PROCEDIMIENTO PARA OBTENCION Y CONSERVACION DE FACTORES DE
CRECIMIENTO DE ALTA PUREZA Y SUS USOS

SECTOR TECNICO

La presente invenciéon se refiere a procedimiento para obtencidén y conservacion de
factores de crecimiento de alta pureza (mayores al 90%) aplicable en tratamientos
clinicos de bioregeneracion, particularmente en estomatologia, odontologia, estética,

traumatologia, dermatologia y reumatologia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las plaquetas (PLT), cominmente conocidas por su papel en el proceso de
coagulacioén, son células que no poseen nucleo por lo que carecen de propiedades de
division celular. Estos fragmentos citoplasmaticos procedentes de la division del
megacariocito contienen tres tipos de granulos en su interior: granulos densos,
lisosomales y granulos alfa. Los granulos alfa son de gran interés ya que en su interior
albergan los llamados factores de crecimiento (FC) que poseen diversas funciones
reparadoras de tejidos y marcada actividad angiogénica. De esta forma, existe el FC
transformante beta, el FC de crecimiento epidérmico o epitelial, el FC endotelial
vascular (angiogénico), el FC fibroblastico acido-basico y el insulinico tipo IGF I, entre

otros.

Los FC liberados por los granulos alfa han demostrado ser efectivos para inducir la
regeneracion tisular y funcional en tejidos con células afectadas o hipofuncionantes.
Por ejemplo, si un fibroblasto de la piel ha dejado de producir colageno, una inyeccién
de FC autdélogos en la zona a tratar, proporciona un factor inductor sobre el fibroplasto
(o célula diana), resultando en la ‘nueva’ produccion de colageno del fibroblasto

afectado.

Por lo anterior, el plasma rico en factores de crecimiento activado (PRGF, de sus
siglas en inglés Plasma Rich Growth Factor) tiene un gran interés cientifico. Su
procedimiento de obtencion va mas alla de efectuar una extraccibn de sangre y

centrifugarla para separar la fraccion mas rica en plaquetas. Las plaquetas por si solas
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no tienen accién regenerativa, sino que deben ser activadas a fin de que los granulos

alfa liberen los FC.

En el estado de la técnica se describen ampliamente procedimientos para obtencion
de PRP. Por ejemplo, el documento ES2567603T3 divulga un método que permite
generar un concentrado de PRP, y que comprende la separacién a partir de una
muestra de sangre entera mezclada con anticoagulantes de una fraccion de plasma
pobre en plaquetas y de otra rica en plaquetas mediante centrifugacion. El método
incluye ademas la determinacion por recuento de plaquetas de la concentracion de
estas después de la separacién, y un procedimiento que comprende mezclar
volimenes ricos en plaguetas con volimenes pobres en plaguetas de forma que se
alcance una concentracion minima deseada de 800.000 a 2.000.000 de plaquetas/pl

en todas las fracciones.

También, el documento W0O2014126931A describe la obtencién de PRP para usos
cosmeéticos (estética) o terapéuticos en el ambito de la traumatologia y la
reumatologia. El procedimiento de obtencion comprende el uso de cloruro de calcio
como agente activador e inductor de la formacion de gel a partir del PRP. Ademas, se
hace referencia a la posibilidad de crio-preservar el material obtenido a temperaturas

inferiores a -20°C por procedimientos conocidos para la preservacion de células.

Por otra parte, también se describen algunos procedimientos para activacion de PRP y
las utilidades biol6gicas y médicas del producto. Ejemplos de esto puede encontrarse
en el documento ES2527967A2, que indica el uso de gluconato de sodio como

activador del plasma rico en plaquetas.

De manera particular, ademas, una publicacién titulada “Plasma rico en plaquetas’™,
describe un procedimiento para obtencion de PRP y su activacién para aplicacion en
odontologia. En dicho documento se describen las etapas de extraccion de la muestra
de sangre y depésito en recipientes, adicion de citrato sédico al 3,2% como
anticoagulante, centrifugacion y adicién de cloruro de calcio al 10% o gluconato de
calcio como activador plaquetario para obtener factores de crecimiento a ser utilizado

en odontologia.

! https:/lissuu.com/robertohdzvides/docs/plasma rico_en plaguetas.pptx
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https://issuu.com/robertohdzvides/docs/plasma_rico_en_plaquetas.pptx

Aungue se describen varios procedimientos para la obtencion del plasma con factores
de crecimiento, la gran mayoria de estos procedimientos llegan a un plasma con
contenido medio de factores de crecimiento que tienen que ser utilizados de forma
inmediata ya que, de otra forma, disminuye la calidad del plasma en cuanto al

contenido de factores de crecimiento activado.

Es asi como los inventores de la presente invencion, tras extensos y exhaustivos
experimentos, han desarrollado un procedimiento de obtencion de factores de
crecimiento puros y conservacion de estos de tal forma que puedan ser utilizados

posteriormente de manera efectiva.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento
para obtencién y conservacion de factores de crecimiento de alta pureza (por encima

del 90%) que puedan ser utilizados en procesos de bioregeneracion celular.

El procedimiento de la presente invencion consiste en que, una vez se cuenta con un

plasma rico en plaquetas, se realizan las etapas de:

a) adicionar un agente rompedor de membrana de plaquetas a un plasma rico en
plaquetas para obtener un plasma rico en factores de crecimiento;

b) incubar el plasma rico en factores de crecimiento de la etapa a) durante 30 a 40
minutos a una temperatura entre 37 y 40 °C;

c) enfriar el plasma rico en factores de crecimiento de la etapa b) durante 5 a 7
minutos para obtener un gel y un sobrenadante, dicho sobrenadante que contiene
factores de crecimiento a una concentracion mayor del % 90;

d) extraer el sobrenadante con factores de crecimiento de la etapa c);

e) ultracongelar el sobrenadante con factores de crecimiento de la etapa d) a una

temperatura entre -40°C y -18°C.

El sobrenadante obtenido en la etapa c) no contiene restos de plaquetas.

El procedimiento de la presente invencion se realiza preferiblemente en un ambiente

estéril, opcionalmente en una campana de flujo laminar.
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En la etapa a), el agente rompedor de membrana de plaquetas es el encargado de
liberar los factores de crecimiento, opcionalmente el agente rompedor de membrana
de plaquetas es gluconato sédico en solucién, preferiblemente con una concentracion
entre 100 mg/mL. Preferiblemente, la solucién se adiciona al plasma rico en plaquetas
al 20% viv.

Los factores de crecimiento (sin restos de plaquetas) obtenidos mediante el
procedimiento de la presente invencién han demostrado tener una mayor efectividad
cuando se utiliza en procesos de bioregeneracion en comparacién con el desempefio
de otras formas de derivados plasmaticos como plasta rico en plaquetas, PRGF y
PRGF activado. Al utilizar los factores de crecimiento de la presente invencién se
consigue un mayor efecto con menores dosis de producto y menor ndmero de

aplicaciones, lo que demuestra una mejor asimilacion por parte del paciente.

Adicionalmente, el producto es almacenado hasta 18 meses y demuestra mantener su
efectividad en cuanto a contenido de factores de crecimiento. El producto no presenta
pérdida de efectividad al descongelarlo hasta tres veces.

EJEMPLOS

Para una mejor comprension y con caracter no limitativo, la presente invencion se
describe en mas detalle en los ejemplos de realizacion y ensayos descritos a

continuacion.

Ejemplo 1. Obtencion y conservaciéon de factores de crecimiento puros
Dentro de una campana de flujo laminar, en un tubo Vacutainer de 6 mililitros de
deposit6é 1 mililitros de PRP con 0,2 mililitros de gluconato sédico en solucién (con una

concentracion de 100 mg/ml).

El tubo se incubd durante 30 minutos a 40°C. Seguidamente, se enfrié con ventilador

durante 5 minutos. Este proceso se llevd a cabo en un ISM Equipment)

Se obtuvo un gel y un sobrenadante con los factores de crecimiento. Se invirti6 el tubo

y con la ayuda de una jeringa se extrajo el sobrenadante hasta que el gel quedara muy
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reducido.

Debido a que el sobrenadante que contiene los factores de crecimiento puros pierde
muy répidamente su actividad a temperatura ambiente, se procede rapidamente (en un
tiempo significativamente inferior a 5 minutos) a depositar el material en viales

estériles.

Previa utilizacion, los viales se someten a un control bacteriolégico para garantizar su

esterilidad.

Seguidamente, se congelan los viales estériles a -18 °C y, en algunos casos, a -40°C

utilizando nieve carbénica.



