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DESCRIPCION
Métodos para usar células derivadas de tejido adiposo en el tratamiento de afecciones cardiovasculares
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la Invencién

Esta invencion se refiere en general al uso de una composicién que comprende una poblacién concentrada de célu-
las derivadas de tejido adiposo (ADC) en la fabricacion de un medicamento para restablecer el flujo sanguineo en un
sujeto que se ha determinado que tiene una isquemia, en la que dicha poblaciéon concentrada de células derivadas
de tejido adiposo (ADC) comprende células progenitoras derivadas de tejido adiposo y células madre de tejido adi-
poso obtenidas procesando el tejido adiposo de dicho paciente en un sistema que esta configurado para mantener
una ruta de fluidos/tejidos cerrada estéril, y dicho sistema comprende una camara de recogida conectada a una
camara de mezcla/procesamiento.

2. Descripcion de la Técnica Relacionada

Las enfermedades y trastornos cardiovasculares son la causa principal de muerte y discapacidad en todas las na-
ciones industrializadas. Solamente en los Estados Unidos, la enfermedad cardiovascular es responsable de alrede-
dor del 40 por ciento de la tasa de mortalidad, y afecta a 58 millones de americanos (American-Heart-Association,
2002). Uno de los factores principales que hace que la enfermedad cardiovascular sea especialmente devastadora
es la incapacidad del corazén de repararse tras la lesion. Debido a que las células musculares cardiacas, es decir,
las células miocardicas, son incapaces de dividirse y repoblar las areas lesionadas, la pérdida de células cardiacas
como resultado de la lesion o la enfermedad es en gran parte irreversible (Abbate et al, 2002; Remme, 2000).

De las formas disponibles de terapia, los trasplantes de corazén de ser humano a ser humano han sido las mas
eficaces para tratar las enfermedades y trastornos cardiovasculares graves. De hecho, actualmente la tasa de su-
pervivencia a un afio y cinco afios del receptor de trasplante cardiaco medio es superior al 70 por ciento. Desafortu-
nadamente, sin embargo, el trasplante es una forma gravemente limitada de terapia por varias razones, concreta-
mente, la escasez de donantes adecuados, el coste del procedimiento y la probabilidad elevada de rechazo del
injerto y problemas asociados tales como infecciones, disfuncion renal y canceres relacionados con los inmunode-
presores (American-Heart-Association, 2002).

Una alternativa a la terapia de trasplante es el uso de la medicina regenerativa para reparar y regenerar las células
musculares cardiacas dafiadas. La medicina regenerativa aprovecha, de una manera dirigida clinicamente, la capa-
cidad de las células madre (es decir, las células maestras sin especializar del cuerpo) de renovarse indefinidamente
y desarrollarse hasta células especializadas maduras. Las células madre se hallan en los embriones durante las
etapas tempranas del desarrollo, en el tejido fetal y en algunos érganos y tejidos adultos (Pera et al., 2000). Se sabe
que las células madre embrionarias (denominadas mas adelante en la presente memoria "ESCs") se convierten en
muchos, si no todos, los tipos de células y tejidos del cuerpo. Las ESCs no solamente contienen toda la informacion
genética del individuo, sino que también contienen la capacidad nata de convertirse en cualquiera de las mas de 200
células y tejidos del cuerpo. Asi, estas células tienen un potencial enorme para la medicina regenerativa. Por ejem-
plo, las ESCs se pueden cultivar hasta tejidos especificos tales como corazén, pulmén o rifién, que se podrian usar
después para reparar 6rganos lesionados y enfermos (Assady et al., 2001; Jacobson et al., 2001; Odorico et al.,
2001). Sin embargo, los tejidos derivados de ESCs tienen limitaciones clinicas. Debido a que las ESCs derivan ne-
cesariamente de otro individuo, es decir, un embrion, existe el riesgo de que el sistema inmunitario del receptor re-
chace el material biolégico nuevo. Aunque hay disponibles farmacos inmunodepresores para evitar dicho rechazo,
se sabe que tales farmacos también bloquean respuestas inmunitarias deseables, tales como hacia las infecciones
bacterianas y virus. Ademas, el debate ético sobre la fuente de las ESCs, es decir, los embriones, esta bien docu-
mentado y presenta un obstaculo adicional y, quizas, insuperable para un futuro previsible.

Las células madre de adulto (denominadas de forma intercambiable "ASCs" mas adelante en la presente memoria)
representan una alternativa al uso de ESCs. Las ASCs residen discretamente en muchos tejidos no embrionarios,
supuestamente esperando para responder a traumatismos u otros procesos patoldgicos destructivos, de manera que
puedan curar el tejido lesionado (Arvidsson et al., 2002; Bonner-Weir y Sharma, 2002; Clarke y Frisen, 2001; Crosby
y Strain, 2001; Jiang et al., 2002a). Notablemente, las pruebas cientificas emergentes indican que cada individuo
porta un grupo de ASCs que pueden compartir con las ESCs la capacidad de convertirse en muchos, si no en todos,
los tipos de células y tejidos (Young et al., 2001; Jiang et al., 2002a; Jiang et al., 2002b; Schwartz et al., 2002). Asi,
las ASCs, como las ESCs, tienen un potencial enorme para las aplicaciones clinicas de la medicina regenerativa.

Se ha demostrado que las poblaciones de ASCs estan presentes en uno o mas de médula ésea, piel, musculo,
higado y cerebro (Jiang et al., 2002b; Alison, 1998; Crosby y Strain, 2001). Sin embargo, la frecuencia de ASCs en
estos tejidos es baja. Por ejemplo, se estima que la frecuencia de las células madre mesenquimatosas en la médula
6sea es entre 1 en 100.000 y 1 en 1.000.000 de células nucleadas (D’Ippolito et al., 1999; Banfi et al., 2001; Falla et
al., 1993). De forma similar, la extraccién de ASCs de la piel implica una serie complicada de etapas de cultivo celu-
lar durante varias semanas (Toma et al., 2001) y la aplicacion clinica de ASCs derivadas de musculo esquelético
requiere una fase de cultivo de dos a tres semanas (Hagege et al., 2003). Asi, cualquier aplicacion clinica propuesta
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de las ASCs a partir de tales tejidos requiere incrementar el nimero de células, la pureza y la madurez mediante
procedimientos de purificacion celular y de cultivo celular.

Aunque las etapas de cultivo celular pueden proporcionar un niumero de células, pureza y madurez incrementadas,
lo hacen con cierto coste. Este coste puede incluir una o mas de las siguientes dificultades técnicas: pérdida de la
funcién celular debido al envejecimiento celular, pérdida de poblaciones de células que no son células madre poten-
cialmente utiles, retrasos en la aplicacién potencial de las células a los pacientes, coste econdmico incrementado y
riesgo incrementado de contaminacion de las células con microorganismos ambientales durante el cultivo. Los estu-
dios recientes que examinan los efectos terapéuticos de ASCs derivadas de médula 6sea han usado esencialmente
médula 6sea completa para evitar los problemas asociados al cultivo celular (Horwitz et al., 2001; Orlic et al., 2001;
Stamm et al., 2003; Strauer et al., 2002). Los beneficios clinicos, sin embargo, han sido subéptimos, un resultado
relacionado casi con toda seguridad con la dosis y pureza limitadas de las ASCs disponibles intrinsecamente en la
médula dsea.

Recientemente, se ha demostrado que el tejido adiposo es una fuente de ASCs (Zuk et al., 2001; Zuk et al., 2002).
El documento WO 00/53795 describe células madre derivadas de tejido adiposo y mallas, p.ej. células madre deri-
vadas de tejido adiposo sustancialmente exentas de adipocitos y eritrocitos sanguineos y poblaciones clonales de
células madre de tejido conectivo. Las células se pueden emplear, solas o en composiciones biolégicamente compa-
tibles, para generar tejidos y estructuras diferenciadas, tanto in vivo como in vitro. A diferencia de la médula dsea, la
piel, el musculo, el higado y el cerebro, el tejido adiposo es comparativamente facil de recoger en cantidades relati-
vamente grandes (Commons et al., 2001; Katz et al., 2001b). Ademas, se ha mostrado que las ASCs derivadas de
tejido adiposo poseen la capacidad de generar multiples tejidos in vitro, lo que incluye hueso, grasa, cartilago y mus-
culo (Ashjian et al., 2003; Mizuno et al., 2002; Zuk et al., 2001; Zuk et al., 2002). Asi, el tejido adiposo representa una
fuente dptima de ASCs para su uso en la medicina regenerativa. Los métodos adecuados para recoger ASCs deri-
vadas de tejido adiposo, sin embargo, son escasos en la técnica. Los métodos existentes poseen varios defectos.
Por ejemplo, los métodos existentes carecen de la capacidad de acomodar de forma dptima un dispositivo de aspi-
racion para la extraccion de tejido adiposo. Los métodos existentes también carecen de automatizacion parcial o
completa desde la fase de recogida del tejido adiposo hasta las fases de procesamiento del tejido (Katz et al.,
2001a). Los métodos existentes carecen ademas de capacidad para un volumen mayor de 100 ml de tejido adiposo.
Los métodos existentes carecen ademas de un sistema parcialmente o completamente cerrado desde la fase de
recogida del tejido adiposo hasta las fases de procesamiento del tejido. Finalmente, los métodos existentes carecen
de la capacidad de eliminaciéon de los componentes para atenuar los riesgos concomitantes de contaminacion cru-
zada del material de una muestra a otra. En resumen, los métodos de la técnica anterior para la recogida de ASCs
de tejido adiposo no superan las dificultades técnicas asociadas a la recogida de ASCs de la piel, musculo, higado y
cerebro descrita anteriormente.

Por lo tanto, dado el potencial terapéutico enorme de las ASCs, existe la necesidad urgente en la técnica de un dis-
positivo, sistema o método para recoger ASCs de tejido adiposo que produzca una poblacién de ASCs con rendi-
miento, consistencia y/o pureza incrementados, y que lo haga rapidamente y de forma fiable con una necesidad
disminuida o inexistente de manipulaciéon post-extraccién. De manera ideal, dicho dispositivo, sistema o método
produciria ASCs de una manera adecuada para la colocacion directa en un receptor. El acceso a dicho dispositivo,
sistema o método en combinacién con métodos y composiciones que usan ASCs derivadas de tejido adiposo para el
tratamiento de enfermedades y trastornos cardiovasculares revolucionaria el tratamiento de tales trastornos. Dada la
prevalencia de la enfermedad cardiovascular y la escasez de opciones de tratamientos actuales, dicho tratamiento
se necesita urgentemente.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que se pueden usar células madre adul-
tas derivadas de tejido adiposo para tratar afecciones, enfermedades o trastornos cardiovasculares. La presente
invencion se basa ademas en el descubrimiento de dispositivos, sistemas y métodos para la preparacion de células
madre y progenitoras adultas derivadas de tejido adiposo. La presente invencion se basa ademas en el descubri-
miento de métodos y composiciones de células madre y progenitoras adultas derivadas de tejido adiposo para tratar
afecciones, enfermedades o trastornos cardiovasculares. Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion se dirige
al uso de una composicién que comprende una poblacién concentrada de células derivadas de tejido adiposo (ADC)
en la fabricacién de un medicamento para restablecer el flujo sanguineo en un sujeto que se ha determinado que
tiene una isquemia, en la que dicha poblacién concentrada de células derivadas de tejido adiposo (ADC) comprende
células progenitoras derivadas de tejido adiposo y células madre adiposas obtenidas procesando el tejido adiposo de
dicho paciente en un sistema que esta configurado para mantener una ruta de fluidos/tejidos cerrada estéril, y dicho
sistema comprende una camara de recogida conectada a una camara de mezcla/procesamiento.

El procesamiento del tejido adiposo se da en un sistema que mantiene una ruta de fluidos/tejidos cerrada estéril.
Esto se consigue mediante el uso de un grupo unido pre-ensamblado de recipientes y tubos cerrados estériles que
posibilitan la transferencia de elementos de tejidos y fluidos dentro de una ruta cerrada. Este equipo de procesa-
miento puede estar asociado a una serie de reactivos de procesamiento (p.ej., solucién salina, enzimas, etc.) inser-
tados en un dispositivo que puede controlar la adicion de los reactivos, la temperatura, y el tiempo de procesamiento,
por lo que libera asi a los operadores de la necesidad de controlar manualmente el proceso. En una aproximacion
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preferida, el procedimiento completo de extraccion de tejido por medio del procesamiento y la preparacion para la
colocacion en el receptor se llevaria a cabo en su totalidad en la misma instalacion, de hecho, incluso dentro de la
misma habitacion del paciente que se somete al procedimiento.

El tejido adiposo en bruto se puede procesar para eliminar sustancialmente los adipocitos maduros y el tejido conec-
tivo, por lo que se obtiene una diversidad heterogénea de células derivadas de tejido adiposo adecuadas para la
colocacion en el organismo de un receptor. Las células se pueden preparar para la colocacién en el receptor en
combinacién con otras células, tejidos, fragmentos de tejidos, u otros estimuladores del crecimiento y/o la diferencia-
cién celular. En una realizacion preferida, las células, con cualquiera de los aditivos anteriormente mencionados, son
para la colocacion en una persona de la cual se obtuvieron en el contexto de un unico procedimiento operativo con la
intencidn de obtener un beneficio terapéutico para el receptor.

Las células de la invencion se pueden proporcionar mediante el uso del método que incluye las etapas de: a) pro-
porcionar un sistema de extraccion de tejido; b) extraer el tejido adiposo de un paciente mediante el uso del sistema
de extraccion de tejido, y el tejido adiposo tiene una concentracion de células madre; c) procesar al menos una parte
del tejido adiposo para obtener una concentraciéon de células madre distinta de la concentracion de células madre del
tejido adiposo antes del procesamiento, para la administracion de las células madre y progenitoras a un paciente sin
extraer las células madre y progenitoras del sistema de extracciéon de tejido antes de administrarlas al paciente me-
diante el uso de varios métodos conocidos para una persona de experiencia habitual en la técnica, que incluyen,
pero sin limitacion, la via intravenosa, intracoronaria y endomiocardica.

Un sistema usado por la invencién y descrito incluye a) un recipiente de recogida de tejido que incluye i) un orificio
de entrada de recogida de tejido estructurado para recibir el tejido adiposo extraido de un paciente; y ii) un filtro
dispuesto dentro del recipiente y que esta estructurado para retener el tejido adiposo extraido de un paciente y para
hacer pasar el tejido no adiposo extraido del paciente; b) un recipiente de mezcla acoplado al recipiente de recogida
de tejido para recibir las células madre obtenidas del tejido adiposo sin la extraccién de las células madre del sis-
tema de extraccion de tejido, y que incluye un orificio de adicién para la administracién de al menos un aditivo para
mezclarlo con las células madre contenidas en él; y c) una salida estructurada para permitir que las células del reci-
piente de mezcla se extraigan del sistema de recogida de tejido para la administracién a un paciente.

Cualquier caracteristica o combinacion de caracteristicas descritas en la presente memoria estan incluidas dentro
del alcance de la presente invencion, con tal de que las caracteristicas incluidas en cualquier combinacién no sean
mutuamente incoherentes, como sera evidente a partir del contexto, esta memoria descriptiva, y el conocimiento de
una persona de experiencia habitual en la técnica. Las ventajas y aspectos adicionales de la presente invencién son
evidentes en la siguiente descripcion detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 representa un sistema de extraccion de tejido para el procesamiento del tejido adiposo.

La Figura 2 representa un recipiente de recogida de tejido del sistema de extraccién de tejido de la Fig. 1.
La Figura 3 es una vista transversal parcial del recipiente de recogida de tejido de la Fig. 2.

La Figura 4 representa un dispositivo de procesamiento para automatizar el funcionamiento de un sistema de extrac-
cién de tejido.
Las Figuras 5A y 5B representan la expresion de la proteina VEGF (5A) y PIGF (5B) en células madre derivadas de
tejido adiposo.

La Figura 6 representa la deteccion de células progenitoras endoteliales en poblaciones de células madre derivadas
de tejido adiposo.

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

La Figura 8 representa el restablecimiento medio incrementado del flujo sanguineo en ratones con isquemia de las
extremidades posteriores tratados con células madre derivadas de tejido adiposo en comparaciéon con un control
negativo.

Las Figuras 9A y 9B demuestran que una dosis creciente de células madre derivadas de tejido adiposo mejora la
supervivencia del injerto y la angiogénesis (9A), y representan la retenciéon de la arquitectura del tejido adiposo en
una muestra histologica (9B).

La Figura 10 representa la evolucién histolégica en el tiempo del injerto de células madre derivadas de tejido adiposo
donante en un area de miocardio infartado.

La Figura 11 representa la tincion positiva doble para beta-galactosidasa y cadena pesada de miosina. Las células
destacadas exhiben la tinciéon azul de beta-galactosidasa, que demuestra su origen a partir de las células de tejido
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adiposo donante, y la tincién marrén que indica la expresion de la cadena pesada de la proteina muscular cardiaca
miosina. Las células que exhiben tincion tanto marrén como azul (tal como se indica mediante las flechas) son célu-
las derivadas de tejido adiposo que han adquirido el fenotipo de células musculares cardiacas.

La Figura 12 representa grupos de células madre derivadas de tejido adiposo derivadas de donante en una region
de miocardio infartado tras una lesion por oclusion/reperfusion en rata.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona, por primera vez, medicamentos de eficacia probada para el tratamiento de afec-
ciones, enfermedades y trastornos cardiovasculares mediante el uso de células madre y progenitoras derivadas de
tejido adiposo. Especificamente, la presente invencion demuestra, por primera vez, que las células madre y proge-
nitoras derivadas de tejido adiposo de la invencién (1) expresan factores de crecimiento angiogénicos y arteriogéni-
cos, que incluyen factor de crecimiento de placenta (PIGF) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), (2)
contienen células progenitoras endoteliales (EPC) que tienen una funcion bien establecida en la formacién de vasos
sanguineos, (3) se desarrollan hasta vasos sanguineos in vitro, (4) apoyan la supervivencia del tejido isquémico in
vivo, (5) inducen la reperfusion tras una lesidon por oclusién/reperfusion en las extremidades posteriores, (6) cuando
se inyectan en animales tras una lesion cardiaca se dirigen al corazon, y (7) cuando se inyectan en animales tras
una lesién cardiaca se diferencian hasta células que expresan marcadores coherentes con su diferenciacion hasta
miocitos cardiacos. Por lo tanto, la presente descripcion demuestra de manera concluyente que las células madre y
progenitoras derivadas de tejido adiposo inventivas de la presente invencién son Utiles para el tratamiento de enfer-
medades y trastornos cardiovasculares.

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

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "tejido adiposo” se refiere a un tejido que contiene multiples
tipos celulares, que incluyen adipocitos y células microvasculares. El tejido adiposo incluye células madre y células
precursoras endoteliales. Por lo tanto, el tejido adiposo se refiere a la grasa, lo que incluye el tejido conectivo que
almacena la grasa.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "unidad de tejido adiposo” se refiere a una cantidad discreta o
medible de tejido adiposo. Se puede medir una unidad de tejido adiposo determinando el peso y/o el volumen de la
unidad. Basandose en los datos identificados anteriormente, una unidad de lipoaspirado procesado, tal como se
extrae de un paciente, tiene un componente celular en el que al menos un 0,1% del componente celular son células
madre. Con referencia a la descripciéon de la presente memoria, una unidad de tejido adiposo puede referirse a la
cantidad total de tejido adiposo extraida de un paciente, o a una cantidad que es menor que la cantidad total de
tejido adiposo extraida de un paciente. Asi, una unidad de tejido adiposo se puede combinar con otras unidades de
tejido adiposo para formar una unidad de tejido adiposo que tiene un peso o volumen que es la suma de las unida-
des individuales.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "porcién” se refiere a una cantidad de un material que es menor
que el total. Una porcién menor se refiere a una cantidad que es menor del 50%, y una porcién mayor se refiere a
una cantidad mayor del 50%. Asi, una unidad de tejido adiposo que es menor de la cantidad total de tejido adiposo
extraida de un paciente es una porcién del tejido adiposo extraido.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "célula madre" se refiere a células multipotentes que tienen el
potencial de diferenciarse hasta una diversidad de otros tipos celulares, que llevan a cabo una o mas funciones
especificas y que tienen la capacidad de auto-renovarse. Algunas de las células madre descritas en la presente
memoria pueden ser pluripotentes.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "célula progenitora” se refiere a células unipotentes, bipoten-
tes, o multipotentes con la capacidad de diferenciarse hasta uno o mas tipos celulares, que llevan a cabo una o mas
funciones especificas y que tienen una capacidad limitada o inexistente de auto-renovarse. Algunas de las células
progenitoras descritas en la presente memoria pueden ser pluripotentes.

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

Como se usa en la presente memoria, la expresién "lipoaspirado procesado" se refiere al tejido adiposo que se ha
procesado para separar el componente celular activo (p.ej., el componente que contiene células madre y progenito-
ras) de los adipocitos maduros y del tejido conectivo. Esta fraccion se denomina en la presente memoria "células
derivadas de tejido adiposo” o "ADC". En general, ADC se refiere al sedimento de células obtenido mediante lavado
y separacion de las células del tejido adiposo. El sedimento se obtiene generalmente centrifugando una suspension
de células, de forma que las células se agregan en el fondo de un recipiente de centrifuga.

Tal como se usa en la presente memoria, la frase "afeccion, enfermedad o trastorno cardiovascular” pretende incluir
todos los trastornos caracterizados por una funcion cardiaca insuficiente, indeseada o anormal, p.ej., cardiopatia
isquémica, cardiopatia hipertensiva y cardiopatia hipertensiva pulmonar, valvulopatia, cardiopatia congénita, y cual-
quier afeccion que conduzca a insuficiencia cardiaca congestiva en un sujeto, en particular un sujeto humano. La
funcion cardiaca insuficiente o anormal puede ser el resultado de una enfermedad, lesiéon y/o envejecimiento. A
modo de antecedentes, una respuesta a la lesion miocardica sigue una ruta bien definida en la que algunas células
mueren mientras otras entran en un estado de hibernacién en el que todavia no estan muertas, pero son disfuncio-
nales. Esto va seguido de infiltracion de células inflamatorias y deposicion de colageno como parte de la cicatriza-
cion, todo lo cual sucede a la vez que el crecimiento interno de vasos sanguineos nuevos y cierto grado de muerte
celular continuada. Tal como se usa en la presente memoria, el término "isquemia" se refiere a cualquier isquemia
tisular localizada debida a la reduccion del flujo de entrada de sangre. La expresion "isquemia miocardica" se refiere
a alteraciones circulatorias provocadas por aterosclerosis coronaria y/o aporte de oxigeno inadecuado al miocardio.
Por ejemplo, un infarto de miocardio agudo representa una lesion isquémica irreversible del tejido miocardico. Esta
lesién es el resultado de un suceso oclusivo (p.€j., trombdtico o embdlico) en la circulacion coronaria, y produce un
medio en el que las necesidades metabdlicas miocardicas superan el aporte de oxigeno al tejido miocardico.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "angiogénesis" se refiere al proceso mediante el cual se gene-
ran vasos sanguineos nuevos a partir de la vasculatura y el tejido existentes (Folkman, 1995). La frase "reparar o
remodelar" se refiere a la reforma de la vasculatura existente. El alivio de la isquemia tisular depende de forma cri-
tica de la angiogénesis. El crecimiento espontaneo de vasos sanguineos nuevos proporciona una circulacion colate-
ral en y alrededor de un area isquémica, mejora el flujo sanguineo y alivia los sintomas provocados por la isquemia.
Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "factor angiogénico" o "proteina angiogénica" se refiere a
cualquier proteina conocida capaz de estimular el crecimiento de vasos sanguineos nuevos a partir de la vasculatura
existente ("angiogénesis"). Los factores angiogénicos adecuados para su uso en la invencién incluyen, pero sin
limitacién, Factor de Crecimiento Placentario (Luttun et al., 2002), Factor Estimulador de Colonias de Macréfagos
(Aharinejad et al., 1995), Factor Estimulador de Colonias de Macréfagos y Granulocitos (Buschmann et al., 2003),
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF)-A, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E (Mints et al.,
2002), neuropilina (Wang et al., 2003), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)-1, FGF-2(bFGF), FGF-3, FGF-4,
FGF-5, FGF-6 (Botta et al., 2000), Angiopoyetina 1, Angiopoyetina 2 (Sundberg et al., 2002), eritropoyetina (Ribatti et
al., 2003), BMP-2, BMP-4, BMP-7 (Carano y Filvaroff, 2003), TGF-beta (Xiong et al., 2002), IGF-1 (Shigematsu et al.,
1999), Osteopontina (Asou et al., 2001), Pleiotropina (Beecken et al., 2000), Activina (Lamouille et al., 2002), Endo-
telina-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 también 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 expresién "factor angiogénico" o "proteina angiogé-
nica" también abarca los analogos funcionales de tales factores. Los analogos funcionales incluyen, por ejemplo, las
porciones funcionales de los factores. Los analogos funcionales también incluyen anticuerpos anti-idiotipicos que se
unen a los receptores de los factores y, asi, imitan la actividad de los factores en la estimulaciéon de la angiogénesis
y/o la remodelacion de los tejidos. Los métodos para generar tales anticuerpos anti-idiotipicos se conocen bien en la
técnica y se describen, por ejemplo, en el documento WO 97/23510.

Los factores angiogénicos usados en la presente invencién se pueden producir u obtener a partir de cualquier fuente
adecuada. Por ejemplo, los factores se pueden purificar a partir de sus fuentes nativas, o se pueden producir de
forma sintética o mediante expresion recombinante. Los factores se pueden administrar a pacientes en forma de una
composicion proteica. De manera alternativa, los factores se pueden administrar en forma de un plasmido de expre-
sion que codifica los factores. La construccion de plasmidos de expresion adecuados se conoce bien en la técnica.
Los vectores adecuados para construir plasmidos de expresién incluyen, por ejemplo, vectores adenovirales, vecto-
res retrovirales, vectores virales adenoasociados, vectores de ARN, liposomas, lipidos cationicos, vectores lentivira-
les y transposones.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "arteriogénesis" se refiere al proceso de aumentar el creci-
miento de arterias colaterales y/u otras arterias a partir de conexiones arteriolares preexistentes (Carmeliet, 2000;
Scholz et al., 2001; Scholz et al., 2002). Mas en particular, la arteriogénesis es el reclutamiento in situ y la expansion
de arterias mediante la proliferacion de las células musculares lisas y endoteliales a partir de las conexiones arterio-
lares preexistentes que suministran sangre al tejido isquémico, tumor o sitio de inflamacién. Estos vasos crecen
principalmente fuera del tejido afectado y son importantes para el suministro de nutrientes en la zona isquémica, el
tumor o el sitio de inflamacién. La arteriogénesis es parte de la respuesta normal a la isquemia miocardica (Mills et
al., 2000; Monteiro et al., 2003). Ademas, la técnica quirdrgica habitual de un injerto de derivacién aortocoronaria
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(CABG) es, en efecto, nada mas que la creacion de un vaso colateral artificial (Sergeant et al., 1997). Asi, los proce-
sos que favorecen la arteriogénesis tras un infarto mejoraran el flujo sanguineo al tejido isquémico, lo que da como
resultado una muerte celular disminuida y un tamafio de infarto disminuido. Estas mejoras daran como resultado una
funcién cardiaca mejorada y un beneficio terapéutico.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "tratar” incluye reducir o aliviar al menos un efecto adverso o
sintoma de una afeccién, enfermedad o trastorno cardiovascular, es decir, cualquier trastorno caracterizado por una
funcién cardiaca insuficiente o indeseada. Los efectos adversos o sintomas de los trastornos cardiacos son muy
conocidos en la técnica e incluyen, pero sin limitacién, disnea, dolor toracico, palpitaciones, mareos, sincope,
edema, cianosis, palidez, fatiga y muerte.

Tal como se usan en la presente memoria, los términos "administrar”, "introducir" y "trasplantar" se usan de forma
intercambiable en la presente memoria, y se refieren a la colocacion de las ADC de la invencién en un sujeto me-
diante un método o via que da como resultado al menos la localizacién parcial de las ADC en un sitio deseado. Las
ADC se pueden administrar mediante cualquier ruta adecuada que dé como resultado el suministro en una localiza-
cion deseada en el sujeto, en la que al menos una porciéon de las células o componentes de las células siguen
siendo viables. El periodo de viabilidad de las células tras la administracion a un sujeto puede ser tan corto como
unas pocas horas, p.ej., veinticuatro horas, hasta varios dias, o tan largo como varios afios.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "sujeto” incluye animales de sangre caliente, preferentemente
mamiferos, lo que incluye seres humanos. En una realizacion preferida, el sujeto es un primate. En una realizacion
aun mas preferida, el sujeto es un ser humano.

Ahora se hara referencia en detalle a las realizaciones actualmente preferidas de la invencion, cuyos ejemplos se
ilustran en las Figuras adjuntas. Siempre que sea posible, se usan los mismos o similares nimeros de referencia en
los dibujos y la descripcidn para referirse a las mismas partes o a partes similares. Se deberia indicar que los dibujos
estan en una forma simplificada, y no estan a una escala precisa. En referencia a la descripcién de la presente me-
moria, por comodidad y claridad Unicamente, los términos direccionales, tales como parte superior, parte inferior,
izquierda, derecha, arriba, abajo, sobre, por encima, debajo, por debajo, parte trasera y parte frontal, se usan con
respecto a los dibujos adjuntos. No se deberia interpretar que tales términos direccionales limiten el alcance de la
invencién de ninguna manera.

Aunque la descripcion de la presente memoria se refiere a ciertas realizaciones ilustradas, se debe entender que
estas realizaciones se presentan a modo de ejemplo, y no a modo de limitacion. Se debe considerar que la intencién
de la siguiente descripcion detallada, aunque trata las realizaciones ejemplares, cubre todas las modificaciones,
alternativas y equivalentes de las realizaciones que se pueden hallar dentro del espiritu y del alcance de la inven-
cién, tal como se define mediante las reivindicaciones adjuntas. La presente invencién se puede poner en practica
junto con diversas técnicas de separacion de células o tejidos que se usan convencionalmente en la técnica, y en la
presente memoria se incluyen solamente tantas etapas de los procesos puestos en practica habitualmente como
sean necesarias para facilitar el entendimiento de la presente invencion.

Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion se dirige al uso de una composiciéon que comprende una poblacion
concentrada de células derivadas de tejido adiposo (ADC) en la fabricacién de un medicamento para restablecer el
flujo sanguineo en un sujeto que se ha determinado que tiene una isquemia, en el que dicha poblacién concentrada
de células derivadas de tejido adiposo (ADC) comprende células progenitoras derivadas de tejido adiposo y células
madre adiposas obtenidas procesando el tejido adiposo de dicho paciente en un sistema que esta configurado para
mantener una ruta de fluidos/tejidos cerrada estéril, y dicho sistema comprende una camara de recogida conectada
a una camara de mezcla/procesamiento. Las células de la poblacién se pueden administrar a un paciente que pa-
dece una enfermedad o trastorno cardiovascular sin otros adipocitos o tejido conectivo.

En particular, la presente invencién se dirige al uso de una composicién que comprende una poblacion concentrada
de células derivadas de tejido adiposo para la preparacion de un medicamento para minimizar la lesién y estimular la
reparacion y la regeneracion miocardica durante este proceso. Estas incluyen, entre otras: la capacidad de sintetizar
y secretar factores de crecimiento que estimulan la formacién de vasos sanguineos nuevos; la capacidad de sinteti-
zar y secretar factores de crecimiento que estimulan la supervivencia y la proliferacion celular; la capacidad de proli-
ferar y diferenciarse hasta células que participan directamente en la formacion de vasos sanguineos nuevos; la ca-
pacidad de realizar un injerto en el miocardio lesionado e inhibir la cicatrizacién (deposicion y reticulacion de
colageno); la capacidad de proliferar y diferenciarse hasta células musculares capaces de contribuir a la contractili-
dad miocardica; y la capacidad de proliferar y diferenciarse hasta células miocardicas.

l. Métodos descritos en la presente memoria

1.  Métodos de Obtencion de un Lipoaspirado Procesado (ADC)

Se ha descubierto que el tejido adiposo es una fuente especialmente rica de células madre y progenitoras. Este
hallazgo puede ser debido, al menos en parte, a la facilidad de eliminacién del componente mayoritario que no es de
células madre del tejido adiposo, el adipocito. Asi, tanto en estudios en seres humanos como en animales, el lipoas-
pirado procesado (ADC) contiene células madre con una frecuencia de al menos un 0,1%, y mas en general mas de
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un 0,5%. En ciertas realizaciones de la invencion, se han obtenido ADC que contienen alrededor de un 2-12% de
células madre. En otras realizaciones adicionales, las ADC se procesan para obtener una poblacién de células en la
que las células madre constituyen hasta un 100% de las células de la poblacién. La pureza/frecuencia de las células
madre obtenidas de acuerdo con la invencion descrita en la presente memoria es sustancialmente mayor que la
frecuencia publicada de 1 en 100.000 (0,001%) en médula ésea (D’Ippolito et al., 1999; Banfi et al., 2001; Falla et al.,
1993; Muschler et al., 2001). Ademas, la recogida de tejido adiposo esta asociada a una morbilidad menor que la
recogida de un volumen similar de médula 6sea (Nishimori et al., 2002). Ademas, el tejido adiposo contiene células
precursoras endoteliales, que son capaces de proporcionar una terapia a los pacientes (véase (Asahara et al., 1999;
Kaushal et al., 2001; Kawamoto et al., 2003; Kawamoto et al., 2001)).

Las células que son para la administracién a un paciente se obtienen del tejido adiposo. El tejido adiposo se puede
obtener mediante cualquier método conocido para una persona de experiencia habitual en la técnica. Por ejemplo,
se puede extraer el tejido adiposo de un paciente mediante lipoplastia asistida por succion, lipoplastia asistida por
ultrasonidos, y lipectomia de escision. Ademas, los procedimientos pueden incluir una combinacién de tales proce-
dimientos, tal como una combinacion de lipectomia de escision y lipoplastia asistida por succion. Debido a que el
tejido o cierta fraccion del mismo se destina a la re-implantacion en un paciente, el tejido adiposo se deberia recoger
de una manera que preserve la viabilidad del componente celular y que minimice la probabilidad de contaminacién
del tejido con organismos potencialmente infecciosos, tales como bacterias y/o virus. Asi, la extraccion del tejido se
deberia llevar a cabo de una manera estéril o aséptica para minimizar la contaminacién. Puede ser deseable la lipo-
plastia asistida por succién para extraer el tejido adiposo de un paciente, ya que proporciona un método minima-
mente invasivo de recogida del tejido con una probabilidad minima de lesion de las células madre que puede estar
asociada a otras técnicas, tales como la lipoplastia asistida por ultrasonidos.

Para los procedimientos lipoplasticos asistidos por succion, el tejido adiposo se recoge mediante la inserciéon de una
canula en o cerca de un depdsito de tejido adiposo presente en el paciente, seguido por la aspiracién del tejido adi-
poso hasta un dispositivo de succidén. Se puede acoplar una canula pequefia a una jeringa, y el tejido adiposo se
puede aspirar mediante el uso de una fuerza manual (Asken, 1990). Mediante el uso de una jeringa o de otro dispo-
sitivo similar puede ser deseable recoger cantidades relativamente moderadas de tejido adiposo (p.€j., de 0,1 ml a
varios cientos de mililitros de tejido adiposo). Los procedimientos que emplean estos dispositivos relativamente pe-
quenos tienen la ventaja de que los procedimientos se pueden llevar a cabo con anestesia local solamente, en vez
de anestesia general. Los volumenes mayores de tejido adiposo por encima de este intervalo (p.ej., mas de varios
cientos de mililitros) pueden requerir anestesia general segun el criterio del donante y de la persona que lleva a cabo
el procedimiento de recogida. Cuando se desea extraer volimenes mayores de tejido adiposo, se pueden emplear
canulas relativamente mayores y dispositivos de succion automatizados en el procedimiento (Commons et al., 2001).

Los procedimientos de lipectomia de escisién incluyen, y sin limitacion, los procedimientos en los que se extraen
tejidos que contienen tejido adiposo (p.€j., piel) como parte secundaria del procedimiento; es decir, en los que el
propésito principal de la cirugia es la extraccion de tejido (p.€j., piel en la cirugia bariatrica o cosmética) y en los que
se extrae el tejido adiposo junto con el tejido de interés principal.

El tejido adiposo que se obtiene de un paciente se recoge en un dispositivo para su procesamiento adicional. Tal
como se discute en la presente memoria, el dispositivo esta disefiado y dedicado al propésito de recoger tejido para
la fabricacion de una poblacién celular de tejido adiposo procesado, que incluye células madre y/o células precurso-
ras endoteliales. El dispositivo puede ser cualquier dispositivo convencional para la recogida de tejido que usan en
general los médicos que llevan a cabo el procedimiento de extraccion.

La cantidad de tejido recogido dependera de varias variables que incluyen, pero sin limitacion, el indice de masa
corporal del donante, la disponibilidad de sitios para la recogida de tejido adiposo accesibles, las medicaciones y
afecciones concomitantes y pre-existentes (tales como la terapia anticoagulante), y el propésito clinico para el que
se recoge el tejido. La experiencia con el trasplante de células madre hematopoyéticas (células madre derivadas de
médula 6sea o de sangre de cordon umbilical usadas para regenerar la capacidad de formacion de células sangui-
neas del receptor) demuestra que el injerto depende de la dosis de células con efectos de umbral (Smith y
Sweetenham, 1995; Barker et al., 2001). Asi, es probable que el principio general de "mas es mejor" se aplique
dentro de los limites establecidos por otras variables, y que cuando sea factible la recogida recolecte tanto tejido
como sea posible.

Se ha descubierto que el porcentaje de células madre de 100 ml de tejido adiposo extraido de un individuo delgado
es mayor que el extraido de un donante obeso (Tabla 1). Esto refleja un efecto de dilucién del contenido de grasa
incrementado en el individuo obeso. Por lo tanto, puede ser deseable obtener cantidades mayores de tejido de do-
nantes con sobrepeso en comparacién con las cantidades que se extraerian de pacientes mas delgados. Esta ob-
servacién también indica que la utilidad de esta invencion no se limita a individuos con grandes cantidades de tejido
adiposo.
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Tabla 1: Efecto del indice de Masa Corporal sobre el Rendimiento Tisular y Celular

Estado del Indice de Masa Corporal Cantidad de Tejido Obtenido (g) Rendimiento  Celular
Total (x107)

Normal 641 + 142 21+04
Obeso 1.225+ 173 24+0,5
Valor de p 0,03 0,6

Las células madre concentradas pueden ser para la administracion de una composicién que comprende células
madre derivadas de tejido adiposo y/o células precursoras endoteliales sustancialmente exentas de adipocitos ma-
duros y tejido conectivo. En ciertas realizaciones, la composicion tiene un componente celular en el que al menos un
0,1 % de las células son células madre. En otras realizaciones, la composicion tiene un componente celular en el
que las células madre comprenden entre alrededor del 2% y el 12% del componente celular. Las concentraciones
mayores de células madre, tales como hasta un 100%, también se incluyen en composiciones diferentes. La compo-
sicion puede incluir componentes adicionales, tales como factores de diferenciacion celular, estimuladores del cul-
tivo, agentes inmunodepresores, o dispositivos médicos, tal como se discute en la presente memoria. Para obtener
ciertas composiciones en las que la composicion contiene principalmente un tipo de célula (p.ej., células madre deri-
vadas de tejido adiposo o células precursoras endoteliales derivadas de tejido adiposo), se puede emplear cualquier
método adecuado para la separacion de los diferentes tipos de células, tal como el uso de anticuerpos especificos
de células que reconocen y se unen a antigenos presentes en las células madre o en las células precursoras endo-
teliales.

Para la mayoria de aplicaciones, la preparacion de la poblacion celular activa requerira la eliminacion del compo-
nente de adipocitos maduros cargados de grasa del tejido adiposo. Esto se lleva a cabo en general mediante una
serie de etapas de lavado y de disgregacion, en las que primero se lava el tejido para reducir la presencia de lipidos
libres (liberados por los adipocitos rotos) y de elementos de la sangre periférica (liberados por los vasos sanguineos
cortados durante la recogida del tejido), y después se disgregan para liberar los adipocitos intactos y otras poblacio-
nes celulares de la matriz de tejido conectivo. En ciertas realizaciones, se separa todo el componente de adipocitos,
o0 componente de células que no son células madre, del componente de células madre del tejido adiposo. En otras
realizaciones, solamente se separa una porcion o porciones del componente de adipocitos de las células madre. Asi,
en ciertas realizaciones, las células madre se pueden administrar con células precursoras endoteliales.

El lavado es una etapa opcional, pero preferida, en la que el tejido se mezcla con disoluciones para eliminar me-
diante lavado los lipidos libres y los componentes celulares individuales, tales como los componentes de la sangre,
dejando fragmentos intactos de tejido adiposo. En una realizacion, el tejido adiposo que se extrae del paciente se
mezcla con solucion salina isotonica u otra(s) solucion(es) fisiologica(s) (p.ej., Plasmalyte®, de Baxter Inc. o
Normoso® de Abbott Labs). Los fragmentos de tejido adiposo intactos se pueden separar de los lipidos libres y de
las células mediante cualquier medio conocido para las personas de experiencia habitual en la técnica, que incluyen,
pero sin limitacion, la filtracion, decantacion, sedimentacion o centrifugacion. En la realizacion ilustrada de la inven-
cion, el tejido adiposo se separa del tejido no adiposo empleando un filtro dispuesto en un recipiente de recogida de
tejidos, tal como se discute en la presente memoria. En otras realizaciones, el tejido adiposo se separa del tejido no
adiposo mediante el uso de un recipiente de recogida de tejidos que utiliza la decantacién, sedimentacion, y/o técni-
cas de centrifugacion para separar los materiales.

Los fragmentos de tejido intacto se disgregan después mediante el uso de cualquier técnica o método convencional,
que incluye la fuerza mecanica (fuerzas de rotura o cizallamiento), digestion enzimatica con enzimas proteoliticas
simples o combinadas, tales como colagenasa, tripsina, lipasa, liberasa H1, o miembros de la familia de Blendzyme
tal como se describe en la pat. de EE.UU. n° 5.952.215, y pepsina, o una combinacion de métodos mecanicos y
enzimaticos. Por ejemplo, el componente celular de los fragmentos de tejido intactos se puede disgregar mediante
métodos que usan la disociacién mediada por colagenasa del tejido adiposo, similar a los métodos para recoger
células endoteliales microvasculares en el tejido adiposo, tal como se describié en la patente de EE.UU. n°
5.372.945. Los métodos adicionales mediante el uso de colagenasa que se pueden usar se describen en la patente
de EE.UU. n° 5.830.714 y 5.952.215, y Williams et al., 1995 (Williams et al., 1995). De forma similar, se puede usar
una proteasa neutra en vez de colagenasa, tal como se describié en (Twentyman y Yuhas, 1980). Ademas, los mé-
todos pueden emplear una combinacion de enzimas, tal como una combinacion de colagenasa y tripsina, como se
describié en (Russell et al., 1976); o una combinacién de una enzima, tal como tripsina, y disociacién mecanica,
como se describio en (Engelholm et al., 1985).

La poblacién de células activas (lipoaspirado procesado) se puede obtener después a partir de los fragmentos de
tejido disgregados reduciendo la presencia de adipocitos maduros. Una suspension del lipoaspirado procesado y del
liquido en el que se disgregd el tejido adiposo se hace pasar después a otro recipiente, tal como un recipiente de
recogida de células. La suspension puede fluir a través de uno o mas conductos al recipiente de recogida de células
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mediante el uso de una bomba, tal como una bomba peristaltica, que extrae la suspensién del recipiente de recogida
de tejido y la impulsa hacia el recipiente de recogida de células. Otras realizaciones pueden emplear el uso de la
gravedad o del vacio a la vez que se mantiene un sistema cerrado. La separacién de las células de la suspension se
puede llevar a cabo mediante sedimentacion por densidad de flotacién, centrifugacion, elutriacion, filtracion, ad-
herencia diferencial a, y elucion desde, restos en fase sdlida, seleccién mediada por anticuerpos, diferencias de
carga eléctrica; microesferas inmunomagnéticas, separacion celular activada por fluorescencia (FACS), u otros me-
dios. Los ejemplos de estas diversas técnicas y dispositivos para llevar a cabo las técnicas se pueden hallar en
(Hemstreet et al., 1980; Schweitzer et al., 1995; Gryn et al., 2002; Prince et al., 2002; Watts et al., 2002; Mainwaring
y Rowley, 1985; Greenberg y Hammer, 2001) y en las pat. de EE.UU. n°s 6.277.060; 6.221.315; 6.043.066;
6.451.207; 5.641.622; y 6.251.295.

En el sistema ilustrado, las células de la suspension se separan del componente acelular de la suspension mediante
el uso de un filtro de membrana giratorio. En otras realizaciones, las células de la suspensién se separan del com-
ponente acelular mediante el uso de una centrifuga. En tal sistema ejemplar, el recipiente de recogida de células
puede ser una bolsa flexible que esta estructurada para ser colocada en una centrifuga (p.ej., manualmente o me-
diante un equipo robético). En otras realizaciones, no se usa una bolsa flexible. Tras la centrifugacién, el compo-
nente celular forma un sedimento, que después se puede resuspender con una disolucion tamponada de manera
que las células se pueden hacer pasar a través de uno o mas conductos hasta un recipiente de mezcla, tal como se
discute en la presente memoria. Los fluidos de resuspension se pueden proporcionar mediante cualquier medio
adecuado. Por ejemplo, se puede inyectar un tampoén en un orificio en el recipiente de recogida de células, o el reci-
piente de recogida de células puede incluir una reserva de tampon que se puede mezclar con el sedimento de célu-
las rompiendo la reserva. Cuando se usa un filtro de membrana giratorio, la resuspensiéon es opcional, ya que las
células permanecen en un volumen de liquido después del procedimiento de separacion.

Aunque el tejido adiposo se puede disgregar completamente para separar las células activas de los adipocitos ma-
duros y del tejido conectivo, en una de las aplicaciones se puede disgregar soélo parcialmente. Por ejemplo, la dis-
gregacion parcial se puede llevar a cabo con una o0 mas enzimas, que se eliminan de al menos una parte del tejido
adiposo antes de tiempo, respecto de la cantidad de tiempo que la enzima se dejaria de otra manera para disgregar
completamente el tejido. Tal proceso puede requerir menos tiempo de procesamiento.

En una realizacion particular, el tejido se lava con solucidn salina isotdnica tamponada estéril y se incuba con cola-
genasa a una concentracion de colagenasa, una temperatura, y un tiempo suficientes para proporcionar una disgre-
gacion adecuada. En una realizacion preferida, la enzima colagenasa usada estara aprobada para el uso en seres
humanos por las autoridades pertinentes (p.ej., en los EE.UU., la Food and Drug Administration). Las preparaciones
de colagenasa adecuadas incluyen colagenasa recombinante y no recombinante. La colagenasa no recombinante se
puede obtener de F. Hoffmann-La Roche Ltd, Indianapolis, IN y/o Advance Biofactures Corp., Lynbrook, NY. La
colagenasa recombinante también se puede obtener como se describié en la patente de EE.UU. n°® 6.475.764.

En una realizacion, las disoluciones contienen colagenasa a concentraciones de alrededor de 10 ug/ml a alrededor
de 50 ug/ml, y se incuban a una temperatura de alrededor de 30 °C a alrededor de 38 °C durante un tiempo de alre-
dedor de 20 minutos a alrededor de 60 minutos. Estos parametros variaran de acuerdo con la fuente de la enzima
colagenasa, optimizados mediante estudios experimentales, para validar que el sistema es eficaz para extraer las
poblaciones de células deseadas en un espacio de tiempo adecuado. Una concentracion, tiempo y temperatura
preferidas particulares son 20 pg/ml de colagenasa (mezclada con la proteasa neutra dispasa; Blendzyme 1, Roche)
incubada durante 45 minutos, a alrededor de 37 °C Una realizacién preferida alternativa aplica 0,5 unidades/mL de
colagenasa (mezclada con la proteasa neutra termolisina; Blendzyme 3). En una realizacion especialmente prefe-
rida, la enzima colagenasa usada es un material aprobado para uso en seres humanos por las autoridades perti-
nentes (p.ej., en los EE.UU., la Food and Drug Administration). La colagenasa usada deberia estar exenta de mi-
croorganismos y contaminantes, tales como endotoxinas.

Tras la disgregacion, la poblacion de células activas se puede lavar/aclarar para eliminar los aditivos y/o subproduc-
tos del proceso de disgregacion (p.ej., colagenasa y lipidos libres recién liberados). La poblacion de células activas
se podria concentrar después mediante centrifugacion u otros métodos conocidos para las personas de experiencia
habitual en la técnica, tal como se discutié anteriormente. Estas etapas de lavado/concentracion tras el procesa-
miento se pueden aplicar por separado o simultaneamente.

En una realizacion, las células se concentran y la colagenasa se elimina pasando la poblacion celular a través de un
sistema de membranas giratorias de flujo continuo o similar, tal como, por ejemplo, el sistema descrito en las paten-
tes de EE.UU. n°s 5.034.135; y 5.234.608.

Ademas de lo anterior, hay muchos métodos post-lavado que se pueden aplicar para purificar adicionalmente la
poblacion de células activas. Estos incluyen tanto la seleccion positiva (seleccionar las células objetivo), como la
seleccion negativa (eliminacién selectiva de las células indeseadas), o las combinaciones de los mismos.

En una realizacion, tras la etapa de lavado celular se inserta en el sistema un material de fase solida con propieda-

des adhesivas seleccionadas para posibilitar la adherencia y/o elucion diferencial de una subpoblacién de células del
lipoaspirado procesado. Esta aproximacion general se ha llevado a cabo en la transfusion clinica de sangre, en la
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que se usan filtros que capturan de manera diferencial los leucocitos para reducir el contenido de leucocitos sangui-
neos contaminantes en los eritrocitos transfundidos (Soli et al., 2001). Los filtros de este tipo los distribuye Pall
Bedical (Leukogard RS and Purecell RCQ) y Asahi (RS2000). La adherencia diferencial también se ha aplicado a la
seleccion positiva de monocitos (Berdel et al., 1982) y de células madre epidérmicas (Bickenbach y Dunnwald,
2000). En esta realizacion, el lipoaspirado procesado se haria pasar a través de un material de filtro en condiciones
de flujo y tampdn predeterminadas para favorecer la adherencia diferencial de las células objetivo y las poblaciones
de células indeseadas. Para la seleccion positiva, el material de filtro y las condiciones permitirian la adherencia
preferente de las células objetivo, mientras el material indeseado pasaria libremente a través del filtro y se eliminaria
mediante lavado con tampén en exceso. Las células objetivo se eluirian del filtro cambiando condiciones tales como
el caudal, el pH, la fuerza iénica, y/o la presencia de cationes necesarios para la adhesion. El material del filtro po-
dria estar en forma de una malla tridimensional, casete empaquetado de particulas pequefias, fibras huecas u otros
mecanismos con un area superficial elevada. En una realizacion preferida, este dispositivo de filtro seria una parte
integral del equipo desechable mostrado en la Figura 1, y se insertaria en el dispositivo mostrado en la Figura 4.
Tanto el equipo como el dispositivo tendrian que modificarse ligeramente de los ejemplos mostrados en las figuras
especificadas; en la Figura 1 para incluir el filtro y su alojamiento, y en la Figura 4 para posibilitar la insercién del
alojamiento del filtro y los tubos (que incluyen valvulas) necesarios para el mantenimiento de una ruta fluida cerrada
estéril. De manera alternativa, la cdmara de mezcla (Componente 108 de la Figura 4; componente 30 de la Figura 1)
se podria sustituir por los adaptadores del dispositivo y el filtro/alojamiento, respectivamente.

Una realizacion alternativa de esta aproximacion de adherencia diferencial incluiria el uso de anticuerpos y/o combi-
naciones de anticuerpos que reconocen las moléculas superficiales expresadas de manera diferencial en las células
objetivo y en las células indeseadas. La seleccién basada en la expresion de marcadores superficiales celulares
especificos (o combinaciones de los mismos) es otra técnica aplicada habitualmente, en la que los anticuerpos estan
unidos (directamente o indirectamente) a una estructura de soporte de fase sélida (Geiselhart et al., 1996; Formanek
et al., 1998; Graepler et al., 1998; Kobari et al., 2001; Mohr et al., 2001). Esta aproximacion tiene aplicaciones evi-
dentes tanto en la seleccion positiva como en la seleccion negativa, en las que, por ejemplo, se podrian eliminar los
leucocitos sanguineos residuales mediante el uso del anticuerpo CD45). De forma similar, Reyes et al. han aplicado
una mezcla compleja de anticuerpos en la seleccién de una célula progenitora adulta multipotencial a partir de mé-
dula 6sea humana (Reyes et al., 2001). Por ejemplo, se podria emplear un anticuerpo tal como AP2 (Joyner et al.,
1999), que se une de manera especifica a las células adipociticas, para eliminar de manera preferente las células
adipociticas residuales (que incluyen los adipocitos inmaduros y los adipoblastos). La seleccion positiva se podria
aplicar mediante el uso de anticuerpos especificos para la(s) poblacion(es) de célula(s) objetivo. Por ejemplo, Quirici
et al. han usado anticuerpos hacia el receptor del factor de crecimiento nervioso para enriquecer células madre me-
senquimatosas derivadas de médula 6sea (Quirici et al., 2002).

En una realizacién de una aproximacion basada en anticuerpos, se afiadiria un anticuerpo (por ejemplo AP2) o una
mezcla de anticuerpos (por ejemplo AP2, CD3, CD19, CD11b) al lipoaspirado procesado. Un experto en la técnica
reconocera otros muchos anticuerpos y combinaciones de anticuerpos, y estos ejemplos se proporcionan a modo de
ejemplo unicamente. Tras la incubacion, en condiciones predeterminadas para permitir la union 6ptima de estos
anticuerpos a sus antigenos afines, las células se lavarian haciéndolas pasar a través del filtro de membrana girato-
rio u otra realizacion de la camara de lavado de células para eliminar el anticuerpo en exceso sin unir. Las células se
harian pasar después sobre una estructura de fase sélida similar a la descrita en la realizaciéon anterior, pero en la
que la fase sélida tiene unido un anticuerpo secundario capaz de proporcionar una union de afinidad elevada a los
anticuerpos primarios ahora unidos a la superficie celular. Las células objetivo, por ejemplo las células madre deriva-
das de tejido adiposo, pasarian libremente a través de este filtro debido a la ausencia de expresion de los antigenos
superficiales celulares reconocidos por el anticuerpo seleccionado (mezcla de anticuerpos), por lo que se crearia un
sistema de seleccidon negativa. En este sistema, el equipo desechable (Figura 3) y el dispositivo (Figura 4) se some-
terian a modificaciones menores muy similares a las descritas en la realizacién anterior.

Se podria llevar a cabo una realizacion de seleccién positiva mediada por anticuerpos de una manera muy similar
incluyendo un tercer aditivo que facilite la separacion de las células del soporte de fase sélida. En esta realizacion,
se podria afadir la enzima papaina o quimopapaina para escindir las moléculas de anticuerpo vy liberar las células
del soporte de fase solida (Civin et al., 1990). Otra alternativa seria el uso de péptidos especificos que competirian
con el antigeno de la superficie celular por la unién a los anticuerpos, tal como describié Tseng-Law et al., patente en
EE.UU. n°6.017.719.

En otra realizacion, se podria resuspender el sedimento celular, aplicarlo sobre (o bajo) un material fluido formado en
un gradiente de densidad continuo o discontinuo y colocarlo en una centrifuga para la separacion de las poblaciones
celulares basandose en la densidad celular. Los ejemplos de medios adecuados para la formacion de tales gradien-
tes incluyen Percoll y Ficoll-Paque (Qian et al., 1998) (Smits et al., 2000) o Ficoll-Paque (Lehner y Holter, 2002; Van,
V et al., 2001). Esta realizacion seria capaz de separar ciertas poblaciones de células sanguineas residuales y adi-
pocitos inmaduros (pre-adipocitos) de la poblacion de células.

En una realizacion similar, también se pueden emplear aproximaciones de flujo continuo tales como aféresis (Smith,
1997), y elutriacion (con o sin contracorriente) (Lasch et al., 2000) (Ito y Shinomiya, 2001). Tales mecanismos se han
usado para fraccionar células sanguineas, lo que incluye la separacién de eritrocitos sanguineos basandose en la
edad (Lasch et al., 2000), y la aplicacién de esta aproximacién general a la purificacion adicional de células de inte-
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rés del lipoaspirado procesado sera evidente para un experto en la técnica. Esta realizacion puede requerir la modifi-
cacion del dispositivo de la Figura 4 y el equipo desechable (Figura 3) de forma que el dispositivo estaria integrado
con un segundo dispositivo que proporcionaria la capacidad de aféresis o de elutriacion.

La adherencia al plastico, seguida por un corto periodo de expansion celular, también se ha aplicado en poblaciones
de células madre de adulto derivadas de médula ésea (Jaiswal et al., 2000). Esta aproximacion usa condiciones de
cultivo para expandir de manera preferente una poblacion, mientras otras poblaciones se mantienen (y por lo tanto
se reducen por dilucién con las células seleccionadas en crecimiento) o se pierden debido a la ausencia de condi-
ciones de crecimiento necesarias. Sekiya et al. han descrito condiciones que se podrian emplear a este respecto
para células madre derivadas de médula ésea (Sekiya et al., 2002). Esta aproximacién (con o sin adherencia dife-
rencial al plastico de cultivo de tejidos) se podria aplicar a una realizacién adicional de esta invenciéon. En esta
aproximacion las células se extraen del dispositivo mostrado en la Figura 4 y se colocan en un segundo dispositivo
que proporciona el componente de cultivo celular. Este podria estar en forma de un incubador de cultivo de tejidos
de laboratorio convencional o un dispositivo de tipo biorreactor tal como el descrito por Tsao et al., patente de
EE.UU. n° 6.001.642, o por Armstrong et al., patente de EE.UU. n°® 6.238.908. En una realizacion alternativa, el com-
ponente de mezcla (componente 108 del dispositivo mostrado en la Figura 4; componente 30 en la Figura 3) se
podria sustituir por un componente de biorreactor que posibilita la adherencia y/o el cultivo celular a corto plazo del
lipoaspirado procesado. Esta aproximacion alternativa permitiria la integracién del componente de biorreactor en el
dispositivo, y eliminaria la necesidad de extraer las células de este dispositivo y su colocacién en otro.

i Método llustrado para Obtener un Lipoaspirado Procesado

Se ilustra un ejemplo de un sistema de extraccion de tejido para extraer el tejido adiposo de un paciente en la Fig. 1.
En una aplicaciéon amplia del sistema usado por la invencion, el sistema de extraccion de tejido 10 incluye un reci-
piente de recogida de tejido 12 y un recipiente de mezcla 30 acoplado al recipiente de recogida de tejido 12. El aco-
plamiento entre el recipiente de mezcla 30 y el recipiente de recogida de tejido 12 define preferiblemente un sistema
cerrado en el que el tejido que se dirige desde el recipiente de recogida de tejido 12 hacia el recipiente de mezcla 30
no se expone al medio externo. El sistema 10 también incluye una salida 32 que esta estructurada para permitir que
las células madre concentradas se extraigan del sistema de recogida de tejido 10 para ser administradas a un pa-
ciente. El recipiente de recogida de tejido 12 incluye un orificio de entrada de recogida de tejido 14 y un filtro 16. El
filtro 16 esta dispuesto dentro del recipiente, y esta estructurado para retener el tejido adiposo y dejar pasar el tejido
no adiposo a medida que, por ejemplo, los tejidos se extraen del paciente. Mas especificamente, el filtro 16 permite
el paso de lipidos libres, sangre, y solucidn salina, a la vez que retiene fragmentos de tejido adiposo durante, o en
otra realizacion después de, la recogida inicial del tejido adiposo. A este respecto, el filtro 16 incluye una diversidad
de poros, de tamarios iguales o diferentes, pero que oscilan en un tamario de alrededor de 20 um a 5 mm. En un
sistema preferido, el filtro es una malla de poliéster de calidad médica de un grosor de alrededor de 200 ym, con un
tamafio de poro de alrededor de 265 ym y alrededor de un 47% de area expuesta. Este material mantiene el tejido
durante el lavado, pero permite que las células pasen a través de la malla tras la disgregacion del tejido. Asi, cuando
los tejidos se aspiran del paciente, el tejido no adiposo se puede separar del tejido adiposo. El recipiente de mezcla
30 incluye un orificio de aditivo 31 que esta estructurado para permitir que un usuario administre un aditivo al reci-
piente de mezcla 30 para mezclarlo con las células madre contenidas en el recipiente de mezcla 30. En un sistema
preferido, las dimensiones del recipiente de recogida de tejido 12 deberian ser adecuadas para permitir la retencion
de aproximadamente 1 litro de fragmentos de tejido dentro del filtro. En otros sistemas, el recipiente de recogida de
tejido 12 puede tener un tamafio para albergar un volumen mayor o menor de fragmentos de tejido; por ejemplo, el
recipiente de recogida de tejido puede tener un tamafio para almacenar al menos 100 mL de fragmentos de tejido
adiposo, y hasta alrededor de 2 L de fragmentos de tejido adiposo.

Con respecto a las caracteristicas adicionales presentes en el sistema 10 de la Fig. 1, el orificio de entrada de tejido
14 esta acoplado a una canula 24 por medio de un tubo 22 para definir un tubo de extraccion de tejido. En la realiza-
cion ilustrada, la canula 24 es una canula de liposuccion integrada de un Unico uso, y el tubo es un tubo flexible. La
canula tiene unas dimensiones adecuadas para ser insertada en un paciente para extraer el tejido adiposo del pa-
ciente. El tubo 22 usado en el sistema deberia ser capaz de resistir la presion negativa asociada a la lipoplastia
asistida por succion para reducir la probabilidad de su colapso. El recipiente de recogida de tejido 12 también incluye
un orificio de aspiracion 18 dispuesto en el lado opuesto del filtro 16 respecto del orificio de entrada de tejido 14. El
orificio de aspiracién 18 esta estructurado para acoplarse a un dispositivo de succién 20, que se puede hacer funcio-
nar de manera manual o automatica. El dispositivo de succion 20 puede ser una jeringa o puede ser un dispositivo
de vacio eléctrico, entre otras cosas. El dispositivo de succion 20 deberia ser capaz de proporcionar una presion
negativa suficiente al recipiente 12 y la canula 24 para aspirar el tejido de un paciente. Tal como se ilustra, el dispo-
sitivo de succion 20 esta acoplado a un orificio de aspiracién 18 por medio del tubo 22.

También se ilustra que el sistema de extraccion de tejido 10 incluye un recipiente de recogida de células 26 colocado
entre el recipiente de recogida de tejido 12 y el recipiente de mezcla 30. El recipiente de recogida de células 26 esta
colocado en el sistema 10 de manera que las células, tales como células madre, pasan desde el recipiente de reco-
gida de tejido 12 al recipiente de recogida de células 26 antes de pasar al recipiente de mezcla 30. En el sistema
ilustrado, el recipiente de recogida de células 26 esta acoplado al recipiente de recogida de tejido 12 por medio del
orificio de recogida de células 48. En una version del sistema 10, el recipiente de recogida de células 26 incluye un
concentrador de células (no mostrado) que facilita la separacién de las células en una suspensién. Un ejemplo de un
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concentrador de células es un dispositivo de centrifuga que puede separar las células de otros materiales basan-
dose, por ejemplo, en el tamafio o la densidad de las células. Otro ejemplo es un filiro de membrana giratorio, tal
como se discutié anteriormente. También se ilustra que el sistema 10 incluye un filtro 28 estructurado para dejar
pasar las células desde el recipiente de recogida de células 26 hasta el recipiente de mezcla 30, y para impedir el
paso del material que es, por ejemplo, mayor que las células. El recipiente de recogida de células 26 también incluye
una salida hacia el recipiente de residuos 36. La direccion del flujo del material contenido en el recipiente de reco-
gida de células 26 esta determinada por la posicion de una o mas valvulas que pueden controlar si el material fluye
hacia el recipiente de residuos 36 o hacia el recipiente de mezcla 30.

En el sistema ilustrado, el filtro de células 28 comprende una diversidad de poros que tienen un diametro o longitud
menor de 200 uym. En ciertos sistemas, los poros pueden tener diametros que son menores de 200 um. En otros
sistemas, los poros pueden tener diametros entre 20 y 200 um. El filtro de células 28 puede estar separado del reci-
piente de recogida de células 26 o puede estar contenido dentro del recipiente de recogida de células 26. El filtro de
células 28 también puede formar parte integrante del recipiente de recogida de células 26. Los sistemas adicionales
del sistema 10 no incluyen el filtro 28. El recipiente de recogida de células puede estar fabricado de cualquier mate-
rial adecuado. Por ejemplo, el recipiente de recogida de células 26 puede ser una bolsa de plastico, tal como las
usadas de manera convencional en el procesamiento de sangre en los bancos de sangre; o en otros sistemas puede
ser estructuralmente regida. En ciertos sistemas, el recipiente de recogida de células 26 puede incluir una camara de
preparacion de componentes y una camara de lavado/separacion de células.

En ciertos sistemas, la camara de preparacién de componentes incluye uno o mas orificios para la adicion de agen-
tes que mejoran el proceso de separacion de las células madre para la administracién a un paciente, tales como
factores de crecimiento o tampones para resuspender las células, como se discutié anteriormente. En estos siste-
mas, la camara de preparacién de componentes incluye preferiblemente un dispositivo de mezcla para mezclar o
agitar las células y aditivos en el recipiente. La camara de preparacion de componentes incluye también uno o mas
orificios para extraer las células recogidas en ella. Se puede proporcionar un orificio para hacer pasar las células
hacia el recipiente de mezcla 30. Se pueden proporcionar otros orificios para dirigir las células, o una porcién de las
células, hacia otros objetivos, tales como materiales para implantes, que incluyen fragmentos éseos, o hacia disposi-
tivos de cultivo o purificacion de células. En un sistema, la camara de lavado/separacion de células incluye un com-
ponente de filtro de membrana giratorio, que se puede usar como concentrador de células ademas de, o preferible-
mente, como alternativa a, un dispositivo de centrifuga.

También se ilustra que el sistema 10 incluye un tubo de recuperacion de tejido 34 que esta colocado para proporcio-
nar un conducto desde el recipiente de recogida de tejido 12 hasta el recipiente de mezcla 30. Asi, la tuberia de
recuperacion de tejido 34 hace pasar o dirige el tejido contenido dentro del recipiente de recogida de tejido 12 hacia
el recipiente de mezcla 30, en el que el tejido se puede mezclar con células obtenidas desde un recipiente de reco-
gida de células 26. En el sistema ilustrado, el tubo de recuperacion de tejido 34 se prolonga en el recipiente de tejido
12 para extraer el tejido adiposo que esta contenido en el filtro 16. El tejido se hace pasar o se dirige a través del
tubo de recuperacion de tejido 34 mediante el uso de una o mas bombas o dispositivos de succién para hacer pasar
el tejido adiposo que se ha lavado, pero que no se ha disgregado necesariamente.

En un sistema, el sistema 10 incluye un dispositivo de control de la temperatura que esta colocado con respecto al
sistema 10 para ajustar la temperatura del material contenido en el recipiente de recogida de tejido 12. En ciertos
sistemas, el dispositivo de control de la temperatura es un calentador, y en otras realizaciones, el dispositivo de
control de la temperatura es un enfriador. En los sistemas adicionales, el dispositivo de control de la temperatura
puede ser capaz de conmutar entre un calentador y un enfriador. El dispositivo de control de la temperatura puede
ser un dispositivo que ajusta la temperatura del tejido adiposo contenido en el recipiente de recogida de tejido 12, o
puede ser un dispositivo que esta colocado para cambiar la temperatura del fluido que se comunica al recipiente de
recogida de tejido 12. Se ha descubierto que el calentamiento del tejido adiposo facilita la disgregacion del tejido
para aumentar la separacion del componente de células activas. Ademas, en ciertos sistemas es deseable enfriar
una porcion del tejido, preferiblemente el componente de células activas, para proporcionar una proteccion a las
células. Incluso un enfriamiento suave de las células puede proporcionar una proteccion adecuada para mejorar la
supervivencia celular durante el procesamiento.

Se ilustra que la salida 32 del sistema de extraccion de tejido 10 es un componente del recipiente de mezcla 30. En
los sistemas adicionales, la salida 32 esta alejada del recipiente de mezcla 30. La salida 32 comprende preferible-
mente un cierre que mantiene la configuracion sellada del sistema de extraccion de tejido 10, y, en ciertos sistemas,
la salida 32 comprende una membrana impermeable al fluido (p.ej., una membrana que es impermeable a los liqui-
dos y al aire). La salida 32 deberia estar estructurada para hacer pasar la composicion del recipiente de mezcla 30 a
un paciente en condiciones adecuadas. Por ejemplo, si se usa una jeringa para retirar la composicion, la salida 32
deberia poder alojar la aguja de la jeringa sin comprometer la esterilidad del sistema o de la composicion. En los
sistemas adicionales, si la salida esta acoplada a un dispositivo que esta configurado para administrar la composi-
cion, pero no para retirar la composicién, tal como una canula que administra la composicion aplicando una presion
positiva para desplazar la composicion a través de la canula, la salida 32 deberia estar configurada para permitir que
la composicion contenida en el recipiente de mezcla 30 pase a la canula. En otras versiones del sistema, la salida 32
puede comprender, o puede estar acoplada en forma de sistema cerrado, un dispositivo para administrar la compo-
sicidn, tal como una aguja de una jeringa o una canula para administrar la composicion aplicando una presion posi-
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tiva.

También se ilustra que el sistema de extraccion de tejido 10 incluye un recipiente de residuos 36 colocado para
recoger los residuos del recipiente de recogida de tejido 12. En el sistema ilustrado, el recipiente de residuos 36
también esta acoplado y colocado para recibir los residuos del recipiente de recogida de células 26. Se proporciona
un recipiente de lavado 38 en comunicacion fluida con el tubo de lavado 39 para suministrar un fluido de lavado, tal
como solucién salina o cualquier otro tampdn adecuado, a través del orificio de lavado 46 en el recipiente de reco-
gida 12. El recipiente de recogida de tejido 12 incluye también una entrada de aire 40 para controlar la cantidad de
presién dentro del recipiente de recogida de tejido 12. Se proporciona un tubo de aditivo 42 en el recipiente de reco-
gida de tejido 12 para permitir que se afiada un aditivo en el recipiente de recogida de tejido 12. Con referencia a los
métodos descritos en la presente memoria, el tubo de aditivo 42 se proporciona para suministrar una o mas enzimas
al recipiente de recogida de tejido 12 para facilitar la separacion del componente de células activas del resto del
tejido adiposo contenido en el filtro 16. Tal como se ilustra, el tubo aditivo 42 comprende una aguja 44 que se puede
usar para recibir la enzima de un recipiente adecuado.

Una version particular de los componentes del sistema de extraccion de tejido 10 se ilustra en las Figs. 2 y 3, en las
que los numeros similares representan partes similares. En el sistema particular de las Figs. 2 y 3, el recipiente de
recogida de tejido 12 incluye un cuerpo que mantiene su forma cuando se aplica la succion al recipiente. Mas espe-
cificamente, el recipiente de recogida de tejido 12 incluye un cuerpo rigido, por ejemplo, un cuerpo construido de un
policarbonato de calidad médica que contiene una bolsa de filtracion aproximadamente coénica de un poliéster de
calidad médica con un tamario de malla de 275 pm. El recipiente de recogida de tejido rigido puede tener un tamafio
de aproximadamente 20,3 centimetros de altura y aproximadamente 12,7 centimetros de diametro; el grosor de la
pared puede ser de alrededor de 0,3 centimetros. Se accede al interior del cilindro a través de dos orificios para los
tubos de succion, dos orificios con tubos para la conexién por medio de una técnica de acoplamientos estériles, y
dos orificios para accesos de puncion de agujas a través de un tabique de caucho. Se podria conseguir la misma
funcionalidad con diferentes materiales, tamafios de malla, y nimero y tipo de orificios. Por ejemplo, los tamarfios de
poro de la malla menores de 100 um o grandes, como de varias micras, conseguirian el mismo propdsito de dejar
pasar la solucién salina y las células sanguineas a la vez que se retendrian los agregados y fragmentos de tejido
adiposo. De forma similar, el proposito del dispositivo se podria llevar a cabo mediante el uso de un material plastico
rigido alternativo, mediante la sustitucion de la canula desechable por una canula estéril multi-uso no desechable, o
mediante otras muchas modificaciones que serian conocidas para los expertos en la técnica. Sin embargo, en otras
versiones del sistema de extraccién de tejido 10, el recipiente de recogida de tejido 12 puede incluir un cuerpo com-
primible, tal como una bolsa de recogida de tejido. En tales sistemas, la bolsa se proporciona preferiblemente con un
soporte, tal como un armazén interno o externo, que ayuda a reducir la probabilidad de que la bolsa colapse tras la
aplicacion de succion a la bolsa.

Para reducir la contaminacion dentro del sistema de extraccion de tejido 10, se puede proporcionar una o mas abra-
zaderas 23 en los diversos tubos o conductos para controlar el flujo de material a través de los tubos hacia los diver-
sos componentes del sistema. Las abrazaderas 23 permiten que un usuario selle de manera eficaz diversas regio-
nes del sistema de extraccion de tejido 10. En un sistema preferido, uno o mas de los componentes del sistema 10
son desechables. El evitar la reutilizacion de los componentes en esta realizaciéon ayuda a reducir la contaminacion
que puede estar asociada al uso repetido de diversos componentes. Ademas, el proporcionar los componentes en
un equipo desechable proporciona la ventaja de poder esterilizar todos los componentes a la vez, lo que reduce
sustancialmente el tiempo necesario para poner en practica los métodos descritos en la presente memoria. En las
versiones completamente o parcialmente automatizadas del sistema, se pueden aplicar valvulas controladas por
computadora ademas de, o como alternativa a, las abrazaderas 23.

Ademas, el sistema de extraccion de tejido 10 puede incluir dispositivos o0 componentes adicionales que permiten,
entre otras cosas, la determinacion del volumen de material retenido en el filtro 16, para permitir registrar informacion
escrita relacionada con el procedimiento de extraccion o de procesamiento, o para llevar a cabo otras funciones
complementarias tales como el acoplamiento del dispositivo a un soporte o a la cama durante el funcionamiento.

Los componentes del sistema de extraccion de tejido 10 deberian estar fabricados de materiales que no sean reacti-
vos con los fluidos o tejidos biolégicos, y que no sean reactivos con los agentes usados en el procesamiento de los
fluidos y tejidos biologicos. Ademas, los materiales de los que estan fabricados los diversos componentes deberian
ser capaces de resistir la esterilizacion, tal como mediante autoclavado, e irradiacién, lo que incluye, pero sin limita-
cion, la irradiacion beta o gamma. El tubo y el asa de la canula pueden estar fabricados de cualquier material ade-
cuado, tal como polietileno. La canula puede estar fabricada de cualquier material adecuado, que incluye acero
inoxidable.

De acuerdo con la invencion descrita en la presente memoria, el sistema de extraccion de tejido 10 proporciona un
sistema cerrado que es conveniente para la extraccién, el procesamiento y la administracion de células madre adul-
tas halladas en el tejido adiposo. El sistema se puede colocar cerca del paciente para la extraccion del tejido adi-
poso, vy el tejido se puede procesar sin la necesidad de que el tejido se extraiga del sistema. Asi, se describe un
sistema que puede proporcionar composiciones mejoradas de células madre recientes a un paciente, y que reduce
los riesgos potenciales asociados al cultivo o a la conservacion de las células madre.
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Por lo tanto, basandose en la presente descripcion, la presente invencion puede usar un método para la extraccion
de tejido de un paciente mediante el uso de las etapas siguientes: (i) preparar al paciente como para una lipoplastia
tradicional; (ii) extraer la canula y el sistema de extraccién de tejido de los materiales de empaquetamiento hasta el
campo estéril; (iii) conectar una bomba de liposuccion (con una valvula convencional y filtros microbianos en serie) al
adaptador del tubo flexible que conduce al recipiente de recogida de tejido; (iv) asegurarse de que las abrazaderas
de rosca del tubo no estan acopladas en los orificios de succién del recipiente de recogida de tejido; (v) usar la ca-
nula como una canula de liposuccién normal para extraer el tejido adiposo indeseado; (vi) aplicar, en una realizacion
de funcionamiento manual, dos abrazaderas de rosca de tubos para sellar el recipiente de recogida de tejido des-
pués de haber recogido la cantidad deseada de tejido adiposo con el recipiente de recogida de tejido; (vii) asegu-
rarse de que el recipiente de recogida de tejido esta etiquetado de manera adecuada con una etiqueta de identifica-
cion del paciente, y registrar cualquier informacién adicional en la etiqueta (fecha y hora del procedimiento, etc.) de
acuerdo con la practica institucional, y (viii) extraer el tejido adiposo del paciente.

Con respecto al sistema de extraccion de tejido 10 ilustrado, el tejido se recoge directamente en los componentes de
procesamiento uniendo el tubo 22 a la fuente de succién 20 con una valvula de fluido en serie e insertando la canula
24 en el sitio de recogida. El tejido adiposo se aspira después hasta el recipiente de recogida de tejido 12 en el que
es retenido por el filtro 16 contenido dentro del recipiente de recogida de tejido 12. Tras la recogida del tejido, el
tejido adiposo recogido se puede lavar con un fluido de lavado, tal como solucién salina isotonica estéril, contenido
en el recipiente de lavado 38 afiadido al recipiente de recogida de tejido 12 a través del tubo de lavado 39. Cuando
el recipiente de recogida de tejido 12 esta hecho de un material rigido en la realizacién ilustrada para soportar la
recogida con succion, el aire desplazado del alojamiento durante la adicién de solucién salina se puede emitir a
través del orificio de entrada de aire 40. De manera alternativa, el aire se puede desplazar hacia el recipiente de
residuos 36 o un lugar de almacenamiento similar. Una vez que se ha lavado el tejido, el material residual se puede
dejar fluir hacia el recipiente de residuos 36.

Después de haber recogido el tejido, se puede insertar la aguja 44 en un vial estéril de una disolucion enzimatica
que contiene colagenasa que después se hace pasar al recipiente de recogida de tejido 12, donde se mezcla con el
tejido adiposo a una temperatura de, o aproximadamente, 37 °C durante 15-60 minutos. Las etapas de lavado se
pueden repetir segun sea necesario, y el tejido disgregado se puede lavar tras la elucidon de la poblacion de células
activas para maximizar el rendimiento. Al final de la disgregacion del tejido el recipiente de recogida de tejido 12 se
coloca boca arriba para permitir la flotacién de los adipocitos. La poblacion de células activas se deja fluir después
hacia el recipiente de recogida de células 26, en el que las células se separan de la colagenasa y de los lipidos libres
residuales. Las células se pueden lavar y/o concentrar mediante cualquier método conocido para las personas de
experiencia habitual en la técnica, que incluye, pero sin limitacién, los lavados por centrifugaciéon/resuspension se-
cuencial o los mecanismos de flujo continuo. Las células concentradas y lavadas se dejan fluir después hacia el
recipiente de mezcla 30, en el que se pueden mezclar con tejido intacto del tubo de recuperacion de tejido 34 y/o
cualquier aditivo deseado antes de extraerlas a través de la salida 32 para la administracién a un paciente. El mate-
rial contenido en el recipiente de recogida de células 26 se puede filtrar mediante el uso del filtro de células 28 tras el
lavado para aumentar la eliminacién de agregados de tejido y células residuales indeseados que podrian conducir a
un embolismo tras la aplicacion.

Durante el procesamiento, se pueden afadir uno o mas aditivos a los diversos recipientes, segun sea necesario,
para mejorar los resultados. Algunos ejemplos de aditivos incluyen agentes que optimizan el lavado y la disgrega-
cion, aditivos que mejoran la viabilidad de la poblacién de células activas durante el procesamiento, agentes antimi-
crobianos (p.ej., antibidticos), aditivos que lisan adipocitos y/o eritrocitos, o aditivos que enriquecen las poblaciones
celulares de interés (mediante adherencia diferencial a restos en fase solida o para favorecer de otra manera la
reduccion o enriquecimiento sustancial de poblaciones celulares).

En el sistema anterior, el recipiente de recogida de tejido 12 es intrinseco a los componentes de procesamiento del
sistema de extraccion de tejido 10. De manera alternativa, se podria emplear un recipiente de recogida de tejido
separado, tal como el descrito en la solicitud de patente n°® 10/242.094, titulada PRESERVATION OF NON
EMBRYONIC CELLS FROM NON HEMATOPOIETIC TISSUES, presentada el 12 de septiembre de 2002, que rei-
vindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de EE.UU. 60/322.070 presentada el 14 de septiembre de
2001, en su totalidad o en parte con la transferencia posterior del material disgregado a los componentes de proce-
samiento. Se describen recipientes de recogida de tejido potenciales adicionales en las patentes de EE.UU. n°s
6.316.247 y 5.372.945.

Como se indicé anteriormente, los métodos se pueden automatizar proporcionando uno o mas dispositivos adicio-
nales que pueden llevar a cabo automaticamente las etapas de los métodos. En tales aplicaciones, un dispositivo de
procesamiento (p.ej., un microprocesador o un ordenador personal) es un dispositivo para automatizar parcialmente
o completamente las etapas descritas anteriormente. Los ejemplos de etapas susceptibles de tal automatizacién
incluyen, pero sin limitacién, controlar la entrada o la salida de fluidos y tejidos a lo largo de rutas de tubos particula-
res controlando bombas y valvulas del sistema o del dispositivo de procesamiento; detectar bloqueos con sensores
de presion; mecanismos de mezcla, medida de la cantidad de tejido y/o fluido a mover por una ruta particular me-
diante el uso de mecanismos volumétricos; mantenimiento de las temperaturas de los diversos componentes me-
diante el uso de dispositivos de control de calentamiento; lavado y concentraciéon de las células, e integraciéon del
proceso con mecanismos de mediciéon de tiempo y programas informaticos. En un sistema, el programa informatico
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puede controlar los parametros del proceso para permitir la produccién de una poblacion de células preparada res-
pecto de parametros especificos definidos por un operador. Asi, el dispositivo o dispositivos de automatizaciéon mejo-
ran el rendimiento de los procedimientos, y proporcionan una recogida automatica de tejido adiposo y un procesa-
miento del tejido adiposo para la administracién a un paciente.

Se ilustra un dispositivo de automatizacion particular en la Fig. 4. Un recipiente de extraccion de tejido (no mostrado)
se coloca en un dispositivo 100 mediante el uso de marcadores de referencia codificados por colores 112-118 para
alinear e insertar de manera adecuada los tubos en las rutas adecuadas. El dispositivo 100 incluye una diversidad de
valvulas 105y 110, y una diversidad de bombas 104 y 109. Los tubos se colocan en una serie de valvulas 105, 110 y
bombas 104, 109 que se controlan mediante un sistema microprocesador integrado para coordinar el flujo de fluido y
de tejido de acuerdo con el programa definido por el usuario. La selecciéon del programa esta mediada por un panel
de interfaz con el usuario 106. Se coloca un recipiente de solucién salina en una estructura de sujecion 101 y se une
al recipiente de recogida de tejido. Se inserta un vial o un tubo de colagenasa u otro medio o mezcla de disociacion
de tejidos (no mostrado) en el recipiente de recogida de tejido en el punto 103. Una bolsa de residuos (no mostrada)
se inserta en una estructura de sujecién 111, la cdmara de separacién de células/recipiente de recogida de células
se coloca en una estructura de sujecion 107, y el recipiente de mezcla de tejido/células se coloca en la estructura de
sujecion 108. El recipiente de recogida de tejido se coloca en la camara de agitacién/incubacion 102.

El tejido adiposo se puede recoger en el recipiente de recogida de tejido mientras el recipiente esta en su posicion
dentro del dispositivo, o antes de la colocacién dentro del dispositivo. El dispositivo puede contener una pieza inser-
tada trasparente 119 opcional u otro dispositivo que permita la determinacion del volumen de tejido dentro del reci-
piente de recogida de tejido. De manera alternativa, el volumen se puede determinar mediante la medida del peso
del material contenido en la camara de agitacién/incubacion 102 (que corresponde al recipiente de recogida de tejido
12). Este volumen se puede visualizar en la pantalla de interfaz del usuario 106.

El microprocesador abre después las valvulas 105 en los tubos 114 y 115 y activa las bombas 104 en el tubo 114
para la introduccién de solucion salina en la camara de recogida 102 y para la extraccion del material residual 115
hasta la bolsa de residuos 111. Durante este proceso, la camara de recogida se agita mediante balanceo, y se man-
tiene a una temperatura programada mediante dispositivos de calentamiento integrados en la camara 102. En ciertos
sistemas, el procesamiento del tejido puede usar una solucién salina precalentada, en cuyo caso el papel del dispo-
sitivo de calentamiento de la camara de agitacion/incubacién es mantener la temperatura en el punto preprogra-
mado, en vez de incrementar la temperatura.

Una vez que el tejido se lava, se puede extraer una fraccion del 0% al 100% del tejido adiposo intacto lavado de la
camara de incubacién 102 mediante la activacion de la bomba 109 y la vélvula 110 del tubo 116. El material extraido
en este momento se mantiene en la camara de mezcla 108. Se afiade medio de disociacion 103 al material restante
de la camara 102 abriendo la valvula 105 del tubo 113, cerrando otras valvulas y activando la bomba 104 del tubo
113. Tras la adicion del medio de disociacion, la camara 102 se agita y se mantiene a la temperatura descrita ante-
riormente. Al final del periodo de incubacién programado se detiene la agitacion para permitir la flotacion de los adi-
pocitos. Se puede afiadir solucion salina adicional para facilitar este proceso. Tras la flotacién de los adipocitos, las
valvulas de los tubos 112 y 115 se abren para permitir la extraccion de la poblaciéon de células objetivo de la camara
102 hasta la camara de lavado de células 107. Las células lavadas se extraen a través del tubo 117 hacia la cdmara
de mezcla 108, el sobrenadante y la disolucion de lavado se extraen hacia la cdmara de residuos 111 a través del
tubo 118. Se hace pasar solucién salina adicional al sistema a través del tubo 114 para completar el proceso de
lavado. Las células se mezclan en la camara 108 con el tejido intacto extraido a través del tubo 116 anteriormente
en el procesamiento. La mezcla se puede llevar a cabo mediante cualquier medio conocido para los expertos en la
técnica, que incluye, pero sin limitacién, la agitacién por balanceo/inversién de la camara, o mediante compresion
pulsatil o rodillos en movimiento. EI material mezclado se puede extraer después a través del orificio de la camara de
mezcla del equipo desechable.

El dispositivo incluye un mecanismo controlado por microprocesador para automatizar el proceso segun los parame-
tros preprogramados 106. Este sistema incluiria también el uso de sensores de presion para la deteccién de blo-
queos y mecanismos de seguridad y de control de calidad similares. En un sistema preferido, el componente infor-
matico del sistema incluiria la recogida automatizada de "datos de funcionamiento” que incluyen, por ejemplo, los
numeros de lote de los componentes desechables, medidas de temperatura y de volumen, parametros sobre el
volumen de tejido y el nUmero de células, la dosis de enzimas aplicadas, el tiempo de incubacion, 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 lectura de cédigos de barras para permitir la entrada de datos de estas variables (por ejemplo, el
numero de lote del equipo desechable y la fecha de caducidad, el numero de lote y la fecha de caducidad de la cola-
genasa, los identificadores del paciente/muestra, etc.) en el dispositivo controlador como parte de la documentacion
de procesamiento. Esto reduciria la posibilidad de errores en la introduccion de los datos. Este dispositivo se podria
incorporar facilmente en el sistema controlador mediante el uso de un puerto y sistema interfaz USB o de otro tipo
conocido en la técnica. De esta manera el dispositivo proporcionaria un control integrado de la introduccion de los
datos y la documentacion del proceso. Un informe impreso de estos parametros seria parte de los parametros defi-
nidos por el usuario de un funcionamiento programado del dispositivo. Naturalmente, esto requeriria la integracion de
un componente de impresion (equipo fisico y controlador) o de un controlador de impresion en el soporte informatico
mas un conector de salida de interfaz para una impresora (p.gj., un puerto USB) en el equipo fisico del dispositivo.
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En un sistema adicional, el soporte informatico incorporado en el controlador avisaria a los usuarios a través de las
etapas necesarias para la inserciéon adecuada de los tubos y de otros elementos en el dispositivo. El soporte infor-
matico también iniciaria un analisis automatizado para confirmar la insercién correcta de los tubos, la ausencia de
bloqueos, etc.

La aproximacién general de procesamiento de este dispositivo usaria los mismos parametros que los descritos en
otra parte en esta descripcion para el procesamiento celular manual.

Seran evidentes otras muchas conformaciones de los mecanismos indicados usados para el procesamiento de cé-
lulas para un experto en la técnica, y la presente descripcion se incluye solamente como un ejemplo. Por ejemplo, la
mezcla del tejido y de la solucién salina durante el lavado y la disgregacion se puede dar mediante agitacion como
en el presente ejemplo, o mediante recirculaciéon del fluido. El lavado de las células puede estar mediado por un
mecanismo de flujo continuo tal como la aproximacion de membrana giratoria, la adherencia diferencial, la centrifu-
gacion diferencial (que incluye, pero sin limitacion, la sedimentacién diferencial, por velocidad o la separacion en
gradiente), o mediante una combinacién de medios. De forma similar, se pueden usar componentes adicionales para
permitir la manipulacion adicional de las células, lo que incluye la adicion de factores de crecimiento u otros modifi-
cadores de la respuesta bioldgica (Lind, 1998) (Hanada et al., 1997) (Lieberman et al., 1998), la mezcla de las célu-
las con componentes naturales o sintéticos destinados a implantarlos con las células en el receptor (Fukuda, 2001;
Sodian et al., 2002; Ye et al., 2000).

La manipulacion tras el procesamiento también puede incluir la captura de células (Caplan y Bruder, 2001; De
Ugarte et al., 2003; Zuk et al., 2001), la transferencia génica (Luskey et al., 1990; Morizono et al., 2003), o la purifi-
cacion celular adicional (Greenberg y Hammer, 2001; Mainwaring y Rowley, 1985; Schweitzer et al., 1995). Los
mecanismos para llevar a cabo tales funciones se pueden integrar en el dispositivo mostrado en la Figura 4 o se
pueden incorporar en dispositivos diferentes.

En un sistema adicional, el tejido recogido en una valvula de tejido adiposo convencional se podria transferir a un
equipo de procesamiento disefiado para el procesamiento de otros tejidos. Por ejemplo, Baxter Inc. fabrica y comer-
cializa una serie de bolsas de plastico y filtros destinados al uso en el ambito de la recogida para el transplante de
médula ésea ("Bone Marrow Collection Kit with Flexible Pre-Filters and Inline Filters", Cédigo de producto 4R2107,
pat. en EE.UU. n°s 4.346.703 y 5.724.988). Este equipo de bolsa contiene una bolsa conica grande con un filtro
integrado de 800 um que se podria usar para lavar el tejido adiposo recogido. En este ejemplo, los fragmentos de
tejido adiposo mayores de 800 um se retendrian en la bolsa. Estos fragmentos se podrian lavar después mediante la
adicién repetida de solucién salina (o de otra disolucidon de lavado), seguido por la retirada del material residual a
través de orificios situados por debajo del filtro. La mezcla se podria llevar a cabo manualmente o mediante el uso de
un dispositivo de agitacion de mesa, y se podria aplicar calentamiento mediante el uso de una placa calefactora. La
disgregacion se podria dar en el interior de esta bolsa. Tras la disgregacion, las células pasarian a través del filtro
integrado de 800 um (y opcionalmente a través de uno o mas filtros de un tamafio de malla mas pequefios propor-
cionados con el equipo) y se recogerian en una bolsa de recogida (también proporcionada). Esta bolsa se podria
colocar después en una centrifuga (p.ej., una Sorval RC-3C) en la que las células se podrian lavar en serie y con-
centrar. Las células también se podrian lavar mediante el uso de dispositivos de lavado celular existentes (desarro-
llados en gran medida para lavar productos sanguineos humanos), tales como los comercializados por Baxter Inc
(Cytomate o Baxter CS3000) o por Cobe Inc. (Cobe Spectra). Los elementos desechables se pueden integrar me-
diante el uso de adaptadores proporcionados por el fabricante, o se pueden unir mediante el uso de un dispositivo de
conexion estéril tal como los fabricados por Terumo Inc. De forma similar, los mecanismos descritos en esta aproxi-
macién menos integrada se podrian conectar a un controlador central y montarlos como componentes de un disposi
tivo mas integrado. Se podria usar una bomba peristaltica o una bateria de bombas para automatizar el flujo de los
fluidos con el uso de abrazaderas manuales o automatizadas para abrir y cerrar las rutas de fluido.

En una version preferida, el sistema de extraccion de tejido y el equipo de procesamiento estarian presentes cerca
del paciente que recibe el tratamiento, tal como el quiréfano o la sala de intervenciones ambulatorias (de manera
eficaz en la cabecera del paciente). Esto permite la recogida y el procesamiento rapido y eficaz del tejido, elimina la
posibilidad de cometer errores de manipulacién/etiquetado de las muestras y por lo tanto permite un gran rendi-
miento del proceso global en el transcurso de un Unico procedimiento quirdrgico.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para demostrar situaciones y dmbitos particulares en los que se puede
aplicar esta técnica, y no pretenden limitar el alcance de la invencion y de las reivindicaciones incluidas en esta des-
cripcion.

2. Meétodos de Tratamiento de Enfermedades y Trastornos Cardiovasculares Mediante el Uso de un Lipoaspirado

Procesado (ADC)

Tal como se demuestra en la presente descripcion, en una realizacién especialmente preferida, las ADC de la inven-
cién se pueden usar para tratar enfermedades y trastornos cardiovasculares. Las células madre y progenitoras deri-
vadas de tejido adiposo obtenidas poniendo en practica los métodos usados por la invencion tienen varias propieda-
des que pueden contribuir a reducir y/o minimizar la lesién y estimular la reparacion y regeneracion miocardica o
cardiovascular tras la lesion. Estas incluyen, entre otras cosas, la capacidad de sintetizar y secretar factores de cre-

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2373551713

cimiento que estimulan la formacion de vasos sanguineos nuevos, la capacidad de sintetizar y secretar factores de
crecimiento que estimulan la supervivencia y la proliferacion celular, la capacidad de proliferar y diferenciarse hasta
células que participan directamente en la formacion de vasos sanguineos nuevos, la capacidad de injertarse en el
miocardio lesionado e inhibir la cicatrizacién (deposicion y reticulacion de colageno), la capacidad de proliferar y
diferenciarse hasta células musculares capaces de contribuir a la contractilidad miocardica, y la capacidad de prolife-
rar y diferenciarse hasta células miocardicas.

Los medios anteriores para reducir y/o minimizar la lesiéon y estimular la reparaciéon y regeneracion miocardica o
cardiovascular tras la lesion mediante el uso de células madre de adulto derivadas de tejido adiposo de la invencion
se describen con detalle mas adelante en la seccién de Ejemplos de la presente descripcion. De manera especifica,
la presente invencién demuestra, por primera vez, que las células madre derivadas de tejido adiposo (o ADC) de la
invencion expresan numerosos factores de crecimiento angiogénicos, que incluyen factor de crecimiento de placenta
(PIGF) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), contienen células progenitoras endoteliales (EPC) que
tienen una funcion bien establecida en la formacién de vasos sanguineos, se desarrollan hasta vasos sanguineos in
vitro, mantienen la supervivencia del tejido isquémico in vivo, inducen la reperfusion tras la lesion por oclu-
sion/reperfusion de las extremidades posteriores, se dirigen al corazén cuando se inyectan en animales tras una
lesién cardiaca, y se diferencian hasta células que expresan marcadores coherentes con su diferenciaciéon en mioci-
tos cardiacos cuando se inyectan en animales tras una lesion cardiaca.

Por lo tanto, se obtienen células derivadas de tejido adiposo a partir del tejido adiposo de un donante, y se usan para
generar un beneficio terapéutico en el miocardio lesionado o degenerado o en otro tejido cardiovascular por medio
de uno o mas de los mecanismos demostrados en la presente memoria. En una realizacién preferida, las células se
obtienen a partir del tejido adiposo de la persona en la que se van a implantar, por lo que se reducen las complica-
ciones potenciales asociadas a las respuestas antigénicas y/o inmunogénicas al trasplante. Los pacientes se estu-
dian generalmente para determinar la lesion o enfermedad miocardica mediante uno o mas de los siguientes proce-
dimientos llevados a cabo por un médico u otro profesional sanitario: el historial sanitario el paciente, el examen
fisico, y datos objetivos que incluyen, pero sin limitacion, ECG, perfil de enzimas cardiacas en suero, y ecocardio-
grafia.

El procedimiento de recogida se puede llevar a cabo antes de que el paciente reciba cualquier producto disefiado
para reducir la coagulacion sanguinea en relacion con el tratamiento del infarto del miocardio. Sin embargo, en cier-
tas realizaciones, el paciente puede haber recibido aspirina antes del procedimiento de recogida. Ademas, la reco-
gida de tejido adiposo se produce antes de cualquier intento de procedimiento de revascularizacion. Sin embargo,
como entienden las personas expertas en la técnica, se espera que el momento de la recogida varie, y dependera
de varios factores, que incluyen, entre otras cosas, la estabilidad del paciente, el perfil de coagulacién del paciente,
la disponibilidad del proveedor y los patrones de calidad de los cuidados. Finalmente, el momento de la recogida
estara determinado por el médico responsable de administrar los cuidados al paciente afectado.

El volumen de tejido adiposo recogido del paciente puede variar desde aproximadamente 0 cc hasta aproximada-
mente 2000 cc, y en algunas realizaciones hasta aproximadamente 3000 cc. El volumen de grasa retirada variara de
paciente a paciente, y dependera de varios factores que incluyen, pero sin limitacién: edad, constituciéon corporal,
perfil de coagulacién, estabilidad hemodinamica, gravedad del infarto, co-morbilidades y preferencia del médico.

Las células pueden ser para la administracion a un paciente en cualquier situaciéon en la que la funciéon miocardica
esté comprometida. Los ejemplos de tales situaciones incluyen, pero sin limitacion, infarto de miocardio agudo (ata-
que al corazoén), insuficiencia cardiaca congestiva (como terapia o como preparacion para un trasplante), y comple-
mentacion de cirugia de injerto de derivacion aortocoronaria, entre otras cosas. Las células se pueden extraer antes,
y se pueden almacenar de un modo crioconservado, 0 se pueden extraer en o aproximadamente en el momento de
una necesidad definida. Como se describe en la presente memoria, las células pueden ser para la administracion al
paciente, o para la aplicacién directamente al tejido lesionado, o en las proximidades del tejido lesionado, sin proce-
samiento adicional o después de procedimientos adicionales para purificar, modificar, estimular o cambiar adicional-
mente de otro modo las células. Por ejemplo, las células obtenidas de un paciente pueden ser para la administraciéon
a un paciente que lo necesita, sin el cultivo de las células antes de administrarlas al paciente. En una realizacion, la
recogida de tejido adiposo se realizd en la cabecera del paciente. Se puede usar la monitorizacion hemodinamica
para monitorizar el estado clinico del paciente.

De acuerdo con la invencion descrita en la presente memoria, las células derivadas de tejido adiposo pueden ser
para la administracién al paciente poco después de recoger el tejido adiposo del paciente. Por ejemplo, las células
pueden ser para la administracion inmediatamente después del procesamiento del tejido adiposo para obtener una
composicion de células madre derivadas de tejido adiposo. En una realizacion, el momento preferido de la adminis-
tracion deberia tener lugar del orden de horas a dias después del infarto para aprovechar el medio neurohormonal
que existe después de la lesion cardiaca. Finalmente, el momento de la administracion dependera de la disponibili-
dad del paciente y del tiempo de procesamiento necesario para procesar el tejido adiposo. En otra realizacion, el
momento de la administracion puede ser relativamente mas largo si las células a reinfundir al paciente se someten a
modificacién adicional, purificacion, estimulacion u otra manipulaciéon, como se discute en la presente memoria.
Ademas, las células derivadas de tejido adiposo pueden ser para la administracion en multiples momentos tras el
infarto. Por ejemplo, las células se pueden administrar de forma continua a lo largo de un periodo de tiempo prolon-
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gado (p.€j., horas), o se pueden administrar en multiples inyecciones rapidas prolongadas a lo largo de un periodo
de tiempo. En ciertas realizaciones, se administrara una administracion inicial de células en un periodo de alrededor
de 12 horas tras el 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 administradas a un paciente puede estar relacionado, por ejemplo, con el rendimiento celular
tras el procesamiento del tejido adiposo. Una porcion del numero total de células se puede conservar para su uso
posterior o crioconservarse. Ademas, la dosis administrada dependera de la via de administracion de las células al
paciente. Pueden ser necesarias menos células cuando se emplean sistemas de administracion epicardica o endo-
cardica, ya que estos sistemas y métodos pueden proporcionar la via mas directa para el tratamiento de afecciones
cardiovasculares. En una realizacién de la invencion, se espera que el nimero de células, p.ej., células sin purificar,
para administrar al paciente sea de alrededor de 5,5 x 10* células. Sin embargo, este numero se puede ajustar en
ordenes de magnitud para alcanzar el efecto terapéutico deseado.

Las células también se pueden aplicar con aditivos para aumentar, controlar o dirigir de otra manera el efecto tera-
péutico deseado. Por ejemplo, en una realizacion, y como se describe en la presente memoria, las células se pue-
den purificar adicionalmente mediante el uso de una seleccion de células positiva y/o negativa mediada por anticuer-
pos para enriquecer la poblacién celular para incrementar la eficacia, reducir la morbilidad, o facilitar la sencillez del
procedimiento. De forma similar, las células se pueden aplicar con una matriz biocompatible que facilita la ingenieria
tisular in vivo soportando y/o dirigiendo el destino de las células implantadas. De la misma manera, las células pue-
den ser para la administracion tras la manipulacion genética, de manera que expresen productos génicos que se
cree o que estan destinados a estimular la(s) respuesta(s) terapéutica(s) proporcionada(s) por las células. Los ejem-
plos de manipulaciones incluyen las manipulaciones para controlar (incrementar o disminuir) la expresion de factores
que favorecen la angiogénesis o la vasculogénesis (por ejemplo VEGF), la expresién de genes del desarrollo que
favorecen la diferenciacion hasta linajes celulares especificos (por ejemplo MyoD) o que estimulan el crecimiento y la
proliferacion celulares (por ejemplo bFGF-1).

Las células se pueden someter ademas a un cultivo celular en un material de soporte antes de ser implantadas. Asi,
se podrian sintetizar valvulas modificadas mediante ingenieria de tejidos, parches ventriculares, pericardio, vasos
sanguineos y otras estructuras en matrices o soportes naturales o sintéticos usando ADC antes de la insercién o
implantacion en el receptor (Eschenhagen et al., 2002; Zimmermann et al., 2004; Zimmermann et al., 2002; Nerem y
Ensley, 2004). De hecho, se ha demostrado la diferenciacion in vitro de células madre y progenitoras derivadas de
tejido adiposo hasta células que expresan marcadores de los miocitos cardiacos (Gaustad et al., 2004; Rangappa et
al., 2003).

3. Vias de Administracion de las ADC para el Tratamiento de Enfermedades y Trastornos Cardiovasculares

En una realizacion, se prefiere la administracion directa de las células en el sitio en el que se pretende obtener un
beneficio. Esto se puede llevar a cabo mediante inyeccion directa en la superficie externa del corazén (epicardica),
inyeccion directa en el miocardio a través de la superficie interna (endocardica) por medio de la inserciéon de una
canula adecuada, mediante infusién arterial o venosa (lo que incluye mecanismos de flujo retrégrado) o mediante
otros medios descritos en la presente memoria o conocidos en la técnica. Las vias de administracion conocidas para
el experto en la técnica incluyen, pero sin limitacion, intravenosa, intracoronaria, endomiocardica, epimiocardica,
intraventricular, de seno coronario retrégrado o intravenosa.

Como se menciond anteriormente, las células se pueden administrar mediante varias vias que incluyen la adminis-
tracion sistémica por infusion venosa o arterial (que incluye la infusién de flujo retrégrado) o por inyeccién directa en
el corazon. La administracion sistémica, en particular mediante acceso venoso periférico, tiene la ventaja de ser
minimamente invasiva y depende de la perfusion natural del corazén y de la capacidad de las células derivadas de
tejido adiposo de dirigirse al sitio lesionado. Las células se pueden inyectar en una Unica inyeccion rapida, por medio
de una infusién lenta o por medio de una serie escalonada de aplicaciones separadas por varias horas o, con tal de
que las células se almacenen de manera adecuada, varios dias o semanas. Las células también se pueden admi-
nistrar mediante el uso de catéteres, de forma que el primer pase de células a través del corazén se potencie me-
diante el uso de globos para controlar el flujo sanguineo miocardico. Como con el acceso venoso periférico, las cé-
lulas se pueden inyectar a través de los catéteres en una Unica inyeccién rapida o en multiples alicuotas mas
pequefias. Las células también se pueden aplicar directamente al miocardio mediante inyeccién epicardica. Esta se
podria emplear bajo visualizacion directa en el contexto de un procedimiento a corazén abierto (tal como Cirugia de
Injerto de Derivacién Aortocoronaria) o mediante la colocacion de un dispositivo de asistencia ventricular. Se pueden
emplear catéteres equipados con agujas para administrar células directamente en el miocardio de una manera en-
docardica, que permitiria un medio menos invasivo de aplicacion directa.

En una realizacion, la via de administracién incluira la administracion intravenosa a través de un catéter intravenoso
periférico convencional, un catéter venoso central o un catéter arterial pulmonar. En otras realizaciones, las células
se pueden administrar a través de una via intracoronaria a la que se accede mediante métodos actualmente acepta-
dos. El flujo de células se puede controlar mediante la inflacion/deflacion de globos distales y proximales localizados
dentro de la vasculatura del paciente, creando asi zonas sin flujo temporales que favorecen el injerto celular o la
accion terapéutica celular. En otra realizacion, las células se pueden administrar por medio de un método endocar-
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dico (superficie interior de la camara cardiaca) que puede requerir el uso de un catéter compatible, asi como la ca-
pacidad de tomar imagenes o detectar el tejido objetivo deseado. De manera alternativa, las células se pueden ad-
ministrar por medio de un método epicardico (superficie externa del corazon). Este suministro se puede conseguir a
través de la visualizacion directa en el momento de un procedimiento a corazén abierto o a través de una aproxima-
cion mediante toracoscopia que requiere instrumentos de administracion de células especializados. Ademas, las
células se podrian administrar a través de las siguientes vias, solas o en combinaciéon con una o mas de las aproxi-
maciones identificadas anteriormente: subcutanea, intramuscular, sublingual, perfusién coronaria retrograda, dispo-
sitivos de derivaciéon coronaria, equipamiento de oxigenacién de membrana extracorpérea (ECMO) y mediante una
ventana pericéardica.

En una realizacion, las células son para la administracién al paciente como una inyeccion rapida intravascular o una
infusion temporal. En otra realizacion, las células se pueden resuspender en un medio natural o artificial o en un
soporte de tejido antes de administrarlas al paciente.

La dosis de células a administrar al paciente dependera de la cantidad de tejido adiposo recogido y del indice de
masa corporal del donante (como una medida de la cantidad de tejido adiposo disponible). La cantidad de tejido
recogido se determinard ademas por el grado de la lesién o degeneracién miocardica. Los multiples tratamientos que
usan multiples recogidas de tejido o que usan una Unica recogida con almacenamiento adecuado de las células
entre las aplicaciones estan dentro del alcance de la presente invencion.

Las porciones del lipoaspirado procesado se pueden almacenar antes de administrarlas a un paciente. Para el alma-
cenamiento a corto plazo (menos de 6 horas) las células se pueden almacenar a o por debajo de la temperatura
ambiente en un recipiente sellado con o sin complementacion con una disolucion de nutrientes. El almacenamiento a
medio plazo (menos de 48 horas) se realiza preferentemente a 2-8 °C en una disoluciéon tamponada isosmética (por
ejemplo Plasmalyte®) en un recipiente compuesto de o revestido con un material que impide la adhesion celular. El
almacenamiento a mas largo plazo se realiza preferentemente mediante crioconservacion adecuada y almacena-
miento de las células en condiciones que favorecen la conservacion de la funcién celular, tal como se describe en la
solicitud PCT en copropiedad y cedida en comin nimero PCT/US02/29207, presentada el 13 de septiembre de
2002, y la solicitud provisional de EE.UU. numero 60/322.070, presentada el 14 de septiembre de 2001.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, las células derivadas de tejido adiposo que se van a administrar a un
paciente pueden actuar como vehiculos de administracion de factores de crecimiento. Por ejemplo, modificando las
células para que expresen uno o mas factores de crecimiento adecuados para aliviar los sintomas asociados a un
trastorno o enfermedad cardiovascular, las células se pueden administrar a un paciente y modificarse para liberar
uno o mas de los factores de crecimiento. La liberaciéon se puede proporcionar de una manera controlada durante
periodos prolongados de tiempo. Por ejemplo, la liberacion se puede controlar de manera que el/los factor(es) de
crecimiento se libere(n) de una manera pulsatil o periédica, de forma que haya elevaciones locales del 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 restablecer la funcion de tejidos lesionados o de
otra forma enfermos, sino que también facilitan la remodelacién de los tejidos lesionados.

La administracion de células puede tener lugar, pero sin limitacién, en los siguientes lugares: 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 la terapia de administracion de células se demostrarian, pero sin limitacién, me-
diante una de las siguientes medidas clinicas: aumento de la fraccion de eyeccién cardiaca, tasa disminuida de insu-
ficiencia cardiaca, tamafio disminuido de infarto, disminucion de la morbilidad asociada (edema pulmonar, insuficien-
cia renal, arritmias), mejora de la tolerancia al ejercicio u otras medidas de calidad de vida, y reduccion de la
mortalidad. Los efectos de la terapia celular pueden ser evidentes a lo largo del transcurso de dias a semanas des-
pués del procedimiento. Sin embargo, los efectos beneficiosos se pueden observar tan pronto como varias horas
después del procedimiento, y pueden persistir durante varios afios.

Los pacientes se monitorizan generalmente antes y durante el suministro de las células. Los procedimientos de
monitorizacion incluyen, pero sin limitacion: estudios de coagulacioén, saturacion de oxigeno, monitorizacion hemodi-
namica y monitorizacion del ritmo cardiaco. Tras la administracion de las células, los pacientes pueden necesitar un
periodo de aproximadamente 24 horas de monitorizacién de acontecimientos adversos. Los estudios de seguimiento
para determinar las mejoras funcionales de los procedimientos pueden incluir, sin limitacién: capacidad funcional del
paciente (p.ej., disnea en el ejercicio, disnea nocturna paroxistica, angina) ecocardiografia, estudios de perfusion
nuclear, imagen de resonancia magnética, tomografia de emisién de positrones y angiografia coronaria.

Como se expuso previamente, en una realizacion preferida, las ADC, es decir, la poblacién de células madre deriva-
das de tejido adiposo activas, se administran directamente al paciente. En otras palabras, la poblacion de células
activas (p.ej., las células madre y/o células precursoras endoteliales) se administran al paciente sin extraerlas del
sistema o exponerlas al ambiente externo del sistema antes de administrarlas al paciente. El proporcionar un sis-
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tema cerrado reduce la posibilidad de contaminacion del material que se administra al paciente. Asi, el procesa-
miento del tejido adiposo en un sistema cerrado proporciona ventajas sobre los métodos existentes, debido a que es
mas probable que la poblacion de células activas sea estéril. En tal realizacién, el unico momento en el que las cé-
lulas madre y/o células precursoras endoteliales se exponen al ambiente externo, o se extraen del sistema, es
cuando las células se estan sacando hasta un dispositivo de aplicacion y se van a administrar al paciente. En una
realizacion, el dispositivo de aplicacion también puede ser parte del sistema cerrado. Asi, las células usadas en
estas realizaciones no se procesan para cultivo o crioconservacion, y se pueden administrar a un paciente sin proce-
samiento adicional, o se pueden administrar a un paciente después de mezclarlas con otros tejidos o células.

En otras realizaciones, al menos una parte de la poblacion de células activas se almacena para su implanta-
cion/infusion posterior. La poblacion se puede dividir en mas de una alicuota o unidad, de modo que parte dela
poblacién de células madre y/o células precursoras endoteliales se conserva para su aplicaciéon 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 invencion, como se describe en la
solicitud de patente de EE.UU. n°® 10/242.094, titulada PRESERVATION OF NON EMBRYONIC CELLS FROM NON
HEMATOPOIETIC TISSUES, presentada el 12 de septiembre de 2002, que reivindica el beneficio de la solicitud de
patente provisional de EE.UU. 60/322.070 presentada el 14 de septiembre de 2001. Al final del procesamiento, las
células concentradas se pueden cargar en un dispositivo de administracion, tal como una jeringa, para su colocacion
en el receptor mediante cualquier medio conocido para un experto en la técnica.

. Composiciones Farmacéuticas

La poblacion de células activas se puede aplicar sola o en combinacién con otras células, tejidos, fragmentos de
tejido, factores de crecimiento tales como VEGF y otros factores de crecimiento angiogénicos o arteriogénicos cono-
cidos, compuestos bioldgicamente activos o inertes, soportes plasticos reabsorbibles u otros aditivos destinados a
mejorar la administracion, eficacia, tolerancia o funcién de la poblacién. La poblacién celular también se puede modi-
ficar mediante la insercion de ADN o mediante la colocacién en cultivo celular de tal manera que cambie, mejore o
complemente la funcién de las células para la obtenciéon de un propésito estructural o terapéutico. Por ejemplo, los
expertos en la técnica conocen los métodos de transferencia génica para células madre, como se describe en
(Morizono et al., 2003; Mosca et al., 2000), y pueden incluir técnicas de transfeccion virales, y mas especificamente,
técnicas de transferencia de genes de virus adenoasociados, como se describe en (Walther y Stein, 2000) y
(Athanasopoulos et al., 2000). También se pueden llevar a cabo técnicas que no se basan en virus, como se des-
cribe en (Muramatsu et al., 1998).

En otro aspecto, las células se podrian combinar con un gen que codifica factor(es) de crecimiento proangiogé-
nico(s) y/o cardiomiogénico(s) que permitiria(n) a las células actuar como su propia fuente de factor de crecimiento
durante la reparacién o regeneracion cardiaca. También se podrian aplicar genes que codifican factores o agentes
antiapoptéticos. La adicion del gen (o combinacion de genes) podria ser mediante cualquier tecnologia conocida en
la técnica, lo que incluye, pero sin limitacion, la transduccion adenoviral, "pistolas génicas", transduccién mediada
por liposomas y transduccion mediada por retrovirus o lentivirus, plasmido, virus adeno-asociado. Las células se
podrian implantar junto con un material excipiente que albergase un vehiculo de administracion génica capaz de
liberar y/o presentar genes a las células a lo largo del tiempo, de manera que la transduccién pueda continuar o
iniciarse in situ. En particular, cuando las células y/o el tejido que contiene las células se van a administrar a un pa-
ciente distinto del paciente del que se obtuvieron las células y/o el tejido, se pueden administrar uno o mas agentes
inmunodepresores al paciente que recibe las células y/o el tejido para reducir, y preferentemente evitar, el rechazo
del trasplante. Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "farmaco o agente inmunodepresor" pretende
incluir agentes farmacéuticos que inhiben o interfieren con la funcién inmunitaria normal. Los ejemplos de agentes
inmunodepresores adecuados con los métodos descritos en la presente memoria incluyen los agentes que inhiben la
rutas de coestimulacion de células T/células B, tales como los agentes que interfieren con el acoplamiento de las
células T y las células B mediante las rutas de CTLA4 y B7, como se describe en la pub. de patente de EE.UU. n°®
20020182211. Un agente inmunodepresor preferido es ciclosporina A. Otros ejemplos incluyen micofenolato de
mofetilo, rapamicina y globulina anti-timocitos. En una realizacién, el farmaco inmunodepresor se administra con al
menos otro agente terapéutico. El farmaco inmunodepresor esta en una formulacion que es compatible con la via de
administracion, y se administra a un sujeto a una dosis suficiente para conseguir el efecto terapéutico deseado. En
otra realizacioén, el farmaco inmunodepresor se administra de forma transitoria durante un tiempo suficiente para
inducir tolerancia hacia las ADC de la invencion.

En ciertas realizaciones de la invencion, las células son para la administraciéon a un paciente con uno o mas agentes
de diferenciacion celular, tales como citocinas y factores de crecimiento. Se describen ejemplos de diversos agentes
de diferenciacion celular en (Gimble et al., 1995; Lennon et al., 1995; Majumdar et al., 1998; Caplan y Goldberg,
1999; Ohgushi y Caplan, 1999; Pittenger et al., 1999; Caplan y Bruder, 2001; Fukuda, 2001; Worster et al., 2001;
Zuk et al., 2001).

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no se deberian interpretar de
ningun modo como adicionalmente limitantes.

Ejemplos
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Las ADC o la poblacién activa de células madre derivadas de tejido adiposo usadas a lo largo de los ejemplos ex-
puestos a continuaciéon se obtuvieron mediante el/los método(s) descrito(s) en la presente descripcion y/o el/los
método(s) descrito(s) en la solicitud de EE.UU. de n° de serie 10/316.127, titulada SYSTEMS AND METHODS FOR
TREATING PATIENTS WITH PROCESSED LIPOASPIRATE CELLS, presentada el 9 de diciembre de 2002, que
reivindica prioridad respecto de la solicitud provisional de EE.UU. de n° de serie 60/338.856, presentada el 7 de
diciembre de 2001.

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

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es uno de los reguladores clave de la angiogénesis (Nagy et al.,
2003; Folkman, 1995). El factor de crecimiento de placenta, otro miembro de la familia de VEGF, desempefia un
papel similar tanto en la angiogénesis como en la arteriogénesis, el proceso mediante el cual se reclutan vasos co-
laterales y se expanden en respuesta a una perfusion y a una fuerza de cizallamiento incrementadas (Nagy et al.,
2003; Pipp et al., 2003; Scholz et al., 2003). Especificamente, el trasplante de células de tipo natural (PIGF +/+) a un
ratén con inactivacion génica de PIGF restaura la capacidad de inducir la recuperacion rapida de la isquemia de las
extremidades posteriores (Scholz et al., 2003).

Dada la importancia tanto de la angiogénesis como de la arteriogénesis para el proceso de revascularizacion, se
examind la expresion de PIGF y VEGF por las células ADC mediante el uso de un ensayo ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, MN) con el uso de células de tres donantes. Un donante tenia un historial de hiperglucemia y diabetes
tipo 2 (una afeccién asociada muy frecuentemente con la enfermedad microvascular y macrovascular, lo que incluye
a los pacientes con arteriopatia coronaria). Las células ADC de cada donante se colocaron en placas a 1.000 célu-
las/cm? en medio DMEM/F-12 complementado con FCS al 10% y HS al 5%, y se cultivaron hasta la confluencia. Se
tomaron muestras del sobrenadante y se analizé la expresion de las proteinas PIGF y VEGF. Como se muestra en
las Figuras 5A y 5B, los resultados demuestran una expresion solida tanto de VEGF (Figura 5A) como de PIGF
(Figura 5B) por las células madre derivadas de tejido adiposo de la invencion.

Estos datos demuestran que las células madre y progenitoras derivadas de tejido adiposo tanto de sujetos normales
como de pacientes diabéticos expresan factores de crecimiento angiogénicos y arteriogénicos. Esto es importante,
ya que los pacientes con diabetes tienen un riesgo incrementado de enfermedad cardiovascular, y estos datos indi-
can que las células ADC conservan su capacidad angiogénica en una situaciéon de diabetes. Asi, los pacientes dia-
béticos pueden obtener un beneficio angiogénico a partir de sus propias células ADC.

Ejemplo 2: Las ADC Contienen Poblaciones Celulares que Participan en la Angiogénesis

Se sabe que las células progenitoras endoteliales (EPCs) participan en la angiogénesis. Se han detectado células
precursoras endoteliales circulantes en sangre periférica, sangre de cordén umbilical, médula ésea e higado fetal
(Takahashi, 1999; Asahara, 1999; Asahara, 1997; Loomans, 2004; Shintani, 2001; Vasa, 2001). Para determinar la
frecuencia de las EPCs en las células madre derivadas de tejido adiposo, se llevé a cabo un ensayo de EPC. Se
colocaron células ADC en placas revestidas de fibronectina y se cultivaron en un medio de células endoteliales du-
rante tres dias para eliminar las células endoteliales maduras. Las células no adherentes se extrajeron y se volvieron
a colocar en placas. Después de 14 dias se identificaron las colonias mediante tincién con Aglutinina-1 de Ulex
europaeus conjugada a FITC (Vector Labs, Burlingame, CA) y LDL acetilada marcada con Dil (Molecular Probes,
Eugene, OR). Como se muestra en la Figura 6, los resultados indican una frecuencia de EPC de aproximadamente
500 EPC/10” células ADC.

La presencia de EPCs en la poblaciéon de células madre y progenitoras derivadas de tejido adiposo indica que esta
poblacién puede participar directamente en el desarrollo de vasos sanguineos nuevos y mejorar la angiogénesis y la
reperfusion, por lo que se reduce la duracion de la isquemia tras el infarto de miocardio o en la insuficiencia cardiaca
congestiva.

Ejemplo 3: Desarrollo In Vitro de Estructuras Vasculares en ADC

Un ensayo reconocido en la técnica para la 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 que recuerdan una
red capilar naciente (Donovan et al., 2001). Las ADC forman redes similares en ausencia de una capa alimentadora
(Figura 7A). De manera notable, las células ADC obtenidas de ratones hiperglucémicos con diabetes tipo 1 inducida
mediante estreptozotocina (STZ) ochos semanas después de la administracion de STZ forman estructuras similares
con una frecuencia similar a las de los ratones sin tratamiento (Figura 7B).

Esto es importante, ya que los pacientes con diabetes tienen un riesgo incrementado de enfermedad cardiovascular,
y estos datos indican que las células ADC conservan su capacidad angiogénica en una situacion de diabetes. Asi,
los pacientes diabéticos pueden obtener un beneficio angiogénico a partir de sus propias células ADC.

En resumen, los resultados de los Ejemplos 1 a 3, anteriormente, indican que las células madre derivadas de tejido
adiposo contienen poblaciones de células que pueden estimular la angiogénesis y la arteriogénesis. Los resultados
también indican que las células madre derivadas de tejido adiposo de un donante humano diabético o de ratones
tratados con STZ que exhiben una hiperglucemia mantenida probablemente no tienen deficiencia de células que
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estimulan la angiogénesis. Asi, el tejido adiposo puede representar un depdsito de células regenerativas que no se
ven comprometidas por la situacion de diabetes en la que se incrementa sustancialmente el riesgo de enfermedad
cardiovascular.

Ejemplo 4: Desarrollo In Vivo de Estructuras Vasculares en ADC

El potencial angiogénico in vitro, aunque prometedor, es de poco valor si las células no ejercen una actividad angio-
génica in vivo. La induccion quirurgica de isquemia critica de las extremidades en roedores es un modelo bien reco-
nocido en el que se pueden observar procesos simultaneos de arteriogénesis (reclutamiento y expansion de vasos
colaterales principalmente en respuesta a una fuerza de cizallamiento aumentada) y angiogénesis (desarrollo de
vasos nuevos en respuesta a la isquemia) (Schatteman, 2000; Scholz, 2002; Takahashi, 1999). Este modelo se
desarrollé en ratones inmunodeficientes (NOD-SCID) en los que se pudo observar la capacidad de las células
humanas de controlar la reperfusién. De manera especifica, se anestesiaron animales con quetamina y xilacina (80
mg/kg; 7,5 mg/kg) y se colocaron sobre la superficie de operacion en posicion supina. Se determinaron los valores
preoperatorios del flujo sanguineo para ambas extremidades posteriores como se describe mas adelante. Los ani-
males 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 unilateral de 1,5 cm que se extendia desde el origen de la extremidad poste-
rior hasta la proximidad de la rodilla para exponer la arteria iliaca, en proximidad a su bifurcacion hacia las arterias
femorales profunda y superficial. La vasculatura se até con una ligadura de seda 3-0 en los siguientes sitios: 1) arte-
ria iliaca proxima a su bifurcacién, 2) distal del origen de la arteria femoral profunda, 3) proximal a la ramificacion de
la arteria femoral superficial. Tras la ligadura, la vasculatura se retiré en bloque. Después se hizo un esfuerzo para
identificar cualquier circulacién colateral evidente, que se ligdé y posteriormente se retird. La herida y la capa de mus-
culo se cerraron con vicryl 4-0, y la piel se cerré con vicryl 5-0. Los animales se trataron tras la operacién con bupre-
norfina (0,5 mg/kg) y se recuperaron en el bafio de agua en circulacién hasta que se colocaron espontdneamente en
posicion recostada. Veinticuatro horas después de la cirugia se inyectd a los animales 5x10° células ADC a través
de la vena de la cola. Se inyect6 a los ratones NOD-SCID células de donante humano, y se incluyeron en un estudio
células de un paciente con diabetes. Se formaron imagenes del flujo 14 dias tras el tratamiento.

En estos estudios, los animales tratados con ADC mostraron una mejora estadisticamente significativa en la reten-
cion de las estructuras de las extremidades (recuperacion de las extremidades; 2/3 ratones sin tratar perdieron todas
las estructuras de las extremidades posteriores inferiores, en comparacién con 0/5 animales tratados con ADC) y
restablecimiento del flujo (Figura 8). De forma muy notable, en los ratones NOD SCID que recibieron células de
donante humano diabético, el flujo en el dia 14 se restablecié hasta un 50+11% en los animales tratados, en compa-
racién con el 10£10% de animales sin tratar (p<0,05). El dia 19 se habia producido un rebote, de manera que la
perfusion en la extremidad experimental fue mayor que la del control (136+37%). Esta respuesta se halla dentro del
intervalo observado con las células obtenidas de dos donantes normales (no diabéticos) (50-90%).

En un experimento similar en ratones inmunocompetentes (ratones 129S) en los que se pudieron determinar los
efectos de la transferencia de células autélogas, los ratones tratados con células ADC mostraron un 80+12% de
restablecimiento del flujo en el dia 14, en comparacioén con el 56+4% en los ratones sin tratar.

En este modelo, el restablecimiento del flujo sanguineo proviene del reclutamiento y la expansién de vasos colate-
rales y de la angiogénesis en la extremidad inferior. Estos procesos también son clave para el restablecimiento del
flujo en el corazoén tras un infarto. Asi, la capacidad de las ADC de estimular estos procesos in vivo apoya intensa-
mente la aplicacion de las células ADC en el ambito del infarto de miocardio. También es importante indicar que las
células ADC obtenidas de un donante diabético (un miembro de una poblacién de pacientes con un riesgo mayor de
enfermedad cardiovascular) también demostraron esta actividad.

Ejemplo 5: El Aumento de la dosis de ADC Esta Asociado a una Supervivencia del Injerto y Angiogénesis
Mejoradas

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 del injerto depende de la
neovascularizacion (Coleman, 1995; Eppley et al., 1990). Asi, de una manera limitada, el tejido trasplantado repre-
senta un tejido isquémico.

Se llevo a cabo un estudio con ratas Fisher en el que los fragmentos de tejido adiposo se trasplantaron en el espacio
subcutaneo sobre los musculos del muslo externo. 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 mediante la adicién
de células madre derivadas de tejido adiposo a tres dosis diferentes (1,7x105—1,3x1 0° células/injerto; tres animales
por dosis); de esta manera, la pata contralateral actué como un control. Los animales se mantuvieron después du-
rante un mes, tras el cual los animales se sacrificaron y se recuperaron los injertos, se pesaron, se fijaron en forma-
lina y se incrustaron en parafina para su analisis histoldgico.

Como se muestra en la Figura 9A, los resultados muestran una retencion minima del tejido injertado en la pata de
control, y un incremento dependiente de la dosis en la retencién de peso del injerto en la pata tratada. Ademas, el
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analisis inmunohistoquimico de los injertos mostré una neoangiogénesis considerable y perfusion en los injertos
tratados con células madre derivadas de tejido adiposo (Figura 9B, flechas). Esto también se asocié a la retencion
de la morfologia del tejido adiposo (Figura 9B).

Como se indicé anteriormente, la demostracion de que las células ADC favorecen la supervivencia del tejido isqué-
mico, perfundido de manera inadecuada, es un indicador importante de potencial clinico en la enfermedad cardio-
vascular.

Ejemplo EMPLO 6: Injerto Miocardico Mediante ADC

La criolesiéon del miocardio es un modelo quirdrgico bien establecido para investigar el papel de la terapia celular en
la regeneracion miocardica (Marchlinski et al., 1987). Para demostrar la capacidad de las células ADC de injertarse
en el miocardio lesionado y por tanto inhibir la cicatrizacion (deposicién y reticulacion de colageno), se llevé a cabo
una criolesion miocardica en ratones B6129SF1/J. Inmediatamente tras la lesién, se inyectd 1 millén (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 las células madre derivadas de
tejido adiposo del donante mediante una tincién azul. Los corazones de los ratones se recogieron y se procesaron
en los 5 momentos siguientes tras la inyeccién: dia 1, dia 7, dia 14, dia 28, dia 84. Como se muestra en la Figura 10,
los resultados demuestran el injerto de células madre derivadas de tejido adiposo derivadas del donante en el area
de miocardio infartado en todos los momentos a los que se hizo referencia anteriormente. La Figura 10 demuestra
una linea temporal histolégica del injerto.

De manera importante, el analisis inmunohistoquimico de las células derivadas de donante (positivas para beta ga-
lactosidasa) el dia 14 indicd que muchas células derivadas de donante expresaban el marcador de miocitos cardia-
cos, la cadena pesada de miosina (Figura 11). Esto indica que las células ADC son capaces de dirigirse al sitio de
lesién en un corazén lesionado, y de diferenciarse hasta miocitos cardiacos. Asi, las células ADC pueden ser capa-
ces de reponer los miocitos cardiacos que se pierden tras un ataque al corazon (infarto de miocardio).

Para ampliar estos hallazgos entre especies, se estudio el injerto de un lipoaspirado procesado derivado de donante
en un modelo de oclusién/reperfusiéon en rata. En este sistema experimental, se ocluyé temporalmente la arteria
coronaria principal (descendente anterior izquierda) de una rata Wistar inmunocompetente mediante el uso de pro-
leno 7-0 y un trozo pequefio de tubo silastic que actuaba como un lazo sobre la arteria. Después de una hora, la
oclusioén se liberdé y se permitid que la sangre volviera a perfundir el miocardio isquémico. Este modelo representa
mas fielmente los mecanismos de lesién y reparacion presentes en el paradigma clinico humano. Inmediatamente
tras la reperfusion, se inyectaron aproximadamente 1 millon (1 x 10°) de células ADC obtenidas de ratones Rosa 26
a través de una via intra-ventricular. Los corazones se recogieron una semana después de la inyeccion. Como se
muestra en la Figura 12, los resultados demuestran el injerto de células ADC derivadas de donante.

Ejemplo 7: Tratamiento de la Lesién Cardiaca Aguda

El infarto de miocardio agudo (ataque al corazén) da como resultado la lesion isquémica del miocardio. La lesiéon del
tejido se puede minimizar mediante la reperfusion del tejido lesionado y mediante la regeneracion del tejido miocar-
dico (Murry et al., 1996; Orlic et al., 2001; Orlic et al., 2003; Rajnoch et al., 2001; Strauer et al., 2002; Assmus et al.,
2002). La terapia con células derivadas de tejido adiposo, como se describe en la presente memoria, busca propor-
cionar una fuente superior de células regenerativas respecto a las terapias con células derivadas de tejido no adi-
poso, debido, por ejemplo, a al menos uno del uso de un mayor numero de células no cultivadas y células mas puras
con morbilidad atenuada asociada a las terapias con células derivadas de tejido no adiposo, tales como la recogida
de médula 6sea.

Se sospecha que un paciente ha sufrido un infarto de miocardio. El paciente ingresa en un periodo de una hora
desde el inicio del infarto. Se prescribe al paciente una terapia con células derivadas de tejido adiposo. Se examina
la constitucion del paciente en busca de un sitio adecuado para la recogida de tejido adiposo. Los sitios de recogida
se caracterizan por al menos uno de lo siguiente: espacio(s) potencial(es) limitado(s) por estructuras anatémicas
normales, sin estructuras vasculares o viscerales importantes con riesgo de lesion, y facilidad de acceso. Se prefie-
ren sitios de recogida virgenes, pero un sitio de recogida previo no impide la recogida de tejido adiposo adicional.
Los sitios de recogida posibles incluyen, pero sin limitacién, los siguientes: regiones del muslo lateral y media de
extremidades inferiores bilaterales, paniculo adiposo de la pared abdominal anterior y regiones flanqueantes bilate-
rales.

El paciente recibe una inyeccion subcutanea de una disolucion fluida tumescente que contiene una combinacion de
lidocaina, solucién salina y epinefrina, por ejemplo, en diferentes regimenes de dosis normalizados. Mediante el uso
de un bisturi (p.ej., un bisturi de hoja 11), se realiza una pequefia puncién 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 (p.ej., una canula de calibre 14) en el plano del tejido adiposo subcutaneo por
debajo de la incisién. La canula se conecta a un dispositivo de succiéon accionado eléctricamente. La canula se
mueve a través del plano de tejido adiposo para romper la arquitectura del tejido conectivo. Se obtienen aproxima-
damente 500 cm® de aspirado. Después de la retirada del tejido adiposo, se consigue la hemostasis con técnicas
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quirdrgicas convencionales y se cierra la herida.

El lipoaspirado se procesa de acuerdo con los métodos descritos anteriormente en la presente memoria para obte-
ner 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 del 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 5,5 x 10° células madre. El paciente recibe dos dosis complementarias a intervalos de 12 horas tras la ad-
ministracion inicial. Las células madre se administran al paciente a través de un catéter venoso central. Para favore-
cer el injerto celular en la region objetivo, se controla el flujo de las células madre mediante un globo localizado des-
pués del sitio objetivo y mediante un globo localizado antes del sitio objetivo, para crear regiones de flujo sanguineo
bajo 0 minimo.

Se observan las mejoras en el paciente en un periodo de aproximadamente seis horas tras el método de administra-
cion de las células. Varios dias después del procedimiento de administraciéon de las células se observa una mejora
adicional del paciente, evidenciada por el aumento de la fraccion de eyeccién cardiaca, la reduccién de la tasa de
insuficiencia cardiaca, la reduccion del tamafio del infarto, la mejora de la tolerancia al ejercicio y otras medidas de
calidad de vida.
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Cualquier caracteristica o combinacion de caracteristicas descritas en la presente memoria estan incluidas dentro
del alcance de la presente invencion, con tal de que las caracteristicas incluidas en cualquier combinaciéon no sean
mutuamente incoherentes, como sera evidente a partir del contexto, de esta memoria descriptiva y del conocimiento
de una persona de experiencia habitual en la técnica. Con el propdsito de resumir la presente invencion, ciertos
aspectos, ventajas y caracteristicas nuevas de la presente invencion se han descrito en la presente memoria. Por
supuesto, se debe entender que no necesariamente todos los aspectos, ventajas o caracteristicas se realizaran en
ninguna realizacion particular de la presente invencion. Las ventajas y aspectos adicionales de la presente invencion
son evidentes en la descripcion detallada y reivindicaciones siguientes.

Las realizaciones anteriormente descritas se han proporcionado a modo de ejemplo, y la presente invencion no se
limita a estos ejemplos. A los expertos en la técnica se les ocurrirdn multiples variaciones y modificaciones de las
realizaciones descritas, hasta un punto que no sea mutualmente excluyente, tras la consideracién de la descripcion
anterior. Ademas, seran evidentes otras combinaciones, omisiones, sustituciones y modificaciones para el técnico
experto a la vista de la descripcién de la presente memoria. Por lo tanto, la presente invencion no pretende estar
limitada por las realizaciones descritas, sino que se debe definir mediante referencia a las reivindicaciones adjuntas.

EQUIVALENTES

Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar mediante el uso solamente de experimenta-
cion rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion descritas en la presente memoria.
Las siguientes reivindicaciones pretenden abarcar tales equivalentes.
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REIVINDICACIONES

1.  El uso de una composicion que comprende una poblacidon concentrada de células derivadas de tejido adiposo
(ADC) en la fabricacion de un medicamento para restablecer el flujo sanguineo en un sujeto que se ha determinado
que tiene una isquemia, en el que dicha poblaciéon concentrada de células derivadas de tejido adiposo (ADC) com-
prende células progenitoras derivadas de tejido adiposo y células madre de tejido adiposo obtenidas procesando el
tejido adiposo de dicho paciente en un sistema que esta configurado para mantener una ruta de fluido/tejido cerrada
estéril, y dicho sistema comprende una camara de recogida conectada a una camara de mezcla/procesamiento.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha poblacion concentrada de células comprende al
menos 500 células progenitoras endoteliales/millén de células derivadas de tejido adiposo.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha afeccion isquémica comprende la insuficiencia car-
diaca congestiva.

4. Eluso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha afeccién isquémica es infarto de miocardio.
5. Eluso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho sujeto es diabético.
6. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho sujeto es obeso.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha composicion comprende una inyeccion rapida de
dichas células derivadas de tejido adiposo.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha composicidon proporciona entre 55.000 y 550.000
células madre derivadas de tejido adiposo.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha composicién comprende ademas uno o mas factores
angiogénicos.

10. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha poblacion de células se caracteriza por tener expre-
sién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) cuando se cultiva.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha poblacion de células se caracteriza por tener expre-
sion del factor de crecimiento de placenta (PLGF) cuando se cultiva.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha composicion comprende ademas uno o mas factores
arteriogénicos.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicha composicion comprende ademas uno o mas factores
inmunodepresores.

14. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dichas células derivadas de tejido adiposo no se cultivan
en un cultivo.

15. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dichas células derivadas de tejido adiposo se cultivan en
un cultivo celular.

16. El uso de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que dichas células derivadas de tejido adiposo se cultivan en
condiciones de cultivo que favorecen la diferenciacién hacia un fenotipo miocitico.

17. El uso de acuerdo con la reivindicacién 16, en el que dicho fenotipo miocitico es un fenotipo miocitico cardiaco.

18. El uso de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que dicho fenotipo miocitico es un fenotipo miocitico esquelé-
tico.

19. El uso de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que dicho fenotipo miocitico es un fenotipo miocitico de mus-
culo liso vascular.

20. El uso de acuerdo con la reivindicacién 15, en el que dichas células derivadas de tejido adiposo se cultivan en
condiciones de cultivo que favorecen la diferenciacion hacia un fenotipo endotelial.

21. El uso de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que dicho cultivo celular se lleva a cabo en un material de
soporte para generar una construccion bidimensional o tridimensional que se puede colocar sobre o dentro del cora-
zén.

22. Eluso de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que dicho material de soporte es reabsorbible in vivo.

23. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las células progenitoras endoteliales derivadas de tejido
adiposo se modifican mediante transferencia génica.

32



24,
25.
26.
27.

ES 2373551713

El uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que dicha modificacion altera la angiogénesis.
El uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que dicha modificacion altera la arteriogénesis.
El uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que dicha modificacion altera la apoptosis.

El uso de acuerdo con la reivindicacién 26, en el que dichas células progenitoras endoteliales derivadas de

tejido adiposo modificadas se pueden diferenciar hasta miocitos cardiacos con una apoptosis alterada.

28.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que dicha modificacion altera las propiedades de guiado de

dichas células derivadas de tejido adiposo.
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FIGURA5A FIGURA5B
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FIGURA 6

Figura 6: Tincion con UEA-1 de una colonia de EPC derivadas de ADC
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FIGURA 7

Figura 7: Crecimiento de Estructuras Vasculares CD31-positivas de ADC de Ratones
Normales y Tratados con STZ
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FIGURA 8

Flujo medio de sangre en el modelo de isquemia de las extremidades posterioreJ
en ratones SCID tratados con PLA de humano diabético
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FIGURA 9A
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FIGURA 10
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