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@ Resumen:

Procedimiento para preparar productos de terapia celular
0 ingenieria tisular.

Procedimiento de preparaciéon de un producto para tera-
pia celular o ingenieria tisular que comprende las etapas
de: a) obtener material celular de un paciente; b) selec-
cionar la poblacién o poblaciones celulares de interés; c)
determinar parametros de calidad de la poblacién celu-
lar seleccionada; d) combinar el material celular obtenido
en la etapa (c) con un producto bioactivo; y e) determinar
parametros de calidad del producto obtenido en la etapa
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DESCRIPCION

Procedimiento para preparar productos de terapia celular o ingenieria tisular.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de preparacion de un producto para terapia celular o ingenieria
tisular partiendo de un material celular autélogo que presenta caracteristicas mejoradas en cuanto a sencillez, facilidad
para controlar la calidad del producto obtenido, permite personalizar el tratamiento en funcién de la lesién del paciente,
no hay necesidad de salir del propio centro médico, o incluso del propio quiréfano en el que se realiza la intervencion,
y se reduce significativamente el tiempo de espera para la elaboracién de estos tipos de productos.

En la actualidad existe una demanda creciente de productos y tratamientos basados en medicina regenerativa en
forma de bioimplantes de terapia celular (TC) e ingenieria tisular (IT). Para dar respuesta a dicha demanda, se han
estado desarrollando numerosas terapias de TC o IT en base a firmacos novedosos que contienen combinaciones de
células madre y materiales biocompatibles. Estos tipos de firmacos se producen bajo las mismas condiciones que los
medicamentos farmacéuticos cldsicos y son sometidos a rigurosos requerimientos regulatorios que aseguran la calidad
y seguridad de dichos farmacos.

Esto hace que para producir este tipo farmacos para bioimplantes de TC e IT se necesite disponer de complejas
infraestructuras, sofisticados utillajes de fabricacién y personal muy especializado. Ademads, es necesario contar con
complejos sistemas de control de calidad para garantizar la seguridad y eficacia de los tratamientos. Todo esto hace
que el coste de fabricacion de dichos medicamentos sea muy elevado, lo que limita su potencial aplicacién. Por otra
parte, el proceso hasta llegar a comercializar estos tipos de farmacos es complejo e implica la realizacién de extensivos
estudios bdsicos, de proceso y clinicos que conllevan importantes inversiones financiera.

En el caso de tratamientos aut6logos, que implica la obtencidn de la muestra bioldgica del paciente a partir de la
cual se obtiene el farmaco, existe una limitacion adicional relacionada con demora en la fabricacion de dicho farmaco.
Después de recoger la muestra biolégica del paciente, ésta debe ser enviada los centros productores, en los que se
realiza la manipulacién celular, y posteriormente se envia el producto obtenido nuevamente al centro médico en el que
se aplicard la terapia a dicho paciente. Esto provoca que los pacientes receptores de la terapia estén sometidos a largos
tiempos de espera antes de ser tratados, que pueden ser desde semanas hasta meses, y, por otra parte, dichos pacientes
tienen que ser sometidos a dos intervenciones quirtirgicas diferentes: una primera intervencion para la extraccién del
material bioldgico y una segunda para la implantacién del producto de TC o IT.

A esto se afilade que muchas de las aproximaciones de TC e IT implican procesos de manipulacién celular ex
vivo que contemplan el cultivo de las células. Con dichos cultivos se corre el riesgo de transformacion celular a
lineas tumorales, con las graves consecuencias que esto supone para la salud de los receptores de este tipo de terapias
(Tarte K y otros, “Clinical-grade production of human mesenchymal stromal cells: occurrence of aneuploidy without
transformation”. Blood, 2010; 115:1549-1553).

Por otra parte, cabe afiadir que, una vez entregado el producto de TC o IT al centro en el que se aplicard la terapia,
no es posible realizar ningtn tipo de modificacién sobre el producto. Esto hace que sea practicamente imposible la
adaptacion del tratamiento a eventuales modificaciones terapéuticas derivadas de los métodos quirtrgicos o de las
condiciones cambiantes de la lesion, tal como el incremento del tamafio de la lesién debido a roturas o problemas
durante la cirugfa, entre otras; es decir, que es imposible personalizar el tratamiento o realizar cambios de dltima hora
en funcidn de las caracteristicas de la lesion, lo que hace que disminuya la tasa de éxito de estos tipos de tratamiento.

Con el procedimiento de la presente invencion es posible superar los problemas de la técnica mencionados ante-
riormente. Los presentes inventores han desarrollado un procedimiento de preparacién de productos para utilizar en
terapia celular e ingenierfa tisular partiendo de un material celular autélogo, en el que dicho producto se obtiene de
manera rdpida y de forma simultdnea a la intervencién quirdrgica en el propio quiréfano o en una zona adyacente al
mismo. O sea, que el producto de TC o IT es implantado en el paciente en una sola intervencion quirdrgica.

Ademés, el producto obtenido mediante el procedimiento de la presente invencidn presenta ventajas en relacion a
los productos farmacéuticos de este tipo obtenidos mediante el procedimiento ordinario conocido en la técnica. Por
ejemplo, es un procedimiento sencillo, de fécil control de la calidad del producto, permite personalizar el tratamiento
en funcién de la lesion del paciente, no hay necesidad de salir del propio centro médico, o incluso del propio quiréfano
en el que se realiza la intervencién y se eliminan los largos tiempos de espera para la elaboracion del producto.

Un aspecto fundamental a destacar del procedimiento de la presente invencion es que se disminuyen notablemente
los costes de estos tipos de tratamiento y, por lo tanto, se podrdn aplicar de forma mds extensiva y beneficiar a un
mayor nimero de personas.

La expresion “productos para terapia celular” se refiere a productos que comprenden células, principalmente cé-
lulas madre o derivados de éstas, para el tratamiento de enfermedades. Por otra parte, la expresién “productos para
ingenieria tisular”, también conocida como ingenieria de tejidos, se refiere a productos que combinan células y ma-
teriales biocompatibles para mejorar o reemplazar funciones bioldgicas. Aunque la ingenieria tisular cubre un amplio
rango de aplicaciones, en la prictica el término estd intimamente relacionado con aplicaciones para reparar o reempla-
zar parcial o totalmente tejidos tales como hueso, cartilago, vélvula cardiaca, vejiga, entre otros.
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Por lo tanto, la presente invencién da a conocer un procedimiento de preparacién de un producto para terapia
celular o ingenieria tisular que comprende las etapas de:

a) obtener material celular de un paciente;

b) seleccionar la poblacién o poblaciones celulares de interés;

c) determinar pardmetros de calidad de la poblacién celular seleccionada;

d) combinar el material celular obtenido en la etapa (c) con un producto bioactivo; y
e) determinar pardmetros de calidad del producto obtenido en la etapa (d).

Una vez terminado este procedimiento y si el producto obtenido cumple con los pardmetros de calidad deseados,
dicho producto estard en condiciones de ser implantado y/o fijado a la zona lesionada. Dicha implantacién y/o fijacién
se puede realizar mediante cualquier técnica conocida, por ejemplo, utilizando geles de fibrina, factores plaquetarios,
sutura o enclaustrado mediante el empleo de mallas sintéticas o naturales.

El material celular obtenido del paciente en la etapa (a) del procedimiento de la presente invencién puede ser
cualquier material a partir del cual se puedan obtener células adecuadas para los tratamientos de TC o IT tales como
sangre de médula 6sea, sangre periférica, sangre de cordén umbilical, tejido adiposo, y similares. Dicha obtencién se
puede llevar a cabo mediante cualquier técnica conocida en el sector, tales como puncién de cresta iliaca, lipoaspirado
y similares.

Una vez se dispone de este material, se lleva a cabo una seleccion de la poblacién o poblaciones de interés mediante
cualquier técnica conocida y se realiza un control de calidad para determinar, por ejemplo, la cantidad de células,
poblaciones celulares, la viabilidad de las mismas, la presencia de contaminaciones microbianas, entre otras.

De forma opcional, parte de las células obtenidas en la etapa (b) del procedimiento de la presente invencion se
criopreservan. El objetivo de esta criopreservacion es disponer de material de reserva para, en caso de necesidad,
poder realizar nuevos tratamientos de TC o IT.

La combinacién del producto bioactivo y el material celular se puede llevar a cabo mediante cualquier procedi-
miento conocido en la técnica. Esta combinacidn se realiza en funcién de las necesidades de la lesién que se pretende
tratar. Entre los productos bioactivos que se pueden utilizar en el procedimiento de la presente invencién se encuentran
concentrados de plaquetas, fibrina o matrices biocompatibles, hemoderivados, factores de crecimiento, entre otros.
La combinacién o conjugacion de las células al producto bioactivo se puede llevar a cabo mediante procedimientos
fisicos, tales como la incubacién/agitacién, o mediante procedimientos quimicos, tales como coagulacién.

El rendimiento final de la etapa de combinacion (d) del procedimiento de la presente invencion es de un 30% o
superior. Por otra parte, la viabilidad de las células en la etapa (d), determinada mediante tincién de nicleos o ensayos
metabdlicos indirectos, es de un 60% o superior.

En la etapa (e) del procedimiento de la presente invencidn se realiza la determinacién de los pardmetros de calidad
finales del producto obtenido con el objetivo de confirmar que el proceso se ha realizado correctamente y que dicho
producto cumple con los requisitos para ser implantados en el paciente. Ademds, esta dltima etapa permite obtener
informacién que facilita el seguimiento de la terapia aplicada y su eficacia, ya que ofrece informacién acerca del
nimero de células implantadas, su poblacién de origen, su estado bioldgico global y la esterilidad del producto.

La duracién aproximada del procedimiento de la presente invencién es de 2,5 y 4 horas. Esto permite que no haya
necesidad de salir del propio centro médico, o incluso del propio quir6fano en el que se realiza la intervencién y que
se pueda implantar el producto obtenido en dicho procedimiento en una Unica intervencion quirdrgica.

La presente invencidn se describird a continuacion con més detalles en referencia a ejemplos de realizacion. Estos
ejemplos, sin embargo, no estan destinados a limitar el alcance técnico de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1

Obtencion de un producto para la regeneracion de lesiones miisculo-esqueléticas mediante conjugacion por incuba-
cion/agitacion

Se obtuvieron 1x10® células mononucleares de médula 6sea mediante extraccién por puncién en cresta ilfaca y
posterior seleccién mediante gradiente de densidades generado por centrifugacién y solucién de Ficoll. A continua-
cién, mediante equipo de andlisis celular, se determiné el nlimero de células, las poblaciones presentes (progenitores
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Oseos y vasculares) y viabilidad celular con tincidn de niicleos (7TAAD) y mediante el empleo de un medio isoténico
se fij6 la concentracion celular a una densidad de 5x107 células mononucleares de médula Gsea por mililitro. Esta
suspension celular se afiadié de forma estéril a un segundo frasco de material plastico, en el que previamente se habia
afiadido 1 centimetro cibico de matriz bioldgica en base a hueso humano desantigenizado. Las células restantes se
criopreservaron en soluciéon de DMSO/Albtimina.

Con el objetivo de facilitar la conjugacién de las células a la matriz, se realizé un ciclo de centrifugacién a 400
xg durante 20 minutos. A continuacion, se realizé un control de la calidad del producto obtenido mediante ensayo de
actividad metabdlica (ATP) y se determind el rendimiento de fijacion de las células a la matriz mediante recuento de
presencia celular en el sobrenadante de la centrifugacion, que fue de un 47%. La duracién del proceso completo fue
de aproximadamente tres horas y media.

De forma paralela a la fabricacion del implante, parte de las células obtenidas en la etapa de seleccion celular por
gradiente de densidades se criopreservan en solucién de Albimina/DMSO.

Ejemplo 2

Obtencion de un producto para la regeneracion de lesiones miisculo-esqueléticas mediante conjugacion por coagula-
cion

Se obtuvieron 1x10% células mononucleares de médula 6sea mediante extraccién por puncién en cresta iliaca y
posterior seleccion mediante gradiente de densidades generado por centrifugacion y solucién de Ficoll. A continuacién
mediante equipo de andlisis celular, se determiné el nimero de células, poblaciones presentes (progenitores 6seos y
vasculares) y viabilidad celular con tincién de nicleos (7AAD) y mediante el empleo de medio isoténico se fijo
la concentracién celular a una densidad de 5x107 células por mililitro. Esta suspension celular se afiadié de forma
estéril a un segundo frasco de material plastico, en el que previamente se habia afiadido 1 centimetro cibico de matriz
biolégica en base a chips de hueso humano desantigenizado. Las células restantes se criopreservaron en solucién de
DMSO/Albtimina. La retencién de las células a la matriz bioldgica fue inducida mediante la adicién de una solucién
coagulante en base a concentrado plasma-plaquetar. A continuacion, se realizé un control de la calidad del producto
obtenido mediante ensayo de actividad metabdlica (ATP) y se determind el rendimiento de fijacién de las células a la
matriz, que fue de un 52%. El tiempo total de la operacién fue de tres horas.
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REIVINDICACIONES
4 1. Procedimiento de preparacién de un producto para terapia celular o ingenierfa tisular que comprende las etapas
e:
a) obtener material celular de un paciente;
b) seleccionar la poblacién o poblaciones celulares de interés;
c) determinar pardmetros de calidad de la poblacién celular seleccionada;
d) combinar el material celular obtenido en la etapa (c) con un producto bioactivo; y
e) determinar pardmetros de calidad del producto obtenido en la etapa (d).

2. Procedimiento, segtin la reivindicacion 1, caracterizado porque el material celular obtenido del paciente es
sangre de médula dsea, sangre periférica y/o sangre de cordén umbilical y/o tejido adiposo.

3. Procedimiento, segtin la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque ademads parte de las células obtenidas en la
etapa (b) son criopreservadas.

4. Procedimiento, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque entre los parametros
de calidad de la etapa (c) a determinar se encuentran la cantidad de células, poblaciones celulares y viabilidad de las
células y la presencia de contaminaciones microbianas.

5. Procedimiento, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el producto bioactivo
de la etapa (d) es un concentrado de plaquetas, fibrina o una matriz biocompatible.

6. Procedimiento, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la etapa (d) se lleva a cabo
mediante un procedimiento fisico.

7. Procedimiento, segin la reivindicacion 6, caracterizado porque el procedimiento fisico de combinacién del
material celular y el producto bioactivo es incubacién/agitacion.

8. Procedimiento, segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la etapa (d) se lleva a cabo
mediante un procedimiento quimico.

9. Procedimiento, segtin la reivindicacion 8, caracterizado porque el procedimiento quimico de combinacién del
material celular y el producto bioactivo es mediante coagulacién.

10. Procedimiento, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el tiempo de dura-
cién del mismo es entre 2,5 y 4 horas.

11. Procedimiento, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el rendimiento final
de la etapa (d) es de un 30% o superior.
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Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 20.03.2012

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-11

1-11

Sl
NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento NUmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2010091051 A2 (ENDGENITOR TECHNOLOGIES INC 12.08.2010
[US])
D02 US 20050002982 Al (MOONEY DAVID J [US], et al.) 06.01.2005
D03 NIE, X., et al. InternationalJournal of Oral and Maxillofacial 08.01.2007

Surgery. 08-01-2007. Vol. 36, n° 1, paginas 36-38.
ISSN 1735-1308 (Impreso). doi:10.1016/j.ijjom.2006.06.005.

D04 US 20030054331 Al (FRASER JOHN K [US]; HEDRICK 20.03.2003
MARC H [US])

D05 WO 2011134957 Al (CREASPINE [FR]) 03.11.2011

D06 BILIC, G., et al. American Journal of Obstetrics and Ginecology. Noviembre 2005

Noviembre 2005. Vol. 193, n° 5, paginas 1724-1732.
ISSN 0002-9378. doi:10.1016/j.ajog.2005.04.005.

D07 ES 2334298 B1 (CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES 08.03.2010
CIENTIFICAS)
D08 ES 2362021 Al (BANC DE SANG I TEIXITS) 27.06.2011

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaraciéon

La presente solicitud de patente describe y reivindica un procedimiento para la preparacion de productos de terapia celular o
ingenieria tisular. El procedimiento comprende las etapas de obtener material celular, seleccionar las células de interés y
determinar los parametros de calidad de estas células, combinar el material celular con una matriz biocompatible y
determinar los pardmetros de calidad del producto obtenido.

No se ha encontrado en el estado de la técnica ningin documento que describa el procedimiento de la solicitud tal y como
esta reivindicado, por lo que la solicitud es nueva segun el articulo 6 de la Ley 11/1986 de Patentes.

Se han encontrado documentos que divulgan procedimientos similares al de la invencion y que afectan la actividad inventiva
de la solicitud, segun el articulo 8 de la Ley de Patentes. A continuacién se comentan y estos documentos y la manera en
que afectan a las reivindicaciones de la solicitud.

El documento D01 describe un método para el aislamiento de células mononucleares de sangre de cordén umbilical y de
células de tejido adiposo, y su combinacién con una matriz biocompatible, para su uso en terapia celular e ingenieria tisular.
En el ejemplo 1 de este documento se detalla que las células se congelan, y que se realiza un control de calidad de las
células y de la matriz, igual que en el procedimiento de la solicitud. Por tanto, este documento por si solo afecta la actividad
inventiva de las reivindicaciones 1 a 4, 10 y 11 de la presente solicitud. Las diferencias entre el documento D01 y la solicitud
se centran en el procedimiento de union de las células a la matriz.

En el documento D02 se describe la produccién de tejido a partir de dos tipos celulares (células de miusculo liso y
condrocitos) depositadas en una matriz de acido poliglicolico (PGA). La unién de las células a la matriz se realiza por
incubacién y agitacion. El experto en la materia encontraria evidente la combinacion de los documentos D01 y D02, de
modo que estos dos documentos afectan la actividad inventiva de las reivindicaciones 5 a 7 de la solicitud.

En el procedimiento empleado en el documento DO3 para generar tejido nervioso, las células se depositan en la matriz
mediante un proceso de coagulacion. Dado que el experto en la materia no tendria que realizar ningin esfuerzo inventivo
para combinar los documentos D01 y D03, las reivindicaciones 8 y 9 de la solicitud no cumplen el requisito de actividad
inventiva segun el articulo 8 de la Ley de Patentes.
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El documento D04 divulga un procedimiento de obtencién de células y matriz a partir de tejido adiposo, y su crioconservacion,
para su utilizacion en terapia de tejidos. Se detallan especialmente los criterios de control de calidad aplicados a las células y
a la matriz (ver parrafos [0098] a [0112] del documento). Por consiguiente, este documento afecta la actividad inventiva de las
reivindicaciones 1 a 4, 10 y 11 de la solicitud.

El documento D05 describe un implante bioactivo en el que la combinacion de las células a la matriz se realiza por agitacion
e incubacion. En el documento D06, por su parte, la unidn se realiza mediante polimerizacion con trombina. La combinacién
de los documentos D04 y D05, por un lado, y del DO4 y D06 por otro, resultaria obvia para el experto en la materia. Por ello,
tanto las reivindicaciones 5 a 7 como las reivindicaciones 8 a 9 de la solicitud carecen de actividad inventiva, a la luz de lo
divulgado en los documentos D04 y DO5 y en los documentos D04 y D06, respectivamente.

Finalmente, el documento DO7 describe la generacion de un producto Gtil para regeneracién de tejidos, basado en la
combinacién de células madre mesenquimales de médula 6sea con una matriz de silice mesoestructurada recubierta de
particulas de hidroxiapatito célcico. El procedimiento, similar al de la solicitud, anticipa la actividad inventiva de las
reivindicaciones 1, 2, 4, 5, 10 y 11 de la solicitud.

En el documento D08, el tejido se prepara por incubacion (y agitacion opcional) de una matriz no celular con células
mesenquimales de médula 6sea (criopreservadas o no), y la posterior fijacién de las células a las particulas de la matriz
mediante geles de fibrina (fibrinbgeno mas trombina). La evidente combinacion de la informacion divulgada en este
documento con la divulgada en D07 afecta la actividad inventiva de las reivindicaciones 3 y 6-9 de la presente solicitud.
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