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Medicina Regenerativa

La Medicina Regenerativa persigue reemplazar células humanas
O promover su regeneracion para restaurar la funcidon normal de

los tejidos u drganos.
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Estudios clinicos registrados con SVF

Obtenido en: clinicaltrials.gov
/5 estudios registrados en Abril del 2017
42 aparecen activos



http://clinicaltrials.gov
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Funciones del tejido adiposo

* [e|ido conectivo laxo: grasa blanca unilocular

Organo endocrino: control de metabolismo y otras
funciones: leptina, adiponectina, angiotensina, etc

eSoporte y Proteccidon mecanica
* Aislamiento térmico
*Reserva energeética

*Fuente de células: abundante, accesible y rica en
células




Extraccion de Celulas estromales en grasa

Rodbell, 1964. J Biol Chem; Metabolism of isolated fat cells. Effects of
hormones on glucose metabolism and lypolisis

Tanue 1

DNA, triglyceride, and protein content of adipose lissue,
free fat cells, and stromal-vascular cells

| | |
| DNA* | Proteint | Triglycerides

R
Untreated tissue, 19 g......... ... 346 24 4
Collagenase-treated tissue, 1.9 g ;
Free fat ecells. ... ... ... ..... 092 8.5 | 11
Stromal-vascular eells, . ... ... ... 140 7.5 <0.001
Total. ... .. e 232 16

Zuk et al.,2001 /issue Engineering; Multilineage Cells from human
adipose tissue: implications for cell based therapies
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AISLAMIENTO DE LA FRACCION ESTROMAL VASCULAR (SVF)
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Que es la SVF/FVE ?

- Fraccion estromal vascular (SVF): Poblacion heterogénea

de distintos tipos celulares obtenidos mediante disociacion
del tejido adiposo y centrifugacion.
- No contiene adipocitos.

o Células aisladas del componente estromal del tejido.

i Ol iayer

Mature aJp0CYles —
AQueocus layer

Syromal vascular Yaction (SVF)

Tejido Adiposo Tejido disociado Suspension Celular: SVF



Aislamiento SVF/FVE
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Fraccion Estromal Vascular: Propiedades
biologicas

1.Produccion de factores troficos
2.Capacidad de diferenciacion

3.Inmunomodulacion

4.Angiogenesis

Ceélulas madre Ceélulas . Otras
: . Fibroblastos "
mesenquimales| endoteliales celulas
c 5 . __ Formacion y o .
-8 g» Diferenciacion VASOS Produccion Estabilizacion Diversas
535 celular ) colageno nuevos vasos  funciones
L 7 sanguineos



Células SVF: Produccion de factores troficos

e Secrecion de factores P
solubles: anti-apoptdticos : LN
(HGF), IGF-1, factores de \.‘: SRS AR
o Secreting — ;5 o~ Secretory
crecimiento cell “ vesicle
» Estimulacion de la D G
regeneracion tisular e "
~ ., . Local regulator
e Sefalizacion paracrina diffuses through

extracellular fluid



Celulas SVF : Capacidad de Diferenciacion

» Capacidad de L e eisenon
diferenciacion: MSCs
o Linaje MesodérmiCo: . o o v e g e o
| - &> > o> &> o> ,
adipogénico, - . | | -

Stem Cell

condrogénico u W =~ | ¥
osteogénico NS ® ~=
. Transdiferenciacion . T

d . . Osteacytes Chondrocytes Myoblasts Tenocytes <%
en Con ICIOneS muy Hepatocytes
MSC Multilineage Differentiation Potential
MSCs are able to undergo extensive self proliferation prior to differentiation into a range of mesenchymal tissue and cell types, including bone, cartilge, muscle, stroma, tendon an
adipose and evidence has also suggested they have greater plasticaty in an abality to differentiate into non-mesenchymal tissues including liver, heart, skin and nervous tissues
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Células SVF: Inmunomodulacion

Efectos inmunoreguladores:

Descenso de proliferacion '~
en linfocitos T
Liberacion de PGE-2

Inmunosupresion por IL-100

MSCs se “activan” en un

ambiente inflamatorio

________

14



Células SVF: Angiogénesis

A fSVF cSVF

The Angiogenic Process

day 14

Endothelial cell
activation and survival
(eg. VEGF, bFGF)
Basement membrane
degradation

,//leg MMPs, uPAR)

Endothelial cell

. proliferation and

migration
(eg, VEGF, bFGF)

T~ Tube formation, ~
- elongation, and >
™ remodeling ©

~ (eg, Integrins)
)

Intravascular W R Maturation
modulators of .y (pericytes

angiogenesis associated with
i vasculature) B
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Grifioen and Mclema. Phammacel Rev. 2000,62237

- — N N
o O O O
Fl Ft Fl

( % of vessel volume

Estimulacion de angiogénesis
Secrecion de factores angiogenicos:
FGF VEGF Ang1

Estabilizacion vascular: pericitos Nunes et al., 2013, Scientific Reports

Cell incorporation into neovessels
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Dispositivo SVF-2

Vent Port SVF pellet extraction

4

I @l Patient Port

Vaouum Port |8

R o
Paddles =
= . \lylon mesh

Dispositivo médico estéril de un solo uso con marcado CE
Sistema cerrado: de la recogida a la extraccion celular en 60 minutos
Rendimiento: 500.000-1.000.0000 células SVF/gramo grasa
Facil Manejo




Dispositivo SVF-2

LABORATORY EQUIPMENT

Cartin OR containing all

» Utiliza equipamiento de laboratorio
disponible comercialmente

* GMP colagenasa
* Descartables disponibles

* Puede utilizarse en quiréfano o

aboratorio

GIDzyme-2-50

GID SVF Procedure Pack




Aislamiento de células mediante dispositivo SVF-2

Aislamiento SVF mediante SVF-2

Recogida L, .,
Disociacién Resuspension

Te.||do wdl Lavado Emg Tisular ol Centrifugacion g Pellet SVF
Adiposo

Sistema N 40 min L
cerrado S digestion a 600 g Aspiracion

durante r:r.lec.iiant.e, R(';’ SieHEE ka0 el 6 min + 4 min .directe.t,sin
liposuccion SulE y 200 cdu/ml eliminacion de
sele)ie 3 ereelic usando GMP sobrenadante

colagenasa

00 minutos

- SVF pellet

(listo para resuspension)




SVF-2 Device Performance

Caracteristicas técnicas SVF-2

Volumen de procesamiento (Grasa

20 - 130 cc
seca)
Tiempo Aislamiento SVF 60 minutos
Rendimiento (Células nucleadas por gramo 0,5-1
de tejido adiposo) millones
. . menos de 4
Niveles de endotoxina (EU/ml) EU/m
Esterilidad (Tincion Gram y cultivo Negativo

microbiolégico)

Actividad Colagenasa Residual < 10 CDU/m|

Seguridad y Calidad del Producto Celular
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SVF

: Caracterizacion por citometria
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Cell composition

Fraccion Estr
Vascular

CD45-/CD31-/CD34+ cel s
ASCs

CD45-/CD31+/CD34+ cells

Vascular endothel ial cels ALTO % DE CELULAS ESTROMALES PROGENITORAS
10 8:)324 10° ,(CD34 +)
S— BAJA CANTIDAD DE CELULAS DE LA SANGRE (CD45+)
Other col I MENOS ERITROCITOS

Bl CD45+ (Hematopoietic cells)
Il CD45-/CD31+/CD34+(ECs)
[J CD45-/CD31-/CD34+(ASCs)

=R e Adipose Stromal/Stem Cells

/ 13.1 %
Células derivadas Mature endothelial cells

a de grasa g 5-10 %
CD45- \ Pericytes and fibroblasts
80 % around 10 %

Endothelial progenitors

omal 1:8%

Células Hematopoyeéticas:
linfocitos, neutrdfilos, macréfagos

CD45+
20%




Uso de fraccion estromal
vascular en traumatologia

Severiano Dos Anjos
PhD Cellular Biologist



Posibles Aplicaciones Clinicas

1. Osteoartritis: rodilla y cadera, articulaciones

2. Osteonecrosis de la cabeza del témur
3. Fracturas 6seas complejas
4. Tendinopatias

5. Pseudoartrosis



Células SVF y formacion de hueso

Uso de células SVF en fracturas dseas:
modelos preclinicos y uso en humanos

. Todorov et al., 2016. Stem Cells [ranslational
Medicine. Fat Derived Stromal Vascular Fraction Cells
Enhance the Bone-Forming Capacity of Devitalized
Engineered Hyperthrophic Cartilage Matrix.

e Saxer etal., 2016. Stem Cells. Implantation of Stromal
Vascular Fraction Progenitors at Bone Fracture Sites:
From a Rat Model to a First-in-Human Study.




SVF: USO EN TRAUMATOLOGIA

Saxer et al., 2016; Stem Cells

Las células SVF son capaces en fresco (sin necesidad de cultivar) de formar tejido 6seo
CON vasos sanguineos en el microambiente de una fractura

VOLUMEN DE HUESO MINERALIZADO

Cell-free constructs >
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SVF: USO EN TRAUMATOLOGIA

odorov et al., 2016, Stem Cells Translational Medicine
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Existe correlacion entre la formacion de matriz mineralizada y el
numero de células endoteliales presentes en la SVF



Mejor Fuente de Ceélulas
Tejido Adiposo vs Meédula Osea

Table 1

MSC and CFU-F concentrations and frequency derived from adult and near-fetal tissues

Human tissue Native CFU-F concentration range per ml of MSC frequency range (CFU-F/1 0° nucleated References
source Sfluid/tissue cells)

Bone marrow 109-664° 10-83 91, 183, 184, 185, 186,
aspirate 187
Adipose/lipoaspirate 2058-9650 205-51 000 98, 184, 188, 189, 190
Dermis Not reported 74 000157 000 89
Umbilical cord blood 0.06 0-0.02 184, 185, 191, 192
Peripheral blood 0 022 185, 192, 193
Synovial fluid 4-14 2-250 22,194
Amniotic fluid 3 92 195

4Based on average of 8 x 109 nucleated cells per ml bone marrow aspiratc.m
bOccurance of CFU-F in peripheral blood requires systemic treatment with GCSF.

Murphy and Caplan, 2013 Exp Mol Med



Células de Grasa vs Células Médula Osea

Clin Onthop Relat Res
DOI 10.1007/511999-015-4385-8

Clinical Orthopaedics
and Related Research’ @ CrossMark

A Pabliction of The Anadation of Booe and Joint Lorgeoen®

BASIC RESEARCH

Adipose-derived Mesenchymal Stem Cells Are Phenotypically
Superior for Regeneration in the Setting of Osteonecrosis

of the Femoral Head

Cody C. Wyles BS, Matthew T. Houdek MD, Ruben J. Crespo-Diaz PhD,
German A. Norambuena MD, Paul G. Stalboerger MS, Andre Terzic MD, PhD,
Atta Behfar MD, PhD, Rafael J. Sierra MD
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Optical Density

bmMISCs aMSCs
A MSC Source

Fig. 4A-B aMSCs show increased osteogenic differentiation poten-
tial compared with bmMSCs. After the third passage, cells in culture
were grown in osteogenic differentiation media for 14 days. Alkaline
phosphatase activity was measured as optical density between aMSCs

* @ AMSCs (n = 15 pts)
& bnMSCs (n = 15pts) .

25
£
= , ,
¥ i DIFERENCIACION OSTEOGENICA
5 FOSFATASA ALCALINA
=

0.5

o :

bmMSCs aMSCs

B MSC Source

and bmMSCs from the same 15 patients (pts). (A) Optical density was
increased in aMSCs for all 15 patients. (B) aMSCs showed a 2.5-fold
increase in optical density across the entire cohort (p < 0.001).



Células frescas vs Células cultivadas

SVF vs ASCs
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Wu et al., 2016, Tissue Engineering

La mezcla SVF + condrocitos: mas
efectiva
Mas glucosaminoglucanos
Mayor expresion colageno tipo I, tipo
IX'y aggrecan
Superior al uso de ASCs cultivadas

In vitro cell pellet culture



PRP vs Adipose SVF

Adipose SVF Cells

Cell Content

Do not contain cells
( or only blood derived
cells)

Contain a significant
amount of MSCs

Treatment efficacy

Weak

Pointing towards a
much higher efficacy

Indirect: Based on

Direct: Based on cells

RRERY activity of growth intrinsic activity
factors
Clinical Setting Ambulatory Surgical Room

Method

Only centrifugation

Tissue Dissociation
(enzymatic) and
centrifugation




Ceélulas de sangre de cordon umbilical

Sangre de cordon umbilical como fuente de células

Facil de obtener

Se recoge tras el nacimiento y se criopreserva en bancos

Alto porcentaje de células madre hematopoyéeticas

Células pluripotentes capaces de regenerar completamente el
sistema hematopoyetico: produccion de todas las células
sanguineas.

Evidencia demostrada principalmente en enfermedades de la
sangre: anemias, leucemia, etc

Pocas evidencias en el resto de aplicaciones

Posibles problemas de rechazo inmunoldgico asociados a trasplante

alogenico.
D,

_ gt
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Conclusiones generales

Uso de SVF es autdlogo, inmediato (en fresco) y sin riesgo
de rechazo, sin necesidad de cultivo celular.

Importancia Ensayos de calidad: Contaje celular
Evaluacion clinica pre y post-operatoria de resultados
Eleccion del método correcto con base cientifica: uso de
dispositivos medicos,

La grasa contiene una gran cantidad de células madre
mesenqguimales y otros tipos celulares (necesidad estudios
clinicos comparativos)

Medicos especialistas dirigiendo equipos
multidisciplinares: bidlogos, veterinarios, biotecndlogos,
estadisticos

Medicina basada en |la evidencia



Muchas gracias por su atencion

sevedos@yahoo.es
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