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DESCRIPCION

Liporrelleno con células madre derivadas de tejido adiposo expandidas ex vivo para el relleno mamario cosmético o
para el relleno y/o rejuvenecimiento facial.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicion para su uso en el relleno de tejido blanco, comprendiendo dicha
composicion injertos de grasa enriquecida con células madre derivadas de tejido adiposo expandidas ex vivo. Estos
se pueden usar para el relleno/aumento mamario cosmético o para el relleno y/o rejuvenecimiento facial.

Descripcion de lainvencién

Un desafio frecuente en la cirugia plastica es la correccion de defectos de volumen y el aumento del volumen
existente. A la hora de corregir defectos de volumen o de aumentar el tejido existente, con frecuencia es necesario
usar material de relleno, llamado "relleno” o "implante". El injerto de grasa autéloga (liporrelleno) permite la
reparacion y el aumento de tejidos blandos (por ejemplo, aumento mamario cosmético) y se usa cada vez mas en
cirugias tanto estéticas como reconstructivas. Se ha considerado al tejido graso autélogo como un relleno ideal para
el aumento de tejido blando dado que es biocompatible, versatil, de aspecto natural, no inmunégeno, econémico y
facilmente obtenible con una morbilidad del sitio donante baja 12 sin embargo, el injerto de grasa trasplantado tiene
una supervivencia impredecible y a menudo baja, motivo por el cual los investigadores han buscado nuevas
maneras de aumentar su viabilidad. Un estudio realizado en animales que investigé el injerto de grasa xenogénico
enriquecido con células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ASC) ha indicado que la técnica es
vdlida y reproducible, y que tiene como resultado un volumen residual mayor del trasplante en comparacion con el
no enriguecido %, Un estudio reciente realizado en humanos ha demostrado y confirmado la ventaja y el efecto
notable de la incorporacion de ASC al injerto de grasa para un mayor volumen residual y una mejor calidad del tejido
trasplantado *.

En la industria cosmética, las soluciones disponibles para el relleno/rejuvenecimiento facial cosmético son
predominantemente artificiales (por ejemplo, toxina botulinica tipo A, hialurénico, colageno, hidroxilapatita de calcio,
acido poliactico, microesferas de metacrilato de polimetilo). Por lo tanto, los resultados con frecuencia terminan
pareciendo poco naturales debido a la escasa versatilidad y biocompatibilidad. Los rellenos artificiales se
descomponen con el paso del tiempo con posibles efectos secundarios fisicos adversos que varian de diversos
sintomas de enfermedad hasta defectos estéticos. El tejido graso autélogo se considera una solucion de relleno
ideal, como se ha descrito anteriormente. Sin embargo, los resultados para los pacientes tratados con grasa
autologa para el relleno/rejuvenecimiento facial (es decir, sin enriquecimiento de células madre) puede terminar
siendo desproporcionados, debido a la supervivencia impredecible del injerto.

Algunos cirujanos sugieren que se puede lograr un enfoque mejorg mas predecible en cuanto a los injertos al afiadir
la denominada "fraccién vascular estromal” (SVF) al trasplante >°. La SVF es el sedimento celular que se forma
cuando se recolecta tejido adiposo mediante liposuccion y las células de grasa son digeridas enzimaticamente
mediante el uso de colagenasa. Se sabe que la SVF contiene una pequefa cantidad de células madre derivadas de
tejido adiposo (ASC).

El documento DE 10 2011 121982 B3 describe el uso de células madre derivadas de tejido adiposo expandidas para
reconstruir los defectos de la piel.

Es importante diferenciar entre los siguientes términos:
1) Liporelleno convencional: Unicamente grasa
2) Lipotransferencia asistida por células: Grasa + SVF
3) Liporelleno enriquecido con células madre: Grasa + ASC expandidas ex vivo
4) Relleno de células madre: ASC expandidas ex vivo
En la solicitud de patente actual, se hace referencia nicamente a los términos 3) y 4) anteriores.

Definicién de las células madre a la que se hace referencia en la solicitud de patente actual:

Células que se adhieren a una superficie de cultivo al sembrar y cultivar la fraccién vascular estromal.
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Se pueden usar células autélogas o alogénicas para aplicaciones tanto mamarias como faciales.

La presente invencidn es especialmente adecuada para el relleno y rejuvenecimiento facial cosmético y para el
relleno/aumento mamario cosmético.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se refiere a una composicion que comprende células madre derivadas de tejido adiposo
(ASC) expandidas ex vivo mezcladas con tejido graso recolectado en una relacion de 20 x 10° - 20 x 10" ASC/m de
grasa, y el uso de injertos de grasa enriquecidos con células madre derivadas de tejido adiposo expandidas ex vivo
como un agente para el relleno/aumento mamario cosmético o para el relleno/rejuvenecimiento facial.

Procedimiento quirdrgico para recolectar ASC
Los pacientes reciben una pequefia liposuccion ambulatoria.

Se recolectaran lipoaspirados mediante técnicas de liposuccion estériles estandares. Una solucién humectante se
infiltra en la gasa subcutanea a través de incisiones. El lipoaspirado se consigue con un dispositivo de liposuccién
estandar (por ejemplo, Vibrasat®) y se sella en un recipiente estéril. El lipoaspirado se transporta al laboratorio
clinico de células madre.

Aislamiento y cultivo de ASC

El aislamiento y la expansion ex vivo de ASC se realizara de acuerdo con un protocolo aprobado, en un laboratorio
aprobado para las buenas practicas de fabricacion (GMP) y la expansion clinica de células madre, en un laboratorio
de terapia celular.

El lipoaspirado se lava con una solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se centrifuga. Para aislar la fraccion
vascular estromal (SVF), el sobrenadante se incuba y se digiere enzimaticamente con colagenasa (calidad GMP). La
actividad enzimatica se neutraliza a través del uso de un medio de crecimiento. La suspension se filtra usando un
filtro de 60-100 um y se centrifuga. El sedimento celular se suspende de nuevo en un medio de cultivo y se cuentan
las células en el sedimento que contienen la SVF. Una forma alternativa de aislar la SVF es mediante el uso de un
sistema cerrado, por ejemplo, el sistema GID SVF-1™. La SVF se siembra en el medio de cultivo que consiste en el
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) o el medio esencial minimo alfa (a-MEM), penicilina-
estreptomicina al 1-5 %, 1-5 IU/ml de heparina libre de conservantes y lisado de plaquetas humanas agrupadas
(pHPL) al 2-20 %, o cualquier otro medio de crecimiento alternativo, por ejemplo, suero fetal bovino. Se incuban los
cultivos primarios (P0O). Se descartan las células no adherentes, los matraces de cultivo celular se aclaran
cuidadosamente con PBS, y el medio se remplaza. El medio se cambia cada 3-7 dias. Durante el cultivo y el dia de
la recoleccion de ASC, se examinaran todos los matraces/pilas de cultivos para determinar la contaminacion por
patégenos.

Produccién de pHPL

El pHPL puede fabricarse segin lo descrito por Schallmoser et al. ’, con modificaciones menores. En resumen,
después del consentimiento informado, se recolectan unidades de sangre entera de donantes de sangre sanos.
Todas las donaciones de sangre se analizan en busca de marcadores de enfermedades infecciosas, de conformidad
con la legislacién existente. Las capas leucocitarias se separan de los globulos rojos y el plasma. Cuatro unidades
de capas leucocitarias se agrupan con 1 unidad de plasma en 1 unidad de plasma rico en plaquetas (PRP) y se
almacenan de -20 °C a -80 °C. Se descongela un minimo de diez unidades de PRP en un bafio de agua y luego se
agrupan en un Unico lote de PRP. El lote de PRP agrupado se divide en fracciones alicuotas mas pequefias y se
congela de -20 °C a -80 °C. A continuacion, todas las bolsas en alicuotas del lote de PRP agrupado Unico se
descongelan en un bafio de agua y se centrifugan (por ejemplo, a 4000 g durante 15 min) para sedimentar los
fragmentos de plaquetas. Por Ultimo, el sobrenadante que contiene pHPL se transfiere a bolsas nuevas y se
almacena a una temperatura de -40 °C a -80 °C para su uso posterior en la preparacion del medio de cultivo celular.

Se recolectan ASC en P0-P4. Todos los matraces/pilas de cultivo celular se lavan con PBS y las células se separan

de la superficie plastica mediante procesamiento quimico (por ejemplo, Tryple Select) o fisico. La suspension que
contiene las ASC se centrifuga (por ejemplo, a 300 g durante 5 min), se elimina el sobrenadante y se recoge el
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sedimento celular después de la resuspension en PBS. El sedimento celular de ASC se lava con PBS, centrifugando
las ASC y descartando el sobrenadante después de cada procedimiento de lavado. Las células se cuentan tres
veces y se calculara el recuento promedio. Las ASC se controlaran cuidadosamente antes de liberarlas para uso
clinico, incluyendo 1) Ausencia de contaminacion por patdgenos 2) Viabilidad de las ASC de mas del 90 % 3)
Morfologia, que se evalla como caracteristica para las ASC. Las ASC se transportaran en recipientes estériles
aprobados.

Liposuccién, preparacién de injertos y procedimiento de liporrelleno

El procedimiento quirdrgico se realiza con anestesia local o general. Se cosechan lipoaspirados mediante técnicas
de liposuccion estériles estandares. A través de incisiones, se infiltra una solucién humectante (por ejemplo, solucién
de Kleins) en el sitio donante mediante el uso de un infiltrador de punta roma. La canula de recogida tiene un
diametro de 2-5 mm con una punta roma, conectada a un dispositivo de recogida (por ejemplo, Vibrasat®). Si es
necesario, el lipoaspirado se lava usando una solucién salina. El lipoaspirado recogido se deja sedimentar, se hace
girar o se centrifuga (por ejemplo, a 100 g durante 5 min). Después del procedimiento de separacion, la capa oleosa
(nivel superior) se decanta y la capa acuosa (nivel inferior) también se drena de las jeringas. La capa intermedia,
compuesta por un injerto predominantemente de grasa, se usa para el trasplante.

Aplicaciones de la invencion:
Relleno_mamario cosmético: El tejido de grasa recogido se mezcla con las ASC expandidas ex vivo

cosechadas a una relacion de 20 x 10° - 20 x 10’ASC/ml de grasa, y se inyecta en forma de alicuotas en
los senos para un aumento cosmético.

Ejemplo de técnica de inyeccion:

El injerto de grasa enriquecida se inyecta en los senos usando una aguja larga de forma horizontal (paralela
al cuerpo) para evitar dafiar las estructuras fuera del tejido mamario. La aguja se inserta desde varios
puntos alrededor del margen de la areola y en varios puntos en el pliegue inflamatorio en direcciones y
planos variables para lograr una distribucion uniforme y de aspecto natural del injerto.

Para el relleno facial y la correccion de arrugas: El tejido de grasa cosechados se mezcla con las ASC expandidas
en vivo cosechadas a una relacién de 20 x 10° - 20 x 10" ASC/ml de grasa. La cantidad de células madre aumentara
en funcién de la cantidad de relleno que se necesite; cuanto menos relleno se necesite, mayor sera la concentraciéon
de ASC. Si el efecto deseado es estrictamente una cuestion de mejora de la calidad del tejido, se usaran ASC en
solitario, disueltas en PBS, con el fin de distribuir las células de manera uniforme. Ejemplo de técnica de inyeccion:

Cuando se usan como un relleno, los injertos de grasa se inyectan como alicuotas con una aguja larga de
forma horizontal (paralela a la superficie) para evitar dafar las estructuras fuera del area diana. La aguja se
inserta desde varios puntos y en direcciones y planos variables para lograr una distribucién uniforme y de
aspecto natural del injerto.

Cuando se usan estrictamente para la mejora de la calidad del tejido, las ASC disueltas se inyectan en la dermis y
debajo de la dermis con una aguja puntiaguda fina y se distribuyen de manera uniforme en el area diana. Los sitios
de incision e inyeccion se suturan y se aplican prendas de compresién postoperatorias en los sitios donantes y en
algunos casos también en los sitios receptores.

Beneficios clinicos y novedad de la invencion

Los injertos de grasa enriquecida con ASC (expandidas ex vivo) o las ASC en solitario no se han usado nunca a
nivel clinico para la inyeccion en los senos o en la cara y no se han descrito nunca en la bibliografia ni el inventor ha
compartido la idea de estas aplicaciones clinicas con terceros antes de la presentacién de la patente US 61/839.578.
La idea de enriquecer injertos de grasa con ASC expandidas ex vivo con el fin de mejorar la supervivencia y la
calidad de los injertos de grasa se ha mostrado en un modelo murino 3y en un estudio de prueba de conceptos
reciente en seres humanos 4, aunque, como se ha mencionado anteriormente, las aplicaciones clinicas de esta
invencion nunca se han demostrado (es decir, el relleno mamario cosmético y el relleno facial). Se debe enfatizar
gue esta invencion (es decir, al aplicacion de ASC expandidas ex vivo para los propésitos del
relleno/rejuvenecimiento facial y el rellano/aumento mamario cosmético) es significativamente diferente del uso de la
SVF recién aislada, incluyendo una pequefia fraccion de ASC no expandidas, para el llamado "liporrelleno asistido
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por células" convencional. Este método se ha descrito en la bibliografia y se ha aplicado en seres humanos con
resultados clinicos impredecibles, no significativamente mejores que los del liporrelleno convencional 8 La légica
para usar ASC expandidas ex vivo para el relleno facial se sustenta en los estudios mencionados anteriormente,
donde queda demostrado que las células madre sobreviven después de la inyeccion al contrario de lo que sucede
con las células de grasa. Ademas, las ASC son muy resistentes a la hipoxia y a exposiciones fisicas %11 Mediante el
uso de células madre en solitario como material de relleno, se puede lograr un volumen/aumento residual fiable.

Existen muchos beneficios clinicos a partir de la fabricacién de un relleno mamario y facial sostenible biocompatible,
incluyendo su aspecto natural, la no inmunogenicidad, evitar los efectos secundarios del material artificial y el
procedimiento puede ser autélogo. La mayoria de los pacientes tiene reservas de grasa naturales en el abdomen,
los muslos, los brazos y las nalgas que se pueden usar. De esta manera, los pacientes obtienen una remodelacién
corporal deseada y personalizada. El tejido adiposo autélogo puede trasplantarse facilmente mediante una simple
liposuccion e inyeccién posterior, con muy poca incomodidad para los pacientes y con muy poco riesgo de efectos
secundarios.

EJEMPLOS

Resultados de la investigacion - Prueba de estudio de conceptos (analogo al disefio de estudio descrito, por
ejemplo, en Kolle SF, Fischer-Nielsen A, Mathiasen AB, et al. Enrichment of autologous fat grafts with ex-vivo
expanded adipose tissue-derived stem cells for graft survival: a randomised placebo-controlled trial. Lancet 2013;
382: 1113-20):

Objetivo del estudio:

Se comparan injertos de grasa enriquecidos con una dosis alta de células madre derivadas de tejido adiposo (ASC)
expandidas ex vivo autdlogas con injertos de grasa no enriquecidos (injertos de grasa convencionales).

Disefio del estudio:

Se preparan injertos de grasa purificada, uno con y otro sin enriquecimiento de ASC (control) para cada participante.
Los injertos de grasa se inyectan por via subcuténea.

Se elige una concentracion de 20 x 10° ASC por ml de injerto de grasa enriquecido - aproximadamente 2.000 veces
el nivel fisioldgico.

Los volimenes de los injertos de grasa inyectados se miden mediante imagenes de resonancia magnética (IRM)
inmediatamente después de la inyeccién y después de 121 dias y se comparan con las IRM iniciales.

Resultado:

En comparacion con los injertos de control, los injertos de grasa enriquecida con ASC tienen volimenes residuales
significativamente mayores. No se han observado hechos adversos serios graves.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para fabricar una composicién que comprende células madre derivadas de tejido adiposo
(ASC) de cultivo primario (PO) expandidas ex vivo mezcladas con tejido de grasa recogido; comprendiendo el
método

- expandir ex vivo las ASC de una fraccién vascular estromal (SVF) aislada en un medio de crecimiento que
consiste en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) o medio esencial minimo alfa (a-MEM),
penicilina-estreptomicina al 1-5 %, 1-5 IU/ml de heparina libre de conservantes y lisado de plaquetas
humanas agrupadas (pHPL) al 2-20 %,

- cosechar dichas ASC en el pase primario (P0), y

- mezclar dichas ASC con tejido de grasa recogido a una relacién de 20 x 10°- 20 x 10" ASC/ml de grasa.

2. Una composicién que comprende células madre derivadas de tejido adiposo (ASC) de cultivo Erlmarlo
(PO) expandidas ex vivo mezcladas con tejido de grasa recogido a una relacion de al menos 20 x 10° - 20 x
10" ASC/ml de grasa, donde dichas células madre derivadas de tejido adiposo (ASC) de cultivo primario (PO)
expandidas ex vivo se han cultivo en un medio de crecimiento que consiste en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) o medio esencial minimo alfa (a-MEM), penicilina-estreptomicina al 1-5 %, 1-5 IU/ml de heparina
libre de conservantes y lisado de plaguetas humanas agrupadas (pHPL) al 2-20 %, y se han cosechado en el primer
pase (PO0).

3. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 2 para su uso como un agente de relleno mamario,
un agente de relleno facial, para relleno mamario cosmeético, o para relleno facial cosmético.

4. Método cosmético de relleno mamario, donde las células madre derivadas de tejido adiposo (ASC) de
cultlvo prlmarlo (P0) expandidas ex vivo se mezclan con tejido de grasa recogido a una relacion de al menos 20 x
10°- 20 x 10" ASC/ml de grasa, donde dichas células madre derivadas de tejido adiposo (ASC) de cultivo primario
(PO) se han cultivado en un medio de crecimiento que consiste en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
o medio esencial minimo alfa (a-MEM), penicilina-estreptomicina al 1-5 %, 1-5 IU/ml de heparina libre de
conservantes y lisado de plaguetas humanas agrupadas (pHPL) al 2-20 %, y se han cosechado en el pase primario
(P0), y donde la grasa se inyecta como alicuotas o cadenas con una aguja larga en horizontal (en paralelo al cuerpo)
insertando la aguja desde varios puntos alrededor del margen de la areola y en varios puntos en el pliegue
inflamatorio en direcciones y planos variables para lograr una distribucién uniforme y de aspecto natural del injerto.

5. Método cosmético de relleno facial, donde las células madre derivadas de tejido adiposo (ASC) de
cultlvo prlmarlo (P0O) expandidas ex vivo se mezclan con tejido de grasa cosechado a una relaciéon de al menos 20 x
10°- 20 x 10" ASC/ml de grasa, donde dichas células madre derivadas de tejido adiposo (ASC) de cultivo primario
(PO) se han cultivado en un medio de crecimiento que consiste en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
o0 medio esencial minimo alfa (a-MEM), penicilina-estreptomicina al 1-5 %, 1-5 IU/ml de heparina libre de
conservantes y lisado de plaguetas humanas agrupadas (pHPL) al 2-20 %, y se han cosechado en el pase primario
(P0), y donde los injertos de grasa se inyectan como alicuotas o como cadenas con una aguja larga en horizontal
(en paralelo a la superficie) para evitar dafiar las estructuras fuera del area diana, y la aguja se inserta desde varios
puntos y en direcciones y planos variables para lograr una distribucion uniforme y de aspecto natural del injerto.

6. Método cosmético de relleno facial, donde las células madre derivadas de tejido adiposo (ASC) de
cultlvo prlmarlo (P0O) expandidas ex vivo se mezclan con tejido de grasa recogido a una relacién de al menos 20 x
10°- 20 x 10" ASC/ml de grasa, donde dichas células madre derivadas de tejido adiposo (ASC) de cultivo primario
(PO) se han cultivado en un medio de crecimiento que consiste en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
o medio esencial minimo alfa (a-MEM), penicilina-estreptomicina al 1-5 %, 1-5 IU/ml de heparina libre de
conservantes y lisado de plaquetas humanas agrupadas (pHPL) al 2-20 % y se han cosechado en el pase primario
(P0), y donde las ASC se inyectan en la dermis con una aguja puntiaguda fina y se distribuyen uniformemente en el
area diana, y la incision y los sitios de incision se suturan y se aplican prendas de compresién postoperatorias en los
sitios donantes y en algunos casos también en los sitios receptores.

7. Método cosmético para introducir un agente en la piel, donde el agente comprende células madre
derivadas de tejido adiposo (ASC) de cultlvo prlmarlo (P0O) expandidas ex vivo mezcladas con tejido de grasa
recogido a una relacion de al menos 20 x 10°- 20 x 10" ASC/ml de grasa, donde dichas células madre derivadas de
tejido adiposo (ASC) de cultivo primario (P0) expandidas ex vivo se han cultivado en un medio de crecimiento que
consiste en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) o medio esencial minimo alfa (a-MEM), penicilina-
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estreptomicina al 1-5 %, 1-5 IU/ml de heparina libre de conservantes y lisado de plaquetas humanas agrupadas
(pHPL) al 2-20 %, y se han cosechado en el pase primario (P0).
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