro horas (-ADP T = 4 h, columnas rosadas en el grafico).
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Después de la activacion especifica con ADP a tiempo T = 0 (+ADP T = 0, columnas azul oscuro en el grafico), se
observé un aumento significativo (p < 0,01) de la expresion de selectina P para los dos tipos de suspensiones de
plaquetas cuando se compardé con los controles de estado de reposo (-ADP T = 0).

También se observd un aumento de la fluorescencia para CD62P en respuesta a ADP aT =4 h (+ADP T = 4 h,
columnas rojas en el grafico). Sin embargo, esta respuesta fue significativa (p < 0,05) solo para las plaquetas en
RegenBCT PRP.

2. Respuesta al estrés hipoténico de las plaquetas

Véase la figura 15.

Tabla 22

HSRaT=0 HSRaT=4h valorpaT=0
frenteaT=4h

RegenBCT PRP 0,031 + 0,009 0,034 + 0,007 ns p> 0,05

RegenBCT-Mezcla de HA 0,030 £ 0,010 0,032 +£ 0,010 ns p > 0,05

Valor p de PRP frente a Mezcla ns p> 0,05 ns p> 0,05
de PRP HA
Valores medios obtenidos de 23 donantes; (ns: no significativo)

La tabla anterior y el grafico asociado representan la variacion de la absorbancia media + SD en la absorbancia de la
luz a 405 nm observada durante un estrés hipotdnico inducido por la adiciéon de agua destilada en suspensiones de
plaquetas aisladas con los dos dispositivos.

La diferencia entre las lecturas de absorbancia a los 5 min (absorbancia maxima) y a los 30 segundos (absorbancia
minima) se definié como la respuesta al estrés hipotdnico (HSR) de la preparacion de plaquetas.

A tiempo T = 0, las plaquetas en el RegenBCT PRP y en la mezcla RegenBCT-HA pudieron responder al estrés
hipotdnico con la misma amplitud (p > 0,05). Esta capacidad de resistir al estrés hipoténico se mantuvo al mismo
nivel (p > 0,05) durante las cuatro horas del experimento.

3. Agregacion plaquetaria

Figura 16
Tabla 23
Agregaciona T =0 Agregaciéna T = valorpaT=0
4h frenteaT=4h
RegenBCT PRP 65,08 + 15,82 58,50 + 17,14 ns p> 0,05
RegenBCT-HA PRP 23,60 + 8,39 25,30+ 9,88 ns p> 0,05
Valor p de PRP frente a PRP-HA ***p < 0,001 ***p < 0,001
Valores medios obtenidos de 20 donantes; (ns: no significativo; ***: altamente significativo)

La agregacion plaquetaria no se pudo medir por turbidimetria en la mezcla de PRP-HA, debido a la viscosidad del
producto. Por lo tanto, solo se pudo probar la agregacion en las fracciones de PRP obtenidas después de la
eliminacion del acido hialurénico en los tubos RegenBCT-HA. Al igual que para los recuentos hematoldgicos, la
agregacion plaquetaria a tiempo T = 0 se cuantifico en PRP en tubos RegenBCT-HA del grupo B, mientras que los
resultados a tiempo T = 4 h se midieron en PRP obtenido de tubos RegenBCT-HA del grupo C.

Ademas, debido a un problema técnico, no se pudieron dar resultados para tres donantes.

Ambas preparaciones de plaquetas pudieron agregarse en respuesta a la activacion con colageno. Sin embargo, el
nivel de respuesta fue menor para las plaquetas preparadas con tubos RegenBCT-HA (p < 0,001). El nivel de
respuesta permanecié sin cambios (p > 0,05) cuando se midié después de cuatro horas en ambas preparaciones de
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PRP.
Analisis

El acido hialurénico es un componente principal de la matriz extracelular. No solo tiene un papel estructural,
formando un armazén tridimensional, sino que también contribuye a la adhesion de célula a sustrato, al contacto de
célula a célula, a la migracion y proliferacion celular. El tubo RegenBCT-HA es un nuevo dispositivo que permite la
preparacion, en una sola etapa, de plasma rico en plaquetas combinado directamente con una soluciéon de acido
hialurénico.

En este estudio, se evalué el rendimiento de los tubos RegenBCT-HA con respecto a la separacion de los
componentes sanguineos, en comparacion con el rendimiento del tubo RegenBCT, dispositivo para la preparacion
estandar de PRP. Esto se evalué usando los parametros recomendados por la Administracién de Alimentos y
Medicamentos de los EE. UU. (FDA de los EE. UU.), Que son volumenes de concentrado de plaquetas, recuento de
plaquetas y células, y el pH de los productos. Ademas, también se investigé la viabilidad y funcionalidad de las
plaquetas obtenidas.

La sangre de 23 donantes sanos se tratd en paralelo con los dos dispositivos y el PRP obtenido se analizé alas Oy
4 horas después de la recogida de sangre.

El tubo RegenBCT esta disefiado para la preparacion de 4 a 5 ml de PRP a partir de 8 a 9 ml de sangre. En el tubo
RegenBCT-HA, el vacio y el volumen anticoagulante se han adaptado para la recogida de 4 a 5 ml de sangre, para
obtener de 2 a 3 ml de plasma anticoagulado que se combinara con los 2 ml de solucién de acido hialurénico
contenidos en el dispositivo. El volumen final de la mezcla de PRP-HA es de aproximadamente 5 ml, con una
proporcion aproximada de PRP a solucién de acido hialurénico del 50 %.

En ambos dispositivos, la separacion de los componentes sanguineos se realiza mediante una centrifugacion de una
sola etapa. En los tubos RegenBCT-HA, el acido hialurénico flota sobre el plasma al final de la centrifugacion y debe
mezclarse mecanicamente con el PRP para obtener el producto final. Como el recuento celular no se pudo realizar
en la mezcla PRP-HA, debido a la viscosidad del producto final, se evaluaron las concentraciones de células y
plaguetas solo en la parte de PRP, eliminando el acido hialurénico flotante. En consecuencia, se tuvo que extraer
sangre en tres tubos RegenBCT-HA, para cada donante, para tener una mezcla de PRP-HA y dos PRP para la
medida a tiempo 0 y a tiempo T = 4 horas. Para la evaluacion a T = 4 h, los tubos RegenBCT-HA se dejaron sin
tocar en posicion vertical después de la centrifugacion, y el acido hialurénico flotante se eliminé solo después de
cuatro horas justo antes del recuento de células sanguineas.

Se cuantificaron los volimenes de PRP resultantes, asi como la cantidad de acido hialurénico eliminado. No hubo
diferencia estadistica entre el volumen obtenido a T = 0 y cuatro horas después, lo que permitié comparar los datos
obtenidos en los dos puntos temporales.

El pH de la mezcla de PRP-HA era similar al pH de RegenBCT PRP sobre el limite estandar solicitado por la FDA de
6,2 para la preparacion de plaquetas. Los pH de PRP y de Mezcla de PRP-HA fueron ligeramente mas altos que el
pH de la sangre, los valores mas altos se observaron en el PRP. Aunque minimas, las diferencias de pH entre los
diferentes productos fueron significativas. Se observé un pequefio aumento del valor de pH de las dos preparaciones
de plaquetas durante las 4 horas del experimento, al contrario del pH de la sangre completa que no vario, sin
embargo, este aumento no fue clinicamente significativo.

Con respecto a la separacion de glébulos rojos, ambos sistemas mostraron resultados equivalentes en la eliminacion
de glébulos rojos con una recuperacion inferior al 0,5 %. Se obtuvo una reduccién equivalente del contenido de
glébulos blancos en PRP, en comparaciéon con la sangre completa, en los dos tipos de dispositivos.
Aproximadamente el 85 % de los leucocitos fueron eliminados. Ademas, se encontré la misma distribuciéon en los
subconjuntos de glébulos blancos en los dos tipos de PRP, lo que demuestra la equivalencia de los dos dispositivos
para la preparacion de PRP con una baja contaminacién de granulocitos, conocidos por ser proinflamatorios.

Aunque no significativas, las concentraciones en los globulos rojos y blancos en el PRP obtenido con los tubos
RegenBCT-HA fueron ligeramente mas altas que en el RegenBCT PRP. Esto se debe al hecho de que parte del
plasma se elimind con el acido hialurénico, reduciendo asi el volumen en el que se resuspendieron las células.
Como la recuperacion celular fue equivalente en los dos dispositivos, es poco probable que haya una cantidad
significativa de glébulos rojos y blancos en el volumen eliminado. Por lo tanto, se podria estimar mediante calculo la
concentracion final de esas células en la mezcla de PRP-HA obtenida con los tubos RegenBCT-HA.

Ambos dispositivos permitieron la preparacion de PRP con una concentracion de plaquetas mayor que la
concentracion de plaquetas en sangre. A diferencia de las otras concentraciones que fueron estables en el tiempo, la
concentracion de plaquetas en PRP de los tubos RegenBCT-HA aumenté en el tiempo, y fue equivalente a la
obtenida en los tubos RegenBCT solamente a T = 4 h. Por correlacion se observo el mismo aumento para el factor
de concentracion de plaquetas. Como se ha demostrado, con gldbulos rojos y blancos, que la presencia de acido
hialurénico no modificéd el rendimiento del gel tixotropico para la separacion de componentes sanguineos, se puede
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suponer que la capacidad de aislamiento de plaquetas del gel tampoco se modifica en tubos RegenBCT-HA. Por lo
tanto, es probable que algunas plaquetas interactuaran con el acido hialurénico durante el acondicionamiento de la
sangre en este dispositivo. Esas plaquetas probablemente fueron arrastradas con el acido hialurénico eliminado a
tiempo T = 0. El aumento en el nimero de plaquetas encontradas en el RegenBCT-HA PRP después de cuatro
horas podria deberse a la liberacion en el plasma de algunas plaquetas de la fraccion de acido hialurénico durante la
duracioén del experimento. Esta interaccion de plaquetas-acido hialurénico también explicaria los valores mas bajos
obtenidos en este dispositivo para la recuperacion de plaquetas, aproximadamente el 60 y el 70 %, respectivamente,
a tiempo T =0y tiempo T = 4 h, mientras que la recuperacion en el tubo RegenBCT fue de entre el 85 % y el 92 %.
Sin embargo, los porcentajes medidos de recuperacion de plaquetas, aunque probablemente se subestiman, estan
muy por encima del limite solicitado por la FDA del 50 %. La concentracion final estimada en la mezcla PRP-HA es
cercana a la concentracion de plaquetas en la sangre completa, con un factor de concentracién en el producto
diluido de aproximadamente 0,8.

Ademas del rendimiento del dispositivo RegenBCT-HA para la separacion de células sanguineas, también se probd
la funcionalidad e integridad de las plaquetas obtenidas.

In vivo, las plaquetas responden a la estimulacién especifica con ADP aumentando el numero de moléculas de
selectina P (CD62P) expresadas en su membrana externa. Se probd esta capacidad en las plaquetas obtenidas en
la mezcla PRP-HA. Los fondos de alta fluorescencia, vistos en las muestras que contienen acido hialurénico,
impidieron una comparacion directa con los resultados obtenidos en RegenBCT PRP. Ademas, se observé una gran
variacion entre individuos, lo que dio como resultado valores de desviacion estandar altos. Sin embargo, se observo
un patrén de respuesta similar en los dos tipos de preparaciones de plaguetas, con un aumento de la expresion de
selectina P en respuesta a la activacion especifica con ADP, aunque no significativo a T = 4 para la mezcla de PRP-
HA.

Cuando se afade agua destilada en las preparaciones de PRP, las plaquetas se hinchan y posteriormente se
contraen a su forma normal. Esta capacidad de resistencia al estrés hipoténico depende de la integridad de las
funciones bioquimicas de las plaquetas y, por lo tanto, es un indicador de la viabilidad de las plaquetas. Las
plaguetas de ambos dispositivos pudieron resistir dicho estrés hipoténico. La respuesta fue de la misma amplitud en
ambos tipos de preparaciones de plaquetas y se mantuvo sin cambios durante el periodo de 4 horas.

Otra funcionalidad de las plaquetas es su capacidad de agregarse en respuesta al contacto con moléculas de la
matriz extracelular, tales como el colageno. El método turbidimétrico usado para evaluar esta funcionalidad no se
pudo realizar en muestras de plaquetas mezcladas con acido hialurénico, debido a la viscosidad del producto. Por lo
tanto, al igual que para los recuentos hematoldgicos, solo se pudo probar la agregacién en las fracciones de PRP
obtenidas después de la eliminacion del acido hialurénico en los tubos RegenBCT-HA. Las preparaciones de
plaquetas obtenidas con los dos dispositivos pudieron agregarse en respuesta a la activacion con colageno y esta
capacidad se mantuvo al mismo nivel a tiempo T = 4 horas. Sin embargo, la respuesta de agregacion se redujo para
las plaquetas preparadas con tubos RegenBCT-HA. Esto es coherente con los resultados publicados sobre el efecto
del acido hialurénico en la agregacion de plaquetas humanas en respuesta al colageno (Aras C., et al., Eur J
Ophthalmol. Marzo-abril de 2006; 16 (2): 306-10; Bracey AW., Y col., Am J Hematol. Marzo de 1987; 24 (3): 247-57).

Tomados en conjunto, estos ultimos tres experimentos permitieron demostrar que las plaquetas obtenidas con el
tubo RegenBCT-HA, aunque sesgadas por la presencia de acido hialurénico, habian mantenido su integridad y
funcionalidad.

Conclusiones

El tubo RegenBCT-HA es un dispositivo médico innovador que permite la preparacion de PRP combinado con una
solucién de acido hialurénico, mediante un procedimiento de una sola etapa en un sistema de circuito cerrado. El
PRP obtenido con este dispositivo tiene una alta recuperacion de plaquetas (60-70 %), una recuperacion parcial de
gloébulos blancos (aproximadamente el 15 %), con un agotamiento selectivo (95 %) de granulocitos y casi ninguna
contaminacion de glébulos rojos (< 0,5 %). Estos resultados son comparables a los resultados obtenidos con otro
dispositivo para el aislamiento de PRP, el tubo RegenBCT, como era de esperar, ya que los dos dispositivos usan la
misma tecnologia de gel para la separacion celular. La Unica discrepancia se observé para la recuperacion de
plaquetas, que fue mayor en RegenBCT PRP, sin embargo, como no se pudo evaluar la cantidad de plaquetas
unidas al acido hialurénico, este parametro probablemente fue subestimado. Sin embargo, el valor medido esta muy
por encima del limite solicitado por la FDA del 50 % para la recuperacion de plaquetas en el dispositivo PRP. El PRP
obtenido se mezcla con la solucién de acido hialurénico, contenida en el dispositivo, en una relacion de
aproximadamente el 50 %. El producto diluido resultante es una suspension de plaquetas en un armazén
tridimensional con una concentracion cercana al valor sanguineo fisiolégico, en el que las plaquetas han mantenido
su integridad y funcionalidad.

Ejemplo 4

La eficacia de las formulaciones de HA-PRP se ha evaluado en pacientes que usan los tubos REGENBCT vy
REGENBCT-HA como se describe en el ejemplo 3. Como se muestra en la figura 19, se demuestra evidencia de
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afinidad por HA y factores de crecimiento (GF) para PDGF y EGF. Se observa una liberacion de GF mucho mas
fuerte en una combinacion de HA con PRP que en PRP solo. La liberacion en pg/ml de PDGF-AA, PDGF-BB y EGF
en el dia 0 (TO) para una preparacion de PRP solo (BCT TO) frente a una combinacién de PRP y HA (BCT + IALUR
TO) se muestra en la figura 19.

Sorprendentemente, el suministro de GF en la fase temprana es distinto entre una preparacién de PRP solo (BCT)
frente a una combinacion de PRP y HA (BCT HA), véase la figura 20. La liberacién en pg/ml de PDGF-BB en dos
casos el dia 0 (TO), el dia 3 (T3) y el dia 5 (T5) para una preparacion de PRP solo (BCT) frente a una combinacion
de PRP y HA (BCT HA) se muestra en la figura 20.

La liberaciéon en pg/ml de EGF en tres pacientes diferentes (pacientes 1, 2 o 3) en el dia 0 (T0), dia 3 (T3), dia 5
(T5), dia 7 (T7) y dia 10 (T10) para una preparacion de PRP solo (BCT) se muestra en la figura 21-A frente a una
combinacion de PRP y HA (BCT HA) en la figura 21-B. La mediana de liberacion en pg/ml de EGF en el dia 0 (T0),
dia 3 (T3), dia 5 (T5), dia 7 (T7) y dia 10 (T10) para una preparacion de PRP sola (BCT) frente a una combinacion
de PRP y HA (BCT HA) se muestra en la figura 21-C.

Una combinacion de PRP y HA es muy efectiva en la fase temprana con una liberacion de GF mucho mayor,
particularmente para PDGF-BB hasta aproximadamente el dia 3 o el dia 4 y para EGF hasta aproximadamente el
dia 1 o el dia 2. Esto es particularmente importante en todos los casos en los que se requiere una liberacion rapida y
fuerte de GF, por ejemplo, en el cuidado de heridas. Dicha liberacién temprana de la fase GF mejora el tiempo de
cicatrizacion de la herida y disminuye rapidamente el dolor. Por ejemplo, una formulacién de HA-PRP de acuerdo
con la divulgacion es util en el dolor agudo.
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REIVINDICACIONES

Una composicién que comprende al menos un acido hialurénico de bajo peso molecular y al menos un acido

hialurénico de alto peso molecular caracterizada por que:

4.

- dicho acido hialurénico de bajo peso molecular es de 600 kDa o menos de 600 KDa, y
- dicho acido hialurénico de alto peso molecular es de 4000 KDa o por encima de 4000 KDa,
en la que:

- la relacion de acido hialurénico de bajo peso molecular respecto a acido hialurénico de alto peso molecular es
2:3 y en la que la concentracion total es del 2,2 % al 2,8 %, y que comprende ademas:

i) un anticoagulante y/o un gel tixotropico.

La composicion de la reivindicacion 1, en la que el anticoagulante es citrato o citrato de sodio.

Composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, que comprende ademas:

i) un activador de la coagulacion, suero de trombina, fosfato tricalcico (TCP), un sustituto 6seo, gluconato de
calcio, sacarato de calcio, quitosano, fibroinas, proteinas de fibroina de seda, factores de crecimiento, manitol,
colageno, albumina, acido ascorbico, crema, células grasas, tejido adiposo, concentrado de médula 6sea,
lubricina, cd-gelatina, toxina botulinica y/o uno o mas extractos celulares que no son extractos de células madre
embrionarias, y/o

ii) compuestos analgésicos, compuestos antibacterianos, incluidos compuestos bactericidas y bacteriostaticos,
antibioticos tales como adriamicina, eritromicina, gentimicina, penicilina, tobramicina, compuestos antifingicos,
antiinflamatorios, compuestos antiparasitarios, compuestos antivirales, enzimas, inhibidores enzimaticos,
glucoproteinas, factores de crecimiento, linfocinas, citocinas, hormonas, esteroides, glucocorticoides,
inmunomoduladores, inmunoglobulinas, minerales, neurolépticos, proteinas, péptidos, lipoproteinas, compuestos
tumoricidas, compuestos tumoristaticos, toxinas y vitaminas tales como vitamina A, vitamina E, vitamina B,
vitamina C, vitamina D.

Composiciéon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha composiciéon se

esteriliza con vapor.
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Figura 4
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 14

ES 2791755713

FL2-A medio

34004

5000 4

203000

15000 -
10000 o+

-
RS NN R \
\\\i\ % ......... A \

5000

Expresién de CD62P en plaquetas

N - ARP T=D

NHA0RP T
.{ N .
T \ - ADP Twd

RagerBCT PRP RegenBCT-Mezcla de HA

59




ES 2791 755 T3
Respuesta al estrés hipotonico

Figura 15

=

a4y 3% Los ¥ 4 £ Wy
: oY oy e £ w0y

77777777777

RegenBCT-Mezcla de HA
60

RegenBCT FRP




ES 2791755713

Figura 16
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
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