ES 2 364 689 T3

. @ Numero de publicacién: 2 364 689
OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
C12N 5/0775 (2006.01)

ESPANA

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 05754073 .4
Fecha de presentacién : 25.05.2005

Numero de publicacion de la solicitud: 1885382
Fecha de publicacion de la solicitud: 13.02.2008

Titulo: Procedimiento de uso de células derivadas de tejido adiposo en el tratamiento de afecciones cardio-

vasculares.
@ Titular/es: CYTORI THERAPEUTICS, Inc.
3020 Callan Road
San Diego, California 92121, US
Fecha de publicacion de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Fraser, John, K.;
12.09.2011 Hedrick, Marc, H.;
Zhu, Min;
Strem, Brian, M.;
Daniels, Eric y
Waulur, Isabella
Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Carpintero Lopez, Mario
12.09.2011

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2364 689 T3

DESCRIPCION
Procedimientos de uso de células derivadas de tejido adiposo en el tratamiento de afecciones cardiovasculares

Solicitudes relacionadas

La presente solicitud es una solicitud continuacion en parte de la Solicitud de Estados Unidos N° 10/783.957 titulada
PROCEDIMIENTOS DE USO DE CELULAS DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO EN EL TRATAMIENTO DE
AFECCIONES CARDIOVASCULARES, presentada el 20 de febrero de 2004 (que reivindica beneficio de prioridad
de la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° 60/449.279 titulada PROCEDIMIENTOS DE USO DE CELULAS
DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO EN EL TRATAMIENTO DE AFECCIONES CARDIOVASCULARES, presentada
el 20 de febrero de 2003 y la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° 60/462.911 titulada PROCEDIMIENTOS DE
USO DE CELULAS DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO EN EL TRATAMIENTO DE AFECCIONES
CARDIOVASCULARES, presentada el 15 de abril de 2003) y una continuacion en parte de la Solicitud de Estados
Unidos N° 10/877.822: titulada SISTEMAS Y PROCEDIMIENTOS PARA SEPARAR Y CONCENTRAR CELULAS
REGENERATIVAS DE TEJIDO, presentada el 25 de junio de 2004 (que reivindica beneficio de prioridad de la
Solicitud Provisional de Estados Unidos N° 60/496.467, titulada SISTEMAS Y PROCEDIMIENTOS PARA SEPARAR
CELULAS DE TEJIDO ADIPOSO, presentada el 20 de agosto de 2003 y la Solicitud Provisional de Estados Unidos
N° 60/482.820, titulada SISTEMAS Y PROCEDIMIENTOS PARA SEPARAR CELULAS DE TEJIDO ADIPOSO,
presentada en 2003), ambas de las cuales son continuaciones en parte de la Solicitud de Estados Unidos N°
10/316.127, presentada el 9 de diciembre de 2002, titulada SISTEMAS Y PROCEDIMIENTOS PARA TRATAR
PACIENTES CON CELULAS LIPOASPIRADAS PROCESADAS (que reivindica beneficio de prioridad de la Solicitud
Provisional de Estados Unidos N° 60/338.856, presentada el 7 de diciembre de 2001).

Antecedentes de la invencién

1. Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere, en general a células regenerativas derivadas de tejido adiposo y mas
particularmente, a células regenerativas derivadas de tejido adiposo (por ejemplo, células progenitoras y madre
derivadas de tejido adiposo), procedimientos de uso de células regenerativas derivadas de tejido adiposo,
composiciones que contienen células regenerativas derivadas de tejido adiposo y sistemas para preparar y usar
células regenerativas derivadas de tejido adiposo, que se usan para tratar enfermedades y trastornos
cardiovasculares.

2. Descripcion de la Técnica Relacionada

Las enfermedades y trastornos cardiovasculares son la causa principal de muerte y discapacidad en todas las
naciones industrializadas. Solamente en los Estados Unidos, las enfermedades cardiovasculares son responsables
de aproximadamente el 40 por ciento de la tasa de mortalidad y afectan a 58 millones de americanos (American-
Heart-Association, 2002). Uno de los principales factores que hacen a las enfermedades cardiovasculares
particularmente devastadoras es la incapacidad del corazén para repararse después de dafio. Puesto que las
células musculares cardiacas son incapaces de dividirse y repoblar areas de dafo, la pérdida de células cardiacas
como resultado de lesion o enfermedad es en gran medida irreversible (Abbate y col., 2002; Remme, 2000).

De las formas disponibles de terapia, los trasplantes de corazén de ser humano a ser humano han sido las mas
eficaces en el tratamiento de enfermedades y trastornos cardiovasculares graves. De hecho, la tasa de
supervivencia a un afio y cinco anos del receptor de trasplante cardiaco medio esta actualmente por encima del 70
por ciento. Desafortunadamente, sin embargo, el trasplante es una forma gravemente limitada de terapia por varias
razones, en concreto, la escasez de donantes adecuados, el coste del procedimiento y la alta probabilidad de
rechazo de trasplante y problemas asociados tales como infecciones, disfuncién renal y canceres relacionados con
inmunosupresion (American-Heart-Association, 2002).

Una alternativa a la terapia de trasplante es el uso de medicina regenerativa para reparar y regenerar células
musculares cardiacas dafadas. La medicina regenerativa aprovecha, de una manera dirigida clinicamente, la
capacidad de las células madre (es decir, las células maestras no especializadas del cuerpo) para renovarse
indefinidamente y desarrollarse a células especializadas maduras. Las células madre se encuentran en embriones
durante las etapas tempranas del desarrollo, en tejido fetal y en algunos o6rganos y tejidos adultos (Pera y col.,
2000). Se sabe que las células madre embrionarias (denominadas en lo sucesivo en el presente documento “ESC”)
se convierten en todas las células y tipos tisulares del cuerpo. Las ESC no solamente contienen toda la informacién
genética del individuo sino que también contienen la capacidad nata de convertirse en cualquiera de las mas de 200
células y tejidos del cuerpo. Por lo tanto, estas células tienen tremendo potencial para la medicina regenerativa. Por
ejemplo, las ESC pueden cultivarse a tejidos especificos tales como corazén, pulmén o rifdn que podrian usarse
después para reparar 6rganos dafiados y enfermos (Assady y col., 2001; Jacobson y col., 2001; Odorico y col.,
2001). Sin embargo, los tejidos derivados de ESC tienen limitaciones clinicas. Puesto que las ESC derivan
necesariamente de otro individuo, es decir, un embridn, existe un riesgo de que el sistema inmune del receptor
rechace el nuevo material biolégico. Aunque los farmacos inmunosupresores para evitar dicho rechazo estan
disponibles, se sabe que tales farmacos bloquean respuestas inmunes deseables tales como contra infecciones

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2364 689 T3

bacterianas y virus. Ademas, el debate ético sobre la fuente de las ESC, es decir, embriones, esta bien
documentado y presenta un obstaculo adicional y, quizas, insuperable para el futuro préximo.

Las células madre adultas (denominadas de forma intercambiable en los sucesivo en el presente documento “ASC”)
representan una alternativa al uso de ESC. Las ASC residen de forma silenciosa en muchos tejidos no embrionarios,
supuestamente esperando a responder a traumatismo u otros procesos de enfermedad destructivos de modo que
puedan curar el tejido dafado (Arvidsson y col., 2002; Bonner-Weir y Sharma, 2002; Clarke y Frisen, 2001; Crosby y
Strain, 2001; Jiang y col., 2002a). Notablemente, las pruebas cientificas emergentes indican que cada individuo
porta un grupo de ASC que puede compartir con las ESC la capacidad de convertirse en muchos si no en todos los
tipos de células y tejidos (Young y col., 2001; Jiang y col., 2002a; Jiang y col., 2002b; Schwartz y col., 2002). Por lo
tanto, las ASC, como las ESC, tienen enorme potencial para aplicaciones clinicas de medicina regenerativa.

Se ha mostrado que las poblaciones de ASC estan presentes en uno o mas de médula dsea, piel, musculo, higado y
cerebro (Jiang y col., 2002b; Alison, 1998; Crosby y Strain, 2001). Sin embargo, la frecuencia de ASC en estos
tejidos es baja. Por ejemplo, la frecuencia de células madre mesenquimales en médula ésea se estima entre 1 en
100.000 y 1 en 1.000.000 de células nucleadas (D’lppolito y col., 1999; Banfi y col., 2001; Falla y col., 1993). De
forma similar, la extraccién de ASC de la piel implica una serie complicada de etapas de cultivo celular durante
varias semanas (Toma y col., 2001) y la aplicacion clinica de ASC derivadas de musculo esquelético requiere una
fase de cultivo de dos o tres semanas (Hagege y col., 2003). Por lo tanto, cualquier aplicacion clinica propuesta de
ASC a partir de tales tejidos requiere aumentar el nimero de células, pureza y madurez por procedimientos de
purificacién celular y cultivo celular.

Aunque las etapas de cultivo celular pueden proporcionar nimeros de células, pureza y madurez aumentados, lo
hacen con un coste. Este coste puede incluir una o mas de las siguientes dificultades técnicas: pérdida de funcion
celular debido al envejecimiento celular, pérdida de poblaciones de células no madre potencialmente utiles, retardos
en la aplicacion potencial de células a los pacientes, coste monetario aumentado y riesgo aumentado de
contaminacion de células con microorganismos ambientales durante el cultivo. Recientes estudios que examinan los
efectos terapéuticos de ASC derivadas de médula dsea han usado esencialmente médula 6sea completa para evitar
los problemas asociados con cultivo celular (Horwitz y col., 2001; Orlic y col., 2001; Stamm y col., 2003; Strauer y
col., 2002). Los beneficios clinicos, sin embargo, han sido subdptimos, un resultado casi con seguridad relacionado
con la limitada dosis y pureza de ASC presente de forma inherente en la médula 6sea.

Recientemente, se ha demostrado que el tejido adiposo es una fuente de ASC (Zuk y col., 2001; Zuk y col., 2002). A
diferencia de médula dsea, la piel, el musculo, el cerebro y el higado, el tejido adiposo es comparativamente facil de
recoger en cantidades relativamente grandes (Commons y col., 2001; Katz y col., 2001b). Ademas, se ha mostrado
que las ASC derivadas de tejido adiposo poseen la capacidad de generar mdltiples tejidos in vitro, incluyendo hueso,
grasa, cartilago y musculo (Ashjian y col., 2003; Mizuno y col., 2002; Zuk y col., 2001; Zuk y col., 2002). Por lo tanto,
el tejido adiposo representa una fuente optima para ASC para su uso en medicina regenerativa. Los procedimientos
adecuados para recoger ASC derivadas de tejido adiposo, sin embargo, son escasos en la técnica. Los
procedimientos existentes padecen varios defectos. Por ejemplo, los procedimientos existentes carecen de la
capacidad para acomodar de forma optima un dispositivo de aspiracidon para retirada de tejido adiposo. Los
procedimientos existentes también carecen de automatizacion parcial o completa de la recogida de la fase de tejido
adiposo a través de procesamiento de fases de tejido (Katz y col., 2001a). Los procedimientos existentes carecen
ademas de capacidad de volumen mayor de 100 ml de tejido adiposo. Los procedimientos existentes también
carecen ademas de un sistema parcialmente o completamente cerrado para recoger la fase de tejido adiposo a
través del procesamiento de fases de tejido. Finalmente, los procedimientos existentes carecen de disponibilidad de
componentes para atenuar los riesgos conjuntos de contaminacién cruzada de material de una muestra a otra. En
resumen, los procedimientos de la técnica anterior para recoger ASC de tejido adiposo no superan las dificultades
técnicas asociadas con recoger ASC de piel, musculo, higado y cerebro descritas anteriormente.

En consecuencia, dado el tremendo potencial terapéutico de las ASC, existe una urgente necesidad en la técnica
para un dispositivo, sistema o procedimiento para recoger ASC de tejido adiposo que produzca una poblacién de
ASC con rendimiento, consistencia y/o pureza aumentados y lo haga rapidamente y de forma fiable con una
necesidad no existente o reducida de manipulacion después de la extraccion. De forma ideal, dicho dispositivo,
sistema o procedimiento produciria ASC de una manera adecuada para colocacion directa en un receptor. El acceso
a dicho dispositivo, sistema o procedimiento en combinacion con procedimientos y composiciones que usan ASC
derivadas de tejido adiposo para el tratamiento de enfermedades y trastornos cardiovasculares revolucionaria el
tratamiento de tales trastornos. Dada la prevalencia de enfermedad cardiovascular y la escasez de opciones de
tratamientos actuales, dicho tratamiento se necesita de forma urgente.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a células regenerativas, por ejemplo, células progenitoras y madre adultas, que
pueden usarse para el tratamiento de afecciones, enfermedades y trastornos cardiovasculares. La presente
invencion también se refiere a sistemas y procedimientos para separar y concentrar células regenerativas de tejido,
por ejemplo, tejido adiposo. La presente invencion se refiere adicionalmente a composiciones de células
regenerativas para aplicaciones terapéuticas relacionadas con enfermedades cardiovasculares. En consecuencia,
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en una realizacion general, la presente invencién se refiere a composiciones, procedimientos y sistemas de uso de
células regenerativas derivadas de tejido que se colocan directamente en un receptor junto con los aditivos
necesarios para promover, originar o apoyar un beneficio terapéutico relacionado con enfermedades
cardiovasculares.

En realizaciones especificas, las células regenerativas de la presente invencion pueden usarse para tratar
afecciones, enfermedades y trastornos cardiovasculares basandose en, por ejemplo, su capacidad para sintetizar y
secretar factores de crecimiento que estimulan la formaciéon de nuevos vasos sanguineos, su capacidad para
sintetizar y secretar factores de crecimiento que estimulan la supervivencia celular, proliferacién y/o alteracion de la
respuesta a lesion de otras células, su capacidad para proliferar y/o diferenciarse en células que participan
directamente en la formacién de nuevos vasos sanguineos, su capacidad para injertarse en miocardio dafiado y
alterar la formacion de cicatrices (deposicion de colageno, degradacion de colageno y reticulacion), su capacidad
para proliferar y diferenciarse en cardiomiocitos o células musculares de tipo cardiomiocitos capaces de contribuir a
la contractilidad miocardica, su capacidad para proliferar y diferenciarse en células de miocardio, su capacidad para
mejorar la perfusion y regenerar el miocardio dafiado y su capacidad para evitar la progresion de hipertrofia
(remodelacion) después del infarto de miocardio.

Las células regenerativas administradas al paciente cardiaco pueden comprenderse de, por ejemplo, células madre,
células progenitoras o una combinacion de las mismas. En ciertas realizaciones, la administracion de multiples dosis
y/o tipos de células regenerativas pueden requerirse para derivar un beneficio terapéutico. Ademas, aditivos tales
como uno o mas factores de crecimiento pueden administrarse con las células regenerativas. En una realizacién
preferida, las células regenerativas se administran con factores de crecimiento angiogénicos, arteriogénicos y/o
especificos cardiacos solos o en combinacion con otros aditivos. Las células regenerativas también pueden
administrarse con uno o mas farmacos inmunosupresores.

Las vias de administracidon para las células regenerativas se conocen en la técnica e incluyen administracion directa
de las células al sitio de beneficio pretendido. Esto puede conseguirse por inyeccion directa en el miocardio a través
de la superficie externa del corazén (epicardica), inyeccion directa en el miocardio a través de la superficie interna
(endocardica) a través de insercion de una canula adecuada, por infusion arterial o venosa (incluyendo mecanismos
de flujo retrégado) o por otros medios desvelados en el presente documento o conocidos en la técnica tales como
inyeccion pericardica. Las vias de administracion conocidas para un experto en la materia incluyen, pero sin
limitacion, intravenosa, intracoronaria, endomiocardica, epimiocardica, intraventricular, de seno coronario retrégrado
o intravenosa.

Antes de la administracion a un paciente, las células regenerativas pueden dejarse crecer en cultivo celular para, por
ejemplo, promover la diferenciacidon hacia un fenotipo cardiaco. Antes de la administracidon a un paciente, las células
también podrian modificarse por transferencia génica de modo que se altere la expresion de uno o mas genes, por
ejemplo, un gen cardiaco, en las células regenerativas modificadas.

La presente invencién también se refiere a sistemas y procedimientos altamente versatiles capaces de separar y
concentrar las células regenerativas, por ejemplo, células madre y progenitoras, de un tejido dado que son
adecuadas para reinfusion en un sujeto. En una realizacion preferida, el sistema se automatiza. El sistema de la
presente invencion generalmente incluye uno o mas de una camara de recogida, una camara de procesamiento, una
camara de residuos, una camara de salida y una camara de muestra. Las diversas camaras se acoplan entre si
mediante uno o mas conductos de modo que los fluidos que contienen material biolégico puedan pasar de una
camara a otra en una ruta cerrada, estéril de fluidos/tejidos. En ciertas realizaciones, la camara de residuos, la
cédmara de salida y la camara de muestra son opcionales. En una realizacion, el procedimiento completo de
extraccién de tejido a través del procesamiento y c del dispositivo en el receptor se realizaria completo en la misma
instalacion, de hecho, incluso en la misma sala del paciente sometido al procedimiento.

En consecuencia, en una realizacion, un procedimiento para tratar un trastorno cardiovascular en un paciente
incluye las etapas de: a) proporcionar un sistema de retirada de tejido; b) retirar tejido adiposo de un paciente
usando el sistema de retirada de tejido, teniendo el tejido adiposo una concentracidon de células regenerativas; c)
procesar al menos una parte del tejido adiposo para obtener una concentracién de células regenerativas distinta de
la concentracion de células regenerativas de tejido adiposo antes del procesamiento; y d) administrar las células
regenerativas a un paciente sin retirar las células regenerativas del sistema de retirada del tejido antes de
administrarse al paciente.

Cualquier caracteristica o combinacién de caracteristicas descritas en el presente documento estan incluidas dentro
del alcance de la presente invencion en tanto que las caracteristicas incluidas en cualquier combinacion tal no sean
mutuamente incoherentes como resultara evidente a partir del contexto, la presente memoria descriptiva y el
conocimiento de un experto habitual en la materia. Ventajas y aspectos adicionales de la presente invencion
resultaran evidentes en la siguiente descripcion detallada.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una ilustracion de un sistema para separar y concentrar células regenerativas de tejidos que
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incluye un conjunto de filtros.

La Figura 2 es una ilustracion de un sistema similar a la Figura 1 que tiene una pluralidad de conjuntos de filtros
en una configuracion en serie.

La Figura 3 es una ilustracion similar a la Figura 1 que tiene una pluralidad de conjuntos de filtros en una
configuracion paralela.

La Figura 4 es una ilustracién de un sistema para separar y concentrar células regenerativas de tejido que
incluye una camara de centrifugacion.

La Figura 5 es una vista en secciéon de una camara de recogida que incluye un filtro prefijado utilizado en un
sistema para separar y concentrar las células regenerativas del tejido.

La Figura 6 es una vista en seccién de una camara de procesamiento de un sistema para separar y concentrar
células regenerativas de tejido utilizando un sistema de filtracion percolativo.

La Figura 7 es una vista en seccion de una camara de procesamiento de un sistema para separar y concentrar
células regenerativas utilizando un dispositivo de centrifuga para concentrar las células regenerativas.

La Figura 8 es otra vista en seccién de la camara de procesamiento de la Figura 7.
Las Figuras 9.1, 9.2 y 9.3 ilustran un componente de decantacién en uso con el sistema de la invencion.

La Figura 10 es una ilustracion de un sistema para separar y concentrar células regenerativas de tejido
utilizando presién de vacio para mover los fluidos a través del sistema. Puede construirse un sistema de vacio
aplicando una bomba de vacio o una fuente de vacio a la salida del sistema, controlado a una velocidad
predeterminada para arrastrar el tejido y el fluido, usando un sistema de valvulas, salidas de aire y abrazaderas
para controlar la direccion y temporizacion del flujo.

La Figura 11 es una ilustracion de un sistema para separar y concentrar células regenerativas de tejido
utilizando presion positiva para mover los fluidos a través del sistema. Un sistema de presion positiva usa un
medio mecanico tal como una bomba peristaltica para empujar o propulsar el fluido y tejido a través del sistema
a una velocidad determinada, usando valvulas, grifos de cierre, salidas de aire y abrazaderas para controlar la
direccion y temporizacion del flujo.

La Figura 12A ilustra un procedimiento de filtracién en el que la corriente de suministro del fluido fluye
tangencialmente a los poros del filtro.

La Figura 12B ilustra un procedimiento de filtracién en el que la corriente de suministro del fluido fluye
perpendicularmente a los poros del filtro.

La Figura 13 es una ilustracién de un conjunto desechable ejemplar para un sistema de la invencion.
La Figura 14 es una ilustracion de un componente reutilizable ejemplar para un sistema de la invencion.

La Figura 15A es una ilustracién de un dispositivo ejemplar de la invencién montado usando el conjunto
desechable de la Figura 13 y un componente reutilizable de la Figura 14.

La Figura 15B es un diagrama de flujo que representa etapas preprogramdas ejemplares, implementadas a
través de un programa informatico, que controla las realizaciones automaticas de un sistema de la presente
invencion. Se muestran dos parametros de procesamiento alternativos que indican la versatilidad del sistema.

Las Figuras 16A y 16B representan la expresion de proteina VEGF (5A) y PIGF (5B) por células regenerativas
derivadas de tejido adiposo cultivadas.

La Figura 17 representa la deteccion de células progenitoras endoteliales dentro de poblaciones de células
regenerativas derivadas de tejido adiposo.

Las Figuras 18A y 18B representan el desarrollo in vitro de estructuras vasculares en ratones tanto normales
(7A) como tratados con estreptozotocina (7B).

La Figura 19 representa el aumento de la restauracion media del flujo sanguineo en ratones con isquemia de
las extremidades posteriores tratados con células regenerativas derivadas de tejido adiposo en comparacion
con un control negativo.

Las Figuras 20A y 20B muestran que aumentar la dosis de células regenerativas derivadas de tejido adiposo
mejora la supervivencia del injerto y la angiogénesis (20A) y representa la retencion de la arquitectura de tejido
adiposo en muestra de ensayo histologica (20B).
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La Figura 21 representa la linea temporal histolégica del injerto de células regenerativas derivadas de tejido
adiposo derivado de donante en el area de miocardio infartado.

La Figura 22 representa tincion positiva doble para cadena pesada de miosina y betagalactosidasa. Las células
remarcadas muestran tanto tincién de betagalactosidasa azul, lo que demuestra su origen de células de tejido
adiposo de donante, como tincion marrén que indica la expresién de la cadena pesada de la proteina de
musculo cardiaco miosina. Las células que muestran tincién tanto marrén como azul (como se indica por
flechas) son células derivadas de tejido adiposo que han tomado el fenotipo de células de musculo cardiaco.

La Figura 23 representa grupos de células regenerativas derivadas de tejido adiposo derivado de donante en
una region de miocardio infartado después de oclusién/lesion de reperfusion en la rata.

La Figura 24 representa una fraccion de eyeccion significativamente mejorada a las doce semanas después del
infarto de miocardio de ratas tratadas con células regenerativas derivadas de tejido adiposo en comparacién
con basadas en solucién salina en analisis de eco y contractilidad.

La Figura 25 representa contractilidad de linea basal significativamente mejorada a las doce semanas después
de infarto de miocardio de ratas tratadas con células regenerativas derivadas de tejido adiposo en comparacion
con basadas en solucién salina en analisis de eco y contractilidad.

La Figura 26 representa relajacion de linea basal significativamente mejorada a las doce semanas después del
infarto de miocardio de ratas tratadas con células regenerativas derivadas de tejido adiposo en comparacion
con las basadas en solucion salina en analisis de eco y contractibilidad.

La Figura 27 representa cambios en los pardmetros de remodelacion, es decir, grosor del tabique ventricular
reducido, a las doce semanas después del infarto de miocardio de ratas tratadas con células regenerativas
derivadas de tejido adiposo en comparacién con solucién salina.

La Figura 28 representa la prevencion de la progresion de dilatacion ventricular como resulta evidente en el
grosor del tabique ventricular reducido (sistole) a las doce semanas después del infarto de miocardio de ratas
tratadas con ADC en comparacion con solucion salina.

Las Figuras 29 y 30 representan la prevencion de la progresion de dilatacion ventricular como resulta evidente
en el grosor de la pared posterior reducido tanto en diastole (Figura 29) como en sistole (Figura 30) a las doce
semanas después del infarto de miocardio de ratas tratadas con células regenerativas derivadas de tejido
adiposo en comparacion con solucion salina.

La Figura 31 representa un aumento significativo de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (LVEF) en
cerdos en el grupo de infusion celular (3,0 % + 6,0 %, media DT) frente al grupo control (-9,0 % + 5,0 %,
p=0,01). LVEF por cineangiografia (n=12) mostr6 una tendencia similar con valores de 3,7 % * 5,0 % frente a -
2,0 % +7,5 %, respectivamente (p=0,16).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona sistemas y procedimientos para tratar afecciones, enfermedades y trastornos
cardiovasculares usando células regenerativas derivadas de tejido adiposo, por ejemplo, células madre y
progenitoras. Especificamente, la presente invencion demuestra que las células regenerativas derivadas de tejido
adiposo de la invencion (1) expresan factores de crecimiento angiogénico y arteriogénico, incluyendo PIGF, VEGF,
bFGF, IGF-II, Eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IL-12 p40/p70, IL-12 p70, IL-13, IL-6, IL-9, Leptina, MCP-1, M-CSF, MIG,
PF-4, TIMP-1, TIMP-2. TNF-a, y Trombopoyetina, (2) comprenden células progenitoras endoteliales (EPC) que
tienen una funcién bien establecida en la formacién de vasos sanguineos, (3) se desarrollan a vasos sanguineos in
vitro y (4) soportan la supervivencia del tejido isquémico in vivo. (2) contienen células progenitoras endoteliales
(EPC) que tienen una funcién bien establecida en la formacién de vasos sanguineos, (3) se desarrollan a vasos
sanguineos in vitro. (4) soportan la supervivencia del tejido isquémico in vivo, (5) restauran la perfusion después de
oclusion/lesion de reperfusion de las extremidades posteriores, (6) cuando se inyectan en animales después de
lesién cardiaca se dirigen al corazoén, (7) cuando se inyectan en animales después de una lesién cardiaca se
diferencian en células que expresan marcadores coherentes con su diferenciacion a miocitos cardiacos o células de
tipo miocito cardiaco, (8) mejoran la perfusion después del infarto de miocardio en modelos quirirgicos de isquemia
de extremidades posteriores en ratones, (9) evitan la progresion de la remodelacion y (10) mejoran la funcion en
modelos animales pequefios y grandes de infarto de miocardio. En consecuencia, la presente divulgacion demuestra
que las células regenerativas de la presente invencion son utiles para el tratamiento de enfermedades y trastornos
cardiovasculares.

Para que la presente invencion pueda entenderse mas facilmente, se definen primero ciertos términos. Se exponen
definiciones adicionales a lo largo de la descripcion detallada.

Como se usa en el presente documento, “células regenerativas” se refiere a cualquier célula heterogénea u
homéloga obtenida usando los sistemas y procedimientos de la presente invencién que provocan o contribuyen a la
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regeneracion completa o parcial, restauracion o sustitucion de estructura o funcién de un érgano, tejido o unidad
fisiolégica o sistema para proporcionar de este modo un beneficio terapéutico, estructural o cosmético. Los ejemplos
de células regenerativas incluyen: células madre adultas, células endoteliales, células precursoras endoteliales,
células progenitoras endoteliales, macréfagos, fibroblastos, pericitos, células de mdusculo liso, preadipocitos,
adipocitos diferenciados o desdiferenciados, queratinocitos, células precursoras y progenitoras unipotentes y
multipotentes (y sus descendientes), linfocitos, neutrofilos, histiocitos (macrofagos tisulares), células relacionadas
con sistema linfatico, neuronas, células precursoras neuronales y células de Schwann.

Un mecanismo por el que las células regenerativas pueden proporcionar un beneficio terapéutico, estructural o
cosmético es incorporandose ellas mismas o su descendencia en tejidos o componentes tisulares de nueva
generacion, existentes o reparados. Por ejemplo, las ASC y/o su descendencia pueden incorporarse en el hueso,
musculo u otro tejido estructural o funcional de nueva generacion y provocar o contribuir de este modo a una mejora
terapéutica, estructural o cosmética. De forma similar, las células endoteliales o células progenitoras o precursoras
endoteliales y su descendencia pueden incorporarse en vasos sanguineos de nueva generacion, reparados o
expandidos para provocar o contribuir de este modo a un beneficio terapéutico, estructural o cosmético.

Otro mecanismo por el que las células regenerativas pueden proporcionar un beneficio terapéutico, estructural o
cosmético es expresando y/o secretando moléculas, por ejemplo, factores de crecimiento, que promuevan la
creacion, retencion, restauracion y/o regeneracion de estructura o funcion de un tejido o componente de tejido dado.
Por ejemplo, las células regenerativas pueden expresar y/o secretar moléculas que dan como resultado crecimiento
potenciado de tejidos o células que participan después directa o indirectamente en la mejora de la estructura o
funcion. Las células regenerativas pueden expresar y/o secretar factores de crecimiento, incluyendo, por ejemplo,
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), factor de Crecimiento Placentario (PIGF), bFGF. IGF-II, Eotaxina,
G-CSF, GM-CSF, IL-12 p40/p70, IL-12 p70, IL-13, IL-6, IL-9, Leptina, MCP-1, M-CSF, MIG, PF-4, TIMP-1, TIMP-2,
TIFF-a, Trompoyetina y sus isoformas, que pueden realizar una o mas de las siguientes funciones: estimular el
desarrollo de nuevos vasos sanguineos, es decir, promover la angiogénesis; mejorar el aporte de oxigeno de vasos
sanguineos pequefios preexistentes (colaterales) expandiendo su capacidad de transporte de sangre; inducir la
movilizacién de células regenerativas de sitios distantes al sitio de lesion para mejorar de este modo la direccién y
migracion de tales células al sitio de lesidn; estimular el crecimiento y/o promover la supervivencia de células dentro
de un sitio de lesion promoviendo de este modo la retencién de funciéon o estructura; suministrar moléculas con
propiedades antiapoptoéticas reduciendo de este modo la probabilidad o tasa de muerte celular y pérdida permanente
de funcion; e interaccionar con células regenerativas endégenas y/u otros mecanismos fisioldgicos.

Las células regenerativas pueden usarse en su forma “nativa” como esta presente en o separarse y concentrarse del
tejido usando los sistemas y procedimientos de la presente invencidon o pueden modificarse por estimulacion o
sensibilizacidon con factores de crecimiento u otros modificadores de respuesta bioldgica, por transferencia génica
(transferencia transitoria o estable), por subfraccionamiento adicional de la poblacién resultante basandose en las
propiedades fisicas (por ejemplo tamafio o densidad), adherencia diferencial a un material de fase sélida, expresion
de superficie celular o moléculas intracelulares, cultivo celular u otra manipulacién, modificaciéon o fraccionamiento
ex vivo o in vivo como se describe adicionalmente en el presente documento. Las células regenerativas también
pueden usarse en combinaciéon con otras células o dispositivos tales como armazones sintéticos o bioldgicos,
materiales o dispositivos que suministran factores, farmacos, agentes quimicos u otros agentes que modifican o
potencian las caracteristicas relevantes de las células como se describe adicionalmente en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, “composicién de células regenerativas” se refiere a la composicion de
células tipicamente presentes en un volumen de liquido después de que un tejido, por ejemplo, tejido adiposo, se
lave y se disgregue al menos parcialmente. Por ejemplo, una composicion de células regenerativas de la invencion
comprende multiples tipos diferentes de células regenerativas, incluyendo ASC, células endoteliales, células
precursoras endoteliales, células progenitoras endoteliales, macréfagos, fibroblastos, pericitos, células de musculo
liso, preadipocitos, adipocitos diferenciados o desdiferenciados, queratinocitos, células precursoras o progenitoras
unipotentes y multipotentes (y su descendencia) y linfocitos. La composicidn de células regenerativas también puede
contener uno o mas contaminantes, tales como colageno, que pueden estar presentes en los fragmentos tisulares o
colagenasa residual u otra enzima o agente empleado en, o que resulta del procedimiento de, disgregacion tisular
descrito en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, “medicina regenerativa” se refiere a cualquier beneficio terapéutico,
estructural o cosmético que deriva de la colocacion, directa o indirectamente, de células regenerativas en un sujeto.
Como se usa en el presente documento, la frase “afeccion, enfermedad o trastorno cardiovascular” pretende incluir
todos los trastornos caracterizados por funcidon cardiaca insuficiente, no deseada o andmala, por ejemplo,
enfermedad cardiaca isquémica, enfermedad cardiaca hipertensiva y enfermedad cardiaca hipertensiva pulmonar,
enfermedad valvular, enfermedad cardiaca congénita, cardiomiopatias téxicas o infecciosas y cualquier afeccion que
conduzca a insuficiencia cardiaca, por ejemplo, insuficiencia cardiaca congestiva, en un sujeto, particularmente un
sujeto humano. La funcion cardiaca insuficiente o andmala puede ser el resultado de enfermedad, lesion y/o
envejecimiento. Como fondo, una respuesta a lesién miocardica sigue una ruta bien definida en la que algunas
células mueren mientras otras entran en un estado de hibernacién en el que aun no estdan muertas pero son
disfuncionales. Esto se sigue de infiltracion de células inflamatorias y una deposiciéon de colageno como parte de la
cicatrizacion, todo lo cual sucede en paralelo con crecimiento interno de nuevos vasos sanguineos y un grado de
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muerte celular continuada. Como se usa en el presente documento, el término “isquemia” se refiere a cualquier
isquemia tisular (por ejemplo, isquemia tisular localizada o isquemia tisular generalizada tal como en casos de
choque) causada por la reduccion del flujo de entrada de sangre y/o por la reduccién del aporte de oxigeno y/u otros
nutrientes. La expresion “isquemia miocardica” se refiere a alteraciones circulatorias causadas por aterosclerosis
coronaria y/o aporte de sangre, oxigeno y/o nutrientes inadecuado al miocardio. La expresion “infarto de miocardio”
se refiere a una lesién isquémica a tejido miocéardico resultante de una falta de flujo sanguineo. Especificamente,
esta lesion resulta de un acontecimiento oclusivo (por ejemplo, trombético o embdlico) en la circulacion coronaria y
produce un ambiente en el que las necesidades metabdlicas miocardicas exceden el aporte de oxigeno y/o
nutrientes al tejido miocardico.

Como se usa en el presente documento, el término “angiogénesis” se refiere al procedimiento por el que se generan
nuevos vasos sanguineos a partir de vasculatura y tejido existentes (Folkman, 1995). El término “reparar” se refiere
a la reformacién de vasculatura y tejido dafados. El alivio de isquemia tisular depende de forma critica de la
angiogénesis. El crecimiento espontaneo de nuevos vasos sanguineos proporciona circulacion colateral en y
alrededor de un area isquémica, mejora el flujo sanguineo y alivia los sintomas causados por la isquemia. Como se
usa en el presente documento, la expresion “factor angiogénico” o “proteina angiogénica” se refiere a cualquier
proteina, péptido u otro agente conocido capaces de promover el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a partir
de vasculatura existente (“angiogénesis”). Los factores angiogénicos adecuados para su uso en la invencion
incluyen, pero sin limitacion, Factor de Crecimiento Placentario (Luttun y col., 2002), Factor Estimulante de Colonia
de Macrofagos (Aharinejad y col., 1995), Factor Estimulante de Colonia de Macréfagos y Granulocitos (Buschmann y
col., 2003), Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEFG)-A, VEGF-A, VEGFB, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E
(Mints y col., 2002), neuropilina (Wang y col., 2003), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)-1, FGF-2(bFGF),
FGF-3, FGF-4, FGF-5, FGF-6 (Bbtta y col., 2000), Angiopoyetina 1, Angiopoyetina 2 (Sundberg y col.; 2002),
eritropoyetina (Ribatti y col., 2003), BMP-2, BMP-4, BMP-7 (Carano y Filvaroff, 2003), TGF-beta (Xiong y col., 2002),
IGF-1 (Shigematsu y col., 1999), Osteopontina (Asou y col., 2001), Pleiotropina (Beecken y col., 2000), Activina
(Lamouille y col., 2002), Endotelina-1 (Bagnato y Spinella, 2003) y combinaciones de los mismos. Los factores
angiogénicos pueden actuar de forma independiente o en combinacién entre si. Cuando estan en combinacion, los
factores angiogénicos pueden actuar de forma sinérgica, por lo que el efecto combinado de los factores es mayor
que la suma de los efectos de los factores individuales tomados por separado. La expresion “factor angiogénico” o
“proteina angiogénica” también abarca analogos funcionales de tales factores. Los analogos funcionales incluyen,
por ejemplo, partes funcionales de los factores. Los analogos funcionales también incluyen anticuerpos
antiidiotipicos que se unen a los receptores de los factores y, por lo tanto, imitan la actividad de los factores en la
promocién de angiogénesis y/o reparacion de tejidos. Los procedimientos para generar tales anticuerpos
antiidiotipicos se conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, en el documento WO 97/23510.

Los factores angiogénicos usados en la presente invencion pueden producirse u obtenerse a partir de cualquier
fuente adecuada. Por ejemplo, los factores pueden purificarse a partir de sus fuentes nativas o producirse de forma
sintética o por expresidon recombinante. Los factores pueden administrarse a pacientes como una composicion
proteica. Como alternativa, los factores pueden administrarse en forma de un plasmido de expresién que codifica los
factores. La construccién de plasmidos de expresion adecuados se conoce bien en la técnica. Los vectores
adecuados para construir plasmidos de expresion incluyen, por ejemplo, vectores adenovirales, vectores retrovirales,
vectores virales adenoasociados, vectores de ARN, liposomas, lipidos catidnicos, vectores y transposones
lentivirales.

Como se usa en el presente documento, el término “arteriogénesis” se refiere al procedimiento de potenciar el
crecimiento de arterias colaterales y/u otras arterias a partir de conexiones arteriolares preexistentes (Carmeliet,
2000; Scholz y col., 2001; Scholz y col., 2002). Mas particularmente, la arteriogénesis es el reclutamiento in situ y
expansion de arterias por proliferacion de células de musculo liso y endoteliales a partir de conexiones arteriolares
preexistentes que aportan sangre a tejido isquémico, tumor o sitio de inflamacién. Estos vasos crecen principalmente
fuera del tejido afectado y son importantes para el suministro de nutrientes al territorio isquémico, el tumor o el sitio
de inflamacion. La arteriogénesis es parte de la respuesta normal a isquemia miocardica (Mills y col., 2000; Monteiro
y col., 2003). Ademas, la técnica quirargica comun de un injerto de derivacion de la arteria coronaria (CABG) es, en
efecto, no mas que la creacion de un vaso colateral artificial (Sergeant y col., 1997). Por lo tanto, los procedimientos
que potencian la arteriogénesis después de un infarto mejoraran el flujo sanguineo a tejido isquémico dando como
resultado una reduccidon de la muerte celular y una reduccion del tamafio del infarto. Estas mejoras daran como
resultado funcién cardiaca mejorada y beneficio terapéutico.

Como se usa en el presente documento, “célula madre” se refiere a una célula regenerativa multipotente con el
potencial para diferenciarse en una diversidad de otros tipos celulares, que realizan una o mas funciones especificas
y tienen la capacidad de autorrenovarse. Algunas de las células madres desveladas en el presente documento
pueden ser multipotentes.

Como se usa en el presente documento “célula progenitora” se refiere a una célula regenerativa multipotente con el
potencial para diferenciarse en mas de un tipo celular y que tiene capacidad limitada o nula para autorrenovarse.
“Célula progenitora”, como se usa en el presente documento, también se refiere a una célula unipotente con el
potencial para diferenciarse en solo un tipo de célula sencillo, que realiza una o mas funciones especificas y tiene
una capacidad limitada o nula para autorrenovarse. En particular, como se usa en el presente documento, “célula
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progenitora endotelial” se refiere a una célula multipotente o unipotente con el potencial para diferenciarse en células
endoteliales vasculares.

Como se usa en el presente documento “célula precursora” se refiere a una célula regenerativa unipotente con el
potencial para diferenciarse en un tipo celular. Las células precursoras y su descendencia pueden conservar
capacidad proliferativa extensiva, por ejemplo, linfocitos y células endoteliales, que pueden proliferar en condiciones
apropiadas.

Como se usa en el presente documento, “nimero de células madre” o “frecuencia de células madre” se refiere al
numero de colonias observadas en un ensayo clonogénico en el que las células derivadas de tejido adiposo (ADC),
se siembran en placas a una densidad celular baja (<10.000 células/pocillo) y se cultivan en medio de crecimiento
que soporta el crecimiento de MSC (por ejemplo, medio DMEM/F12 complementado con suero de ternero fetal al 10
%, suero de caballo al 5 % y agentes antibiéticos/antimicoticos). Las células se cultivaron durante dos semanas
después de lo cual los cultivos se tifien con hematoxilina y las colonias de mas de 50 células se cuentan como UFC-
F. La frecuencia de células madre se calcula como el nimero de UFC-F observado por 100 células nucleadas
sembradas en placas (por ejemplo; 15 colonias contadas en una placa iniciada con 1.000 células regenerativas
nucleadas da una frecuencia de células madre de 1,5 %). El nUmero de células madre se calcula como la frecuencia
de células madre multiplicada por el numero total de células ADC nucleadas obtenido. Un alto porcentaje ({1100 %)
de UFC-F crecidas a partir de células regenerativas expresan la molécula de superficie celular CD105 que también
se expresa por células madre derivadas de médula ésea (Barry y col., 1999). CD105 también se expresa por células
madre derivadas de tejido adiposo (Zuk y col., 2002).

Como se usa en el presente documento, la expresion “tejido adiposo” se refiere a grasa que incluye el tejido
conectivo que almacena grasa. El tejido adiposo contiene multiples tipos celulares regenerativos, incluyendo ASC y
células progenitoras y precursoras endoteliales.

Como se usa en el presente documento la expresion “unidad de tejido adiposo” se refiere a una cantidad discreta o
medible de tejido adiposo. Una unidad de tejido adiposo puede medirse determinando el peso y/o el volumen de la
unidad. Basandose en los datos identificados anteriormente, una unidad de lipoaspirado procesado, segun se retira
de un paciente, tiene un componente celular en el que al menos 0,1 % del componente celular es células madre; es
decir, tiene una frecuencia de células madre, determinada como se ha descrito anteriormente, de al menos 0,1 %.
En referencia a la divulgaciéon del presente documento, una unidad de tejido adiposo puede referirse a la cantidad
completa de tejido adiposo retirada de un paciente o una cantidad que es menor que la cantidad completa de tejido
adiposo retirada de un paciente. Por lo tanto, una unidad de tejido adiposo puede combinarse con otra unidad de
tejido adiposo para formar una unidad de tejido adiposo que tiene un peso o volumen que es la suma de las
unidades individuales.

Como se usa en el presente documento, el término “parte” se refiere a una cantidad de un material que es menor
que un todo. Una parte menor se refiere a una cantidad menor del 50 % y una parte principal se refiere a una
cantidad mayor del 50 %. Por lo tanto, una unidad de tejido adiposo que es menor que la cantidad completa de tejido
adiposo retirada de un paciente es una parte del tejido adiposo retirado.

Como se usa en el presente documento, la expresion “lipoaspirado procesado” se refiere a tejido adiposo que se ha
procesado para separar el componente celular activo (por ejemplo, el componente que contiene regenerativas) a
partir de los adipocitos maduros y tejido conectivo. Esta fraccion se denomina en el presente documento “células
derivadas de tejido adiposo” o “ADC". Tipicamente, ADC se refiere al sedimento de células regenerativas obtenido
por lavado y separacion y concentracion de las células de tejido adiposo. El sedimento se obtiene tipicamente
centrifugando una suspension de células de modo que las células se agreguen en el fondo de una camara de
centrifuga o un concentrador celular.

Como se usa en el presente documento, los términos “administrar”, “introducir’, “suministrar”, “colocacién” y
“trasplante” se usan de forma intercambiable en el presente documento y se refieren a la colocacion de las células
regenerativas de la invencion en un sujeto por un procedimiento o via que da como resultado al menos localizacion
parcial de las células regenerativas en un sitio deseado. Las células regenerativas pueden administrarse por
cualquier ruta apropiada que da como resultado suministro a una localizacién deseada en el sujeto en la que al
menos una parte de las células o componentes de las células siguen siendo viables. El periodo de viabilidad de las
células después de la administracion a un sujeto puede ser desde unas pocas horas, por ejemplo, veinticuatro horas,
hasta varios dias, hasta tanto como varios afios.

Como se usa en el presente documento, el término “tratar” incluye reducir o aliviar al menos un efecto adverso o
sintoma de un trastorno o enfermedad.

Como se usa en el presente documento, “dosis terapéuticamente eficaz de células regenerativas” se refiere a una
cantidad de células regenerativas que es suficiente para proporcionar un efecto clinico beneficioso o deseado. Dicha
dosis podria administrarse en una o mas administraciones. Sin embargo, la determinacion precisa de lo que se
consideraria una dosis eficaz puede basarse en factores individuales para cada paciente, incluyendo, pero sin
limitacion, la edad, talla del paciente, tipo o alcance de la enfermedad, etapa de la enfermedad, via de
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administracion de las células regenerativas, tipo y alcance de la terapia complementaria usada, proceso de la
enfermedad en curso y tipo de tratamiento deseado (por ejemplo, tratamiento agresivo frente a convencional).

Como se usa en el presente documento el término “sujeto” incluye animales de sangre caliente, preferentemente
mamiferos, incluyendo seres humanos. En una realizacion preferida, el sujeto es un primate. En una realizacion aun
mas preferida, el sujeto es un ser humano.

Como se ha expuesto anteriormente en el presente documento, las células regenerativas, por ejemplo, células
madre y progenitoras pueden recogerse de una amplia diversidad de tejidos. El sistema de la presente invencion
puede usarse para todos los tejidos tales. El tejido adiposo, sin embargo, es una fuente especialmente rica de
células regenerativas. En consecuencia, el sistema de la presente invencion se ilustra en el presente documento
usando tejido adiposo como una fuente de células regenerativas solamente con ejemplo y sin limitacion.

El tejido adiposo puede obtenerse por cualquier procedimiento conocido para un experto en la materia. Por ejemplo,
el tejido adiposo puede retirarse de un paciente por liposuccion (asistida por jeringa o electricidad) o por lipectomia,
por ejemplo, lipoplastia asistida por succion, lipoplastia asistida por ultrasonidos y lipectomia de escision o
combinaciones de las mismas. El tejido adiposo se retira y se recoge y puede procesarse de acuerdo con cualquiera
de las realizaciones de un sistema de la invencién descrito en el presente documento. La cantidad de tejido recogido
depende de numerosos factores, incluyendo el indice de masa corporal y la edad del donante, el momento
disponible para recogida, la disponibilidad de sitios de recogida de tejido adiposo accesibles, medicaciones y
afecciones simultaneas y preexistentes (tales como terapia anticoagulante) y el propdsito clinico para el que se
recoge el tejido. Por ejemplo, el porcentaje de células regenerativas de 100 ml de tejido adiposo extraido de un
individuo delgado es mayor que el extraido de un donante obeso (Tabla 1). Esto refleja probablemente un efecto de
dilucion del contenido graso aumentado en el individuo obeso. Por lo tanto, puede ser deseable, de acuerdo con un
aspecto de la invencion, obtener mayores cantidades de tejido de donantes con sobrepeso en comparacion con las
cantidades que podrian retirarse de pacientes mas delgados. Esta observaciéon también indica que la utilidad de la
presente invencion no esta limitada a individuos con grandes cantidades de tejido adiposo.

Tabla 1: Efecto del indice de Masa Corporal sobre la Produccién de Células y

Tejido
Estado de Indice de Cantidad de Tejido Produccion de Células
Masa Corporal Obtenido (g) Regenera1ti8/7a;s Total (x
Normal 641+142 2,1+0,4
Obeso 1,225+173 2,4+0,5
p valor 0,03 0,6

Después de que se haya procesado el tejido adiposo, las células regenerativas resultantes estan sustancialmente
sin adipocitos maduros y tejido conectivo. Por ejemplo, las células regenerativas resultantes pueden estar
sustancialmente sin colageno y componentes de matriz extracelular pero pueden comprender fibroblastos que estan
presentes en tejido conectivo. En consecuencia, el sistema de la presente invencién genera una pluralidad
heterogénea de células regenerativas derivadas de tejido adiposo que pueden usarse para investigacion y/o fines
terapéuticos. En una realizacion preferida, las células son adecuadas para colocacion o reinfusion dentro del cuerpo
de un receptor. En otras realizaciones, las células pueden usarse para investigacion, por ejemplo, las células pueden
usarse para establecer lineas de células madre o progenitoras que pueden sobrevivir durante periodos prolongados
de tiempo y pueden usarse para estudios adicionales.

Se hara ahora referencia en detalle a la realizacion actualmente preferida de la invencion, ejemplos de la cual se
ilustran en los dibujos adjuntos. Siempre que sea posible, se usan los mismos numeros de referencia o similares en
los dibujos y la descripcion para referirse a las mismas o similares partes. Deberia observarse que los dibujos estan
en forma simplificada y no estan en escala precisa. En referencia a la divulgacion del presente documento, para
fines de conveniencia y claridad solamente, expresiones direccionales, tales como, parte superior, parte inferior,
izquierda, derecha, arriba, abajo, sobre, por encima, debajo, por debajo, parte posterior, parte frontal, distal y
proximal se usan con respecto a los dibujos adjuntos. No deberia interpretarse que tales términos direccionales
limitan el alcance de la invencion de ninguna manera.

Aunque la divulgacion del presente documento se refiere a ciertas realizaciones ilustradas, debe entenderse que
estas realizaciones se presentan como ejemplo y no como limitaciéon. La intencion de la siguiente descripcion
detallada, aunque analiza realizaciones ejemplares, debe interpretarse que abarca todas las modificaciones,
alternativas equivalentes de las realizaciones que puedan quedar dentro del espiritu y alcance de la invencion segun
se define por las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion puede utilizarse junto con diversos procedimientos
médicos que se usan convencionalmente en la técnica.

En referencia ahora a las Figuras, un sistema 10 de la presente invencién generalmente esta comprendido por una o
10
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mas de una camara de recogida de tejidos 20, una camara de procesamiento 30, una camara de residuos 40, una
camara de salida 50 y una camara de muestra 60. Las diversas camaras estan acopladas entre si mediante uno o
mas conductos 12 de modo que los fluidos que contienen material biolégico pueden pasar de una camara a otra
manteniendo a su vez una ruta de tejidos/fluidos estéril cerrada. Los conductos pueden comprender cuerpos rigidos
o flexibles denominados de forma intercambiable en el presente documento limenes y tubos, respectivamente. En
ciertas realizaciones, los conductos estdn en forma de tubos flexibles, tal como tubos de polietiieno usados
convencionalmente en situaciones clinicas, silicona o cualquier otro material conocido en la técnica. Los conductos
12 pueden variar en tamafio dependiendo de si se desea el paso de fluido o tejido. Los conductos 12 pueden
también variar en tamafio dependiendo de la cantidad de tejido o fluido que se circula a través del sistema. Por
ejemplo, para el paso de fluido, los conductos pueden tener un diametro que varia de aproximadamente 0,15 a
aproximadamente 1,91 centimetros y para el paso del tejido los conductos pueden tener un diametro que varia de
0,79 a 1,91 centimetros. Generalmente el tamafio de los conductos se selecciona para equilibrar el volumen que los
conductos pueden acomodar y el tiempo requerido para transportar el tejido o los fluidos a través de dichos
conductos. En realizaciones automaticas del sistema, los anteriores parametros, es decir, volumen y tiempo para
transporte, deben identificarse de modo que las sefiales apropiadas puedan transmitirse al dispositivo de
procesamiento del sistema. Esto permite al dispositivo mover volumenes precisos de liquido y tejido de una camara
a ofra. Los tubos flexibles usados deberian ser capaces de soportar presion negativa para reducir la probabilidad de
colapso. Los tubos flexibles usados deberian también ser capaces de soportar presion positiva que se genera, por
ejemplo, por una bomba de desplazamiento positivo, que puede usarse en el sistema.

Todas las camaras del sistema deben estar comprendidas de uno o mas orificios, por ejemplo, salida 22 de orificios
de entrada 21, que aceptan conexiones de tubos de succion, IV y jeringa convencionales. Los orificios pueden ser
un orificio sellado tal como un orificio de acceso de aguja de jeringa cerrado con tabique de goma 51. Los orificios de
entrada pueden estar acoplados a una o mas canulas (no mostradas) mediante conductos. Por ejemplo, un orificio
de entrada de tejido 21 puede estar acoplado a una canula de liposucciéon de uso unico integrada y el conducto
puede ser un tubo flexible. Los conductos se posicionan generalmente para proporcionar pasajes para el fluido de
una camara del sistema a otra. Para este fin, los conductos y orificios pueden estar acoplados a, por ejemplo, un
dispositivo de succiéon (no mostrado) que puede manejarse manual o automaticamente. El dispositivo de succién
puede, por ejemplo, ser una jeringa o una bomba eléctrica. El dispositivo de succién deberia ser capaz de
proporcionar suficiente presion negativa para aspirar el tejido de un paciente. Generalmente, cualquier dispositivo de
succién adecuado conocido para un experto en la materia, por ejemplo, un cirujano, puede usarse.

Los conductos 12 pueden comprender adicionalmente una o mas abrazaderas (no mostrado) para controlar el flujo
de material a través de diversos componentes del sistema. Las abrazaderas son utiles para mantener la esterilidad
del sistema sellando de forma eficaz diferentes regiones del sistema. Como alternativa, los conductos 12 pueden
comprender una o mas valvulas 14 que controlan el flujo de material a través del sistema. Las valvulas 14 se
identifican como circulos abiertos en las Figuras. En realizaciones preferidas, las valvulas pueden ser véalvulas de
constriccion electromecanica. En otra realizacion, las valvulas pueden ser valvulas neumaticas. En ofras
realizaciones mas, las valvulas pueden ser valvulas hidraulicas o valvulas mecanicas. Tales valvulas se activan
preferentemente por un sistema de control que puede acoplarse a palancas. Las palancas pueden manipularse
manualmente de modo que se activen las palancas. En realizaciones automaticas, el sistema de control puede
acoplarse a las palancas asi como a un dispositivo de procesamiento que puede activar las valvulas en condiciones
de activacion predeterminadas. En ciertas realizaciones automatizadas, la activacién de las valvulas puede estar
parcialmente automatizada y parcialmente sujeta a las preferencias del usuario de modo que el procedimiento pueda
optimizarse. En otras realizaciones mas, ciertas valvulas pueden activarse manualmente y otras automaticamente a
través del dispositivo de procesamiento. Las valvulas 14 pueden usarse también junto con una o mas bombas, por
ejemplo, bombas peristalticas 34 o bombas de desplazamiento positivo (no mostradas). Los conductos 12 y/o las
valvulas 14 también pueden estar comprendidas de sensores 29, por ejemplo, sensores Opticos, sensores
ultrasénicos, sensores de presion u otras formas de controles conocidas en la técnica que son capaces de distinguir
entre los diversos componentes fluidos y niveles de fluidos que fluyen a través del sistema. En una realizacién
preferida, los sensores 29 pueden ser sensores Opticos.

El sistema también puede incluir una pluralidad de filtros 36. En ciertas realizaciones, los filtros pueden estar dentro
de una camara del sistema 28. Diferentes camaras dentro del sistema pueden estar comprendidas de diferentes
filtros. Los filtros son eficaces para separar las células regenerativas, por ejemplo, células madre y/o células
progenitoras, de células no deseables y agentes de disgregacion que pueden usarse de acuerdo con el sistema. En
una realizacion, un conjunto de filtros 36 incluye un dispositivo de filtracién de fibra hueca. En otra realizacién, un
conjunto de filtros 36 incluye un dispositivo de filtracion percolativa, que puede o no usarse con un procedimiento de
sedimentacion. En una realizaciéon adicional, el conjunto de filtros 36 comprende un dispositivo de centrifugacion,
que puede o no usarse con un dispositivo y procedimiento de decantacion. En otra realizacién mas, el sistema
comprende una combinacién de estos dispositivos de filtracién. Las funciones de nitracién de la presente invencion
pueden ser dobles, retirando algunos filtros de la concentracion final tales como colageno, lipido libre, adipocitos
libres y colagenasa residual y usandose otros filtros para concentrar el producto final. Los filtros del sistema pueden
estar comprendidos de una pluralidad de poros que varian en diametros y/o longitud de 20 a 800 pm. En una
realizacion preferida, la camara de recogida 20 tiene un filtro prefijado 28 con una pluralidad de poros que varian de
80 a 400 pm. En otra realizacion preferida, la camara de recogida 20 tiene un filtro prefijado 28 con una pluralidad de
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poros de 265 pm. En otras realizaciones, los filtros pueden ser desmontables y/o desechables.

El sistema también puede estar comprendido de uno mas dispositivos de control de la temperatura (no mostrados)
que se posicionan para ajustar la temperatura del material contenido dentro de una o mas camaras del sistema. El
dispositivo de control de la temperatura puede ser un calefactor, un refrigerador o ambos, es decir, puede ser capaz
de cambiar entre un calefactor y un refrigerador. El dispositivo de temperatura puede ajustar la temperatura de
cualquiera de los materiales que pasan a través del sistema, incluyendo el tejido, los agentes de disgregacion, los
agentes de resuspension, los agentes de aclarado, los agentes de lavado o los aditivos. Por ejemplo, el
calentamiento del tejido adiposo facilita la disgregacion mientras que el enfriamiento de la produccién de células
regenerativas es deseable para mantener la viabilidad. Ademas, si se necesitan reactivos precalentados para un
procesamiento tisular 6ptimo, el papel del dispositivo de temperatura seria mantener la temperatura predeterminada
en lugar de aumentar o reducir la temperatura.

Para mantener una ruta de fluido/tejidos estéril cerrada, todos los orificios y valvulas deben comprender un cierre
que mantenga la configuracion sellada del sistema. El cierre puede ser una membrana que sea impermeable a
fluidos, aire y otros contaminantes o puede ser cualquier otro cierre adecuado conocido en la técnica. Ademas, todos
los orificios del sistema pueden disefiarse de modo que puedan incorporar jeringas, agujas u otros dispositivos para
retirar los materiales en las camaras sin comprometer la esterilidad del sistema.

Como se expone en el presente documento, el tejido puede exiraerse de un paciente mediante cualquier
procedimiento reconocido en la técnica. El tejido aspirado puede extraerse antes de colocarse en el sistema para
procesamiento. El tejido aspirado tipicamente se transfiere a la camara de recogida 20 a través de los conductos 12
mediante un orificio de entrada sellado, tal como un orificio de acceso de aguja de jeringa cerrado con tabique de
goma (no mostrado en la camara de recogida). Como alternativa, la etapa de extraccion de tejido puede ser parte
del sistema. Por ejemplo, la camara de recogida 20 puede estar comprendida de una linea de vacio 11 que facilita la
retirada del tejido usando una canula convencional insertada en el paciente. De este modo, en esta realizacion, el
sistema completo esta unido al paciente. El tejido puede introducirse en la camara de recogida 20 a través de un
orificio de entrada 21 mediante un conducto tal como 12a que son parte de una ruta estéril cerrada. La camara de
recogida 20 puede estar comprendida de una pluralidad de recipientes o cilindros flexibles o rigidos o combinaciones
de los mismos. Por ejemplo, la camara de recogida 20 puede estar comprendida de uno o mas recipientes rigidos de
diversos tamarfios. La camara de recogida 20 también puede estar comprendida de una o mas bolsas flexibles. En
dichos sistemas, la bolsa se proporciona preferentemente con un soporte, tal como un marco interno o externo que
ayuda a reducir la probabilidad de que la bolsa colapse tras la aplicacion de succién a la bolsa. La camara de
recogida 20 se ajusta su tamafio para retener la cantidad requerida de solucion salina para lavar de forma apropiada
y disgregar el tejido antes de la etapa de lavado y concentracion del procedimiento realizado en la camara de
procesamiento 30. Preferentemente, el volumen de tejido o fluido presente en la camara de recogida 20 puede
determinarse facilmente con el ojo desnudo. Por ejemplo, para obtener células regenerativas de tejido adiposo, una
cémara de recogida adecuada tiene la capacidad de retener 800 ml de lipoaspirado y 1200 ml de solucién salina. En
consecuencia, en una realizacién, la camara de recogida 20 tiene una capacidad de al menos 2 litros. En otra
realizacién, para separar y concentrar gldbulos rojos de la sangre, la camara de recogida 20 tiene una capacidad de
al menos 1,5 litros. Generalmente, el tamafio de la camara de recogida 20 variara dependiendo del tipo y cantidad
de tejido recogido del paciente. La camara de recogida 20 puede seleccionarse por tamafio para retener desde
aproximadamente 5 ml hasta aproximadamente 2 litros de tejido. Para voliumenes de tejido menores, por ejemplo, de
5 ml a 100 ml, el tejido puede acumularse en una jeringa antes de transferirlo a la camara de recogida 20.

La camara de recogida 20 puede construirse usando cualquier material biocompatible adecuado que pueda
esterilizarse. En una realizacion preferida, la camara de recogida 20 se construye de material disponible que cumple
los requisitos de biocompatibilidad para el contacto intravascular como se describe en el patron ISO 10993. Por
ejemplo, puede usarse policarbonato acrilico o ABS. La ruta fluida de la camara de recogida 20 es preferentemente
sin pirégenos, es decir, adecuada para uso de sangre sin peligro de transmision de enfermedades. En una
realizacién, la camara de recogida 20 se construye de un material que permite al usuario determinar visualmente el
volumen aproximado de tejido presente en la camara. En otras realizaciones, el volumen de tejido y/o fluido de la
camara de recogida 20 se determina por sensores automatizados 29. La camara de recogida 20 se disefia
preferentemente de modo que en una realizacion automatica, el sistema pueda determinar el volumen de tejido y/o
fluido dentro de la camara con un grado razonable de precisién. En una realizacion preferida, el sistema percibe el
volumen dentro de la cdmara de recogida con una precision de mas o menos quince por ciento.

En una realizacion en particular proporcionada solamente como ejemplo, la camara de recogida 20 esta en forma de
una camara rigida, por ejemplo, una camara construida de un policarbonato de uso médico que contiene un filtro
prefijado aproximadamente conico 28 de poliéster de uso médico con un tamafio de malla de 265 pm (véase Figura
5). El depdsito de recogida de tejido rigido puede tener un tamafo de aproximadamente 20 centimetros de alto y
aproximadamente 12,70 centimetros de diametro, el grosor de la pared puede ser de aproximadamente 0,32
centimetros. Se puede acceder al interior del cilindro a través, por ejemplo, de uno o mas orificios para los tubos de
succion, uno o mas orificios con tubos para conexién a través de tecnologia de ensamblaje estéril y/o uno o mas
orificios para acceso de perforacion con aguja a través de un tabique de goma. El filtro prefijado 28 en el interior de
la camara de recogida 20 se estructura preferentemente para conservar tejido adiposo y pasar tejido no adiposo a
medida que, por ejemplo, los tejidos se retiran del paciente. De forma mas especifica, el filtro 28 puede permitir el

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2364 689 T3

paso de lipido libre, sangre y solucién salina, reteniendo a su vez fragmentos de tejido adiposo durante, o en otra
realizacién después de, la recogida inicial del tejido adiposo. A este respecto, el filtro 28 incluye una pluralidad de
poros, del mismo o diferentes tamafios, pero que varian en tamafo de aproximadamente 20 um a 5 mm. En una
realizacién preferida, el filtro 28 incluye una pluralidad de poros de 400 pm. En una realizacion preferida, el filtro 28
es una malla de poliéster de uso médico de aproximadamente 200 pm de grosor con un tamafio de poro de
aproximadamente 265 um y aproximadamente 47 % de area abierta. Este material retiene el tejido durante el
aclarado pero permite que las células salgan a través de la malla después de la disgregacion del tejido. De este
modo, cuando los tejidos se aspiran del paciente, el tejido no adiposo puede separarse del tejido adiposo. La misma
funcionalidad podria conseguirse con diferentes materiales, tamafio de malla y el nimero y tipo de orificios. Por
ejemplo, los tamafios de poro de malla menores de 100 um o de hasta varios miles de micrémetros conseguirian el
mismo fin de permitir el pase de solucion salina y células sanguineas conservando a su vez agregados y fragmentos
de tejido adiposo. De forma similar, el mismo fin podria conseguirse mediante el uso de un material de plastico rigido
alternativo o mediante muchas otras modificaciones que se conocerian para los expertos en la materia.

El sistema 10 también puede estar comprendido de una o mas fuentes de solucién 22. La fuente de solucion puede
comprender una fuente de solucion de lavado 23 y una fuente de agente de disgregacion de tejido 24, tal como
colagenasa. La camara de recogida 20 estd comprendida de rutas de fluido cerradas que permiten afadir las
soluciones o agentes de lavado y disgregacion al tejido de una manera aséptica.

Los depdsitos para la solucion de lavado 23 y los agentes de disgregacion 24 puede ser cualquier depdsito
adecuado que pueda retener sus contenidos de una manera estéril, por ejemplo, una bolsa colapsable, tal como una
bolsa de IV usada en situaciones clinicas. Estos depositos pueden tener conductos 12, tales como conducto 12e,
acoplados a la camara de recogida 20 de modo que la solucién de lavado y el agente de disgregacion puedan
suministrarse al interior de la camara de recogida 20. La solucion de lavado y el agente de disgregacién pueden
suministrarse al interior de la camara de recogida 20 a través de cualquier manera reconocida en la técnica,
incluyendo presion de gravedad sencilla aplicada al exterior de los depdsitos para la solucion salina 23 y/o los
agentes de disgregacion 24 o colocando una bomba de desplazamiento positivo en los conductos, por ejemplo,
conducto 12d en la Figura 4. En las realizaciones automaticas, el dispositivo de procesamiento del sistema calcula
diversos parametros, por ejemplo, el volumen de solucion salina y tiempo o nimero de ciclos requeridos para el
lavado asi como la concentracion o cantidad de agente de disgregacion y el tiempo requerido para la disgregacion
basandose en informacion inicialmente introducida por el usuario (por ejemplo, volumen de tejido que se procesa).
Como alternativa, las cantidades, tiempos, etc. pueden manipularse manualmente por el usuario.

El tejido y/o fluido dentro de la camara de recogida deberia mantenerse a una temperatura que varia de 30 grados
Celsius a 40 grados Celsius. En una realizacién preferida, la temperatura de la suspension dentro de la camara de
recogida se mantiene a 37 grados Celsius. En ciertas realizaciones, si el procedimiento quirirgico o la aplicacion
terapéutica necesitan retardarse, el tejido seleccionado puede almacenarse en la cdmara de recogida para un uso
posterior. El tejido puede almacenarse a o aproximadamente a temperatura ambiente o a aproximadamente 4
grados centigrados durante hasta 96 horas.

La solucion de lavado puede ser cualquier solucién conocida para un experto en la materia, incluyendo solucion
salina o cualquier otra solucién de electrolitos tamponada o sin tamponar. Los tipos de tejido que se procesan
dictaran los tipos o combinaciones de soluciones de lavado usadas. Tipicamente, la solucién de lavado, tal como
solucion salina, entra en la cdmara de recogida 20 después de que el tejido adiposo se haya retirado del paciente y
colocado en la camara de recogida. Sin embargo, la solucion de lavado puede suministrarse en la camara de
recogida 20 antes de que se extraiga el tejido adiposo, o puede suministrarse en la camara de recogida 20
simultdneamente con el tejido adiposo. En la camara de recogida 20, la solucién de lavado y el tejido adiposo
extraido pueden mezclarse por cualquier medio incluyendo los procedimientos descritos posteriormente.

Por ejemplo, el tejido puede lavarse por agitacion (que maximiza la viabilidad celular y minimiza la cantidad de lipido
libre liberado). En una realizacion, el tejido se agita rotando la camara de recogida 20 completa a través de un arco
de diversos grados (por ejemplo, a través de un arco de aproximadamente 45 grados a aproximadamente 90
grados) a diversas velocidades, por ejemplo, aproximadamente 30 revoluciones por minuto. En otras realizaciones,
el tejido se agita rotando la camara de recogida completa 20, en las que la cdmara de recogida 20 estd comprendida
de una o mas palas o protrusiones unidas de forma rigida a una superficie interior de la camara de recogida a través
de un arco de diversos grados (por ejemplo, a través de un arco de aproximadamente 45 grados a aproximadamente
90 grados) a diversas velocidades, por ejemplo, aproximadamente 30 revoluciones por minuto. La rotacion de la
camara de recogida 20 descrita anteriormente puede conseguirse por un mecanismo de impulso unido a o en las
proximidades de la camara de recogida 20. El mecanismo de impulso puede ser una simple cinta o engranaje u otro
mecanismo de impulso conocido en la técnica. La velocidad de la rotacidon puede ser, por ejemplo, 30 revoluciones
por minuto. Generalmente, se ha descubierto que mayores velocidades generan volumenes mayores de lipidos
libres y pueden no ser 6ptimas.

En otras realizaciones, el tejido se agita colocando un eje rotatorio 25 dentro de la camara de recogida 20, en las
que el eje rotatorio esta comprendido de una o mas palas 25a o protrusiones unidas de forma rigida al eje rotatorio
25 que pasan a través de la mezcla a medida que se rota el eje. En ciertas realizaciones, el eje rotatorio 25 con
palas 25a unidas de forma rigida puede reposar en el fondo de la camara de recogida 20. Esto puede conseguirse,
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por ejemplo, colocando el dispositivo de tipo pala en un campo magnético giratorio (por ejemplo, agitador
magnético). Como alternativa, la agitacion del tejido puede conseguirse usando un agitador sencillo conocido en la
técnica, es decir un dispositivo que aplica agitacion arriba y abajo sin rotacion. El tejido también puede lavarse
usando cualquier otro medio reconocido en la técnica incluyendo balanceo, agitacion, inversion, etc.

Después de una cantidad deseada de ciclos de lavado, puede suministrarse un agente de disgregacion de tejido a la
camara de recogida 20 para separar las células regenerativas de los componentes de tejido adiposo restantes. Este
agente de disgregacion puede ser cualquier agente de disgregacién conocido para un experto en la materia. Los
agentes de disgregacion que pueden usarse incluyen proteasas neutras, colagenasa, tripsina, lipasa, hialuronidasa,
desoxirribonucleasa, miembros de la familia de mezcla de enzimas Blendzyme, por ejemplo, Liberasa H1, pepsina,
energia ultrasénica u otra fisica, laseres, microondas, otros dispositivos mecanicos y/o combinaciones de los
mismos. Un agente de disgregacion preferido de la invencion es colagenasa. Los agentes de disgregaciéon pueden
afiadirse con otras soluciones. Por ejemplo, solucién salina, tal como solucién salina suministrada a partir de una
fuente de solucion salina 23 como se ha descrito anteriormente, puede anadirse al tejido adiposo junto con o justo
después de la adicion de colagenasa. En una realizacion, el tejido adiposo lavado se mezcla con una solucion de
enzima que contiene colagenasa a o aproximadamente a 37 °C durante aproximadamente 20-60 minutos. En otras
realizaciones, una concentracion mayor de colagenasa o agente similar puede afnadirse para reducir el tiempo de
digestion. El tejido adiposo lavado y el agente de disgregacion de tejido pueden después agitarse de manera similar
a los procedimientos de agitacion descritos anteriormente, hasta que se disgrega el tejido adiposo lavado. Por
ejemplo, el tejido adiposo lavado y el agente de disgregacion tisular puede agitarse rotando la camara de recogida
completa a través de un arco de aproximadamente 90 grados, teniendo un eje que contiene una o mas palas que
pasan a través de la soluciéon a medida que el eje se rota y/o rotando la camara de recogida completa que contiene
palas o protrusiones en la superficie interior de la camara de recogida.

Dependiendo del fin para el que se usaran las células derivadas de tejido adiposo, el tejido adiposo puede estar
parcialmente disgregado o completamente disgregado. Por ejemplo, en realizaciones en las que las células
derivadas de tejido adiposo deben combinarse con una unidad de tejido adiposo, puede ser deseable disgregar
parcialmente el tejido adiposo recogido, retirar una parte del tejido adiposo disgregado parcialmente y después
continuar disgregando la parte restante de tejido adiposo que queda en la camara de recogida. Como alternativa,
una parte del tejido adiposo lavado puede retirarse y apartarse en un depdsito de muestras antes de cualquier
digestion. En otra realizacion, el tejido adiposo recogido se disgrega parcialmente a células concentradas antes de
reintroducirse en el paciente. En una realizacion, el tejido adiposo se mezcla con un agente de disgregacion de tejido
durante un periodo de tiempo generalmente menor de aproximadamente 20 minutos. Una parte del tejido disgregado
parcialmente puede después retirarse de la camara de recogida y el tejido disgregado parcialmente restante puede
disgregarse adicionalmente mezclando el tejido adiposo con un agente disgregante de tejido durante otros 40
minutos. Cuando las células derivadas de tejido adiposo deben usarse como una poblacidon esencialmente pura de
células regenerativas, el tejido adiposo puede disgregarse completamente.

Después de la digestion, se permite que reposen el tejido y la soluciéon de agente disgregante durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir que los componentes flotantes y no flotantes de la solucion se diferencien dentro de la
camara de recogida. Tipicamente, el tiempo varia de aproximadamente 15 segundos a varios minutos pero pueden
implementarse otros tiempos en realizaciones modificadas. La capa flotante esta comprendida de las células
regenerativas que requieren lavado y concentracion adicional. La capa no flotante comprende sangre, colageno,
lipidos y otros componentes celulares no regenerativos del tejido. La capa no flotante debe retirarse a la camara de
residuos.

En consecuencia, la cadmara de recogida 20 estd comprendida preferentemente de un orificio de salida 22 en el
punto mas inferior de la camara de modo que la sangre y otros componentes no flotantes del tejido puedan drenarse
a uno o mas depdsitos de residuos 40 mediante uno o mas conductos 12. La camara de recogida 20 esta
generalmente en (o puede colocarse en) una posicion vertical de modo que los orificios de salida 22 se localicen en
el fondo de la camara de recogida. El drenaje puede ser pasivo o activo. Por ejemplo, los componentes no flotantes
descritos anteriormente podrian drenarse usando gravedad, aplicando presion positiva o negativa, mediante el uso
de bombas 34 o mediante el uso de salidas de aire 32. En realizaciones automaticas, el dispositivo de
procesamiento puede sefalizar ciertas valvulas y/o bombas para drenar la capa no flotante de la cdmara de recogida
20. Las realizaciones automaticas también pueden estar comprendidas de sensores 29 que pueden detectar cuando
la interfaz entre los liquidos flotantes y no flotantes se ha alcanzado. Las realizaciones automaticas también pueden
estar comprendidas de un sensor 29, por ejemplo, un sensor éptico, que puede ser capaz de detectar un cambio en
la refraccion de la luz del efluente que esta fluyendo en el conducto que conduce fuera de la camara de recogida. El
cambio apropiado en la refracciéon de la luz puede sefializar la presencia de la capa flotante en los conductos de
salida que indica que la capa no flotante se ha drenado. El sensor 29 puede después sefalizar el dispositivo de
procesamiento para proceder con la siguiente etapa.

En ciertas realizaciones sin embargo, el tejido puede procesarse para recuperar el componente de células no
regenerativas del tejido. Por ejemplo, en ciertas aplicaciones terapéuticas o de investigacion, pueden desearse
colageno, proteinas, componentes de la matriz o del estroma, lipidos, adipocitos u otros componentes del tejido. En
tales realizaciones, es la capa flotante que comprende las células regenerativas la que debe retirarse como se ha
descrito anteriormente a la camara de residuos. La capa no flotante se conserva después en el sistema para
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procesamiento adicional segun se requiera.

Una vez que se ha retirado la capa no flotante, la capa flotante que comprende las células regenerativas puede
lavarse una o mas veces para retirar contaminantes residuales. En consecuencia, la camara de recogida 20
tipicamente incluye uno o mas orificios 21 para permitir que la solucion de lavado se suministre al interior de la
camara y uno o mas orificios 22 para permitir que los residuos y otros materiales se dirijan fuera de la camara de
recogida 20. Por ejemplo, la camara de recogida puede incluir uno o mas orificios de entrada sellados como se ha
descrito en el presente documento. La camara de recogida 20 también puede incluir uno o mas tapones (no
mostrados), tal como un tapén superior y un tapon inferior para asegurar adicionalmente que el sistema sigue siendo
estéril mientras se suministra la solucién de lavado a la camara de recogida y/o se transportan fuera los residuos.
Los orificios 21 pueden proporcionarse en los tapones de la camara de recogida o en una pared lateral de la camara
de recogida.

El procedimiento de lavado con solucion de lavado fresca puede repetirse hasta que el contenido residual de
contaminantes no flotantes en la solucion alcance un nivel predeterminado. En otras palabras, el material restante en
la camara de recogida 20, que comprende el material flotante de la mezcla descrita anteriormente, incluyendo
fragmentos de tejido adiposo, puede lavarse una o mas veces adicionales hasta que la cantidad de material no
deseado se reduce a un nivel predeterminado deseado. Un procedimiento para determinar el punto final del lavado
es medir la cantidad de gldbulos rojos en la solucién del tejido. Esto puede conseguirse midiendo la luz absorbida en
la longitud de onda 540 nm. En una realizacion preferida, se considera aceptable un intervalo entre
aproximadamente 0,546 y aproximadamente 0,842.

Durante el lavado y/o disgregacion, pueden afadirse uno mas aditivos a los diversos depositos segun se necesite
para mejorar los resultados. Algunos ejemplos de aditivos incluyen agentes que optimizan el lavado y la
disgregacion, aditivos que potencian la viabilidad de la poblacion de células activas durante el procesamiento,
agentes antimicrobianos (por ejemplo antibidticos), aditivos que lisan adipocitos y/o gloébulos rojos o aditivos que
enriquecen las poblaciones celulares de interés (por adherencia diferencial a restos de fase sélida o para promover
de otro modo la reduccién sustancial o enriquecimiento de poblaciones celulares). Otros posibles aditivos incluyen
los que promueven la recuperacion y viabilidad de células regenerativas (por ejemplo, inhibidores de caspasa) o que
reducen la probabilidad de la reaccion adversa en infusibn o emplazamiento (por ejemplo, inhibidores de
reagregacion de células o tejido conectivo).

Después de que haya pasado un tiempo de reposo suficiente, la fraccion no flotante de la mezcla resultante de
fragmentos de tejido adiposo lavados y agentes de disgregacion de tejidos contendran células regenerativas, por
ejemplo, células madre y otras células progenitoras derivadas de tejido adiposo. Como se ha analizado en el
presente documento, la fraccion no flotante que contiene las células regenerativas se transferira a la camara de
procesamiento 30 en la que las células regenerativas de interés, tales como las células madre derivadas de tejido
adiposo, se separaran de otras células y materiales presentes en la fraccion no flotante de la mezcla. Esta fraccion
no flotante se denomina en el presente documento la composiciéon de células regenerativas y comprende multiples
tipos diferentes de células, incluyendo células madre, células progenitoras, células precursoras endoteliales,
adipocitos y otras células regenerativas descritas en el presente documento. La composicion de células
regenerativas también puede contener uno o mas contaminantes, tales como colageno y otras proteinas de tejido
conectivo y fragmentos de las mismas, que estaban presentes en los fragmentos de tejido adiposo o colageno
residual del procedimiento de disgregacién de tejidos.

La camara de procesamiento 30 de la invencién se posiciona preferentemente dentro del sistema de modo que la
composicion de células regenerativas se mueve de la camara de recogida 20 a la camara de procesamiento 30
mediante el tubo 12, las vélvulas 14 y la bomba 34 de una manera estéril. Se ajusta el tamafio de la camara de
procesamiento para acomodar mezclas de tejido/fluido que varian de 10 ml a 1,2 I. En una realizacion preferida, se
ajusta el tamafo de la camara de procesamiento para acomodar 800 ml. En ciertas realizaciones, la composicion de
células regenerativas completa de la camara de recogida 20 se dirige a la camara de procesamiento 30. Sin
embargo, en otras realizaciones, una parte de la composiciéon de células regenerativas se dirige a la camara de
procesamiento 30 y otra parte se dirige a una region diferente del sistema, por ejemplo, la camara de muestra 60;
para recombinarse con células procesadas en la camara de procesamiento 30 en un momento posterior.

La camara de procesamiento 30 puede construirse usando cualquier material biocompatible adecuado que pueda
esterilizarse. En una realizacion preferida, la camara de procesamiento 30 esta construida de material desechable
que cumple los requisitos de biocompatibilidad para contacto intravascular, como se describe en el patrén ISO
10993. Por ejemplo, pueden usarse policarbonato, acrilico, ABS, vinil acetato de etileno o copolimeros de estireno-
butadieno (SBC). En otra realizacion, la ruta fluida de la camara de procesamiento desechable es sin pirégenos. La
camara de procesamiento puede estar en forma de una bolsa de plastico, tal como las usadas convencionalmente
en el procesamiento de sangre en los bancos de sangre; o en otras realizaciones, puede ser estructuralmente rigida
(Figura 6). En una realizacién, la camara de procesamiento 30 puede ser similar a la camara de procesamiento
desvelada en la Solicitud de Estados Unidos del mismo solicitante N° 10/316.127, presentada el 7 de diciembre de
2001 y la Solicitud de Estados Unidos N° 10/325.728 presentada el 20 de diciembre de 2002.

La camara de procesamiento 30 puede construirse de cualquier manera adecuada para separar y concentrar las
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células, incluyendo filtracién y centrifugacion y/o combinaciones de las mismas. En ciertas realizaciones, la
composicion de células regenerativas de la camara de recogida 20 se introduce en la camara de procesamiento 30
en la que la composicién puede filtrarse para separar y/o concentrar una poblacién de células regenerativas
particular. La filtracion de células es un procedimiento para separar componentes particulares y células de otros
componentes o tipos diferentes de células. Por ejemplo, la composicién de células regenerativas de la invencion
comprende multiples tipos diferentes de células, incluyendo células madre, células progenitoras y adipocitos, asi
como uno o mas contaminantes, tales como colageno, que estaba presente en los fragmentos de tejido adiposo, o
colagenasa residual del procedimiento de disgregacion tisular. Los filtros 36 presentes en la camara de
procesamiento 30 pueden permitir la separacion y concentracién de una subpoblaciéon particular de células
regenerativas, por ejemplo, células madre o células progenitoras endoteliales, etc.

Algunas variables que estan asociadas con filtracion de células de un liquido incluyen, pero sin limitaciéon, tamafio
del poro del medio de filtro, geometria (forma) del poro, area de superficie del filtro, direccion del flujo de la solucién
que se filtra, presion transmembrana, dilucion de la poblacion de células particular, tamafo y forma de las particulas
asi como tamafio de las células y viabilidad de las células. De acuerdo con la divulgaciéon del presente documento,
las células particulares que se desean separar o filtrar son tipicamente células madre derivadas de tejido adiposo.
Sin embargo, en ciertas realizaciones, las células particulares pueden incluir células progenitoras derivadas de tejido
adiposo, tales como células precursoras endoteliales, solas 0 en combinacion con las células madre.

La composicidon de células regenerativas puede dirigirse a través de un conjunto de filtros, tal como conjunto de
filtros 36. En ciertas realizaciones, el conjunto de filtros 36 comprende una pluralidad de filtros que se estructuran
para realizar diferentes funciones y separar la composicion de células regenerativas en distintas partes o
componentes. Por ejemplo, uno de los filtros puede configurarse para separar colageno de la composicién de células
regenerativas, uno de los filtros puede configurarse para separar adipocitos y/o componentes lipidicos de la
composicion de células regenerativas y uno de los filtros puede configurarse para separar enzimas residuales, tales
como el agente de disgregacioén de tejidos, de la composicién de células regenerativas. En ciertas realizaciones, uno
de los filtros es capaz de realizar dos funciones, tales como separar colageno y el agente de disgregacion de tejidos
de la composicion. La pluralidad de filtros se disponen tipicamente en serie; sin embargo, al menos una parte de los
filtros puede disponerse en paralelo también. Una disposiciéon en serie de los filtros del conjunto de filtros 36 se
muestra en la Figura 2. Una disposicion paralela de los filtros del conjunto de filtros 36 se muestra en la Figura 3.

En una realizacion, el conjunto de filtros 36 comprende un primer filtro, un segundo filtro y un tercer filtro. El primer
filtro se configura para retirar particulas de colageno presentes en la composicion de células regenerativas. Estas
particulas de colageno son aproximadamente tipicamente de 0,1 micrometros de diametro y pueden ser de hasta 20
micrometros de largo. Las particulas de colageno pueden ser de diversos tamafios dependiendo de la digestion.
También pueden ser fibrillas, lo que significa que tienen giros y vueltas. Cualquiera de los filtros descritos en el
presente documento puede prepararse a partir de polietersulfona, poliéster, PTFE, polipropileno, PVDF o
posiblemente celulosa. Existen dos posibilidades para filtrar el colageno. Una es intentar retirar las particulas
mayores primero, dejando las células atravesar, lo que requeriria por ejemplo un filtro probablemente en el intervalo
de 10 micrémetros. El segundo procedimiento es usar un tamafo de filtro menor, tal como 4,5 micrémetros, con la
intencion de que el colageno se digiera bien, de modo que atrape las células y deje pasar el colageno. Esto
requeriria un medio para hacer flotar las células de vuelta fuera del filtro. También puede existir la posibilidad de
implementar un filtro que atraeria y retendria las fibras de colageno.

El segundo filtro se configura para retirar los adipocitos inmaduros libres que no son flotantes en la composicion de
células regenerativas. En una realizacion, el segundo filtro puede construirse de poliéster y tener un tamafo de poro
entre aproximadamente 30 y aproximadamente 50 micrometros con un tamafio de poro preferido de
aproximadamente 40 micrémetros. Aunque conocido como un segundo filtro, la colocacién de un dispositivo tal
puede ser en una primera, en lugar de segunda, posicion para facilitar una retirada inicial de células y particulas
mayores. El tercer filtro se configura para retirar la colagenasa no usada o residual u otro agente de disgregacion de
tejido presente en la composicién. En una implementacion preferida, la colagenasa puede degenerar a lo largo del
tiempo. En una realizacion, el tercer filtro comprende una pluralidad de poros que tienen un diametro o longitud
menor de 1 um. En ciertas realizaciones, los poros pueden tener diametros que son menores de 1 um. En otras
realizaciones, los poros tienen diametros entre 10 kD y 5 micrémetros. En ciertas realizaciones, el tercer filtro puede
configurarse para concentrar la poblacién de células regenerativas en un volumen pequefio de solucion salina u otra
solucion de lavado, como se ha analizado en el presente documento. Como se prefiere en la actualidad, solamente
el filtro final es la unidad de fibra hueca, no es necesario que ninguno de los filtros sea del tipo de fibra hueca. La
unidad de fibra hueca se usa para el filtro final en una implementacion preferida debido que es la mas eficaz para
retirar la colagenasa con el efecto perjudicial mas pequefio para las células regenerativas. En una realizacién en la
que el dispositivo es una coleccion de articulos disponibles para la venta, los tres filtros estan en alojamientos
separados. Es factible tener el primer y segundo filtros combinados en un alojamiento si se usa una unidad de fibra
hueca para el tercer filtro. Si el filtro final no es una preparacion de fibra hueca entonces los tres filtros pueden
contenerse en un alojamiento. Los filtros del conjunto de filiros 36 pueden localizarse en la camara de
procesamiento 30 o pueden proporcionarse como componentes separados de la camara de procesamiento 30.
Ademas, los filtros del conjunto de filtros 36 pueden proporcionarse en camaras de procesamiento multiples o en
una disposicion intercalada. En ciertas realizaciones, los conductos o tubos pueden actuar como una camara o
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camaras de procesamiento. La camara de procesamiento puede reducirse en tamafio de modo que se convierta en
el volumen interior de los conductos que conectan los filtros. Este tipo de sistema funcionara correctamente si se
ajusta el tamafio del volumen de solucién de tejido de forma apropiada. De este modo, los conductos pueden actuar
como la camara de procesamiento conteniendo el fluido con células a medida que se pasa a través de los filtros.
Puede tenerse cuidado de minimizar el volumen de los conductos de modo que las células/tejido no se pierdan
innecesariamente en el procedimiento de llenado y ejecucion del sistema.

En referencia a la realizacién anteriormente descrita, la composicion de células regenerativas, que contiene las
células lavadas y colageno residual, adipocitos y/o agentes de disgregacion de tejido no digerido, puede dirigirse a
través del primer filtro para retirar al menos una parte de y preferentemente y sustancialmente todas las particulas
de colageno de la composicion de modo que estén presentes menos particulas de colageno, y preferentemente
ninguna, en la solucion filtrada. La composicidon de células regenerativas filtrada que contiene los adipocitos y/o
agente de disgregacion de tejido no digerido, puede dirigirse después a través del segundo filtro para retirar al
menos una parte de y preferentemente sustancialmente todos los adipocitos libres de la composicion de células
regenerativas filtrada. Posteriormente, la composicion de células regenerativas filtrada dos veces, que contiene el
agente de disgregacion de tejido no digerido, puede dirigirse a través del tercer filtro, tal como un dispositivo de
filtracion de fibra hueca, como se ha analizado en el presente documento, para retirar o reducir el agente de
disgregacion de tejido no digerido de la composicion de células regenerativas.

La composicion de células regenerativas filtrada tres veces (es decir, la composicién que permanece después de
haberse pasado a través del primer, segundo y tercer filtros) puede después dirigirse a multiples salidas, que pueden
incluir una parte de la camara de procesamiento 30 que comprende multiples salidas. Estas salidas pueden servir
para mantener la presion necesaria, asi como para proporcionar conexiones mediante conductos a otros depdsitos
que pueden incluir la camara de recogida 20, la camara de salida 50 y/o el depdsito de residuos 40.

En una realizacion, un filtro del conjunto de filtros 36 comprende un miembro de filtracion de fibra hueca. O, en otras
palabras, el filtro comprende una coleccion de tubos huecos formados con los medios de filtro. Los ejemplos de
medios de filtro que pueden usarse con el sistema desvelado 10 incluyen polisulfona, polietersulfona o un material
de éster mezclado y similares. Estas fibras huecas o tubos huecos de medios de filtro pueden estar contenidos en
un cartucho cilindrico del conjunto de filtros 36. Los tubos individuales o fibras de medios de filtro tipicamente tienen
un diametro interior que varia de aproximadamente 0,1 mm a aproximadamente 1 mm con un valor preferido de
aproximadamente 0,5 mm. El diametro y longitud de un cartucho cilindrico adecuado determinara el niumero de
tubos individuales de medio de filtro que puede colocarse dentro del cartucho. Un ejemplo de un cartucho de filtro de
fibra hueca adecuado es el Filtro de Flujo Tangencial FiberFlo®, n° de catadlogo M-C-050-K (Minntech, Minneapolis,
Minnesota). Los tamafios de poro de los medios de filiro pueden variar de aproximadamente 10 kilo Dalton y
aproximadamente 5 micrémetros con un tamafo de poro preferido de aproximadamente 0,5 micrémetros.

En el filtro de fibra hueca, cada tubo hueco tiene un cuerpo con un primer extremo, un segundo extremo y un lumen
localizado en el cuerpo y que se extiende entre el primer extremo y el segundo extremo. El cuerpo de cada tubo
hueco incluye una pluralidad de poros. Los poros generalmente estan orientados en el cuerpo de modo que se filtre
una composicion de células regenerativas fluyendo a través del lumen del cuerpo y los productos a filtrar pasan
tangencialmente a través de los poros, como se muestra en la Figura 12A. En otras palabras, las particulas mas
pequefas en el liquido pasan tangencialmente a través de los poros en relacion con el flujo del fluido a través del
lumen del cuerpo. La composicion con las células regenerativas pasa a través del lumen de cada tubo hueco cuando
la composicion se filtra. Preferentemente, el flujo de la composiciéon es tangencial a los poros del cuerpo de cada
tubo hueco.

Usando un flujo tangencial de fluido, la eficacia de filtracion de las células madre puede potenciarse en relaciéon con
otras técnicas de filtracion. Por ejemplo, de acuerdo con algunas técnicas de filtracion, los poros de los medios de
filtro se colocan de tal manera que el filtro se oriente perpendicular al flujo del fluido de modo que los medios de filtro
bloqueen la ruta del fluido que se filtra, como se ilustra en la Figura 12B. En este tipo de filtracidn, las particulas que
se separan por filtracion de la composicién de células regenerativas, por ejemplo las células madre, tienden a
acumularse en un lateral del filtro y bloquean el flujo del fluido a través de los poros. Este bloqueo puede reducir la
eficacia del filtro. Ademas, las células se comprimen constantemente por la presién del flujo del fluido asi como por
el peso de las células que se acumulan en el lado corriente arriba del filtro. Esto puede conducir a una lisis
aumentada de las células madre. Por lo tanto, en dichas técnicas de filtracion en las que el flujo de fluido es paralelo
a la orientacion de los poros en el filtro, tanto las células grandes como las particulas pequefas pueden dirigirse de
forma indeseable contra los medios de filtro a medida que el fluido pasa a través de los poros. En consecuencia,
productos mayores en el liquido tales como células pueden bloquear los poros, reduciendo de este modo el efecto
de filtrado y aumentando una aparicién de ruptura celular o lesion.

Por el contrario, en la configuracion de fibra hueca del presente sistema 10, el fluido que se filtra fluye dentro del
lumen del tubo hueco. La parte del fluido que tiene la capacidad de pasar a través de los poros del cuerpo del filtro lo
hace con la ayuda de la presion positiva del fluido en el interior del cuerpo asi como una presién negativa que se
aplica en el exterior del cuerpo. En esta realizacion, las células tipicamente no estan sometidas a la presion del flujo
del fluido o al peso de otras células y por lo tanto, las fuerzas de cizallamiento sobre las células madre se reducen.
De este modo, la eficiencia y eficacia de la filtracién puede mejorarse por la reduccion en las tasas de obstruccion y
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la reduccion en la lisis de células regenerativas. Debido al tamafio de la solucién salina y las moléculas proteicas no
deseadas, durante la filtracidn, estas moléculas y otros componentes pequefios pasan a través de los poros de los
cuerpos de los tubos huecos hacia el exterior de los tubos huecos y se dirigen al depésito de residuos 40. En una
realizacion, la filtracién se potencia por generacion de un vacio en el exterior de los medios de filtro de tubo hueco.
Debido al tamafo de las células regenerativas, por ejemplo, células madre o células progenitoras, estas células
tipicamente no pueden pasar a través de los poros del cuerpo y por lo tanto permanecen en el interior del filtro de
tubo hueco (por ejemplo, en los lumenes de los tubos) y se dirigen hacia atras a la camara de procesamiento 30
mediante un conducto entre el filiro y la cdmara de procesamiento o a la camara de salida 50.

En una realizacién especifica, el filtro de fibra hueca tiene un tamario de poro de aproximadamente 0,05 micrometros
y contiene aproximadamente 550 cm? de area de superficie de medios de filtro. Un tubo de medio individual
tipicamente tiene un diametro de aproximadamente 0,5 mm. En el procesamiento de 130 ml de la composicién de
células regenerativas, aproximadamente 120 ml de solucién salina adicional pueden afadirse a la composicién. El
tiempo de procesamiento o filtrado puede ser de aproximadamente 8 minutos. El diferencial de las presiones en
ambos lados del cuerpo del tubo de fibra hueca (por ejemplo, la presiéon dentro del lumen del cuerpo y fuera del
cuerpo) se considera la presion transmembrana. La presion transmembrana puede variar de aproximadamente 133
Pa a aproximadamente 66,5 kPa con una presion preferida de aproximadamente 26,60 kPa. La recuperacion y
viabilidad de células nucleadas media usando filtracion de fibra hueca puede ser de aproximadamente el 80 % de
células viables.

La cantidad de colagenasa que tipicamente se retira en un sistema tal equivale a una reduccion logaritmica de tres.
Por ejemplo si la concentracion inicial de colagenasa en la composicion de células regenerativas que se transfiere
desde la camara de recogida a la camara de procesamiento es de 0,078 U/ml la concentracion de colagenasa de la
composicion de células regenerativas final seria de 0,00078 U/ml. La colagenasa se retira en el filtro de fibra hueca y
el filtro de fibra hueca corresponde al tercer filtro analizado anteriormente.

Las camaras de procesamiento que ilustran uno o mas procedimientos de filtracion de células descritos
anteriormente se muestran en las figuras, particularmente en las Figuras 1-3. Con referencia a las Figuras 1-3, entre
la camara de procesamiento 30 y la camara de filtrado del conjunto de filtros 36, puede proporcionarse una bomba,
tal como una bomba 34. Ademas, pueden proporcionarse sensores de presion y salidas de aire, tales como salida
de aire 32 y sensor de presién 39, en linea con la camara de procesamiento 30 y el conjunto de filtros 36. También
pueden proporcionarse adaptadores para la camara de salida 50. Estos componentes opcionales (por ejemplo, la
bomba 34, la salida de aire 32, el sensor de presion 39 y los adaptadores para la camara de salida 50) pueden
proporcionarse entre la camara de procesamiento 30 y el conjunto de filtros 36 de modo que el liquido contenido en
la cdmara de procesamiento 30 pueda fluir a uno o mas de estos componentes opcionales antes de fluir a través del
conjunto de filtros 36. Por ejemplo, el liquido puede fluir a través de la bomba 34 antes de pasarse al conjunto de
filtros 36. O, el liquido puede pasar a través del sensor de presion 39 antes de pasar a través del conjunto de filtros
para obtener una presion de liquido antes del filtro en el sistema. En ciertas situaciones, uno o mas de estos
componentes también puede proporcionarse como un elemento de la camara de procesamiento 30, tal como la
salida de aire 32 como se ilustra en la Figura 6. En la realizacion ilustrada, el sensor de presion 39 esta en linea para
determinar la presion de la composicion de células regenerativas que se genera por la bomba 34 a medida que entra
en la camara de filtrado del conjunto de filtros 36. Esta construccion puede facilitar el control de la presién
transmembrana a través de la membrana de filtro. Puede afiadirse solucién salina adicional u otro tampon y solucién
de lavado a la composicion de células regenerativas para ayudar en la retirada de proteinas no deseadas a medida
que la composicion se filtra a través del conjunto de filtros 36. Este lavado repetido puede realizarse multiples veces
para mejorar la pureza de las células regenerativas. En ciertas realizaciones, la solucién salina puede afadirse en
cualquier etapa que se considere necesaria para mejorar la filtracion.

En una realizacion especifica, que se proporciona como ejemplo pero sin limitacion, las proteinas no deseadas y
solucion salina u otra solucion de lavado se retiran de la siguiente manera: la composicion con las células
regenerativas, asi como colageno y particulas o fragmentos de tejido conectivo, adipocitos y colagenasa, circula a
través de una serie de filtros hasta que se consigue un volumen minimo. El volumen minimo es una funcién del
volumen retenido total del sistema y alguna constante predeterminada. El volumen retenido es el volumen de liquido
que estad contenido en los tubos y conductos si todas las camaras de procesamiento estan vacias. En una
realizacion, el volumen minimo es 15 ml. Cuando se alcanza el volumen minimo, se introduce un volumen
predeterminado de solucién de lavado en el sistema para mezclarse con la composicién de células regenerativas.
Esta mezcla de solucién de lavado y la composicion de células regenerativas circula después a través de los filtros
hasta que se alcanza de nuevo un volumen minimo. Este ciclo puede repetirse multiples veces para mejorar la
pureza de las células regenerativas o, en otras palabras, aumentar la relacion de células regenerativas en la
composicion con los otros materiales en la composicion. Véase Figuras 10y 11.

Después de haberse determinado que la composicion de células regenerativas se ha limpiado de proteinas no
deseadas y concentrado lo suficiente (en reahzamones ejemplares, pueden usarse concentraciones minimas dentro
de un intervalo de aproximadamente 1 x 10° a aproxmadamente 1 x 10" células/ml y, en una realizacién preferida la
concentracion minima puede ser de aproximadamente 1 x 107 células/ml), una camara de salida 50, tal como una
bolsa de salida, puede conectarse a un orificio de salida de la camara de procesamiento 30 y/o el conjunto de filtros
36, dependiendo de la realizacion especifica. Una salida de aire, tal como la salida de aire 32, puede después
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abrirse para facilitar la salida de las células regenerativas concentradas. En una implementacion, esta determinacion
de cuando se ha alcanzado una concentracion minima se realiza empiricamente después de haberse realizado
experimentos y haberse programado en los controles electronicos del dispositivo. La determinacion puede ser una
entrada en el procedimiento de lo que se desea producir, es decir, cuantas células madre/progenitoras se desean o
intervalo de concentracién celular. Basandose en datos cientificos, se necesita obtener y colocarse en el sistema
una cantidad predefinida de tejido adiposo para conseguir el rendimiento deseado. Con la salida de aire 32 abierta,
una bomba, tal como la bomba 34, puede actuar para transferir las células regenerativas concentradas a la bolsa de
salida. En una realizacion, la bolsa de salida 50 es similar a una bolsa de sangre vacia que tiene un tubo con un
adaptador en un extremo. De un modo estéril, el adaptador en la bolsa de salida puede estar unido al orificio de
salida y las células regenerativas concentradas pueden transferirse a la bolsa de salida.

Como se ilustra en las Figuras 1-3, una bomba de vacio 26 puede proporcionarse en el sistema 10 para cambiar la
presion en el sistema, entre otras cosas. Por ejemplo, la bomba de vacio 26 puede acoplarse a la camara de
recogida 20 mediante un conducto, tal como un conducto 12b, para provocar un descenso en la presién dentro de la
camara de recogida 20. La bomba de vacio 26 también puede acoplarse a la camara de procesamiento 30 por
medio de un conducto, tal como conducto 12g. Con respecto al manejo de la bomba de vacio 26 en relacién con la
bomba 34, pueden implementarse dos fuentes o bombas de vacio separadas o puede implementarse una sola
usando valvulas que dirigen la presion de vacio a los diferentes conductos que la necesitan en puntos especificos en
el procedimiento. Ademas, la bomba de vacio 26 puede acoplarse al depdsito de residuos 40 mediante un conducto,
tal como conducto 12f.

Con referencia a las Figuras 10 y 11, la presion generada por la bomba de vacio 26 puede usarse para dirigir el flujo
de los fluidos, incluyendo las células regenerativas, a través de los conductos 12. Esta presion puede proporcionarse
en multiples direcciones, por ejemplo, mediante control automatico o manual de la posicién de una o mas valvulas
14 en el sistema 10. El sistema 10 puede prepararse para actuar de forma apropiada con el uso de presion positiva
o a través del uso de presion negativa, o combinaciones de las mismas. Por ejemplo, las células regenerativas
pueden arrastrarse a través del primer y segundo filtro descritos anteriormente a un depésito de laterales suaves que
se conecta al tercer filtro. El depdsito de laterales suaves puede estar conectado en linea (en serie) por delante del
tercer filtro. La camara de salida final puede ser un depdsito de laterales suaves que esta en el otro lado del tercer
filtro (por ejemplo, en el lado corriente abajo). En esta realizacion, la presion se usa para mover las células
regenerativas de un deposito de laterales suaves a un segundo depdsito de laterales suaves a través del filtro.

En otra realizaciéon del sistema 10, la filiracion de las células madre y/o células progenitoras derivadas de tejido
adiposo puede conseguirse usando una combinacion de filtracion percolativa y sedimentacion. Por ejemplo, un
sistema tal usa solucion salina que se pasa a través de una composicion de células regenerativas de tejido (por
ejemplo, la composicion que contiene las células madre y/o células progenitoras derivadas de tejido adiposo) y
después a través de un filtro. Algunas de las variables que se asocian con filtracion percolativa de células a partir de
una composicion de células regenerativas incluyen, pero sin limitacion, tamafio de poro del medio de filtro, geometria
o forma del poro, area de superficie del filtro, direcciéon de flujo de la composiciéon de células regenerativas que se
filtra, caudal de la solucion salina infundida, presion transmembrana, diluciéon de la poblaciéon de células, tamafio y
viabilidad de las células.

En una realizacion del sistema 10, la camara de procesamiento 30 usa un conjunto de filtros 36 que implementa
filtracion percolativa y sedimentacién para separar y concentrar las células regenerativas. Como ejemplo y no como
limitacion, la camara de procesamiento 30 se define como un cuerpo generalmente cilindrico que tiene una pared
lateral 30a, una superficie superior 30b y una superficie interior 30c, como se muestra en la Figura 6. Se proporciona
una salida de aire estéril 32 en la superficie superior 30b.

En la realizacién de la Figura 6, la camara de procesamiento 30 se muestra incluyendo un conjunto de filtros 36, que
incluye dos filtros, tales como filtro de poro grande 36a vy filiro de poro pequefio 36b. Los tamafios de poro de los
filtros 36a y 36b tipicamente estan en un intervalo entre aproximadamente 0,05 pm y aproximadamente 10 pm. El
filtro de poro grande 36a puede comprender poros con un didmetro de aproximadamente 5 um y el filtro de poro
pequefio 36b puede comprender poros con un diametro de aproximadamente 1-3 um. En una realizacion, los filtros
tienen un area de superficie de aproximadamente 785 mm?. Los filtros 36a y 36b dividen un interior de la cdmara de
procesamiento 30 para incluir una primera camara 37a, una segunda camara 37b y una tercera camara 37c. Como
se muestra en la Figura 6, la primera cdmara 37a se localiza entre la segunda cdmara 37b y la tercera camara 37c.
Ademas, la primera camara 37a se muestra como la regidn de la cdmara de procesamiento 30 que tiene un orificio
de entrada 31 y un orificio de salida 31b. La camara de procesamiento 30 incluye una pluralidad de orificios que
proporcionan vias de comunicacién desde un exterior de la camara de procesamiento 30 al interior de la camara de
procesamiento 30, tales como orificios 31a, 31b y 31c. Los orificios 31a, 31b y 31c, se ilustran como dispuestos en la
pared lateral 30a de un cuerpo de la camara de procesamiento 30. Sin embargo, los orificios 31a, 31b y 31c pueden
posicionarse en otras regiones también. El orificio 31a se ilustra como un orificio de entrada de muestra, que se
construye para acoplarse a un conducto de modo que una composicion que contiene células regenerativas pueda
pasar al interior de la camara de procesamiento 30. El orificio 31b se ilustra como un orificio de salida construido
para acoplarse a un conducto de modo que las células concentradas y separadas puedan retirarse del interior de la
camara de procesamiento 30. El orificio 31c se ilustra como un orificio de entrada construido para acoplarse a un
conducto para el suministro de una solucién de lavado fresca, tal como solucién salina en el interior de la camara de
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procesamiento 30.

En uso, las células regenerativas pueden introducirse en la camara central 37a mediante el orificio de entrada 31a.
La soluciéon salina u otro tampoén se introduce en la camara inferior 37b a través del orificio de entrada 31c. La
solucién salina puede dirigirse a través de la composicion de células regenerativas en la camara 37a a una velocidad
de aproximadamente 10 ml/min. El caudal de la solucion salina es tal que contrarresta la fuerza de la gravedad. El
flujo de solucion salina proporciona a las células en la camara la capacidad de separarse basandose en la densidad
de las células. Tipicamente, a medida que la solucidn salina se presiona a través de la composicion las células
mayores en la composicion se asentaran en el fondo de la camara central 37a y las proteinas y células menores se
transportaran a través del segundo filiro 36b hacia la camara superior 37c. Este filtrado se consigue ajustando el
caudal de la solucién salina de modo que las células mayores se hacen rotar en el sitio, lo que permite a las
particulas mas pequefas liberarse y transportarse con la solucién salina. La salida de aire 32 estéril esta incluida en
la camara 30 para asegurar que el gradiente de presion correcto se mantiene en las tres camaras dentro de la
unidad de procesamiento. La camara superior 37c puede comprender un medio absorbente 33. El propésito de los
medios absorbentes es atrapar las proteinas no deseadas en la solucidon para asegurar que no cruzan el medio de
filtro de vuelta hacia la solucién de procesamiento si, por ejemplo, se reduce el caudal de solucion salina. Un medio
absorbente puede ser un tipo de material de filtro que es absorbente o atrae materiales o componentes para
separarlos por filtrado. Puede afadirse un orificio de salida sobre el filtro superior para ayudar a quitar los residuos.
Otra realizacion de esto puede ser aplicar un vacio suave desde la parte superior para ayudar a arrastrar los
residuos. Pueden implementarse medios absorbentes cuando, como en la realizacion ilustrada, los caudales son
relativamente pequefios. La solucidn salina y las proteinas en exceso se transportan después a un depdsito de
residuos.

Cuando las células mayores (por ejemplo, las células madre y/o células progenitoras derivadas de tejido adiposo) se
han separado lo suficiente de células mas pequefas y proteinas, la composicion que contiene las células separadas
puede concentrarse, como se ha analizado en el presente documento. La composicion puede concentrarse
adicionalmente después de haberse retirado de la camara 37a a través de el orificio de salida 31b o mientras esta en
la cdmara 37a. En una realizacion, la concentracion de células en la composicion se aumenta de la siguiente
manera. Después de que las células se hayan separado lo suficiente, los filtros, tales como filtros 36a y 36b, pueden
moverse uno hacia el otro. Este movimiento tiene el efecto de reducir el volumen entre los dos filtros (por ejemplo, el
volumen de la camara 37a). También puede proporcionarse un miembro que vibra en conexiéon con la camara de
procesamiento 30 para facilitar la concentracion de las células en la composicion. En una realizacién, el miembro
que vibra puede acoplarse al filtro 36b (por ejemplo, el filiro de poro pequefio). La vibracién puede reducir la
frecuencia de células atrapadas en los filtros. La reduccién en el volumen de la composicion permite que la solucién
salina en exceso se retire como residuos y las células se concentren en un volumen mas pequefio.

En otra realizacion, la concentracién de las células regeneradoras se consigue de la siguiente manera. Después de
que las células se han separado lo suficiente, la composicién de células regenerativas puede transferirse a otra
camara (no mostrada) que usa la gravedad para separar por filtrado la solucién salina en exceso. En una realizacion
preferida, la sedimentacion puede producirse al mismo tiempo que la percolaciéon. Esta sedimentacion puede
conseguirse introduciendo la composicion sobre un filiro que tiene un tamafo de poro que varia de
aproximadamente 10 kD a aproximadamente 2 micréometros. En una realizacion, un filtro adecuado tiene un tamafio
de poro de aproximadamente 1 micrometro. La fuerza de la gravedad permitird que la solucion salina y las particulas
mas pequefias pasen a través del filtro mientras se evita que las células en la composicion fluyan a través del filtro.
Después de que se haya obtenido la concentraciéon deseada de células y después de que se hayan retirado las
particulas mas pequenias filtradas de debajo del filtro, la composicidon de células regenerativas puede agitarse para
retirar las células del filtro y, posteriormente, las células regenerativas concentradas pueden transferirse a la bolsa
de salida. Las particulas mas pequeias pueden quitarse como residuos a través de una salida.

En una realizacién particular, la composicion de células regenerativas de la camara de recogida 20 se transporta a la
camara de procesamiento 30 en la que la composicidn puede centrifugarse para separar y concentrar las células
regenerativas. Los principios de la centrifugacion se conocen bien en la técnica y no se repetiran en el presente
documento en aras de la brevedad. En el presente documento se utilizan dispositivos de centrifugacion,
componentes y parametros reconocidos en la técnica convencionales. Un ejemplo de camara de procesamiento
para su uso como parte de un dispositivo de centrifuga se muestra en las Figuras 7 y 8. Tipicamente, un dispositivo
de centrifuga provoca que una camara de centrifuga (tal como la mostrada en la Figura 7) gire alrededor de un eje
para aumentar de este modo la fuerza sobre las células en la solucién para que sea mayor que la de la gravedad.
Los materiales mas densos o mas pesados en la solucion tipicamente se sedimentan en un extremo de la camara
de centrifuga, es decir, una camara de salida 50 de la Figura 7, para formar un sedimento de células regenerativas.
El sedimento puede después resuspenderse para obtener una solucion con una concentracion deseada de células
y/o un volumen deseado de células y medio. La camara de procesamiento mostrada en la Figura 7 se construye
para separar y concentrar células usando fuerzas gravitacionales y centrifugas. Especificamente, durante la
centrifugacion, la fuerza centrifuga dirige a los componentes mas densos de la composicién de las células
regenerativas, por ejemplo, las células regenerativas, hacia los extremos mas exteriores de la camara de centrifuga.
A medida que la camara de centrifuga se ralentiza y con el tiempo se detiene, la fuerza gravitacional ayuda a las
células regenerativas a mantenerse en los extremos mas exteriores de la camara de centrifuga y formar un
sedimento celular. En consecuencia, los componentes no deseados de la composicion de células regenerativas, es
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decir, los residuos, pueden retirarse sin alterar el sedimento celular.

En otra realizacién mas de la invencion, la camara de procesamiento puede estar comprendida de un concentrador
celular en forma de un filtro de membrana giratorio. En una realizacién adicional del procedimiento de centrifugacion,
también puede aplicarse decantacién centrifuga. En esta realizacion, las células pueden separarse basandose en la
tasa de sedimentacion celular individual de modo que la fuerza direccional (por ejemplo, hacia fuera) aplicada por
centrifugacién provoca que las células y los solutos sedimenten a diferentes velocidades. En la decantacion, la
velocidad de sedimentacion de la poblacion de células diana se ve enfrentada a un caudal opuesto (por ejemplo,
hacia dentro) aplicado por bombeo de solucién en la direccion opuesta a la fuerza centrifuga. El contraflujo se ajusta
de modo que las células y particulas dentro de la solucién se separan. Se ha aplicado decantacién en muchos casos
de separacion de células (Inoue, Carsten y col. 1981; Hayner, Braun y col. 1984; Noga 1999) y los principios y
practicas usados para optimizar los parametros de flujo y centrifugacion pueden aplicarse en el presente documento
a la luz de la presente divulgacién por un experto en la materia.

La Figura 9 ilustra principios asociados con una implementacién de decantacion de acuerdo con la presente
invencion. La realizacion de decantacion puede ser similar a una implementacion de centrifugacion en tanto que se
aplica una fuerza a la solucién usando un rotor giratorio. Algunas de las variables que se asocian con la presente
separacion por decantacion realizada incluyen, pero sin limitacién, el tamafio y forma de la camara giratoria, el
diametro del rotor, la velocidad del rotor, el diametro de los tubos de contraflujo, el caudal del contraflujo, asi como el
tamafio y densidad de las particulas y células que van a retirarse de la solucion. Como en la centrifugacion, las
células regenerativas pueden separarse basandose en densidades celulares individuales.

En una realizacion la composicion de células regenerativas, por ejemplo, la solucién que contiene las células
regenerativas y la colagenasa, se introduce en una camara de un rotor giratorio, como se muestra en la Figura 9.1.
Después de afiadirse la solucion a la camara se afade solucion salina adicional a la camara a un caudal
predeterminado. El caudal de la solucion salina puede predeterminarse como una funcion de la velocidad del rotor,
el didmetro de las células y la constante de camara que se ha establecido empiricamente. El caudal se controlara
por ejemplo con un dispositivo similar a una bomba IV. Un propésito de la solucion salina adicional es proporcionar
una condicion dentro de la camara de rotor en la que las particulas mayores se moveran a un extremo de la camara
y las particulas mas pequefias se moveran al otro, como se ilustra en la Figura 9.2. El flujo se ajusta de modo que,
en esta aplicacion, las particulas mas pequefias salgan de la camara y se muevan a un depésito de residuos, como
se muestra en la Figura 9.3. Este movimiento da como resultado que la solucién en la camara del rotor tenga una
poblaciéon sustancialmente homogénea de células, tal como células madre. Después de que se haya determinado
que las células madre se han separado del resto de los articulos en la solucion (habiéndose retirado los lipidos libres
y las proteinas no deseadas de la camara), se detiene el contraflujo. Las células dentro de la camara formaran
entonces un sedimento concentrado en la pared exterior de la camara. El contraflujo se invierte y el sedimento
celular se transfiere a la bolsa de salida.

Como se ha expuesto anteriormente en el presente documento, la camara de procesamiento 30 o la camara de
salida 50 puede incluir uno o mas orificios, por ejemplo, orificios 51 ¢ 52. Uno mas de estos orificios puede disefarse
para trasportar las células regenerativas obtenidas usando cualquier combinacién de procedimientos descritos
anteriormente o un parte de los mismos, mediante conductos a otros dispositivos quirargicos, dispositivos de cultivo
celular, dispositivos de marinamiento celular, dispositivos de terapia génica o dispositivos de purificacion. Estos
orificios también pueden disefiarse para transportar las células regenerativas mediante conductos a camaras
adicionales o depésitos dentro del sistema o con parte de otro sistema para los mismos fines descritos
anteriormente. Los orificios y conductos también pueden usarse para afiadir uno o mas aditivos, por ejemplo,
factores de crecimiento, fluidos de re-suspension, reactivos de cultivo celular, reactivos de expansion celular,
reactivos de conservacion celular o reactivos de modificacion celular que incluyen agentes que trasfieren genes a las
células. Los orificios y conductos también pueden usarse para transportar las células regenerativas a otras dianas
tales como materiales de implante (por ejemplo, fragmentos de hueso o armazones) asi como otros implantes y
dispositivos quirargicos.

El procesamiento adicional de las células también puede iniciarse mediante la re-configuracion de las
interconexiones de los conjuntos disponibles del sistema existente, la reprogramacién del dispositivo de
procesamiento del sistema existente, proporcionando depdsitos diferentes o adicionales y/o camaras para el sistema
existente, transportando las células a uno o mas sistemas o dispositivos adicionales y/o combinaciones de los
mismos. Por ejemplo, el sistema puede reconfigurarse por cualquiera de los medios descritos anteriormente de
modo que las células regenerativas obtenidas usando el sistema pueden ser objeto de uno o mas de los siguientes:
expansion celular (de uno o mas tipos celulares regenerativos) y mantenimiento celular (incluyendo aclarado en
lamina de las células y cambio de medio); sub-cultivos; sembrado de células; transfeccion transitoria (incluyendo
siembra de células transfectadas de aporte a granel); recogida (incluyendo recogida enzimatica, no enzimatica y
recogida por raspado mecanico); medicion de viabilidad celular; siembra en placas de las células (por ejemplo, en
placas de microtitulacion, incluyendo tomando células de pocillos individuales para expansién, expansion de células
en pocillos frescos); exploracion de alto rendimiento; aplicaciones de terapia celular; aplicaciones de terapia génica;
aplicaciones de ingenieria tisular; aplicaciones de proteinas terapéuticas; aplicaciones de vacunas virales; recogida
de células regenerativas o sobrenadante para creaciéon de un banco o exploraciéon, medicidon de crecimiento celular,
lisis, inoculacion, infeccion o induccion; generacion de lineas celulares (incluyendo células de hibridoma); cultivo de
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células para estudios de permeabilidad, cultivo de células para estudios de permeabilidad; células para estudios de
resistencia viral y ARNi; células para estudios de animales transgénicos y knock-out; estudios de purificacion de
afinidad; aplicaciones de biologia estructural; desarrollo de ensayos y aplicaciones de ingenieria proteica.

Por ejemplo, si la expansion de una poblacién de células regenerativas se requiere para un aplicacion particular,
podria usarse un enfoque usando condiciones de cultivo para expandir preferentemente la poblacion mientras que
otras poblaciones se mantienen (y por tanto se reducen por diluciéon con las células seleccionadas crecientes) o se
pierden debido a ausencia de las condiciones de crecimiento requeridas. Sekiya y col. han descrito condiciones que
podrian emplearse a este respecto para células madre derivadas de médula ésea (Sekiya y col., 2002). Este
enfoque (con o sin adherencia diferencial al plastico de cultivo tisular) podria aplicarse a una realizacién adicional de
la presente invencion. En esta realizacion el sedimento de células regenerativas final se retira de la camara de salida
y se coloca en un segundo sistema que proporciona el componente de cultivo celular. Este podria estar en forma de
un incubador de cultivo tisular de laboratorio convencional o un dispositivo de estilo biorreactor tal como el que se
describe en Tsao y col., Patente de Estados Unidos N° 6.001.642 o por Armstrong y col., Patente de Estados Unidos
N° 6.238.908. En una realizacién alternativa, la expansién celular o el componente de cultivo celular podrian
afiadirse al sistema existente, por ejemplo, en la camara de salida, permitiendo la adherencia a corto plazo y/o
cultivo celular de las poblaciones de células derivadas de tejido adiposo. Esta realizacion alternativa permitiria la
integracion del cultivo celular y/o componente de expansion celular al sistema y eliminaria la necesidad de retirar las
células de este sistema y su colocacion en otro.

Durante el procesamiento, uno o0 mas aditivos pueden afiadirse a o proporcionarse con las diversas camaras o
depositos segun se requiera para mejorar los resultados. Estos aditivos también pueden proporcionarse como parte
de otro sistema asociado con el sistema existente o separado del sistema existente. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, los aditivos se afiaden o proporcionan sin la necesidad de retirar las células regenerativas del sistema.
En otras realizaciones, los aditivos se afaden o proporcionan conectando un nuevo depdsito o camara que
comprende los aditivos en un orificio no usado del sistema de una manera estéril. En otras realizaciones mas, los
aditivos se afiaden o proporcionan en un segundo sistema o dispositivo que no esta conectado con el sistema de la
presente invencion. Algunos ejemplos de aditivos incluyen agentes que optimizan el lavado y la disgregacion,
aditivos que potencian la viabilidad de la poblacion de células activas durante el procesamiento, agentes
antimicrobianos (por ejemplo antibidticos), aditivos que lisan adipocitos y/o glébulos rojos o aditivos que enriquecen
con respecto a poblaciones celulares de interés (por adherencia diferencial a restos de fase soélida o para promover
de otro modo la reduccion sustancial o enriquecimiento de poblaciones celulares) como se describe en el presente
documento.

Por ejemplo, para obtener una poblacién de células regenerativas homogéneas, puede emplearse cualquier
procedimiento adecuado para separar y concentrar el tipo de células regenerativas particulares, tal como el uso de
anticuerpos especificos de célula que reconocen y se unen a antigenos presentes en, por ejemplo, células madre o
células progenitoras, por ejemplo, células precursoras endoteliales. Estos incluyen tanto seleccién positiva
(seleccionar las células diana) como seleccion negativa (retirada selectiva de células no deseadas) o combinaciones
de las mismas. También pueden usarse marcadores intracelulares tales como enzimas en la seleccion usando
moléculas con fluorescencia cuando actdan sobre ellas enzimas especificas. Ademas, podria insertarse un material
de fase sélida con propiedades adhesivas seleccionadas para permitir la adherencia diferencial y/o elucion de una
poblacion particular de células regenerativas dentro del sedimento de células final en la camara de salida del
sistema.

Una realizaciéon alternativa de este enfoque de adherencia diferencial incluiria el uso de anticuerpos y/o
combinaciones de anticuerpos que reconocen moléculas de superficie expresadas diferencialmente en células
regenerativas diana y células no deseadas. La seleccidén basandose en la expresion de marcadores de superficie
celular especificos (0 combinaciones de los mismos) es otra técnica aplicada de forma habitual en la que los
anticuerpos se unen (directa o indirectamente) a una estructura de fase solida (Geiselhart y col., 1996; Formanek y
col., 1998; Graepler y col., 1998; Kobari y col., 2001; Mohr y col., 2001).

En otra realizacion el sedimento celular podria resuspenderse, estratificarse sobre (o debajo de) un material fluido
formado en un gradiente de densidad continuo o discontinuo y colocarse en una centrifuga para separacién de
poblaciones celulares basandose en la densidad celular. En una realizacion similar también pueden emplearse
enfoques de flujo continuo tales como aféresis (Smith, 1997) y decantacion (con o sin contracorriente) (Lasch y col.,
2000) (Ito y Shinomiya, 2001).

Otros ejemplos de aditivos pueden incluir componentes biolégicos o estructurales adicionales, tales como factores
de diferenciacion celular, promotores de crecimiento, agentes inmunosupresores, dispositivos médicos o cualquier
combinacién de los mismos, como se ha analizado en el presente documento. Por ejemplo, pueden anadirse otras
células (por ejemplo cardiosferas), tejidos (por ejemplo tejido cardiaco), fragmentos tisulares, factores de crecimiento
tales como VEGF y otros factores de crecimiento angiogénico o arteriogénico conocidos, compuestos
bioldgicamente activos o inertes (por ejemplo, cardiogenol C), armazones reabsorbibles u otros aditivos pretendidos
para mejorar el suministro, eficacia, tolerancia o funcién de la poblacién de células regenerativas.

La poblacion de células regenerativas también puede modificarse por insercion de ADN (por ejemplo que codifica las
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proteinas Id, la familia de proteinas WNT, proteinas de sefializaciéon por ejemplo, la familia de proteinas RXR y
gp130 y/o factores de crecimiento, por ejemplo, IGF-1) o por colocacion en un sistema de cultivo celular (como se
describe en el presente documento o conocido en la técnica) de modo que cambie, mejore o complemente la funcion
de las células regenerativas para derivacion de un proposito estructural o terapéutico. Por ejemplo, podria usarse
ingenieria genética para adaptar la tasa de estimulacion de las células regenerativas que se diferencian en miocitos
cardiacos o células de tipo miocito cardiaco antes de la reinfusién en el paciente para asegurar una frecuencia de
latidos Optima.

Las técnicas de transferencia génica para células madre se conocen por los expertos en la materia, como se desvela
en (Morizono y col., 2003; Mosca y col., 2000) y pueden incluir técnicas de transfeccion viral, y mas especificamente,
técnicas de transferencia génica de virus adenoasociados, como se desvela en (Walther y Stein, 2000) y
(Athanasopoulos y col., 2000). También pueden realizarse técnicas no basadas en virus como se desvela en
(Muramatsu y col.,, 1998). También podria afiadirse un gen que codifique uno o mas factores de diferenciacion
celular, por ejemplo, un factor o factores de crecimiento o una citocina o citocinas. Se desvelan ejemplos de diversos
agentes de diferenciacién celular en (Gimble y col., 1995; Lennon y col., 1995; Majumdar y col., 1998; Caplan y
Goldberg, 1999; Ohgushi y Caplan, 1999; Pittenger y col., 1999; Caplan y Bruder, 2001; Fukuda, 2001; Worster y
col., 2001; Zuk y col., 2001). También podrian afiadirse genes que codifican factores o agentes anti-apoptéticos o
anti-necroticos. La adicion del gen (o combinacion de genes) podria ser cualquier tecnologia conocida en la materia
incluyendo pero sin limitacién transduccion adenoviral, “pistolas génicas”, transduccién mediada por liposomas y
transduccién mediada por retrovirus o lentivirus, plasmido, virus adeno-asociado. Estas células regenerativas
podrian después implantarse junto con un material excipiente que porta un vehiculo de suministro génico capaz de
liberar y/o presentar genes a las células a lo largo del tiempo de modo que la transduccién pueda continuar o
iniciarse in situ.

Cuando las células y/o el tejido que contiene las células se administran a un paciente distinto del paciente del que se
obtuvieron las células y/o el tejido; uno o mas agentes inmunosupresores pueden administrarse al paciente que
recibe las células y/o tejido para reducir y preferentemente evitar el rechazo del trasplante. Como se usa en el
presente documento, la expresion “farmaco o agente inmunosupresor” pretende incluir agentes farmacéuticos que
inhiben o interfieren con la funciéon inmune normal. Los ejemplos de agentes inmunosupresores adecuados con los
procedimientos desvelados en el presente documento incluyen agentes que inhiben la rutas de coestimulaciéon de
linfocitos T/linfocitos B, tales como agentes que interfieren con el acoplamiento de linfocitos T y linfocitos B mediante
las rutas de CTLA4 y B7, como se desvela en la Publicacién de Patente de Estados Unidos N° 20020182211. Un
agente inmunosupresor preferido es ciclosporina A. Otros ejemplos incluyen mofetil de miofenilato, rapamicina y
globulina anti-timocitos. En una realizacién, el farmaco inmunosupresor se administra con al menos otro agente
terapéutico. El farmaco inmunosupresor se administra en una formulacién que es compatible con la via de
administracion y se administra a un sujeto a una dosificaciéon suficiente para conseguir el efecto terapéutico
deseado. En ofra realizacién, el farmaco inmunosupresor se administra de forma transitoria durante un tiempo
suficiente para inducir tolerancia a las células regenerativas de la invencion.

En estas realizaciones, las células regenerativas pueden ponerse en contacto, combinarse, mezclarse o afadirse a
los aditivos a través de cualquier forma reconocida en la técnica, incluyendo dispositivos tales como dispositivos de
agitacion y procedimientos asociados descritos en el presente documento. Por ejemplo, puede usarse balanceo,
inversion, rodillos méviles o pulsados por compresion.

En otro aspecto, la poblacién celular podria colocarse en el receptor y rodearse de una envoltura plastica
reabsorbible u otros materiales y componentes relacionados tales como los fabricados por MacroPore Biosurgery,
Inc. (véase, por ejemplo, Patentes de Estados Unidos N° 6.269.716; 5.919.234; 6.673.362; 6.635.064; 6.653.146;
6.391.059; 6.343.531; 6.280.473).

En todas las realizaciones anteriores, al menos una parte de las células regenerativas separadas y concentradas
pueden crioconservarse, como se describe en la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 10/242.094, titulada
CONSERVACION DE CELULAS NO EMBRIONARIAS DE TEJIDOS NO HEMATOPOYETICOS, presentada el 12
de septiembre de 2002, que reivindica beneficio de prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de Estados
Unidos 60/322.070 presentada el 14 de septiembre de 2001, que es de cesién comun.

Al final del procesamiento, las células regenerativas pueden recuperarse manualmente de la cdmara de salida. Las
células pueden cargarse en un dispositivo de suministro, tal como una jeringa, para su colocacién en el receptor por
via subcutanea, intramuscular u otra técnica que permita el suministro de las células al sitio diana dentro del
paciente. En otras palabras, las células pueden situarse dentro del paciente por cualquier medio conocido para los
expertos en la materia. Las realizaciones preferidas incluyen colocacion por aguja o catéter o por implantacion
quirurgica directa. En otras realizaciones, las células pueden transportarse automaticamente a una camara de salida
que puede estar en forma de un deposito, jeringa o catéter etc., que puede usarse para situar las células en el
paciente. El contenedor también puede usarse para almacenar las células para un uso posterior o para
crioconservacion. Todos los procedimientos de recuperacion se realizan de una manera estéril. La realizacion de
implantacion quirargica, las células podrian aplicarse junto con aditivos tales como matriz preformada o armazon
como se ha descrito en el presente documento.
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En realizaciones preferidas de la invenciéon (por ejemplo, la realizacion mostrada en la Figura 4), el sistema es
automatico. En otra realizacion, el sistema tiene componentes tanto automaticos como manuales. El sistema puede
estar comprendido de uno o mas componentes desechables conectados o0 montados en un componente o médulo
de soporte fisico reutilizable. Los sistemas automaticos de la invencion proporcionan presentaciones en pantalla
(véase Figura 16) que impulsan el funcionamiento apropiado del sistema. Los sistemas automaticos también
proporcionan una pantalla que proporciona el estado del procedimiento y/o las instrucciones etapa a etapa con
respecto a la preparacion apropiada de los componentes desechables del sistema. La pantalla también indica
problemas o fallos en el sistema si se producen y proporciona directrices de “resolucion de problemas” si fuera
apropiado. En una realizacion, la pantalla es una pantalla de interfaz de usuario que permite al usuario introducir
parametros en el sistema a través, por ejemplo, de una pantalla tactil.

Los sistemas parcial y completamente automaticos pueden incluir un dispositivo de procesamiento (por ejemplo,
microprocesador u ordenador personal) y programas informaticos asociados que proporcionan el control légico para
que el sistema funcione y automatizar una o mas etapas del procedimiento basandose en la aportaciéon del usuario.
En ciertas realizaciones, uno o mas aspectos del sistema pueden ser programables por el usuario mediante software
que reside en el dispositivo de procesamiento. El dispositivo de procesamiento puede tener uno o mas programas
informaticos pre-programados en la Memoria de Sélo Lectura (ROM). Por ejemplo, el dispositivo de procesamiento
puede tener software pre-programado adaptado para procesar sangre, otro programa para procesar tejido adiposo
para obtener volumenes pequefios de células regenerativas y otro programa para procesar tejido adiposo para
obtener mayores volimenes de células regenerativas. El dispositivo de procesamiento también puede tener software
pre-programado que proporciona al usuario parametros apropiados para optimizar el procedimiento basandose en el
aporte del usuario de informacién relevante tal como la cantidad de células regenerativas, el tipo de tejido que se
procesa, el tipo de manipulaciéon post-procesamiento requerida, el tipo de replicacion terapéutica, etc.

El software también puede permitir la automatizacion de etapas tales como el control de la entrada y salida de
fluidos y tejidos a través de rutas de tubos particulares mediante el control de bombas y valvulas del sistema;
controlar la secuencia apropiada y/o direccién de activacion; detectar bloqueos con sensores de presién; mezclar
mecanismos, medir la cantidad de tejido y/o fluido a mover a través de una ruta particular usando mecanismos
volumétricos; mantener las temperaturas de los diversos componentes usando dispositivos de control de la
temperatura, e integrar el procedimiento de separacion y concentracion con mecanismos de temporizacion y
software. El dispositivo de procesamiento también puede controlar las velocidades de la centrifuga basandose en el
tipo de tejido que se procesa y/o la poblaciéon o subpoblacién celular que se recoge y los tipos de procedimientos a
realizar (por ejemplo, mejora del tejido usando tejido adiposo aumentado con células regenerativas o procesamiento
de células para aplicaciones de reparacion de hueso usando injertos de hueso revestido con células regenerativas).
El dispositivo de procesamiento también puede incluir puertos serie o paralelos convencionales u otros medios para
comunicarse con otros ordenadores o redes. En consecuencia, el dispositivo de procesamiento puede ser una
unidad independiente o estar asociado con uno o mas dispositivos adicionales para los procedimientos de
procesamiento adicionales descritos en el presente documento.

El software puede permitir la recogida automatica de “datos de ejecucion” incluyendo, por ejemplo, los numeros de
lote de los componentes desechables, las mediciones de temperatura y volumen, los parametros de volumen tisular
y numero de células, la dosis de enzima aplicada, el tiempo de incubacién, la identidad del operador, la fecha y la
hora, la identidad del paciente, etc. En una realizacion preferida del dispositivo se integraria un sistema de
reconocimiento de caracteres, tal como un sistema lector de cddigo de barras para permitir la entrada de datos de
estas variables (por ejemplo nimero de lote de conjunto disponible y fecha de caducidad, nimero de lote y fecha de
caducidad de la colagenasa, identificadores de paciente/muestra, etc.) en el dispositivo de procesamiento como
parte de la documentacion del procesamiento. Esto reduciria la posibilidad de errores de entrada de datos. Un
sistema de lectura de codigo de barras tal podria faciimente incorporarse en el dispositivo de procesamiento usando
un USB u otro puerto de interfaz y sistema conocido en la técnica. De esta manera el dispositivo proporcionaria
control integrado de la entrada de datos y documentacion del procedimiento. Un informe impreso de estos
parametros seria parte de los parametros definidos por el usuario de una operacion programada del sistema.
Naturalmente esto requeriria la integracion de un componente de impresion (hardware y controlador) o controlador
de impresora en software mas un conector de salida de interfaz para una impresora (por ejemplo un puerto USB) en
el hardware del dispositivo.

En ciertas realizaciones, el sistema es un sistema completamente automatico. Por ejemplo, el usuario puede
seleccionar inicialmente la cantidad de tejido a procesar, unir el sistema al paciente y el sistema puede aspirar
automaticamente el tejido requerido y separar y concentrar las células regenerativas en una secuencia
ininterrumpida sin intervenciéon adicional del usuario. El usuario también puede introducir la cantidad de células
regenerativas requeridas y permitir que el sistema aspire la cantidad requerida de tejido y procese el tejido. Un
sistema completamente automatico también incluye un sistema que es capaz de reconfigurarse basandose en varios
(por ejemplo, dos 0 mas) parametros introducidos por el usuario, por ejemplo, numero de ciclos de lavado, velocidad
de centrifugacion etc. El sistema también puede ejecutarse en un modo semi-automatico durante el cual el sistema
atraviesa ciertas etapas sin intervencion del usuario pero requiere la intervencién del usuario antes de que puedan
producirse ciertos procedimientos. En otras realizaciones, el sistema es un sistema integrado sencillo que presenta
instrucciones para guiar al usuario para realizar operaciones predeterminadas en momentos predeterminados. Por
ejemplo, el dispositivo de procesamiento puede guiar a los usuarios a través de las etapas necesarias para la
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inserciéon apropiada de los tubos, camaras y otros componentes del sistema. En consecuencia, el usuario puede
asegurarse de que se esta realizando la secuencia de operaciones apropiada. Un sistema tal puede requerir
adicionalmente confirmacion de cada etapa operativa por el usuario para evitar una activacion o terminaciéon de
etapas involuntaria en el procedimiento. En una realizacion adicional, el sistema puede iniciar ensayos automaticos
para confirmar la correcta insercion de los tubos, camaras, ausencia de bloqueos, etc. En otra realizaciéon mas, el
sistema de la presente invencion puede programarse para realizar multiples procedimientos de separacién y
concentracion a través de control automatico del flujo de tejido a través del sistema. Esta caracteristica puede ser
importante, por ejemplo, durante la cirugia en un paciente en el que el tejido que de otro modo se perderia se recoge
en el sistema y las células regenerativas del tejido se separan y concentran y se devuelven al paciente.

Como se ha expuesto anteriormente, los componentes del sistema pueden ser desechables (denominados en el
presente documento “conjunto (o0 conjuntos desechables”), de modo que partes del sistema puedan desecharse
después de solamente un uso. Esta implementacion puede ayudar a asegurar que cualquier superficie que entre en
contacto con el tejido del paciente se desechara de forma apropiada después de usarse. Un conjunto desechable
ejemplar se ilustra en la Figura 13. En una realizacion preferida, los componentes desechables del sistema se pre-
esterilizan y empaquetan de modo que puedan utilizarse “tal cual” que son faciles de usar y faciles de cargar y que
eliminan la necesidad de muchas conexiones de tubos y organizacion compleja de conexiones de tubos. Tales
componentes desechables son relativamente baratos de fabricar y por lo tanto no crean un gasto sustancial debido a
su desecho. En una realizacion, el sistema desechable (preferido en el presente documento de forma intercambiable
a “conjunto o conjuntos” desechables) comprende, consiste esencialmente en o consiste en la camara de recogida
20, la camara de procesamiento 30, la camara de residuos 40, la camara de salida 50, los conjuntos de filtros 36, la
bolsa de muestras 60 y los conductos asociados 12 o tubos. En realizaciones preferidas de los conjuntos
desechables del sistema, la camara de recogida 20 y la camara de procesamiento 30 se conectan mediante
conductos 12 que se alojan en un marco rigido. La red de sellado rotatoria (Figuras 7 y 8) de una camara de
procesamiento 30 también puede alojarse en el mismo marco rigido. En otra realizacion preferida, las diversas
camaras y depésitos del conjunto desechable estan comprendidos por las interfaces necesarias que son capaces de
comunicarse con el dispositivo de procesamiento del sistema de modo que las bombas, valvulas, sensores y otros
dispositivos que automatizan el sistema se activan o desactivan de forma apropiada seguin sea necesario sin
intervencion del usuario. Las interfaces también reducen el tiempo y la experiencia requeridos para preparar el
sistema y también reducen los errores indicando como preparar de forma apropiada el sistema y alertando al usuario
en el caso de una preparacion errénea.

La mayoria de los conjuntos desechables de la invencion tendran muchos elementos comunes. Sin embargo, el
experto en la materia reconocera que diferentes aplicaciones del sistema pueden requerir componentes adicionales
que pueden ser parte de los conjuntos disponibles. En consecuencia, los conjuntos desechables pueden
comprender adicionalmente una o mas agujas o jeringas adecuadas para obtener tejido adiposo o de otro tipo del
paciente y devolver células regenerativas al paciente. El tipo, numero y diversidad de las agujas y jeringas incluidas
dependera del tipo y cantidad de tejido que se procese. Los conjuntos desechables pueden comprender
adicionalmente uno o mas depositos rigidos o flexibles para retener los fluidos de lavado y otros reactivos de
procesamiento usados en el sistema. Por ejemplo, los conjuntos desechables pueden comprender depdsitos para
retener solucion salina, enzimas y cualquier otro fluido de tratamiento o reemplazo requeridos para el procedimiento.
Ademas, pueden proporcionarse soluciones de lavado, fluidos de resuspension, aditivos, agentes o materiales de
trasplante adecuados con los conjuntos desechables para su uso junto con los sistemas y procedimientos de la
invencion.

Cualquier combinacion de los componentes, equipamiento o materiales del sistema descritos en el presente
documento o requeridos de otro modo para realizar la practica de la invencién pueden proporcionarse en forma de
un kit. Por ejemplo, un kit de la invencién puede incluir, por ejemplo, la aguja de longitud y calibre éptimos para la
liposuccion basada en jeringa y jeringas estériles que contienen el medio de filtro preferido que permite el
procesamiento de pequefias volimenes de tejido. Otro equipamiento y materiales ejemplares que pueden usarse
con la invencién y también pueden incluirse con los kits de la invencién se enumeran en las Tablas 1l y IlI.

La Tabla Il a continuacion identifica ejemplos de materiales que pueden usarse para obtener células regenerativas
de tejido adiposo de acuerdo con los sistemas y procedimientos de la presente invencion:

Tabla Il
Descripcion Proveedor Cantidad Nota
Jeringa de 10 ml Becton Dickinson Segun se requiera l(_)pmonall,’ usado para
iposuccion
Aguja de punta roma 14GA Segun se requiera Opcional, usado para

liposuccion
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(cont.)
Descripcion Proveedor Cantidad Nota

Bolsa de procesamiento de

Envase de sangre sencillo células principal; la bolsa
9 Baxter Fenwal 1 tiene un adaptador de

(600 ml) .

punta en linea y dos

orificios de punta libres
Envase de transferencia Baxter Fenwal 1 Conjunto de bolsas Quad
con acoplador (150 ml) )
Envase de transferencia Baxter Fenwal 1 Bolsa de residuos
con acoplador (11)
Acoplador de sitio de Baxter Fenwal 2

muestra

Solucioén salina al 0,9 %
(para inyeccién)

Aguja aguda 14GA

Aguja aguda 20GA

Filtro Sterflip de 0,2 um

Grapas de sellado de
aluminio Teruflex

Almohadilla de preparacion
de povidona yodo

Liberasa H1 Colagenasa

Obleas de TSCD

Baxter Fenwal

Monoject

Monoject
Millipore

Terumo

Triadine

Roche

Terumo

Segun se requiera

Segun se requiera

Para afadir tejido de
liposuccion a la bolsa

Para afhadir colagenasa y
retirar células PLA

Para filtrar la colagenasa

ME*ACS121 para sellado
temporal de los tubos

10-3201

Véase nota de
procedimiento 1

1 SC*W017 para su uso
con soldador de tubos
estériles TSCD

La Tabla lll, a continuacién, identifica equipamiento que puede usarse con los sistemas y procedimientos desvelados

en el presente documento.

Tabla Il
Descripcion Proveedor Cantidad Nota
Centrifuga de conjunto facil - ;oo Seintific 1 75-004-367
Sorvall Legend T
Rotor Kendro/Sorvall 1 Rotor TTH-750
Cubos de rotor Kenrolsorvall 4 Cubos redondos 75006441
Adaptador para bolsas de - o/sorvall 4 00511
150 ml
Extractor de plasma Baxter Fenwal 1 4R4414
Sellador de tubo Zebra 1 Modelo 1060
Soldador de tubos estériles .
TSCD Terumo 1 3ME*SC201AD
Agitador térmico LabLine LabLine 1 4637
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(cont.)

Descripcion Proveedor Cantidad Nota
Pinza de tipo hemostat

f i 6 » Davron 3
plastica “desechable
Conjuntos de bolsas de Bolsas rellenas d.e. agua

A 2 usadas para equilibrar la
equilibrio .
centrifuga

Camara de puntas de 1
peligro biolégico
Cémara de residuos de 1

peligro biolégico

El componente reutilizable del sistema comprende, consiste esencialmente en o consiste en el mecanismo de
agitaciéon para la camara de recogida, la bomba y los sensores variados que activan valvulas y controles de bomba,
el motor de centrifuga, el marco rotatorio del motor de centrifuga, la pantalla de interfaz de usuario y los puertos
USB, un dispositivo de engranaje o acoplamiento o configuracién para conectar el conjunto desechable de modo que
el conjunto desechable se una de forma segura y funciona en conjunto con el componente de hardware reutilizable y
otros dispositivos asociados. Un componente reutilizable ejemplar se ilustra en la Figura 14. En realizaciones
preferidas, el componente reutilizable incluye un medio para separar y concentrar las células regenerativas de la
composicion de células regenerativas, por ejemplo, una centrifuga rotatoria. En esta realizacion, el componente
reutilizable se disefia para conectarse a y funcionar en conjunto con una parte de la camara de procesamiento (que
comprende una camara de centrifuga) del conjunto desechable como se muestra en la Figura 15A. Se entiende que
los medios para separar y concentrar las células regenerativas en el componente reutilizable no se limita a una
centrifuga rotatoria sino que también puede incluir cualquier otra configuracion descrita en el presente documento,
incluyendo un filtro de membrana rotatorio. EI componente reutilizable también puede alojar el dispositivo de
procesamiento descrito en el presente documento que contiene software preprogramado para llevar a cabo varios
procedimientos de procesamiento de tejido diferentes y activar de forma selectiva las diversas bombas y valvulas del
sistema en consecuencia. El procesador también puede incluir capacidad de almacenamiento de datos para
almacenar informacion del donante/paciente, informacion de procesamiento o recogida y otros datos para descargar
posteriormente o compilar. El componente reutilizable puede usarse con una diversidad de conjuntos desechables.
El conjunto desechable se conecta al componente reutilizable a través, por ejemplo, de un dispositivo de engranaje o
configuracién para conectar el conjunto desechable de modo que el conjunto desechable se une de forma segura y
funciona en conjunto con el componente de hardware reutilizable de una manera que el dispositivo de
procesamiento presente en el componente reutilizable pueda controlar, es decir, enviar y recibir sefiales de y hacia
los diversos componentes del conjunto desechable asi como diversos componentes del componente reutilizable y
otros dispositivos y sistemas asociados.

En una realizacion, un sistema desechable para su uso en el sistema esta comprendido por una camara de recogida
20 que puede contener aproximadamente 800 ml de tejido; una camara de procesamiento 30 que puede procesar la
composicion de células regenerativas generada por aproximadamente 800 ml de tejido lavado y digerido en la
cédmara de recogida 20; una camara de salida 50 que puede acomodar al menos 0,5 ml de células regenerativas; y
un depdsito de residuos 40 que puede contener aproximadamente 10 | de residuos. En esta realizacion, el
dispositivo de hardware no es mayor de 60,96 cm de longitud x 45,72 cm de ancho x 91,44 cm de alto. Pueden
construirse dimensiones alternativas de los diversos componentes de los conjuntos desechables asi como del
dispositivo de hardware segun se requiera y se pretende que estén abarcadas por la presente invencion sin
limitacion.

Los componentes desechables del sistema son faciles de colocar en el dispositivo. Una ilustraciéon de un conjunto
desechable utilizado montado junto con un componente reutilizable correspondiente se ilustra en la Figura 15A. El
sistema se disefia preferentemente de modo que pueda detectar un componente desechable cargado de forma
inapropiada. Por ejemplo, los componentes de cada conjunto desechable pueden tener marcas de guia de color
para alinear e insertar de forma apropiada los tubos, camaras, etc. en lugares apropiados en el sistema. En
realizaciones adicionales, el sistema desvelado en el presente documento es una unidad portatil. Por ejemplo, la
unidad portatil también puede ser capaz de moverse de una localizaciéon en la que se ha producido recogida de
tejido adiposo a otra localizacion para recogida de tejido adiposo. En ciertas implementaciones, la unidad portatil es
adecuada para recoger y procesar el tejido adiposo a la cabecera de un paciente. De este modo, una unidad portatil
puede ser parte de un sistema que pueda moverse de paciente a paciente. En consecuencia, la unidad portatil
puede tener ruedas que se bloquean y, por lo tanto, puede colocarse y usarse facilmente en una localizacion
conveniente en una posicion estable y segura durante el procedimiento. En otras realizaciones, la unidad portatil se
disefia para preparacion y funcionamiento en una superficie plana tal como una mesa. La unidad portatil también
puede incluirse en una unidad de alojamiento. La unidad portatil puede estar comprendida adicionalmente por
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perchas, ganchos, etiquetas, escalas y otros dispositivos para ayudar en el procedimiento. Todos los componentes
reutilizables descritos en el presente documento del sistema tales como la centrifuga, dispositivo de procesamiento,
pantalla de presentacion pueden montarse en la unidad portatil del sistema.

Realizaciones manuales alternativas para obtener células regenerativas también estan dentro del alcance de la
presente invenciéon. Por ejemplo, en una realizacion, el tejido adiposo puede procesarse usando cualquier
combinacién de los componentes del sistema, equipo y/o materiales descritos en el presente documento.

Una realizacion manual del sistema de la invencién puede practicarse de acuerdo con las siguientes etapas e
informacidén, que se proporcionan como ejemplo y no como limitacién. En primer lugar, se recoge tejido adiposo de
un paciente. Se abre una linea de recuperacion tejido, o acoplador de sitio de recogida de muestras, y se inserta una
punta en un orificio lateral de la bolsa de sangre de 600 ml. Se recogen aproximadamente 10 ml de tejido adiposo en
una jeringa de 10 ml a través de la canula roma. La canula roma se reemplaza con una aguja relativamente aguda
(14 G). El sitio de recogida de muestras se frota con yodo. El tejido adiposo se inyecta en la bolsa de 600 ml a través
del sitio de recogida de muestras. La jeringa y la aguja se descartan después en una camara de puntas. Estas
etapas se repiten para colocar suficiente tejido en la bolsa. El tejido suficiente se determina caso por caso
basandose en los aspectos concretos del paciente y la aplicacion.

En segundo lugar, se lava el tejido adiposo aspirado. Se cuelga una bolsa de solucién salina precalentada (37 °C)
sobre la superficie de trabajo. Se coloca una pinza hemostat azul en el tubo entre la bolsa de 600 ml y la punta. La
pinza se cierra para sellar el tubo. La punta de en la bolsa de 600 ml se usa para entrar en la bolsa de solucion
salina (en esta situacion usar la aguja en la bolsa de 600 ml para entrar en la bolsa de solucién salina a través del
tabique de goma, frotar el tabique con yodo antes de la insercion de la aguja). La pinza azul se libera y se permite
que entren aproximadamente 150 ml de solucién salina en la bolsa de 600 ml. La pinza azul se cierra cuando ha
entrado el volumen deseado de solucion salina en la bolsa de 600 ml. La bolsa de 600 ml se invierte 10-15 veces
durante aproximadamente 15 segundos. Se aplica una segunda pinza azul al tubo que conduce desde la bolsa de
residuos de 3 | a la punta. La punta en la bolsa de 3 | se usa para entrar en la bolsa de 600 ml. La bolsa de 600 ml
se cuelga invertida sobre la superficie de trabajo y se permite que se asiente durante aproximadamente un minuto.
La pinza azul que conduce a la bolsa de 3 | se libera. Se permite que el fluido residual fluya hacia la bolsa de 3 I. Se
aplica la pinza azul para detener el flujo antes de que el tejido entre en el tubo. Se baja la bolsa de 600 ml a la
superficie de trabajo. Estas etapas se repiten dos veces mas. Si el residuo de soluciéon salina aun aparece
notablemente rojo, se indica un tercer ciclo adicional. Se usa un sellador por calor para sellar el tubo entre la bolsa
de residuos de 3 | y la bolsa de 600 ml. El sellado se realiza aproximadamente en el punto intermedio del tubo. La
bolsa de residuos de 3 | se retira y se descarta. La bolsa de 600 ml se devuelve a la superficie de trabajo.

En tercer lugar, se digiere el tejido adiposo lavado. La pinza azul del tubo entre la solucién salina y la bolsa de 600
ml se libera para permitir que entren aproximadamente 150 ml de solucién salina a la bolsa de 600 ml. El sitio de
toma de muestras en la bolsa de 600 ml se frota con yodo. Se inyecta colagenasa a través del sitio de toma de
muestras a la bolsa de 600 ml. La colagenasa se prepara descongelando un frasco de colagenasa en un bafio de
agua a 37 °C o equivalente distinto de microondas. Se inserta una jeringa de 1 ml con una aguja de 22 G en el
frasco. La colagenasa se retira a la aguja. La aguja se retira y se reemplaza con un filtro de 0,2 ym y una segunda
aguja de 22 G. La colagenasa se expulsa después de la jeringa a través del filiro de 0,2 ym y la aguja. La digestién
del tejido adiposo se realiza en una concentracion de colagenasa final de 0,1-0,2 unidades de Wiinsch/ml. La placa
térmica se coloca en el agitador. Durante este tiempo, la bolsa de solucién salina, cuando aun esta unida, se situa
en el lateral del agitador. Se tiene cuidado para asegurar que el tubo que conduce a la bolsa de solucion salina se
sitla de tal manera que no se queda atrapado en el agitador cuando esté en movimiento. El controlador de placa
térmica se ajusta a 37 °C. La bolsa de 600 ml se coloca sobre el agitador. El agitador se ajusta al maximo. Se
observa la bolsa para asegurar que esté estable y se permite que se balancee durante aproximadamente 1 hora (55
+ 10 min).

En cuarto lugar, se recupera la composicion de células regenerativas. La bolsa se retira del agitador. Se aplica una
pinza azul al tubo cerrado que conducia previamente a la bolsa de residuos. El dispositivo de conexién estéril se usa
para unir el conjunto de bolsas quad (preparado previamente de acuerdo con las siguientes instrucciones) al tubo
que estaba unido previamente a la bolsa de residuos. El envase quad puede verse como dos envases quad ligados.
Identificar el tubo dividiéndolo en dos envases, doblar el tubo sobre si mismo y deslizar un aro de metal sobre el tubo
plegado (sobre ambos trozos de tubo). Deslizar el aro hacia abajo aproximadamente 1,27 cm. El codo formado en la
curva actua para sellar el tubo. Usar un hemostat para apretar parcialmente el aro cerrado. El aro no se aprieta de
forma demasiado estrecha debido a que el aro necesitara retirarse durante el procesamiento. La bolsa de 600 ml se
cuelga invertida sobre la superficie de trabajo y se permite que se asiente durante aproximadamente 3 minutos. La
pinza azul en el tubo que conduce al conjunto de quad se libera para drenar la fraccion celular (bajo la capa de grasa
amarillo/naranja) en el conjunto de quad. Se tiene cuidado para evitar que la capa de grasa entre en el tubo. Durante
este procedimiento, el tubo puede apretarse manualmente para ralentizar el flujo a medida que la capa de grasa se
acerca al tubo. El tubo que conduce al conjunto de bolsas quad se cierra después con una pinza azul, la bolsa de
600 ml se devuelve a la superficie de trabajo y se cuelga la bolsa de solucién salina. La pinza azul en el tubo entre la
solucion salina y la bolsa de 600 ml se libera para permitir que entren aproximadamente 150 ml de solucién salina en
la bolsa de 600 ml. La bolsa de 600 ml se invierte aproximadamente 10-15 veces durante aproximadamente 15
segundos. La bolsa de 600 ml se cuelga después invertida sobre la superficie de trabajo y se permite que se asiente
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durante aproximadamente 3-5 minutos. La pinza azul en el tubo que conduce al conjunto de quad se libera y se
drena la fraccion celular (la capa bajo la capa de grasa amarilla/ naranja) en el conjunto de quad. Se tiene cuidado
para evitar que la capa de grasa entre en el tubo. Por ejemplo, puede ralentizarse el flujo a medida que la capa de
grasa se acerca al tubo bloqueando el tubo manualmente. El tubo que conduce al conjunto de bolsas quad se cierra
con una pinza azul. El tubo que conduce desde el conjunto de quad a la bolsa de 600 ml se sella por calor. La bolsa
de 600 ml después se retira y se descarta.

En quinto lugar, la composicion de células regenerativas se lava. Se coloca una grapa metalica en el tubo entre las
dos bolsas completas para sellar el tubo. Se coloca el conjunto de quad en equilibrio. Se afiade agua a un segundo
conjunto de quad “de simulacién” para equilibrar el conjunto de quad. El conjunto de quad y el conjunto de
equilibrado se colocan en cubos opuestos de la centrifuga. Para el filtro hueco, las células se lavan y se colocan en
la bolsa y se sella el tubo entre la bolsa y el conjunto de filtro de fibra hueca descrito anteriormente. Usando una
bomba peristaltica, el fluido se pasa a través del conjunto de filtros y el concentrado de células se recoge en una
bolsa en el extremo corriente abajo. Se tiene cuidado para asegurar que las bolsas del conjunto de quad no se
comprimen y estan en posicion vertical. La centrifuga se realiza a 400 x g durante 10 minutos. El conjunto de quad
se retira de la centrifuga y se coloca en el extractor de plasma. Se tiene cuidado para colocar las bolsas en el
extractor de modo que el tubo duro en la parte superior de la bolsa esté solamente en la parte superior de la placa
de soporte. Si la bolsa estda demasiado alta, se retendra demasiada solucién salina, si esta demasiado baja el tubo
interferird con la capacidad de la placa frontal para cerrarse y de nuevo se retendra demasiado solucion salina. Se
aplica una pinza azul a cada una de las lineas que conducen desde el conjunto de quad lleno al vacio. Los aros
metalicos y pinzas azules se retiran para permitir que el sobrenadante fluya al conjunto de quad vacio. Se extrae
tanta solucion salina como sea posible, pero se tiene cuidado de no desalojar el sedimento celular. El tubo que llega
a cada una de las bolsas que contiene sobrenadante se sella por calor. Las bolsas de residuos que contienen el
sobrenadante se retiran. Se aplican pinzas azules a los tubos que conducen a cada una de las bolsas de conjunto
quad que contienen células. Las bolsas se sacan del extractor de plasma. Se usa un dispositivo de conexion estéril
para conectar el tubo que conduce al envase quad a la bolsa solucion salina. La pinza azul que conduce a una de
las bolsas de conjunto quad se retira para permitir que fluyan aproximadamente 150 ml de solucién salina a la bolsa
y después la pinza se vuelve a aplicar para detener el flujo de solucién salina. La bolsa de conjunto quad llena se
invierte después aproximadamente 10-15 veces durante aproximadamente 15 segundos. La pinza azul que conduce
a la bolsa de conjunto quad vacia se retira después y todos los contenidos de la bolsa llena se drenan a la bolsa
vacia. La pinza de aro metdlico se vuelve a aplicar para sellar el tubo entre las dos bolsas de conjunto quad. El tubo
se sella después por calor y se retira la bolsa de solucion salina. La bolsa de conjunto quad llena se invierte después
aproximadamente 10-15 durante aproximadamente 15 segundos. Se coloca otro conjunto de quad de simulacién y
se vuelve a equilibrar con el conjunto de quad de células. Las bolsas del conjunto quad (una llena, una vacia) se
coloca después en la centrifugadora de modo que las bolsas de conjunto quad no se compriman y estén en posicién
vertical.

La centrifuga se hace funcionar a aproximadamente 400 x g durante 10 minutos. El conjunto de quad se retira
después de la centrifuga y se coloca con cuidado en el extractor de plasma de tal modo que el tubo duro en la parte
superior de la bolsa esta solamente en la parte superior de la placa de soporte. Si la bolsa es demasiado alta se
retendra demasiada solucion salina, si esta demasiado baja el tubo interferira con la capacidad de la placa frontal
para cerrarse y de nuevo se retendrd demasiada solucidon salina. El aro metdlico se retira para extraer todo el
sobrenadante de la bolsa llena en la bolsa vacia teniendo cuidado de no desalojar el sedimento de células
regenerativas. Los tubos entre las bolsas se sellan y se retira y descarta la bolsa (de residuos) llena. Después se
inserta un nuevo acoplador de sitio de toma de muestras en la bolsa restante. Las células del sedimento celular se
resuspenden después en la solucion salina residual (si la hubiera) para obtener una concentraciéon de células
regenerativas. La resuspension puede realizarse por manipulacion suave de la bolsa (por ejemplo, exprimir y frotar).

Un ejemplo particular del sistema que incorpora la presente invencion se muestra en la Figura 4. La Figura 4 ilustra
un sistema automatico y procedimiento para separar y concentrar células regenerativas de tejido, por ejemplo, tejido
adiposo, adecuadas para reinfusion dentro de un paciente. En ciertas realizaciones del sistema mostrado en la
Figura 4, el sistema incluye adicionalmente una etapa automatica para aspirar una cantidad dada de tejido del
paciente. El sistema mostrado en la Figura 4 esta comprendido por el conjunto desechable mostrado en la Figura 13
que se conecta al componente reutilizable del sistema mostrado en la Figura 14 para llegar a una realizacién
automética del sistema mostrado en la Figura 15A. El conjunto desechable se conecta al componente reutilizable a
través, por ejemplo, de un dispositivo de engranaje o acoplamiento o configuraciéon, que conecta el conjunto
desechable con el componente reutilizable de modo que el conjunto desechable se una de forma segura y se asocie
con el componente de hardware reutilizable de una manera que el dispositivo de procesamiento presente en el
componente reutilizable pueda controlar y con el que pueda funcionar en conjunto, es decir, enviar y recibir sefiales
a y desde los diversos componentes del conjunto desechable asi como diversos componentes del componente
reutilizable y otros dispositivos y sistemas asociados.

El usuario puede conectar el conjunto desechable al componente reutilizable, introducir ciertos parametros usando el
interfaz del usuario, por ejemplo, el volumen de tejido a recoger, unir el sistema al paciente y el sistema
automaticamente realiza todas las etapas mostradas en la Figura 4 en una secuencia ininterrumpida usando
parametros preprogramados y/o introducidos por el usuario. Una secuencia tal se ilustra en la Figura 15B. Como
alternativa, el tejido puede aspirarse manualmente del paciente por el usuario y transportarse al sistema para su
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procesamiento, es decir, separacién y concentracion de células regenerativas.

Especificamente, como se muestra en la Figura 4, el tejido, por ejemplo, tejido adiposo puede retirarse del paciente
usando el conducto 12 e introducirse en la camara de recogida 20. Una ilustracion detallada de la camara de
recogida de la Figura 4 se muestra en la Figura 5. Como se ilustra en la Figura 5, la camara de recogida 20 puede
estar comprendida de una linea de vacio 11 que facilita la retirada del tejido usando una canula convencional. El
usuario puede introducir el volumen estimado de tejido dirigido a la camara de recogida 20 en este punto. El tejido se
introduce en la camara de recogida 20 a través de un orificio de entrada 21 que es parte de una ruta de fluido
cerrada que permite al tejido, solucién salina y otros agentes afiadirse al tejido de una manera aséptica. Un sensor
optico del sistema, por ejemplo, sensor 29, puede detectar cuando el volumen de tejido introducido por el usuario
esta presente en la camara de recogida 20. En ciertas realizaciones, si esta presente menos tejido en la cdmara de
recogida que el introducido por el usuario, el usuario tendra la opcién de comenzar a procesar el volumen de tejido
que esta presente en la camara de recogida 20. En ciertas realizaciones, una parte del tejido retirado del paciente
puede dirigirse a la camara de muestras 60 a través del uso de una bomba, por ejemplo, una bomba peristéltica,
mediante un conducto, que puede activarse mediante entrada del usuario utilizando las interfaces de usuario.

Un sensor 29 puede sefializar el dispositivo de procesamiento presente en el componente reutilizable para activar
las etapas necesarias para lavar y disgregar el tejido. Por ejemplo, el dispositivo de procesamiento puede introducir
un volumen prefijado de agente de lavado basandose en el volumen de tejido recogido usando valvulas y bombas
automaticas. Este ciclo puede repetirse en la cdmara de recogida hasta que el sensor éptico determine que el liquido
efluente es suficientemente transparente y desprovisto de material no deseado. Por ejemplo, un sensor 6ptico 29
junto con el conducto que conduce fuera de la camara de recogida 12b o 12d puede detectar que los materiales no
deseados se han retirado y puede sefalizar para que el dispositivo de procesamiento cierre las valvulas requeridas e
inicie la siguiente etapa.

A continuacion, el dispositivo de procesamiento puede introducir una cantidad preprogramada de agente de
disgregacion basandose en el volumen de tejido recogido. El dispositivo de procesamiento también puede activar la
agitacion del tejido en la camara de recogida durante un periodo prefijado de tiempo basandose en el volumen inicial
de tejido recogido o basandose en la entrada de usuario. En la realizacién mostrada en la Figura 4, una vez que el
agente de disgregacion, por ejemplo, colagenasa, se afiade a la camara de recogida 20 a través de la fuente de
colagenasa 24, el motor en la camara de recogida 20 se activa mediante el dispositivo de procesamiento. El motor
activa el eje rotatorio 25 que esta comprendido por un agitador magnético y un dispositivo de tipo pala en el que una
0 mas palas 25a estan unidas de forma rigida al cartucho de filtro 27 de un filtro prefijado a la camara de recogida
28. Las palas agitan en presencia del agente de disgregacion de modo que las células regenerativas se separan del
tejido.

Se permite que la solucidon en la camara de recogida 20 se asiente durante un periodo prefijado de tiempo. Se
permite que la parte flotante de la solucién ascienda hasta la parte superior de la solucién. Una vez que ha pasado el
periodo de tiempo prefijado, las valvulas y bombas necesarias se activan por el dispositivo de procesamiento para
retirar la parte no flotante a la camara de residuos 40. La transferencia a la camara de residuos 40 continua hasta
que un sensor 29 a lo largo del conducto que conduce a la camara de recogida 12b o 12d puede detectar que la
fraccion flotante de la solucion esta a punto de transferirse a la camara de residuos 30. Por ejemplo, un sensor 29 a
lo largo del conducto que conduce a la camara de recogida 12b o 12d puede detectar que los materiales no
deseados se han retirado y puede sefalizar al dispositivo de procesamiento para que cierre las valvulas requeridas.

En este momento la fraccion no flotante de la solucién, es decir, la composicién de células regenerativas, se mueve
a la camara de procesamiento 30. Esto se consigue a través del uso de las valvulas necesarias y las bombas
peristalticas. En ciertas realizaciones, antes de la transferencia de la composicién de células regenerativas a la
camara de procesamiento 30, puede afadirse un volumen adicional de solucién salina a la fraccion flotante de la
solucion que permanece en la camara de recogida 20. Puede repetirse otro ciclo de lavado. Después de este ciclo,
se permite que la solucién se asiente y la fraccion no flotante (que contiene las células regenerativas) se transporte a
la camara de procesamiento 30 y la fraccion flotante se drene a la camara de residuos 40. El ciclo de lavado
adicional se usa para optimizar la transferencia de todas las células regenerativas separadas a la camara de
procesamiento 30.

Una vez que la composicion de células regenerativas se transporta a la camara de procesamiento 30 por medio de
los conductos 12, la composicién puede someterse a una o mas etapas de lavado adicionales antes del comienzo de
la fase de concentracion. Esto asegura la retirada de contaminantes residuales y residuos de la camara de recogida
20. De forma similar, posteriormente a la etapa de concentracién, la composicion de células regenerativas puede
someterse a una o mas etapas de lavado adicionales para retirar los contaminantes residuales. Pueden retirarse los
materiales no deseados de la camara de procesamiento 30 a la camara de residuos 40 de la misma manera, es
decir, control de valvulas y bombas mediante sefiales desde el dispositivo de procesamiento, como se ha descrito
anteriormente.

Las diversas realizaciones de la cdmara de procesamiento 30 mostrada en la Figura 4, se describen en detalle a
continuacion. La camara de procesamiento 30 mostrada en la Figura 4 esta en forma de una camara de centrifuga.
Una ilustracién detallada de la camara de procesamiento de la Figura 4 se muestra en las Figuras 7 y 8. Una camara
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de procesamiento tal 30 estd comprendida generalmente por una red de sellado rotatoria 30.1 que comprende un
alojamiento exterior 30.2, uno o mas sellos 30.3, uno o mas soportes 30.4 y un punto de unién 30.6 para conectar la
camara de procesamiento al dispositivo de centrifuga presente en el componente reutilizable del sistema; una o mas
rutas fluidas 30.5 en forma de conductos que se extienden desde el sello rotatorio y que terminan en una camara de
centrifuga en cada extremo que esta en forma de una camara de salida 50 alojada en un marco 53 estando
comprendido el marco por uno o mas orificios 52 y una o0 mas palancas para reposicionar manualmente la camara
de salida 50.

La red de sellado rotatoria 30.1 esta incluida para asegurar que las rutas fluidas de la camara de procesamiento
pueden mantenerse en una condicion estéril. Ademas, puede accederse a las rutas de fluido de la camara de
procesamiento de una manera estéril (por ejemplo, para afiadir agentes o solucion de lavado) en cualquier
momento, incluso cuando la camara de centrifuga de la camara de procesamiento esta girando.

La red de sellado rotatoria 30.1 mostrada en las Figuras 7 y 8 incluye un eje rotatorio comprendido por dos 0 mas
soportes 30.4, tres o mas sellos de reborde 30.3 y un alojamiento exterior 30.2. En esta realizacion, los soportes
30.4 comprenden adicionalmente un eje exterior e interior (no mostrados) denominados en el presente documento
canales. Estos canales pueden separarse por esferas pulidas de precision. Los canales y esferas que comprenden
los soportes estan preferentemente fabricados con material adecuado para contacto con fluido corporal o estan
revestidos con material adecuado para contacto con fluido corporal. En una realizacion preferida, los canales y
esferas estan fabricados usando, por ejemplo, nitruro de silicona o circona. Ademas, en esta realizacion, los tres
sellos de reborde estan comprendidos por un canal en forma de “U” circular (no mostrado) asi como un muelle
circular (no mostrado). El canal en forma de “U” circular esta preferentemente fabricado usando material flexible de
modo que se forma un punto de union a prueba de filtraciones con el eje rotatorio de la red de sellado rotatoria 30.1.
Adicionalmente, los sellados de reborde se orientan preferentemente de una manera tal que la presion de la
composicion de células regenerativas que fluye a través de la camara de procesamiento provoque que el conjunto
de sellos estrechen su unidn con el eje rotatorio por medio de tensidon aumentada. Los sellos pueden asegurarse en
su posicion por medio de una o mas grapas circulares (no mostradas) que son capaces de extender y/o colapsar
segun se requiera para engranar con una ranura en el alojamiento exterior 30.2 de la red de sellado rotatoria 30.1. El
calor generado por o cerca de la red de sellado rotatoria 30.1 debe controlarse para evitar la lisis de las células en la
solucion que se estd moviendo a través del paso. Esto puede conseguirse mediante, por ejemplo, seleccién de un
material duro para construir el eje rotatorio, puliendo el area del eje rotatorio que entra en contacto con los sellos y
minimizando el contacto entre el eje rotatorio y el sello.

En otra realizacion la red de sellado rotatoria 30.1 esta comprendida por un sello de goma sencillo 30.3 y una junta
de aire (no mostrada). Este sello y junta proporcionan una ruta sinuosa para cualquier materia biolégica que pudiera
comprometer la esterilidad del sistema. En otra realizacién la red de sello rotatoria 30.1 estda comprendida por
multiples sellos cargados en muelles 30.3 que aislan las rutas de fluido individuales. Los sellos 30.3 estan fabricados
por un material que puede esterilizarse asi como sellar el eje rotatorio sin lubricante. En otra realizacién la red de
sello rotatoria 30.1 esta comprendida por un par de discos de ceramica (no mostrados) que crean las diferentes
rutas de fluido y que pueden soportar la rotaciéon del sistema y no provocar lisis celular. En otra realizacion la ruta de
fluido es flexible y se permite que se enrolle y desenrolle con respecto a la camara de procesamiento. Esto se
consigue haciendo que la ruta de fluido flexible rote una revolucidon por cada dos revoluciones de la camara de
procesamiento 30. Esto elimina la necesidad de un sello rotatorio completamente.

La composicién de células regenerativas se bombea desde la camara de recogida 20 por una ruta fluida a través del
eje de rotacion de la red de sello rotatoria 30.1 y después se divide en un minimo de dos rutas fluidas 30.5 cada una
de las cuales irradia hacia fuera desde el eje central de la camara de procesamiento 30 y termina cerca de los
extremos exteriores de la camara de procesamiento 30, es decir, dentro de las camaras de centrifuga que alojan las
camaras de salida 50 (Figura 7 y 8). En consecuencia, en una realizacion preferida, la camara de procesamiento 30
esta comprendida por dos 0 mas camaras de salida 50 como se muestra en las Figuras 7 y 8. Estas camaras de
salida 50 estan situadas de modo que estén en una orientacion durante el procesamiento 30.7 y en otra orientacion
para la recuperacion de células regenerativas concentradas 30.8. Por ejemplo, los cambios de produccion estan
inclinados en un angulo durante el procesamiento y otro angulo para la recuperacion de células. El dngulo de
recuperacion de células es mas vertical que el angulo de procesamiento. Las dos posiciones de la camara de salida
50 pueden manipularse manualmente a través de una palanca 53 que protruye fuera de la camara de procesamiento
30. Las células regenerativas pueden recuperarse manualmente desde las camaras de salida 50 cuando estan en la
orientacion de recuperacion 30.8 usando una jeringa. En ofra realizacién, se construye ruta fluida 30.5 de modo que
se divida fuera de la camara de procesamiento y después se conecte con los extremos exteriores de la camara de
procesamiento 30, es decir, dentro de las camaras de centrifuga que alojan las camaras de salida 50 (no mostrado).
En este realizacion, grandes volimenes de composicion de células regenerativas y/o aditivos, soluciones, etc.
pueden transportarse a la cdmara de centrifuga y/o las camaras de salida directamente.

Con referencia a las Figuras 4 y 7-9, entre la cdmara de recogida 20 y la camara de procesamiento 30, pueden
proporcionarse una bomba 34 y una o mas valvulas 14. En una realizacion preferida las valvulas 14 son valvulas
electromecanicas. Ademas, pueden proporcionarse sensores, tales como sensor de presion 29 en linea con la
camara de procesamiento 30 y la camara de recogida 20. Las valvulas, bombas y sensores actian en sintonia con
el dispositivo de procesamiento presente en el componente reutilizable (Figura 14) para automatizar las etapas de
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concentracion del sistema.

Los sensores detectan la presencia de la composicion de células regenerativas en las camaras de centrifuga y
activan el dispositivo de centrifuga a través de comunicacion con el dispositivo de procesamiento del sistema. La
composicion de células regenerativas se somete después a una carga preprogramada durante un tiempo
preprogramado basandose en la cantidad de tejido recogido originalmente y/o entrada de usuario. En ciertas
realizaciones, esta etapa puede repetirse automaticamente o a través de entrada de usuario. Por ejemplo, la
composicion se somete a una carga de aproximadamente 400 veces la fuerza de la gravedad durante un periodo de
aproximadamente 5 minutos. La camara de salida 50 se construye de modo que los extremos exteriores de la
camara formen un depésito pequefio para las particulas densas y células. La camara de salida 50 conserva las
particulas densas en lo que se denomina un “sedimento celular”, mientras que permite que el sobrenadante mas
ligero se retire a través de una ruta fluida, por ejemplo, una ruta fluida que esta a lo largo del eje de rotacion de la
red de sellado rotatoria 30.1 y viaja desde el punto inferior en el centro de la camara de procesamiento 30 a través
de la red de sellado rotatoria 30.1 al depdsito de residuos 40. Las valvulas 14 y bombas 34 sefalizan al dispositivo
de procesamiento para activar las etapas de retirar el sobrenadante al depdsito de residuos 40 sin alterar el
sedimento celular presente en la camara de salida 50.

El sedimento celular se obtiene usando el sistema mostrado en la Figura 4 comprende las células regenerativas
concentradas de la invencién. En algunas realizaciones, después de que se ha retirado el sobrenadante y dirigido a
la camara de residuos 40, puede usarse una ruta fluida 30.5 para resuspender el sedimento celular que se forma
después de la centrifugacion con soluciones y/u otros aditivos adicionales. La resuspension del sedimento celular de
esta manera posibilita lavados adicionales de las células regenerativas para retirar proteinas no deseadas y
compuestos quimicos asi como aumentar el flujo de oxigeno a las células. La suspensidn resultante puede
someterse a otra carga de aproximadamente 400 veces la fuerza de la gravedad durante otro periodo de
aproximadamente 5 minutos. Después de que se forme un segundo sedimento celular y el sobrenadante resultante
se retire a la camara de residuos 40, puede realizarse un lavado final de la manera descrita anteriormente con
solucion salina u otra solucion de tampén apropiada. Estos lavados repetidos pueden realizarse multiples veces para
potenciar la pureza de la solucion de células regenerativas. En ciertas realizaciones, la soluciéon salina puede
afiadirse en cualquier etapa que se considere necesaria para mejorar el procesamiento. Las concentraciones de las
células regenerativas obtenidas usando el sistema mostrado en la Figura 4 pueden variar dependiendo de la
cantidad de tejido recogido, edad del paciente, perfil del paciente, etc. Se proporcionan rendimientos ejemplares en
la Tabla 1.

El sedimento final presente en la camara de salida 50 puede después recuperarse de una manera aséptica usando
una jeringa apropiada después de que la camara de salida 50 se haya posicionado en la orientacion apropiada para
la retirada de células. En otras realizaciones, el sedimento final pueden moverse automaticamente a un depésito en
la camara de salida 50 que puede retirarse y almacenarse o usarse segun se necesite. Este depdsito puede estar en
cualquier forma o tamafio apropiados. Por ejemplo, el depésito puede ser una jeringa. En ciertas realizaciones, el
deposito de salida 50 en si mismo puede estar sellado por calor (automatica o manualmente) y aislado de los otros
componentes de la camara de procesamiento para recuperacion y uso posterior de las células regenerativas en
aplicaciones terapéuticas como se describen en el presente documento incluyendo reinfusiéon en el paciente. Las
células también pueden someterse a procesamiento adicional como se describe en el presente documento antes de
la recuperacion de la camara de salida o después de la transferencia a un segundo sistema o dispositivo. El
componente reutilizable mostrado en la Figura 14 se construye de modo que pueda conectarse con uno o mas
sistemas o dispositivos adicionales para procesamiento adicional segun se necesite.

Como se describe en el presente documento, las células regenerativas derivadas de tejido adiposo obtenidas
usando los sistemas y procedimientos de la presente invencién pueden usarse para el tratamiento de enfermedades
y trastornos cardiovasculares basandose en sus propiedades segun se describe en los ejemplo. En consecuencia,
en un aspecto de la presente invencion se extraen células derivadas de tejido adiposo de tejido adiposo de un
donante y se usan para inducir un beneficio terapéutico a miocardio dafiado o degenerado u otro tejido
cardiovascular a través de uno o mas de los mecanismos demostrados en el presente documento. En una
realizacién preferida las células se extraen del tejido adiposo de la persona en la que se van a implantar, reduciendo
de este modo las complicaciones potenciales asociadas con respuestas antigénicas y/o inmunogénicas al trasplante.
Los pacientes tipicamente se evallian para valorar el dafio miocardico o enfermedad por uno o mas de los siguientes
procedimientos realizados por un médico u otro especialista clinico: historia clinica del paciente, examinacién fisica y
datos objetivos incluyendo pero sin limitacion EKG, perfil de enzimas cardiacas en suero y microcardiografia.

En una realizacién, el procedimiento de recogida se realiza antes de que el paciente reciba cualquier producto
disefiado para reducir la coagulacion sanguinea en relacion con el tratamiento del infarto de miocardio. Sin embargo,
en ciertas realizaciones, el paciente puede haber recibido aspirina y/u otras sustancias antiplaquetarias (es decir
Clopidogrel) antes del procedimiento de recogida. Ademas, un procedimiento preferido incluye recogida de tejido
adiposo antes de cualquier intento de procedimiento de revascularizacion. Sin embargo, como se entiende por los
expertos en la materia, se espera que el momento de recogida varie y dependera de varios factores, incluyendo,
entre otras cosas, la estabilidad de paciente, el perfil de coagulacion del paciente, la disponibilidad del proveedor y
los patrones de calidad de los cuidados. En ultima instancia, el momento de recogida se determinara por el
facultativo responsable de administrar los cuidados al paciente afectado.
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El volumen de tejido adiposo recogido del paciente puede variar de aproximadamente 0 cm’® a aproximadamente
2000 cm® y en algunas realizaciones hasta aproximadamente 3000 cm®. El volumen de grasa retirada variara de
paciente a paciente y dependera de varios factores incluyendo pero sin limitacion: edad, constitucion corporal, perfil
de coagulacion, estabilidad hemodinamica, gravedad del infarto, co-morbilidades y preferencia del médico.

Las células pueden administrarse a un paciente en cualquier situacidon en la que la funcion miocéardica esté
deteriorada. Los ejemplos de tales situaciones incluyen, pero sin limitacion, infarto de miocardio agudo (ataque al
corazon), insuficiencia cardiaca congestiva (como terapia o como preparacion para trasplante), cardiomiopatias no
isquémicas, (es decir toxicas o infecciosas) y complementacion de cirugia de injerto de derivacion de arteria
coronaria entre dos cosas. Las células pueden extraerse antes y almacenarse de un modo crioconservado o pueden
extraerse en o aproximadamente en el momento de necesidad definida. Como se desvela en el presente
documento, las células pueden administrarse al paciente o aplicarse directamente al tejido dafado o en las
proximidades del tejido dafiado, sin procesamiento adicional o después de procedimientos adicionales para purificar,
modificar, estimular o cambiar otro modo adicionalmente las células. Por ejemplo, las células obtenidas de un
paciente pueden administrarse a un paciente que lo necesite sin cultivar las células antes de administrarlas al
paciente. En una realizacion, la recogida de tejido adiposo se realizara en la cabecera del paciente. El control
hemodinamico puede usarse para controlar el estado clinico del paciente.

De acuerdo con la invencion desvelada en el presente documento, las células derivadas de tejido adiposo pueden
suministrarse al paciente poco después de recoger el tejido adiposo del paciente. Por ejemplo, las células pueden
administrarse inmediatamente después del procesamiento del tejido adiposo para obtener una composicién de
células regenerativas derivadas de tejido adiposo. En una realizacion, el momento preferido de suministro deberia
tener lugar entre horas y dias después del infarto para aprovechar el ambiente neurohormonal e inflamatorio que
existe después de la lesién cardiaca. En ultima instancia, el momento de suministro dependera de la disponibilidad
del paciente y el tiempo requerido para procesar el tejido adiposo. En otra realizacion, el momento de suministro
puede ser relativamente mas largo si las células a reinfundir al paciente se someten a modificacion adicional,
purificacién, simulacién u otra manipulacién, como se ha analizado en el presente documento. Ademas, las células
derivadas de tejido adiposo pueden administrarse multiples veces después del infarto. Por ejemplo, las células
pueden administrarse continuamente durante un periodo prolongado de tiempo (por ejemplo, horas) o pueden
administrarse en multiples inyecciones de en bolo prolongadas durante un periodo de tiempo. En ciertas
realizaciones, una administracion inicial de células se administrara en un periodo de aproximadamente 12 horas
después de un infarto, tal como a las 6 horas y una o mas dosis de células se administraran a intervalos de 12
horas.

El numero de células administrado a un paciente puede estar relacionado con, por ejemplo, el rendimiento celular
después del procesamiento de tejido adiposo o el tamafo o tipo de la lesiéon. Una parte del numero total de las
células puede conservarse para uso posterior o crioconservarse. Ademas, la dosis suministrada dependera de la via
de administracion de las células al paciente. Pueden necesitarse menos células cuando se emplean sistemas de
suministro epicardico o endocardico, puesto que estos sistemas y procedimientos pueden proporcionar la ruta mas
directa para tratar afecciones cardiovasculares. En una realizacion de la invencion, un numero de células, por
ejemplo, células purificadas, suministrada al paciente se espera que sea de aproximadamente 5,5 x 10 células. Sin
embargo, este niumero puede ajustarse en 6rdenes de magnitud para conseguir el efecto terapéutico deseado.

Las células también pueden aplicarse con aditivos para potenciar, controlar o dirigir de otro modo el efecto
terapéutico pretendido. Por ejemplo, en una realizacién, y como se describe en el presente documento, las células
pueden purificarse adicionalmente mediante el uso de seleccién de células positiva y/o negativa mediada por
anticuerpos para enriquecer la poblacion celular para aumentar la eficacia, reducir la morbilidad o facilitar la
realizacién del procedimiento. De forma similar, las células pueden aplicarse con una matriz biocompatible que
facilite la ingenieria tisular in vivo apoyando y/o dirigiendo el destino de las células implantadas. De la misma
manera, pueden administrarse células después de manipulacién genética de modo que expresen productos génicos
que se cree que o se pretende que promuevan la respuesta o respuestas terapéuticas proporcionadas por las
células. Los ejemplos de manipulaciones incluyen manipulaciones para controlar (aumentar o reducir) la expresion
de factores que promueven la angiogénesis o vasculogénesis (por ejemplo VEGF), expresion de genes del
desarrollo que promueven la diferenciacion a linajes celulares especificos (por ejemplo MyoD) o que estimulan el
crecimiento y proliferacion celulares (por ejemplo bFGF-1).

Las células también pueden someterse al cultivo celular en un material de armazoén antes de implantarse. De este
modo, las valvulas modificadas por ingenieria de tejido, parches ventriculares, pericardio, vasos sanguineos y otras
estructuras podrian sintetizarse en matrices naturales o sintéticas o armazones usando ADC antes de la insercién o
implantacion en el receptor (Eschenhagen y col., 2002; Zimmermann y col., 2004; Zimmermann y col., 2002; Nerem
y Ensley, 2004).

En una realizacion, se prefiere la administracion directa de células al sitio de beneficio pretendido. Esto puede
conseguirse por inyeccion directa en el miocardio a través de la superficie externa del corazén (epicardica),
inyeccion directa en el miocardio a través de la superficie interna (endocardica) a través de insercién de una canula
adecuada, por infusion arterial o venosa (incluyendo mecanismos de flujo retrégrado) o por otros medios desvelados
en el presente documento o conocidos en la técnica tales como inyeccion pericardica. Las vias de administracion
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conocidas para el experto en la materia, incluyen, pero sin limitacién, intravenosa, intracoronaria, endomiocardica,
epimiocardica, intraventricular, de seno coronario retrégrado o intravenosa.

Como se ha mencionado anteriormente, las células pueden aplicarse por varias vias incluyendo administracion
sistémica por infusién venosa o arterial (incluyendo infusién de flujo retrégrado) o por inyeccién directa en el masculo
cardiaco o las camaras. La administracion sistémica, particularmente por acceso venoso periférico, tiene la ventaja
de ser minimamente invasivo dependiendo de la perfusidon natural del corazén y la capacidad de las células
derivadas de tejido adiposo de dirigirse al sitio de dafio. Las células pueden inyectarse en un bolo sencilla, a través
de una infusién lenta o a través de una serie escalonada de aplicaciones separadas por varias horas o, en tanto que
las células se almacenan apropiadamente, varios dias o semanas. Las células también pueden aplicarse mediante
el uso de catéteres de modo que el primer pase de células a través del corazon se potencia; la aplicacion puede
mejorarse adicionalmente usando globos para controlar el flujo sanguineo miocardico. Como con el acceso venoso
periférico, las células pueden inyectarse a través de los catéteres en un bolo sencilla o en mdltiples alicuotas mas
pequefias. Las células también pueden aplicarse directamente al miocardio por inyeccion epicardica. Esta podria
emplearse bajo visualizacion directa en el contexto de un procedimiento a corazon abierto (tales como Cirugia de
Injerto de Derivacion de la Arteria Coronaria) o colocacion de un dispositivo de asistencia ventricular. Pueden
emplearse catéteres equipados con agujas para suministrar células directamente en el miocardio de una manera
endocardica que permitiria un medio menos invasivo de aplicacién directa.

En una realizacion, la via de suministro incluird suministro intravenoso a través de un catéter intravenoso periférico
convencional, un catéter venoso central o un catéter arterial pulmonar. En otras realizaciones, las células pueden
suministrarse a través de una via intracoronaria a la que se accede mediante procedimientos actualmente
aceptados. El flujo de células puede controlarse por inflacién/deflacién de globos distales y proximales localizados
dentro de la vasculatura del paciente, creando de este modo zonas sin flujo temporales que promueven el injerto
celular o la accion terapéutica celular. En oftra realizacion, las células pueden suministrarse a través de un
procedimiento endocardico (superficie interior de la camara cardiaca) que puede requerir el uso de un catéter
compatible asi como la capacidad de tomar imagenes o detectar el tejido diana pretendido. Como alternativa, las
células pueden suministrarse a través del tejido diana pretendido. Como alternativa, las células pueden
suministrarse a través de un procedimiento epicardico (superficie exterior del corazén). Este suministro puede
conseguirse a través de visualizacion directa en el momento de un procedimiento a corazén abierto o a través de un
enfoque de toracoscopia que requiere instrumentos de suministro de células especializados. Ademas, las células
podrian suministrarse a través de las siguientes vias, solas o en combinacién con uno o mas de los enfoques
identificados anteriormente: subcutanea, intramuscular, sublingual, perfusiéon coronaria retrograda, maquinaria de
derivacion coronaria, equipamiento de oxigenacion de membrana extracorpérea (ECMO) y mediante una ventana
pericardica.

En una realizacién, las células se administran al paciente como un bolo intravascular o infusiéon temporalizada. En
otra realizacion, las células pueden resuspenderse en un medio natural o artificial o armazén de tejido antes de
administrarse al paciente.

La dosis celular administrada al paciente dependera de la cantidad de tejido adiposo recogida y el indice de masa
corporal del donante (como una medida de la cantidad de tejido adiposo disponible). La cantidad de tejido recogido
se determinara por el alcance de la lesidon o degeneracién miocardica. Mdultiples tratamientos usando multiples
recogidas de tejido o usando una recogida Unica con almacenamiento apropiado de células entre las aplicaciones
estan dentro del alcance de la presente invencién.

Partes del lipoaspirado procesado pueden almacenarse antes de administrarse a un paciente. Para almacenamiento
a corto plazo (menos de 6 horas) las células pueden almacenarse a o por debajo de la temperatura ambiente en un
deposito sellado con o sin complementaciéon con una solucién de nutriente. ElI almacenamiento a medio plazo
(menos de 48 horas) se realiza preferentemente a 2-8 °C en una solucion isosmoética tamponada (por ejemplo
Plasmalyte®) en un depodsito compuesto de o revestido con un material que evita la adhesion celular. El
almacenamiento a mayor plazo se realiza preferentemente por crioconservacion apropiada y almacenamiento de
células en condiciones que promuevan la retencion de funcién celular, tal como se desvela en la solicitud PCT
transferida legalmente y del mismo solicitante numero PCT/US02/29207, presentada el 13 de septiembre de 2002 y
la solicitud Provisional de Estados Unidos nimero 60/322.070, presentada el 14 de septiembre de 2001.

De acuerdo con un aspecto de la invencidn, las células derivadas de tejido adiposo que se administran a un paciente
pueden actuar como vehiculos de suministro de factor de crecimiento. Por ejemplo, modificando por ingenieria
genética las células para expresar uno o mas factores de crecimiento adecuados para aliviar sintomas asociados
con un trastorno o enfermedad cardiovascular, las células pueden administrarse a un paciente y modificarse por
ingenieria genética para liberar uno o mas de los factores de crecimiento. La liberacion puede proporcionarse de una
manera controlada durante periodos prolongados de tiempo. Por ejemplo, la liberacién puede controlarse de modo
que el factor o factores de crecimiento se liberen de una manera por pulsos o periédica de modo que existan
elevaciones locales de factor de crecimiento y/o recesiones locales en la cantidad de factor de crecimiento en las
proximidades de un area lesionada de tejido.

Las células que se administran al paciente no solamente ayudan a restaurar la funcion a tejidos dafiados o de otro
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modo no sanos, sino que también facilitan la reparacion de los tejidos dafiados.

El suministro de células puede tener lugar pero sin limitaciéon en las siguientes localizaciones: clinica, oficina clinica,
departamento de urgencias, servicio hospitalario, unidad de cuidados intensivos, quiréfano, salas de cateterizacion y
salas radioldgicas.

En una realizacion, los efectos de terapia de suministro de células se demostraria por, pero sin limitacién, una de las
siguientes medidas clinicas: aumento de fraccidon de eyeccion cardiaca, reduccion de la tasa de insuficiencia
cardiaca, reduccion del tamafio del infarto, aumento de la contractilidad (dP/dT), reduccion del agarrotamiento
ventricular (aumento en -dP/dT), reduccion de la morbilidad asociada (edema pulmonar, insuficiencia renal, arritmias,
revascularizacion de vasos diana), mejora de la tolerancia de ejercicio u otras medidas de calidad de vida y
reduccion de la mortalidad. Los efectos de terapia celular pueden resultar evidentes a lo largo de dias o semanas
después del procedimiento. Sin embargo, los efectos beneficiosos pueden observarse tan temprano como varias
horas después del procedimiento, y pueden persistir durante varios afios.

Los pacientes se controlan tipicamente antes de y durante el suministro de las células. Los procedimientos de
control incluyen, pero sin limitacion: estudios de coagulacion, saturacién de oxigeno, control hemodinamico y control
del ritmo cardiaco. Después del suministro de células, los pacientes pueden requerir una periodo de
aproximadamente 24 horas de control de acontecimientos adversos. Los estudios de seguimiento para evaluar
mejoras funcionales de los procedimientos pueden incluir y sin limitacion: capacidad funcional del paciente (por
ejemplo, disnea en el esfuerzo, disnea nocturna paroxismica, angina) ecocardiografia, estudios de perfusion nuclear,
imagen de resonancia magnética, topografia de emision de positrones y angiografia coronaria.

Como se ha expuesto previamente anteriormente, en una realizacién preferida, las ADC, es decir, la poblacion de
células regenerativas derivadas de tejido adiposo activas, se administran directamente al paciente. En otras
palabras, la poblaciéon de células activas (por ejemplo, las células madre y/o células precursoras endoteliales) se
administran al paciente sin retirarse del sistema o exponerse al ambiente externo del sistema antes de administrarse
al paciente. Proporcionar un sistema cerrado reduce la posibilidad de contaminacion del material que se administra
al paciente. De este modo, el procesamiento del tejido adiposo en un sistema cerrado proporciona ventajas sobre los
procedimientos existentes debido a que la poblacion de células activas es mas probablemente estéril. En una
realizacion tal, el inico momento en el que las células madre y/o células precursoras endoteliales se exponen al
ambiente externo o se retiran del sistema, es cuando las células se estan sacando a un dispositivo de aplicacion y
se administran al paciente. En una realizacion, el dispositivo de aplicacion también puede ser parte del sistema
cerrado. De este modo, las células usadas en estas realizaciones no se procesan para cultivo o crioconservacion y
pueden administrarse a un paciente sin procesamiento adicional o puede administrarse a un paciente después de
mezclarse con otros tejidos o células.

En otras realizaciones, al menos una parte de la poblacion de células activas se almacena para
implantacioén/infusion posterior. La poblacién puede dividirse en mas de una alicuota o unidad de modo que parte de
la poblaciéon de células madre y/o células precursoras endoteliales se conserva para aplicacion posterior mientras
que parte se aplica inmediatamente al paciente. El almacenamiento de moderado a largo plazo de todas o parte de
las células en un banco de células también esta dentro del alcance de la presente invencién, como se desvela en la
Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 10/242.094, titulada CONSERVACION DE CELULAS NO
EMBRIONARIAS DE TEJIDOS NO HEMATOPOYETICOS, presentada el 12 de septiembre de 2002, que reivindica
el beneficio de prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos 60/322.070 presentada el 14 de
septiembre de 2001, que es de cesion comun. Al final de procesamiento, las células concentradas pueden cargarse
en un dispositivo de suministro, tal como una jeringa, para su colocacion en el receptor por cualquier medio conocido
para un experto en la materia.

La poblacién de células activas puede aplicarse sola o en combinacion con otras células, tejido, fragmentos de
tejido, factores de crecimiento tales como VEGF y otros factores de crecimiento angiogénicos o arteriogénicos
conocidos, compuestos bioldgicamente inertes o activos, armazones plasticos reabsorbibles u otros aditivos
pretendidos para mejorar el suministro, eficacia, tolerancia o funcion de la poblacién. La poblacion celular también
puede modificarse por insercién de ADN o por colocacion en cultivo celular de tal modo que cambie, mejore o
complemente la funcion de las células para derivacion de un fin estructural o terapéutico. Por ejemplo, las técnicas
de transferencia génica para células madre se conocen por expertos en la materia, como se desvela en (Morizono y
col., 2003; Mosca y col., 2000), y pueden incluir técnicas de transfeccién virales y mas especificamente, técnicas de
transferencia de genes de virus adenoasociados, como se desvela en (Walther y Stein, 2000) y (Athanasopoulos y
col., 2000). También pueden realizarse técnicas no basadas en virus como se desvela en (Muramatsu y col., 1998).

En otro aspecto, las células pueden combinarse con un gen que codifica factor o factores de crecimiento
proangiogénicos y/o cardiomiogénicos que permitirian a las células actuar como su propia fuente de factor de
crecimiento durante la reparacion o regeneracién cardiaca. También podrian aplicarse genes que codifican factores
0 agentes antiapoptéticos.

En ciertas realizaciones de la invencién, las células se administran a un paciente con uno o mas agentes de
diferenciacion celular, tales como citocinas y factores de crecimiento. Se desvelan ejemplos de diversos agentes de
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diferenciacion celular en (Gimble y col., 1995; Lennon y col., 1995; Majumdar y col., 1998; Caplan y Goldberg, 1999;
Ohgushi y Caplan, 1999; Pittenger y col., 1999; Caplan y Bruder, 2001; Fukuda, 2001; Worster y col., 2001; Zuk y
col., 2001).

La presente invencién se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos que no deberian interpretarse de ningun
modo como limitantes adicionales.

Ejemplos

Las células regenerativas derivadas de tejido adiposo usadas en los ejemplos expuestos posteriormente se
obtuvieron por el procedimiento o procedimientos descritos en la presente divulgacion.

Ejemplo 1: Expresion de Factor de Crecimiento Angiogénico, VEGF, por ADC

El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) es uno de los reguladores clave de la angiogénesis (Nagy y
col., 2003; Folkman, 1995). El Factor de Crecimiento de Placenta, otro miembro de la familia de VEGF, desempefia
un papel similar en angiogénesis asi como en arteriogénesis, el procedimiento por el cual se reclutan vasos
colaterales y se expanden en respuesta a perfusién aumentada y fuerza de cizallamiento (Nagy y col., 2003; Pipp y
col., 2003; Scholz y col., 2003). Especificamente, el trasplante de células de tipo silvestre (PIGF +/+) a un ratén
knockout PIGF restaura la capacidad para inducir recuperacion rapida de isquemia de las extremidades posteriores
(Scholz y col., 2003).

Dada la importancia de tanto angiogénesis como arteriogénesis para el procedimiento de revascularizacion, la
expresion de PIGF y VEGF por células regenerativas derivadas de tejido adiposo se examind usando un ensayo
ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN) usando células de tres donantes. Un donante tenia un historial de
hiperglucemia y diabetes de Tipo 2 (una afeccion altamente asociada con enfermedad microvascular y
macrovascular, incluyendo pacientes con enfermedad de arteria coronaria). Las células ADC de cada donantes se
sembraron en placas a 1.000 células/cm® en medio DMEM/F-12 complementado con FCS 10 % y HS *5 % y se
cultivaron hasta la confluencia. Se tomaron muestras de sobrenadante y se ensayaron con respecto a una expresion
de proteina PIGF y VEGF. Como se muestra en las Figuras 16A y 16B los resultados demuestran una expresion
sélida de tanto VEGF (Figura 16A) como PIGF (Figura 16B) por las células regenerativas derivadas de tejido
adiposo de la invencion.

En un estudio separado, se midié la cantidad relativa de citocinas relacionadas con angiogénesis secretadas por
células regenerativas cultivadas de ratones adultos normales. Las células regenerativas se cultivaron en alfa-MEM
con FBS 10 % hasta cinco dias después de la confluencia celular, momento en el cual el medio de cultivo celular se
recogio y se evalué mediante andlisis de serie de anticuerpos (RayBio® Mouse Cytokine Antibody Array I
(RayBiotech, Inc.). Se detectaron los siguientes factores de crecimiento relacionados con angiogénesis: Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), bFGF, IGF-Il, Eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IL-12 p40/p70. IL-12 p70, IL-13,
IL-6, IL-9, Leptina, MCP-1, M-CSF, MIG, PF-4, TIMP-1, TIMP-2, TNF-a y Trombopoyetina. Los siguientes factores
de crecimiento relacionados con angiogénesis o citocinas se elevaron al menos dos veces en comparacion con el
medio de control blanco con FBS al 10 %: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), Eotaxina, G-CSF, IL-6,
MCP-1y PF-4.

Estos datos demuestran que las células regenerativas de la presente invencion expresan una amplia serie de
factores de crecimiento angiogénicos y arteriogénicos. Estos datos también demuestran que las células progenitoras
y madre derivadas de tejido adiposo de pacientes tanto normales como diabéticos expresan factores de crecimiento
angiogénicos y arteriogénicos. Esto es importante puesto que los pacientes con diabetes tienen un riesgo
aumentado de enfermedad cardiovascular y estos datos indican que las células ADC conservan su capacidad
angiogénica en situacion diabética. El hallazgo de que un paciente diabético expresaba VEGF y PIGF a niveles
equivalentes a los de los pacientes normales sugiere que los pacientes diabéticos pueden ser candidatos para
terapia angiogénica por células regenerativas derivadas de tejido adiposo autélogas.

Ejemplo 2: ADC Contiene Poblaciones Celulares que Participan en Angiogénesis

Se sabe que las células endoteliales y sus precursores, células progenitoras endoteliales (EPC), participan en
angiogénesis. Para determinar si las EPC estan presentes en células regenerativas derivadas de tejido adiposo, se
evaluaron células regenerativas derivadas de tejido adiposo humanas con respecto a marcadores de superficie
celular de EPC, por ejemplo, CD-34.

Se aislaron ADC por digestion enzimatica de tejido adiposo subcutaneo humano. Se incubaron las ADC (100 pul) en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia suero bovino fetal (FBS) al 0,2 % que se incubaron
durante 20 a 30 minutos a 4 °C con anticuerpos marcados con fluorescencia dirigidos hacia los marcadores
endoteliales humanos CD-31 (marcador de células endoteliales diferenciadas) y CD-34 (marcador de EPC), asi
como ABCG2 humano (transportador de casete de union a ATP), que se expresa de forma selectiva en células
multipotentes. Después de lavar, las células se analizaron en un clasificador FACSAria (Beckton Dickenson -
Immunocytometry). La adquisicion de datos y andlisis se realizaron después por software FACSDiva (BD-
Immunocytometry, CA). Los resultados (no mostrados) mostraron que las células regenerativas derivadas de tejido
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adiposo de una adulto sano expresaban el marcador de EPC CD-34 y ABCG2, pero no el marcador de células
endoteliales CD-31. Se detectaron células que expresaban el marcador de EPC CD-34 y ABCG2 a una frecuencia
similar en células regenerativas derivadas de un donante con un historial de diabetes.

Para determinar la frecuencia de EPC en células regenerativas derivadas de tejido adiposo humano después de su
cultivo en medio de diferenciacion de células endoteliales, se sembraron células regenerativas en placas revestidas
de fibronectina y se cultivaron en medio de células endoteliales durante tres dias para retirar las células endoteliales
maduras. Las células no adherentes se retiraron y se volvieron a sembrar en placas. Después de 14 dias, se
identificaron las colonias tifiendo con Aglutinina-1 Ulex europaeus conjugada con FITC (Vector Labs, Burlingame,
CA) y LDL acetilada marcada con Dil (Molecular Probes, Eugene, OR). Como se muestra en la Figura 17, los
resultados indican una frecuencia de EPC de aproximadamente 500 EPC/10° células ADC.

La presencia de EPC dentro de las células regenerativas derivadas de tejido adiposo indican que esas células
pueden participar directamente en el desarrollo de nuevos vasos sanguineos y mejorar la angiogénesis y restaurar la
perfusion.

Ejemplo 3: Desarrollo In Vitro de Estructuras Vasculares en ADC

Un ensayo reconocido en la técnica para angiogénesis es uno en el que las células endoteliales cultivadas en una
capa alimentadora de fibroblastos desarrollan una red compleja de tubos positivos para CD-31 reminiscente de una
red capilar de nueva sintesis (Donovan y col.,, 2001). Puesto que las células regenerativas derivadas de tejido
adiposo contienen células endoteliales, EPC y otros precursores de células del estroma, los inventores ensayaron la
capacidad de estas células regenerativas para formar estructuras de tipo capilar en ausencia de una capa
alimentadora. Las células regenerativas obtenidas de almohadillas de grasa inguinal de ratones normales
desarrollaron redes capilares dos semanas después del cultivo (Figura 18A). Notablemente, las células
regenerativas de ratones hiperglucémicos con diabetes Tipo 1 inducida por estreptozotocina (STZ) ochos semanas
después de la administracion de STZ formaron redes capilares equivalentes a las formadas por células de ratones
normales (Figura 18B).

En un estudio posterior, se cultivaron células regenerativas derivadas de tejido adiposo en medio de cultivo completo
(a-MEM complementado con FCS al 10 %) y sin factores de crecimiento adicionales. Estas células regenerativas
también formaron redes capilares. Ademas, las estructuras vasculares formadas se tifieron positivas para los
marcadores de células endoteliales CD31, CD34, VE-cadherina y Factor von Willebrand/Factor VIII, pero no el
marcador panlinfocitico, CD45.

Para comparar la capacidad de células regenerativas de ratones jovenes frente a viejos para formar redes capilares,
se cultivaron células regenerativas de ratones viejos y jovenes normales (de 1, 12 6 18 meses de edad) durante 2
semanas en medio de cultivo completo (a-MEM complementado con FCS al 10 %) y sin factores de crecimiento
adicionales. Se observaron redes de tipo capilar equivalentes en cultivos de células regenerativas de todos los
donantes (no mostrado).

Los datos anteriores demuestran que las células regenerativas derivadas de tejido adiposo de pacientes normales y
diabéticos, asi como jovenes y ancianos pueden formar estructuras vasculares coherentes con la formacion de
redes capilares de nueva sintesis. En consecuencia, las células regenerativas de la invencién pueden usarse para
tratar insuficiencias angiogénicas.

Ejemplo 4: Desarrollo In Vivo de Estructuras Vasculares en ADC

El potencial angiogénico in vitro, aunque es prometedor, es de escaso valor si las células no ejercen actividad
angiogénica in vivo. La induccion quirdrgica de isquemia de extremidades critica en roedores es un modelo bien
reconocido en el que pueden observarse procedimientos simultaneos de arteriogénesis (reclutamiento y expansion
de vasos colaterales principalmente en respuesta a fuerza de cizallamiento aumentada) y angiogénesis (desarrollo
de nuevos vasos en respuesta a isquemia) (Schatteman, 2000; Scholz, 2002; Takahashi, 1999). Este modelo se
desarrollé en ratones inmunodeficientes (NOD-SCID) en los que pudo observarse la capacidad de las células
humanas para restaurar la perfusion. Especificamente, se anestesiaron animales con quetamina y xilacina (80mg/kg;
7,5 mg/kg) y se colocaron en la superficie de operacion en posicion supina. Se determinaron los valores del flujo
sanguineo preoperatorios para ambas extremidades posteriores como se describe posteriormente. Los animales se
prepararon con betadine y se cubrieron de la manera estéril habitual y se colocaron en un bafio de agua en
circulacion. Se realizd una incision de 1,5 cm unilateral extendiéndose desde el origen de la extremidad posterior a
las proximidades de la rodilla para exponer la arteria iliaca, las proximidades de su bifurcacion hacia las arterias
femorales superficial y profunda. La vasculatura se atdé con una ligadura de seda 3-0 en los siguientes sitios: 1)
arteria iliaca préxima a su bifurcacion, 2) distal del origen de la arteria femoral profunda, 3) proximal a la ramificacion
de la arteria femoral superficial. Después de la ligacion, la vasculatura se retiré en bloque. Se hizo después un
esfuerzo para identificar cualquier circulacién colateral obvia que se ligdé y se retiréd posteriormente. La herida y la
capa de musculo se cerraron con vicryl 4-0 y la piel se cerré con sutura de vicryl 5-0. Los animales se trataron
después de la operacion con buprenorfina (0,5 mg/kg) y se recuperaron en el bafio de agua circulatoria hasta
posicion recostada espontanea. Veinticuatro horas después de la cirugia se inyectdé a los animales 5x10° células
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ADC a través de la vena de la cola. Se inyecto a los ratones NOD-SCID células de donante humano, incluyendo en
un estudio, células de un paciente con diabetes. Se formaron imagenes del flujo 14 dias después del tratamiento.

En estos estudios, los animales tratados con ADC mostraron mejora estadisticamente significativa en la retencién de
estructuras de las extremidades (recuperacion de extremidades; 2/3 ratones no tratados perdieron todas las
estructuras de las extremidades posteriores inferiores en comparacion con 0/5 animales tratados con ADC) y
restauracion del flujo (Figura 19). De forma mas notable, en ratones NOD SCID que recibieron células de donante
humano diabético, el flujo al dia 14 se restauré a 50 + 11 % en animales tratados en comparacion con 10 £ 10 % en
animales no tratados (p<0,05). El dia 19 se habia producido rebote de modo que la perfusiéon en las extremidades
experimentales era mayor que la del control (136 + 37 %). Esta respuesta esta dentro del intervalo observado con
células obtenidas de dos donantes normales (no diabéticos) (50-90 %).

En un experimento similar en ratones inmunocompetentes (ratones 129S) en los que los péptidos de transferencia
de células autdlogas pudo determinarse. Los ratones tratados con células ADC mostraron 80 + 12 % de restauracion
del flujo el dia 14 en comparacion con 56 + 4 % en ratones no tratados.

En este modelo la restauracion del flujo sanguineo viene del reclutamiento y la expansion de vasos colaterales y por
angiogénesis en las extremidades inferiores. Estos procedimientos también son clave para la restauracion del flujo
en el corazon después del infarto. Por lo tanto, la capacidad de ADC para estimular estos procedimientos in vivo
apoya fuertemente la aplicacion de células ADC en la situacion de infarto de miocardio. También es importante
observar que las células ADC obtenidas de un donante diabético (un miembro de una poblaciéon de pacientes con
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular) también demostré esta actividad.

Ejemplo 5: Aumentar la dosis de ADC Esta Asociado con Angiogénesis y Supervivencia de Injerto Mejorada

El trasplante de tejido adiposo autdlogo es un procedimiento relativamente comun en cirugia plastica y
reconstructiva (Fulton, 1998; Shiffman, 2001). Sin embargo, este procedimiento esta limitado por el hecho de que los
fragmentos de tejido adiposo se transfieren sin un aporte vascular y, como resultado, la supervivencia de injertos
depende de la neovascularizacién (Coleman, 1995; Eppley y col., 1990). Por lo tanto, de una manera limitada, el
tejido trasplantado representa un tejido isquémico.

Se realizd un estudio en ratas Fisher en el que los fragmentos de tejido adiposo se trasplantaron en el espacio
subcutaneo sobre los musculos del muslo exterior. La pata derecha se trasplanté con 0,2 g de fragmentos de tejido
adiposo solamente, la pata izquierda con 0,2 g de fragmentos de tejido adiposo complementados por la adicion de
células regenerativas derivadas de tejido adiposo a tres diferentes dosis (1,7x105-1,3x106 células/injerto; tres
animales por dosis); de esta manera la pata contralateral actu6 como un control. Los animales se mantuvieron
después durante un mes después del cual los animales se sacrificaron y se recuperaron los injertos, se pesaron, se
fijaron en formalina y se incluyeron en parafina para analisis histolégico.

Como se muestra en la Figura 20A, los resultados muestran retencién minima de tejido injertado en la pata control y
un incremento dependiente de dosis en la retencién de peso del injerto en la pata tratada. Ademas, el andlisis
inmunohistoquimico de los injertos mostré neoangiogénesis considerable y perfusion en los injertos tratados con
células regenerativas derivadas de tejido adiposo (Figura 20B, flechas). Esto también se asoci6é con retencion de
morfologia del tejido adiposo (Figura 20B).

Como anteriormente, la demostracién de que las células ADC promueven la supervivencia de tejido isquémico
perfundido de forma inadecuada es un importante indicio de potencial clinico en enfermedad cardiovascular.

Ejemplo 6: Injerto Miocardico por ADC

La criolesion al miocardio es un modelo quirurgico bien establecido para investigar el papel de la terapia celular en
regeneracion miocardica (Marchlinski y col., 1987). Para demostrar la capacidad de las células ADC para injertarse
en el miocardio dafiado y de este modo inhibir la formacién de cicatriz (reticulacion y deposicion de colageno), se
realizé criolesion miocardica en ratones B6129SF1/J. Inmediatamente después de la lesion, se inyectd 1 millon (1,0
X 106) de células ADC recogidas de ratones ROSA26 que son transgénicos para el gen lacZ mediante una via
intraventricular. El tejido cardiaco del receptor tefiido con B-galactosidasa detectara la presencia de células
regenerativas derivadas de tejido adiposo del donante por tincién azul. Los corazones de los ratones se recogieron y
procesaron en los siguientes 5 puntos temporales después de la inyeccion: dia 1, dia 7, dia 14, dia 28, dia 84. Como
se muestra en la Figura 10, los resultados demuestran injerto de células regenerativas de tejido adiposo derivadas
del donante en el area de miocardio infartado en todos los puntos temporales referenciados anteriormente. La Figura
21 demuestra una linea temporal histoldgica del injerto.

Resulta importante destacar que el analisis inmunohistoquimico de células derivadas de donante (positivas para
beta galactosidasa) el dia 14 indic6 que muchas células derivadas de donante expresaban los marcadores de
miocitos cardiacos cadena pesada de miosina sarcomérica (Figura 22), troponina | y nkx2.5. Esto indica que las
células ADC son capaces de dirigirse al sitio de lesidon en un corazén dafiado y de diferenciarse en miocitos
cardiacos o células de tipo miocito cardiaco. Por lo tanto, las células ADC pueden ser capaces de reponer los
miocitos cardiacos o células de tipo miocito cardiaco que se pierden después de un ataque al corazon (infarto de
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miocardio).

Para extender estos hallazgos entre especies, se estudio el injerto de lipoaspirado procesado derivado de donante
en un modelo del corazén de reperfusion/oclusion en rata. En esta preparacion experimental, la arteria coronaria
descendiente anterior izquierda de una rata Wistar inmunocompetente se ocluyé temporalmente usando una sutura
de proleno 7-0 y un pequefio trozo de tubos silastic que actian como un lazo sobre la arteria. Después de una hora,
la oclusion se liberd y se permitié que la sangre volviera a perfundir al miocardio isquémico. Este modelo representa
de forma mas cercana los mecanismos de lesidon y reparacion presentes en el paradigma clinico humano.
Inmediatamente después de la reperfusion, aproximadamente 1 millén (1 x 106) de células ADC obtenidas de
ratones Rosa 26 se inyectaron en la camara ventricular izquierda del corazén. Los corazones se recogieron una
semana después de la inyeccion. Como se muestra en la Figura 23, los resultados demuestran injerto de células
ADC derivadas de donante.

Por lo tanto, las células regenerativas de la presente invencion son clinicamente relevantes y tienen el potencial de
mejorar la perfusion y regenerar el miocardio dafiado.

Ejemplo 7: Las ADC Mejoran la Funcién Cardiaca Después de Infarto Agudo de Miocardio en Ratas

El Infarto Agudo de Miocardio (“AMI”) da como resultado miocardio isquémico que inicia una serie negativa de
acontecimientos que conduce con el tiempo a insuficiencia cardiaca congestiva. La cardiomioplastia celular usando
ADC tiene el potencial de alterar esta progresion proporcionando células regenerativas para reemplazar/reparar las
células del huésped dafiadas por la isquemia. Este ejemplo describe un modelo animal pequefio de infarto de
miocardio y demuestra la mejora funcional en los animales que reciben un bolo de ADC.

Se indujo infarto de miocardio por una ligacion de 60 minutos de la arteria coronaria descendiente anterior izquierda
(LAD) en ratas hembra Lewis (250-300 gramos). Se diluyeron aleatoriamente dieciocho ratas en dos grupos: (1)
tratadas con ADC (n = 10) o (2) tratadas con solucién salina (n = 8). Para animales tratados con ADC, se
introdujeron cinco millones de ADC en la cavidad ventricular izquierda, una aproximacion del suministro
intracoronario, 15 minutos después de la perfusién. Se tomaron analisis ecocardiograficos antes del infartoy 4, 8 y
12 semanas después de AMI. Tras la complecion del estudio, se tomaron mediciones de contractilidad invasivas
para analizar la contractilidad/relajacion del ventriculo izquierdo. Después se detuvieron los corazones en diastole y
se prepararon para analisis histolégico.

El analisis de contractilidad y Eco a las 12 semanas después de MI revel6 que las ratas tratadas con ADC en
comparacién con solucion salina tuvieron una mejora significativa de la fraccion de eyeccion (76,0 = 0,9 % frente a
68,3 + 1,9 %, p<0,01, Figura 24); contractilidad base (+dP/dT: 730,76 + 73,25 kPa frente a 377,40 + 40,06 kPa,
p<0,05, Figura 25); relajaciéon base (-dP/dT: -841,40 + 732,43 frente a -361,29 + 44,13 kPa, p<0,05, Figura 26); y
parametros de remodelacion, incluyendo grosor de tabique ventricular (diastole: 1,23 + 0,03 mm frente a 1,50 + 0,11
mm,; p<0,05, Figura 27). El tratamiento con ADC también evit6 la progresion de dilatacion ventricular, evidente en
grosor de tabique ventricular (sistole, Figura 28) y grosor de la pared posterior (tanto en diastole (Figura 29) como en
sistole (Figura 30)).

Ejemplo 8: Las ADC Mejoran la Funcién en un Modelo Porcino de AMI

Como se ha demostrado anteriormente, las ADC pueden mejorar la funcién cardiaca después de AMI en animales
pequefios. Este estudio demuestra que algunos de estos beneficios funcionales también pueden observarse en
animales grandes. Este estudio también demuestra que el suministro intravascular de ADC en la arteria coronaria
descendiente anterior izquierda (“LAD”) es segura y factible.

Se indujo un infarto de miocardio antero-apical en 13 cerdos juveniles por oclusién con globo de la LAD media.
Cuarenta y ocho horas después del infarto, se recogio tejido adiposo a través de una lipectomia inguinal derecha, se
aislaron ADC autdlogas y se seleccionaron aleatoriamente los cerdos para una infusion intracoronaria de solucion
salina (control) o 40-140 millones (media 52x106) de ADC infundidas distalmente al sitio de oclusion en la LAD. Se
realizaron angiografia coronaria, cineangiografia ventricular izquierda (LV) y ecocardiografia de dos dimensiones en
el momento inicial, antes del infarto, inmediatamente después del infarto y a los seis meses.

Los 13 cerdos (7 tratados con ADC, 6 control) sobrevivieron al periodo posterior de seis meses con flujo coronario de
TIMI-3 en la LAD y sin acontecimientos cardiacos adversos importantes. Como demuestra la Figura 31, la fraccién
de eyeccion ventricular izquierda (“LVEF”) por ecocardiografia, medible en 10 cerdos, aumento significativamente en
el grupo de infusion de células (3,0 % + 6,0 %, media + DT) frente al grupo control (-9,0 % + 5,0 %, p=0,01). La
LVEF por cineangiografia (n=12) mostrd una tendencia similar con valores de 3,7 % = 5,0 % frente a -2,0 % + 7,5 %,
respectivamente (p=0,16). Los resultados se resumen en la Tabla IV a continuacién. En resumen, estos resultados
muestran que las ADC provocan mejoras significativas de la funcidon cardiaca en animales grandes y que el
suministro de ADC es seguro y eficaz en la conservacidn de funcién sistolica ventricular.
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Tabla IV
Procedimiento de LVEF en el LVEF a los 6 Cambio en LVEF | Desviacion Tipica P-valor
Diagnéstico Momento Inicial Meses
Ecocardiografia en -
2D
Tratado 46 % 49 % +3% * %6 %
Control 7% 38 % 9% + %5 % oo
Cineangiografia
Tratado 51 % 55 % +4 % * %5 %
Control 9% 7% 2% = %7 % o

Ejemplo 9: Tratamiento de Dafo Cardiaco Agudo

El infarto de miocardio agudo (ataque al corazén) da como resultado lesion isquémica al miocardio. El dafio tisular
puede minimizarse por reperfusion temprana del tejido dafiado y por regeneracion de tejido miocardico (Murry y col.,
1996; Orlic y col., 2001; Orlic y col., 2003; Rajnoch y col., 2001; Strauer y col., 2002; Assmus y col., 2002). La terapia
celular derivada de tejido adiposo, como se ha desvelado en el presente documento, busca proporcionar una fuente
superior de células regenerativas en relacion con terapias celulares derivadas de tejido no adiposo, debido a por
ejemplo al menos uno del uso de una mayor variedad de células no cultivadas y células mas puras con morbilidad
atenuada asociada con terapias derivadas de tejido no adiposo, tales como recogida de médula 6sea.

Se sospecha que un paciente ha padecido un infarto de miocardio. El paciente se ingresa en un periodo de una hora
desde la experimentacion del infarto. Se prescribe al paciente una terapia celular derivada de tejido adiposo. Se
examina la constitucion del paciente con respecto a un sitio adecuado para recogida de tejido adiposo. Los sitios de
recogida se caracterizan por al menos uno de los siguientes: espacio o espacios potenciales limitados por
estructuras anatémicas normales, sin estructuras viscerales o vasculares principales en riesgo de dafio, y facilidad
de acceso. Se prefieren sitios de recogida virgenes, pero un sitio de recogida previo no evita recogida de tejido
adiposo adicional. Los sitios de recogida potenciales incluyen, pero sin limitacion, los siguientes: regiones lateral y
media del muslo de extremidades inferiores bilaterales, pannus de la pared abdominal anterior y regiones
flanqueantes bilaterales.

El paciente recibe una inyeccién subcutanea de una solucion fluida tumescente que contiene una combinacion de
lidocaina, solucion salina y epinefrina en por ejemplo diferentes regimenes de dosificacion normalizados. Usando un
escalpelo (por ejemplo, un escalpelo de hoja 11), se realiza una pequefia herida perforante en la regién media del
muslo del paciente en su pierna derecha y/o izquierda para atravesar la dermis. La hoja se gira 360 grados para
completar la herida. Se inserta una canula de punta roma (por ejemplo, una canula de calibre 14) en el plano del
tejido adiposo subcutaneo debajo de la incision. La canula se conecta a un dispositivo de succién asistido por
electricidad. La canula se mueve a través del plano de tejido adiposo para romper la arquitectura de tejido conectivo.
Se obtienen aproximadamente 500 cm® de aspirado. Después de la retirada del tejido adiposo, se consigue la
hemostasis con técnicas quirurgicas convencionales y la herida se cierra.

El lipoaspirado se procesa de acuerdo con los procedimientos desvelados en el presente documento anteriormente
para obtener una unidad de células madre derivadas de tejido adiposo concentradas. Aproximadamente seis horas
después del infarto, se administran las células madre al paciente. Basandose en el procesamiento de lipoaspirado,
se estima que el paciente recibe una dosis inicial de células madre en un intervalo de entre aproximadamente 5,5 x
10* células madre y 5,56 x 10° células madre. El paciente recibe dos dosificaciones complementarias a intervalos de
12 horas después de la administracién inicial. Las células madre pueden administrarse al paciente a través de un
catéter venoso central. En otras realizaciones para promover el injerto celular en la region de diana el flujo de células
madre se controla por un globo localizado corriente abajo del sitio diana y por un globo corriente arriba del sitio diana
para crear regiones de flujo sanguineo minimo o bajo.

Se observan mejoras en el paciente en un periodo de aproximadamente seis horas después del procedimiento de
administracion de las células. Varios dias después del procedimiento de administracion de las células se observa
mejora adicional del paciente manifestada por aumento de la fracciéon de eyeccién cardiaca, reduccion de la tasa de
insuficiencia cardiaca, reduccion del tamafo del infarto, mejora de la tolerancia a ejercicio y otras medidas de calidad
de vida.

Cualquier caracteristica o combinacion de caracteristicas descritas en el presente documento se incluyen dentro del
alcance de la presente invencion con tal de que las caracteristicas incluidas en cualquier combinacién tal no sean
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mutuamente incoherentes como resultara evidente a partir del contexto, la presente memoria descriptiva y el
conocimiento de un experto en la materia. Para los fines de resumir la presente invencion, ciertos aspectos, ventajas
y caracteristicas nuevas de la presente invencion se han descrito en el presente documento. Por supuesto, debe
entenderse que no necesariamente todos los aspectos, ventajas o caracteristicas tales se incorporaran en ninguna
realizacién particular de la presente invencion. Ventajas y aspectos adicionales de la presente invencion resultaran
evidentes en la siguiente descripcion detallada y reivindicaciones.

Las realizaciones anteriormente descritas se han proporcionado como ejemplo y la presente invencién no se limita a
estos ejemplos. Apareceran multiples variaciones y modificaciones de las realizaciones desveladas, hasta el punto
no mutualmente exclusivo, para los expertos en la materia tras la consideracion de la descripcion anterior.
Adicionalmente, otras combinaciones, omisiones, sustituciones y modificaciones resultaran evidentes para el experto
en la materia a la vista de la divulgacion del presente documento. En consecuencia, no se pretende que la presente
invencion esté limitada por las realizaciones desveladas, sino que debe definirse por referencia a las
reivindicaciones adjuntas.

Se han citado varias publicaciones y patentes anteriormente en el presente documento.
Equivalentes

Los expertos en la materia reconoceran o seran capaces de determinar usando nada mas que experimentacion
rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion descritas en el presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una poblacion concentrada de células que comprende células madre derivadas de tejido adiposo en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno caracterizado por funcién cardiaca insuficiente,
perfusion insuficiente, miocardio dafiado o remodelacién de tejido cardiaco.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicha poblacion concentrada de células que comprende células madre
derivadas de tejido adiposo comprende adicionalmente células progenitoras derivadas de tejido adiposo.

3. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicho trastorno es insuficiencia cardiaca.
4. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicho trastorno es infarto de miocardio.

5. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicho medicamento se formula para administracion
en un bolo.

6. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicho medicamento se formula para administracion
en multiples dosis.

7. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que dicho medicamento comprende adicionalmente un
factor angiogénico.

8. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que dicho medicamento comprende adicionalmente al
menos un factor arteriogénico.

9. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que dicho medicamento comprende adicionalmente
uno o mas farmacos inmunosupresores.

10. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicho medicamento se formula para
administracion mediante una via endiomiocardica, epimiocardica, intraventricular, intracoronaria, de seno coronario
retrogrado, intraarterial, intrapericardica o intravenosa.

11. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que dicha poblacién concentrada de células que
comprende células madre derivadas de tejido adiposo se modifica por transferencia génica.

12. El uso de la reivindicacién 1, en el que dicha poblacion concentrada de células que comprende células madre
derivadas de tejido adiposo comprende adicionalmente un aditivo.

13. El uso de la reivindicacion 12, en el que el aditivo se selecciona del grupo que consiste en un factor de
crecimiento, un agente inmunosupresor, un inhibidor de reagregacion celular.

14. El uso de la reivindicacion 1, en el que la poblacion concentrada de células que comprende células madre
derivadas de tejido adiposo no se ha cultivado.

15. El uso de la reivindicacion 1, en el que la poblacion concentrada de células que comprende células madre

derivadas de tejido adiposo se aisla en un sistema que se configura para mantener una ruta de fluido/tejido estéril
cerrada.
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Figura 1
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Fig-ura 2
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Figura 4
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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 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15A
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Figura 15B
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FIGURA 16
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FIGURA 17
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FIGURA 18

Crecimiento de estructuras vasculares positivas para CD31 de ADC
de ratones tratados con STZ normales
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FIGURA 19
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FIGURA 20
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FIGURA 21
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FIGURA 22
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FIGURA 23
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