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COMPOSICIONES DE ACIDO GRASO DE LIBERACION CONTROLADA PARA

USARSE EN RECONSTRUCCION CORPORAL Y FORMACION DEL CUERPO

Campo de la Invencién

La presente invencidén estd dirigida a composiciones
que comprenden lipidos metabdlicos fisioldégicamente
aceptables, y compuestos de liberacidén controlada (CR, por
sus siglas en inglés) de preferencia biodegradables
fisioldégicamente aceptables, en donde 1los lipidos estéan
libres de células y los compuestos CR liberan los lipidos
metabdélicos durante un periodo de tiempo retrasado bajo
condiciones fisioldgicas. Ademds, la presente invencidn se
refiere al uso de tal composicidén para producir una
composicidén cosmética o terapéutica, de preferencia para
expansién de tejido graso o reparacién de tejido graso.
Asimismo, la invencidén se refiere a un método para el
tratamiento terapéutico o cosmético de un mamifero, que
comprende la administracidén de la composicidén de la invencidn
e inyectar preferiblemente la composicidén mientras se saca la

jeringa de inyeccidn hasta que el area tisular de interés sea

tratada.
Antecedentes De La Invencién
El tejido graso almacena energia, proporciona
aislamiento % define caracteristicas estructurales

exteriores, ©por ejemplo, en la cara, senos, gluteos o
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cualesquiera otras partes del cuerpo que definen forma de
mamiferos. Después de los deseos cosméticos existen también
aplicaciones terapéuticas para ingenieria y reconstruccidén de
tejidos grasos, por ejemplo reconstruccidén de seno después de
mastectomias, distrofia de lipidos inducida por VIH vy
reconstruccidén facial después de trauma.

Los métodos tradicionales para tratar defectos de
tejido graso y para aumento de tejido cosmético emplean un
material de relleno que reemplaza o agrega volumen a la parte
corporal seleccionada. Los materiales de <relleno se
clasifican en rellenos autdélogos y rellenos no autdlogos.

La transferencia de grasa autdloga, es decir,
aislamiento quirdrgico de células grasas de una parte vy
reinyeccidédn en otra parte del cuerpo, se han practicado desde
finales del siglo 19. La transferencia de células grasas
autéloga a la cara tiene la ventaja de su naturaleza
permanente y las inyecciones a base de grasa autdloga se
traducen en una apariencia mds suave y brillante del rostro
rejuvenecido. Por otro lado, una principal desventaja es la
imprevisibilidad de 1los resultados debido principalmente a
las tasas de supervivencia variables de las células adiposas
después de inyeccidn. Por ejemplo, para células grasas
inyectadas en areas de tejido graso (por ejemplo, cara o
senos), 30-70% mueren, principalmente debido a la ausencia de

nutrientes y oxigeno en el estado pre—-angiogénico. Otro
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problema es la supervivencia de las células grasas durante el
aislamiento. ©Este aspecto ha sido mejorado por un numero de
técnicas tales como el uso de agujas aspiradas y tratamiento
especializado de las células grasas aisladas. Una desventaja
adicional de esta técnica es dque requiere intervencidn
quirurgica y cantidades adecuadas de materiales de células
grasas autdlogas, que no estan disponibles para muchos
individuos.

Un curso de accidén mads moderno en la ingenieria de
tejido graso es la inyeccidén de células madre derivadas
adiposas (ADSC, por su siglas en inglés) que causan
proliferacidén de nuevos adipocitos. Sin embargo, el proceso
implica un procedimiento largo, complicado y costoso que
incluye liposuccidn, aislamiento de ADSC de las células
adiposas por ultracentrifugacidén especializada, opcionalmente
con el tratamiento de las ADSCs aisladas con factores de
diferenciacidn, y reinyeccidén de células diferenciadas en el
tejido objetivo deseado.

Debido al problema de supervivencia de células de
las células grasas varios materiales de relleno no celulares
fueron contemplados. El coldgeno fue el relleno més
ampliamente usado en el mercado hasta la emergencia del &acido
hialurdénico en 2003. E1l colageno induce reacciones
inmunogénicas leves debido a su origen bovino y esta

tecnologia 1llegd a su fin con la concientizacidén emergente
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del riesgo de encefalopatia espongiforme bobina (BSE, por sus
siglas en inglés). El &cido hialurdénico (HA) ha sido usado
como un relleno de tejido graso fuera de prescripcidén durante
afios incluso a pesar de que fue aprobado por la FDA mucho mas
tarde en 2003. Se ha vuelto el relleno mds dominante en el
mercado. E1 HA comercial moderno es altamente reticulado con
compuestos a base de divinilsulfona ©para vida media
incrementada y de origen recombinante mas que animal para
reducir inmunidad. La principal desventaja del HA es su
expectativa de vida ilimitada después de inyeccién. La
mayoria de los rellenos a base de HA tienen una duracién de 3
a 12 meses Unicamente. Al igual que con los implantes a base
de silicén, el wuso de HA para aumento de mama puede
interferir con la deteccidédn del céncer a base de mamografia.
Otros aspectos potenciales relacionados con HA son una
frecuencia mas alta y riesgo de desarrollo de granulomas,
formacidén de nddulos y mastalgia, palpabilidad de implante,
contraccién capsular, infecciones superficiales y desarrollo
de abscesos.

Se ha sabido también que la administracidén local vy
sistémica de estrdégenos incrementa el tamaho de los senos de
las mujeres por induccidén de receptores de estradiol de 1la
generacién de tejido adiposo. Se ha sabido que 1la
espironolactona induce desarrollo de mama vy feminizacidn

debido a sus propiedades anti-andrdégeno.
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Otro enfoque para la generacidén de tejido adiposo
nuevo es el suministro local a largo plazo de insulina vy
factor de crecimiento tipo insulina-1 (IGF-1) vy factor de
crecimiento de fibroblastos basicos (bFGF) por microesferas
de PLGA/PEG y esto ha sido probado en un modelo de rata in
vivo (Yuksel et al., Plastic & Reconstructive surgery,
volumen 105(5), abril de 2000, 1712-1720), en donde
microesferas que contienen insulina e IGF-1 fueron
administradas directamente a la facia muscular profunda de la
pared abdominal de ratas para evaluar su potencial para la
generacidén nueva de tejido adiposo a través de diferenciacidn
adipogénica a partir de fondos celulares no adipociticos.
Las microesferas funcionan como compuestos de liberacidn
controlada (CR) que proporcionan un suministro local a largo
plazo de las proteinas que inducen la generacidédn nueva de
tejido adiposo en el sitio de administracidn.

En resumen, las técnicas de 1la técnica anterior
para tratar defectos de tejido graso y para el aumento
cosmético de tejido graso requieren ya sea la transferencia
autdloga de células grasas o células madre derivadas adiposas
(ADSC), la administracidén local de rellenos no permanentes no
celulares o, como alternativa, la administracidén local de
factores de diferenciacién y crecimiento de adipocitos.

El objetivo de la presente invencién es

proporcionar una composicidén para tratar defectos de tejido
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graso y para aumento de tejido graso cosmético que sea
técnicamente fdcil de producir y administrar, gque requiera
minima intervencidén quiruirgica y que sea segura y econdmica.

En un primer aspecto el problema debajo de 1la
presente invencidén es resuelto por la provisién de una
composicidn que comprende (1) lipidos metabdlicos y
fisioldégicamente aceptables, y (ii) compuestos de liberacién
controlada (CR) de preferencia biodegradables y
fisioldégicamente aceptables, en donde los lipidos metabdlicos
estédn libres de células y los compuestos CR liberan 1los
lipidos metabdélicos durante un periodo de tiempo retrasado
bajo condiciones fisioldgicas.

El término liberacién controlada (CR), segun se usa
en la presente, se refiere a la tecnologia de formular
compuestos activos para controlar la disponibilidad de
compuestos activos, por ejemplo, una liberacién sincronizada
tal como por ejemplo una liberacién sostenida (prolongada),
una liberacidén por pulsos, una liberacidén retrasada, etc., y
combinaciones de las mismas. Las aplicaciones CR tipicas son
fertilizantes, cosméticos y farmacéuticos. Los compuestos CR
para usarse en la presente invencién son compuestos
formulados Jjunto con los lipidos vy opcionalmente otros
compuestos fisioldédgicamente activos que retrasan la
liberacidén de los lipidos y compuestos activos en comparacién

con la ausencia de los compuestos CR cuando se administran a
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un ambiente fisioldgico, de preferencia una parte tisular de
cuerpo humano tal como la cara, senos, gluteos, etc.

Los compuestos CR y lipidos metabdlicos para usarse
en la invencién deben ser fisioldgicamente aceptables, es
decir, sustancialmente no tdéxicos para el tejido tratado. Se
prefiere ademds que los compuestos CR de la invencidn sean
sustancialmente Dbiodegradables, es decir, sean eliminados vy
de preferencia metabolizados a partir del sitio de
administracidén con el tiempo.

Los compuestos CR liberan los lipidos metabdlicos y
opcionalmente otros compuestos activos durante un periodo de
tiempo retrasado bajo condiciones fisioldgicas. Condiciones
fisioldgicas, segun se menciona en la presente en el contexto
de la invencidén, son 1las condiciones 1in vivo en el sitio
tisular de administracién, por ejemplo, condiciones de tejido
adiposo.

El perfil de liberacidén de los compuestos CR para
los lipidos metabdlicos y opcionalmente otros compuestos
activos no estd limitado y depende de la formulacidén de 1la
composicién asi como del tejido objetivo y el modo vy
frecuencia de administraciédn. Generalmente, una liberaciédn
de rafaga inicial seguida por wuna liberacidén en estado
uniforme inician el crecimiento y/o proliferacidn de
adipocitos conservado al mismo tiempo un nivel

fisioldégicamente aceptable de los lipidos metabdlicos y 1los
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compuestos activos opcionales deseados.

En una modalidad preferida 1los compuestos CR
liberan los 1lipidos metabdlicos 'y opcionalmente otros
compuestos activos durante un periodo de tiempo retrasado de
7 dias a 12 meses, de preferencia 30 a 90 dias, mas
preferiblemente 50 a 70 dias, muy preferiblemente durante
aproximadamente 60 dias.

Los lipidos metabdlicos para usarse en la
composicién de la invencidédn estdn libres de células,
significando que no forman parte de células vivas o muertas y
que estan esencialmente libres de componentes celulares tales
como membranas, nucleos, &acidos nucleicos, etc. Los lipidos
metabdlicos libres de células tienen la ventaja de que son
menos inmunogénicos, farmacoldgicamente seguros % mas
accesibles a absorcidén por células tales como las células en
el tejido objetivo.

Lipofilicidad se refiere a 1la capacidad de un
compuesto quimico para disolverse en grasas, aceites, lipidos
y solventes no polares tales como hexano o tolueno. El
término lipidos metabdlicos segin se usa aqui se define como
cualgquier compuesto que sea lipdéfilo y que pueda ser
ingerido, almacenado y metabolizado para producir energia
celular, por ejemplo, ATP, por células, de preferencia por
células en tejidos adiposos, muy preferiblemente por

adipocitos.
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La composicidn de la invencién puede ser
administrada localmente, por ejemplo, por inyeccidén, de
preferencia varias inyecciones distribuidas uniformemente, en
tejidos para tratar defectos de tejido graso y para aumento
cosmético de tejido graso.

Los lipidos metabdlicos liberados tienen un numero
de efectos adecuados en el tejido tratado. A diferencia de
las células aisladas, por ejemplo, células grasas y ADSC, 1los
lipidos metabdlicos son menos inmunogénicos, no comprometen
constituyentes dafiinos tales como coldgeno derivado de bovino
(BSE) y pueden ser ingeridos por células objetivo
directamente y rapido. El efecto directo y adecuado de 1la
composicién de la invencidédn en las células grasas y otras
células en el tejido objetivo es que estas células son
“superalimentadas” continuamente, llevando a volumen
incrementado.

Para ayudar méds al crecimiento de tejido objetivo
la composicidén de la invencidn puede comprender compuestos
activos adicionales, de preferencia compuestos efectores de
crecimiento de c¢élulas grasas los cuales incrementaran las
células grasas en tamafio y numeros, es decir, estimularan el
crecimiento de células grasas y adipogénesis, es decir,
diferenciacidén celular de pre-adipositivos en adipocitos vy
crecimiento de volumen de adipocitos. En una modalidad que

se prefiere mds, la composicién de la presente invencidn
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comprende al menos un efector de crecimiento de células
grasas, de preferencia un efector de crecimiento de células
grasas seleccionado del grupo gue consiste en

a. insulina, ©proteinas de unién a factor de
crecimiento de insulina 1 a 7 (IGFBP 1-7), factor de
crecimiento de insulina 1 (IGF-1) y factor de crecimiento de
insulina 2 (IGF-2), de preferencia insulina, factor de
crecimiento de insulina 1 (IGF-1) y factor de crecimiento de
insulina 2 (IFG-2), muy preferiblemente insulina y factor de
crecimiento de insulina 1 (IGF-1), mas preferiblemente
insulina humana;

b. factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs),
de preferencia FGF-1, FGF-2, FGF-10 v FGF-21, mas
preferiblemente FGF-1;

c. glucocorticoides, seleccionados preferiblemente
del grupo que consiste en cortisol, cortisona, prednisona,
predinosolona, triamcinolona, metilprednisolona, dexametasona
y betametasona, preferiblemente dexametasona y betametasona;

d. activadores de monofosfato de adenosina ciclico

(cAMP), seleccionados preferiblemente del grupo gque consiste

en aminofilina, pentoxifilina, tiofilina, isobutil-
metilxantina (IBMX), foscolina vy 4cido deshidroabiético
(DAA), preferiblemente aminofilina, pentoxifilina y
teofilina;

e. agonistas del receptor Y-2 activado por
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proliferador de peroxisomas (PPARY2), de preferencia
compuestos de la clase de tiazolidindionas, muy
preferiblemente seleccionados del grupo que consiste en
pioglitazona, troglitazona, rosiglitazona e indometacina, de
preferencia troglitazona y rosiglitazona;

f. proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs), de
preferencia BMP-2, BMP-4, BMP-7 y BMP-9, preferiblemente BMP-
2 y BMP-4.

Algunos tejidos objetivo comprenden tejido
glandular o se 4ubican adyacentes al tejido glandular, en
particular en los senos femeninos. Se prefiere que el tejido
glandular adyacente a o que rodee el tejido objetivo crezca
junto con el tejido adiposo de tal manera que el resultado
total sea mas uniforme, natural y estéticamente placentero.

En una modalidad més preferida la composicidén de 1la
invencién es una formulada especificamente para el
crecimiento de tejido objetivo de mama, que comprende ademas
al menos un efector de crecimiento glandular, preferiblemente
un efector de crecimiento glandular mamario, muy
preferiblemente un factor de crecimiento glandular
seleccionado del grupo gque consiste en

a. estradiol y derivados de estradiol, de
preferencia seleccionados del grupo que consiste en benzoato
de estradiol, estradiol hemihidratado, acetato de estradiol,

cipionato de estradiol, valerato de estradiol, etinil
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estradiol y 17B-estradiol, muy preferiblemente estradiol vy
cipionato de estradiol, més preferiblemente 17B-estradiol;

b. factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor
de crecimiento endotelial wvascular (VEGF) —-A, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) —-C, factor de
crecimiento por transformacidédn-o (TGF-A), epiregulina (EPR),
epigen, betacelulina (BTC), todas las isoformas de
neuregulina-1 (NRG1), heregulina (HRG), factor de crecimiento

de actividad de induccidén de receptor de acetilcolina (ARIA),

factor de crecimiento gial (GGF)), neuregulina-2 (NRG2),
neuregulina-3 (NRG3), neuregulina-4 (NRG4) , factor de
crecimiento tipo EGF de unidén a heparina (HB-EGF') %

antirregulina (AR), de preferencia factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento por transformacidn-o
(TGF-a), neuregulina-4 (NRG4), factor de crecimiento tipo EGF
de unién a heparina (HB-EGF) vy anfiregulina (AR), muy

preferiblemente factor de <crecimiento epidérmico humano

(EGF) ;

C. antiandrdgenos, seleccionados preferiblemente
del grupo que consiste en bicalutamida, nilutamida,
espironolactona y flutamida, muy preferiblemente

espironolactona y flutamida.
En una modalidad mas preferida los lipidos
metabdélicos para usarse en la invencidén comprenden Aacidos

grasos, de preferencia 4&dcidos grasos seleccionados del grupo



10

15

20

25

13

que consiste en &cido pentanoico, &cido hexanoico, &acido
heptanoico, acido octanoico, acido nonanoico, dcido
undecanoico, 4dcido dodecanoico, 4&cido tridecanoico, 4acido
tetradecanoico, 4&cido pentadecanoico, acido octadecanoico,
dcido nonadecanoico, dcido eicosanoico, &cido heneicosanoico,
dcido tricosanoico, dcido pentacosanoico, dcido

hexacosanoico, acido heptacosanoico, dcido octocosanoico,

acido nonacosanoico, dcido triacontanoico, dcido
henatriacontanoico, dcido dotriacontanoico, dcido
tritriacontanoico, dcido tetratriacontanoico, acido
pentatriacontanoico, dcido hexatriacontanoico, acido

miristoleico, acido palmitoleico, dcido elaidico, dcido
vaccénico, acido linoleico y dcido linoelaidico,
preferiblemente 4dcidos grasos seleccionados del grupo due
consiste en 4acido octadecanoico, 4dcido dodecanoico, mas
preferiblemente dcido octadecanoico.

En una modalidad mds preferida los compuestos CR de
preferencia biodegradables y fisioldgicamente aceptables para
usarse en la invencidén se seleccionan del grupo gue consiste
en acido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA), acido polilactico
(PLA), policaprolactona (PCL), poloxdmeros, co-polimeros de
polietilenglicol (PEG)-PLGA, combinaciones de PEG vy PLGA,
combinaciones de PLA y PEG, de preferencia PLA-PEG-PLA,
combinaciones de PLGA vy poloxameros, dextrano, alginato vy

polimetacrilato, preferiblemente combinaciones de PLA, PLGA y
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PEG-PLGA, més preferiblemente PLGA y PLA, muy preferiblemente
PLGA.

A continuacidén, se describen las modalidades mas
preferidas pero no limitativas de las composiciones de la
invencién.

En una modalidad mas preferida la presente
invencién ensefa una composicidn, de preferencia sin
efectores de crecimiento de células grasas o efectores de
crecimiento glandular, que comprende microesferas
biodegradables de &cido poli(léctico-co-glicdlico) (PLGA) vy
opcionalmente vitamina C y/o E, que comprende preferiblemente

(i) PLGA con un peso molecular de 21,000 Da y la
relacidn de acido lactico v acido glicdlico de
aproximadamente 1:1,

(ii) wvitamina C y/o E.

En una modalidad que se prefiere mas y adicional,
la presente invencidén ensefia una composicidédn con al menos un
efector de <crecimiento de <células grasas, dgue comprende
microesferas biodegradables de acido poli(lactico-co-—
glicdélico) (PLGA), insulina, FGF-1, rosiglitazona,
betametasona y opcionalmente vitamina C y/o E, que comprende
de preferencia

(i) PLGA con un peso molecular de 21,000 Da y una
relacidn de acido lactico v acido glicdlico de

aproximadamente 1:1,
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(1i) insulina recombinante humana, FGF-1,
rosiglitazona, betametasona y vitamina C y/o E.

En una modalidad gque se prefiere todavia mas vy
adicional, la presente invencidén ensefla una composicidn, de
preferencia para el tratamiento de senos, con al menos un

efector de crecimiento de células grasas y al menos un factor

de crecimiento glandular, que comprende microesferas
biodegradables acido poli(lactico-co—-glicdlico) (PLGA),
insulina, FGF-1, rosiglitazona, betametasona, EGF-1,

espironolactona, estradiol y opcionalmente vitamina C y/o E,
que comprende preferiblemente

(1) PLGA con un peso molecular de 21,000 Da y una
relacidn de acido lactico v acido glicdlico de
aproximadamente 1:1,

(ii) insulina recombinante humana, FGF-1,
rosiglitazona, betametasona, EGF-1, espironolactona,
estradiol y vitamina C y/o E.

En una modalidad méas preferida vy adicional la
presente invencidén ensefla una composicidén, de preferencia
para tratamiento facial, con al menos un efector de
crecimiento de células grasas y al menos un factor de
crecimiento estrogénico, que comprende microesferas
biodegradables acido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA),

insulina, FGF-1, rosiglitazona, betametasona, estradiol vy
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opcionalmente vitamina C y/o E, de preferencia que comprende:

(1) PLGA con un peso molecular de 21,000 Da y una
relacidn de acido lactico % acido glicdlico de
aproximadamente 1:1,

(1i) insulina recombinante humana, FGF-1,
rosiglitazona, Dbetametasona, espironolactona, estradiol vy
vitamina C y/o E.

Las composiciones de la invencidn son para usarse
en el tratamiento terapéutico o cosmético, y opcionalmente
pueden comprender excipientes y diluyentes fisioldgicamente
aceptables adicionales.

Por lo tanto, en wun aspecto mds, la presente
invencién se refiere al wuso de una composicidén de la
invencién en la produccidédn de una composicidén cosmética o
terapéutica, de preferencia para la expansién de tejido graso
o reparacidén de tejido graso.

En una modalidad preferida la composicidén de la
invencidén es para usarse en la expansidén del tejido graso,
preferiblemente expansidén de volumen de tejido graso, muy
preferiblemente de tejidos de la cara, las gluteos y/o senos.

En una modalidad mds preferida la composicidédn de 1la
invencidén es para usarse en el tratamiento terapéutico o
cosmético de una condicidén seleccionada del grupo dJue
consiste en

(1) dindicaciones médicas seleccionadas del grupo
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que consiste en deformidades corporales, de preferencia
cicatrices post-traumdticas, reconstruccidén de senos y
depresiones de tejidos suaves; deformidades congénitas, de
preferencia deformidad de pectus excavatum, asimetria de
senos (por ejemplo, sindrome de Polonia), hemisindromes (por
ejemplo, sindrome CLOVE, sindrome de Romberg); deformidades
cerca de proétesis, defectos de muslos después de radiacidn de
recontorno, lipodistrofia por VIH, insuficiencia velofaringea
leve; vy

(1i) indicaciones no médicas seleccionadas del
grupo que consiste en aumento de tejido graso cosmético, de
preferencia aumento de tejido graso de senos, gluteos, caras,
genitales, manos y piernas, y deformidades iatrogénicas, de
preferencia irregularidades peri-protésicas, deformidades por
liposuccién y deformidades por implantes.

En una modalidad mas preferida, la composicidén de
la invencidén es para usarse en el tratamiento terapéutico o
cosmético de wuna indicacidén médica para reconstruccidn de
seno post—-mastectomia o para aumento de senos o gluteos.

En una modalidad que se prefiere mas y adicional,
la composicidén de la invencidn es para usarse en el
tratamiento terapéutico o) cosmético de una condicidén
seleccionada del grupo que consiste en (I) indicaciones
médicas seleccionadas del grupo que consiste en

reconstruccidén facial después de trauma y deformidades, de
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preferencia cicatrices de acné, lipodistrofia inducida por
VIH, cicatrices; y (II) indicaciones no médicas seleccionadas
del grupo que consiste en aumento facial cosmético, de
preferencia en cachetes, cejas, frente, glabela, labios,
lineas de Marionette, pliegues nasolabiales, nariz, arrugas
perioculares y deformidad de péarpados hundidos.

Un aspecto més de la presente invencidén estéa
dirigida a un método para el tratamiento cosmético o
terapéutico de un mamifero, de preferencia un humano, muy
preferiblemente un tratamiento cosmético o terapéutico de una
de las condiciones cosméticas y terapéuticas citadas arriba,
que comprende las etapas de

(1) proporcionar una composicidén de la invencidn,

(1ii) administrar opcionalmente anestesia localmente
al tejido que serd tratado,

(1ii) administracién por inyeccién de la
composicién y de preferencia inyectar la composicidn mientras
se retira la aguja de inyeccidn,

(iv) opcionalmente repetir la etapa (iii) hasta que
el tejido completo sea tratado.

A continuacidén se ilustrard mas la invencidén a
manera de modalidades especificas, ninguna de las cuales se
debe interpretar como litando el alcance de las
reivindicaciones anexas.

Breve Descripcidén de las Figuras
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La figura 1A es un dibujo esquemdtico de una vista
lateral de una insercidén de cénula de punta roma en un seno
que muestra que alicuotas pequefas de composicidén liquida de
acuerdo con la invencidén son liberadas mientras la aguja es
retirada continuamente.

La figura 1B es un dibujo esquemdtico de una vista
superior de un seno en donde la aguja es insertada desde ya
sea uno de dos puntos en el margen de la areola o uno de dos
puntos en el pliegue inflamamario en direcciones y planos
variables para lograr una distribucién difusa y uniforme.

La figura 2 muestra una grafica que ilustra la
concentracién de triglicéridos absorbidos por células 3T3-L1
(P9) después de incubacidn junto con un numero de diferentes
composiciones de compuestos acido graso-CR de acuerdo con la
invencién, en donde los compuestos CR controlan la liberacién
de los acidos grasos co-formulados. Los asteriscos
representan el significado estadistico con referencia al
control. El procedimiento detallado fue de acuerdo con el
ejemplo 11. El control consistié en microesferas vacias
hechas de acuerdo con el ejemplo 5.

La figura 3 muestra una grafica que ilustra la
concentracidén de triglicéridos en células 3T3-L1 (P9) en
donde células 3T3-L1 no diferenciadas fueron tratadas con
PLGA-insulina + PLGA-dexametasona y comparadas contra células

tratadas con medio de cultivo celular + microesferas de PLGA



10

15

20

25

20

vacias (control). Después de los dos dias de introducir esto
cada uno de los grupos fue tratado con medio gque tiene
insulina. El procedimiento detallado es segun el ejemplo 12.
La composicién designada microesferas se produjo de acuerdo
con los ejemplos 4, 6 y 8. La composicién designada control
se produjo de acuerdo con el ejemplo 5.

La figura 4 muestra wuna grafica que asigna el
volumen de almohadillas grasas inguinales a ratones desnudos
Balb-c sin tratamiento (naives, control), con portador CMC
inyectado (control), con microesferas vacias de acuerdo con
el ejemplo 5 inyectadas (vacias, control). *#$ representa
significado estadistico en comparacidén con control.

La figura 5 muestra una grafica que asigna el
volumen de almohadillas grasas inguinales de ratones desnudos
BalB-C sin tratamiento (naives, control), con portador CMC
inyectado (control), con microesferas vacias de acuerdo con
el ejemplo 5 inyectadas (vacias, control). *#$ representa
significado estadistico en comparacidén con control.

Las figuras 6A y 6B muestran fotografias de barrido
CT de almohadillas de grasa 1inguinal tratadas con las
microesferas de PLGA de acuerdo con el ejemplo 13, 15 dias
después del tratamiento con microesferas de PLGA sin é&cido
oleico (Figura 6A).

Ejemplo 1 - Composiciones de la invencién

Los intervalos citados para cada constituyente de
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las composiciones abajo se refieren a las cantidades vy
unidades de actividad de cada compuesto en una composicidn
para tratar un area de tejido en un paciente y se entiende
que las cantidades y unidades de actividad variaran con el
paciente, el tejido objetivo particular, el 4&rea y volumen
superficial de tejido, la condicidén que serd tratada, el
efecto a ser obtenido, etc.

Composicién A

(1) 100-200 g de microesferas de PLGA
biodegradables con un peso molecular de 21,000 Da y una
relacidn de acido lactico v acido glicdlico de
aproximadamente 1:1;

(ii) 2-20 mg de vitamina C y/o E.

La composicién A estd particularmente adecuada para
el aumento temporal de tejido graso toda vez gque carece de
efectores de <crecimiento de células grasas y después de
cierto tiempo el resultado del aumento ha pasado, por
ejemplo, semanas a meses, las células superalimentadas y de
volumen aumentado es probable que usen o suministren 1los
lipidos metabdélicos a otras células. El efecto de 1la
vitamina E es que sirve como un conservador y antioxidante
especialmente para los componentes a base de lipidos en la
formulacién.

Composicidén B

(1) 100-200 g de microesferas de PLGA
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biodegradables con un peso molecular de 21,000 Da y una
relacidn de acido lactico v acido glicdlico de
aproximadamente 1:1;

(ii) 50-100 UI de insulina recombinante humana;

(iii) 200-400 pg de FGF-1;

(iv) 2-10 mg de rosiglitazona;

(v) 1,000-2,000 pg de betametasona y

(vi) 2-20 mg de vitamina C y/o E.

La composicidén B es particularmente adecuada para
aumento permanente de tejido adiposo toda wvez que incluye
factores de crecimiento de células grasas (ii) a (v) dgue
estimula adipogénesis, es decir, la diferenciacidén celular de
pre—adipocitos a adipocitos y la proliferacidén de adipocitos.

Composicién C

(1) 100-200 g de microesferas de PLGA
biodegradables con un peso molecular de 21,000 Da y una
relacidn de acido lactico v acido glicdlico de
aproximadamente 1:1;

(1ii) 50-100 UI de insulina recombinante humana;

(iii) 200-400 pg de FGF-1;

(iv) 2-10 mg de rosiglitazona;

(v) 1,000-2,000 pg de betametasona y

(vi) 200-400 pg de EGF-1;

(vii) 50-200 mg de espironolactona;

(viii) 2-4 mg l17y-estradiol y
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(ix) 2-20 mg de vitamina C y/o E.

La composicidén C es particularmente adecuada para
el aumento de tejido adiposo de senos toda vez que incluye
factores de crecimiento de células grasas (ii) a (iv) que
estimulan adipogénesis y, ademds, los factores de crecimiento
glandular (vi) a (viii) que promueven el crecimiento de
glédndulas mamarias.

Composicidén D

(1) 100-200 g de microesferas PLGA biodegradables
con un peso molecular de 21,000 Da y una relacidén de 4acido
lactico y acido glicdélico de aproximadamente 1:1;

(ii) 1-2 UI de insulina recombinante humana;

(iii) 4-8 pg de FGF-1;

(iv) 40-200 mg de rosiglitazona

(v) 20-140 pg de betametasona;

(vi) 0-4 17y-estradiol (0 mg para hombre, 0-1 mg
para mujeres pre-menopdusicas, 2-4 mg para mujeres post-
menopdusicas)

(vii) 2-20 mg de vitamina C y/o E.

La composicién D es particularmente adecuada para
el aumento de tejido adiposo facial toda vez que incluye
factores de crecimiento de células grasas (ii) a (v) dque
estimulan adipogénesis vy, ademds, estradiol que interactua
con el receptor de estrdgenos en los fibroblastos residentes

en la piel y esitmula la formacidén de colégeno.
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Ejemplo 2 - Método de la invencién

A continuacidén se describen dos métodos para
practicar la invenciédn.

Método A

(1) proporcionar una composicidén de la invencidn,
en particular una de las composiciones A a D,

(ii) aplicacidén de anestesia local al &rea tisular
objetivo, en particular cara, senos o gluteos,

(1iii) producir incisiones con un tamafno de 1 mm en
el 4rea objetivo a intervalos regulares para planos de
distribucidén cruzados y superpuestos,

(iv) producir varias inyecciones distribuidas
uniformemente con la composicidén en una jeringa equipada con
una aguja de punta de espuma calibre 15-30 o una cdnula con
puntas en V agudas mientras se retira, produciendo asi
depdsitos verticales a lo largo del canal de inyeccidn,

(v) repetir la etapa (1iv) hasta que el A4rea
objetivo completa sea cubierta uniformemente.

Método B

(1) proporcionar una composicidén de la invenciédn,
en particular una de las composiciones A a D,

(1ii) aplicacidén de anestesia tépica o regional
incluyendo los bloques nerviosos al drea tisular objetivo, en
particular cara, senos o gluteos,

(1iii) dinsertar una aguja de punta roma calibre 15-
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30 de wuna Jjeringa que comprende la composicidén a una
profundidad tisular adecuada en un punto de inyeccidn
primario,

(iv) cuando la aguja sea retirada, administrar la
composicién de una manera lenta y continua hasta que la aguja
sea completamente extraida de la piel o, alternativamente, 1la
direccidén de la aguja sea cambiada continuamente en una forma
radial y se inyecten nuevas lineas sin retirar hasta que toda
el &rea objetivo sea cubierta,

(v) inyectar una serie de hilos en un punto
secundario perpendicular al punto de inyeccidén primario para
proporcionar una mejor <cobertura de dreas objetivo mas
grandes,

(vi) las etapas (ii) a (v) pueden repetirse en
varias 4dreas objetivo, en particular en Aareas objetivo
faciales.

Ejemplo 3 - Técnica de inyeccién de la invencién

La técnica de inyeccidén preferida para administrar
las composiciones de la invencidén es similar a las técnicas
de transferencia de grasa autdélogas usadas por los cirujanos
y se describe con referencia a las figuras 1A y 1B.

Los principios Dbésicos detrds de 1la técnica de
inyeccidén anterior de las figuras 1A y 1B es distribuir
uniformemente la composicidédn de la invencidén a lo largo del

tejido objetivo con el fin de proporcionar varios depdsitos
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de lipidos metabdlicos distribuidos uniformemente controlados
en su liberacién por los compuestos CR co-formulados para
asegurar una difusién uniforme de los lipidos metabdlicos vy
los compuestos efectores opcionales a lo largo del area
objetivo. Las microesferas biodegradables preferidas son de
forma y tamafios similares a las células grasas.

Los volumenes de inyeccidén que se prefieren pueden
variar entre 0.1 mL y 500 mL, toda vez que estos dependen del
sitio de inyecciédn, eleccidén del paciente y cirujano.
Durante la cesidén de inyeccidn se liberan pequefios volumenes
a intervalos regulares para permitir configuracidén en 3D vy
para evitar la formacidén de quistes. Las 4&reas objetivo de
inyeccidén son de preferencia masajeadas para asegurar una
distribucidén uniforme y para evitar la formacidn de quistes
también.

Ejemplo 4 - Sintesis de microesferas de PLGA-acidos
grasos

1. Acido poli(lactico-co-glicdélico) 50:50 (30,000-
60,000) o A&cido poli(léactico-co-glicdélico) 65:35 (40,000-
75,000) o Aacido poli(lacti-co-glicdlico) 85:15 (50,000-
75,000) se obtuvieron de Sigma Aldrich. Se pesaron 200 mg
del polimero en una balanza y se disolvieron en diclorometano
grado HPLC. Esta mezcla se agitdé a 500 rpm.

2. Una vez que el polimero se habia disuelto

completamente, 100 pL del &dcido graso de interés se afiadieron
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a la solucidén de diclorometano mientras se centrifugaba.

3. 95% mL de una solucién de alcohol polivinilico
al 4% (PVA) (M, 89,000-98,000, 99+% hidrolizado) se
introdujeron en un vaso de precipitados de 200 mL vy se
homogeneizaron usando un instrumento ultra turrax digital IKA
T25 equipado con un elemento de dispersidén S 25 N-10 G.

4. La velocidad de homogeneizacidén se fijdé en 6,000
RPM y mientras la solucidén estaba siendo homogeneizada, 1la
solucidén de diclorometano con la mezcla se ahadid a la
solucidén de PVA por goteo.

5. Esta mezcla se dejé homogeneizar durante 5
minutos.

6. Esta solucidédn homogeneizada se afadié a 300 mL
de PVA al 0.5% que estaba siendo agitado a 700 RPM.

7. El1 solvente se dejé evaporar durante 4 horas
dando como resultado la formacidén de microesferas vy su
endurecimiento.

8. La solucién de PVA que contenia las microesferas
fue centrifugada a 8,000 RPM vy lavada durante 3 veces
consecutivas con agua destilada doble.

9. E1 sobrenadante fue recolectado antes del primer
lavado para andlisis.

10. Las microesferas que estaban en la pelotilla se
resuspendieron en 3 mL de agua destilada doble.

11. Estas microesferas resuspendidas se pusieron a
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través de liofilizacidén durante 12 horas.

12. Microscopia y/o contador coulter se usaron para
determinar el tamaho de las microesferas que estaban entre
10-50 micras.

13. E1 sobrenadante recolectado se usd para obtener
la cantidad total de &acido graso que estaba encapsulado. La
eficiencia de encapsulamiento fue entre 10-90%.

14. E1 polvo de microesferas se resuspendid en una
solucidén al 2% de carboximetilcelulosa (Pm 90,000, sigma
Aldrich) y se remolind vigorosamente. La solucidén se remolind
antes de inyectarla en ratones o introducirla en cultivo
celular.

Ejemplo 5 - Sintesis de microesferas de PLGA
(vacias)

1. Acido poli(ldctico-co-glicélico) 50:50 (30,000-
60,000) o A&cido poli(lactico-co-glicdélico) 65:35 (40,000-
75,000) o acido poli(lacti-co—-glicdlico) 85:15 (50,000-
75,000) se obtuvieron de Sigma Aldrich. Se pesaron 200 mg
del polimero en una balanza y se disolvieron en diclorometano

grado HPLC. Esta mezcla se agitd a 500 RPM.

o\

2. 95 mL de una solucidén al 4 de alcohol
polivinilico (PVA) (Pm 89,000-98,000, 99+% hidrolizado) se
introdujeron en un vaso de precipitado de 200 mL vy se

homogeneizaron usando un instrumento ultra turrax digital IKA

T25 equipado con un elemento de dispersidén S 25 N-10 G.
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3. La velocidad de homogeneizacién se fijé en 6,000
RPM y mientras la solucién estaba siendo homogeneizada, la
solucidén de diclorometano con la mezcla se anadié a la
solucidén de PVA por goteo.

4. Esta mezcla se dejé homogeneizar durante 5
minutos.

5. Esta solucidén homogeneizada se afadié a 300 mL
de PVA al 0.5% que estaba siendo agitado a 700 RPM.

6. El1 solvente se dejé evaporar durante 4 horas
dando como resultado la formacidén de microesferas vy su
endurecimiento.

7. La solucidén de PVA gue contenia las microesferas
fue centrifugada a 8,000 RPM vy lavada durante 3 veces
consecutivas con agua destilada doble.

8. Las microesferas que estaban en la pelotilla se
resuspendieron en 3 mL de agua destilada doble.

9. Estas microesferas resuspendidas se pusieron a
través de liofilizacidén durante 12 horas.

10. Microscopia y/o contador coulter se usaron para
determinar el tamaho de las microesferas que estaban entre
10-50 micras.

11. El1 polvo de microesferas se resuspendidé en una
solucidén al 2% de carboximetilcelulosa (Pm 90,000, sigma
Aldrich) y se remolindé vigorosamente. La solucidén se remolind

antes de inyectarla en ratones.
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Ejemplo 6 - Sintesis de microesferas de PLGA-
dexametasona

1. Acido poli(ldctico-co-glicdélico) 50:50 (30,000-
60,000) o A&cido poli(léactico-co-glicdélico) 65:35 (40,000-
75,000) o acido poli(lacti-co—-glicdlico) 85:15 (50,000-
75,000) se obtuvieron de Sigma Aldrich. Se pesaron 200 mg
del polimero en una balanza y se disolvieron en diclorometano
grado HPLC. Esta mezcla se agitd a 500 RPM.

2. Después de que el polimero se habia disuelto
completamente, se afadieron y se disolvieron completamente
100 mg de dexametasona (Sigma Aldrich).

3. 95 mL de wuna solucidén al 4% de alcohol
polivinilico (PVA) (Pm 89,000-98,000, 99+% hidrolizado) se
introdujeron en un vaso de precipitado de 200 mL vy se
homogeneizaron usando un instrumento ultra turrax digital IKA
T25 equipado con un elemento de dispersién S 25 N-10 G.

4. La velocidad de homogeneizacién se f£ijé en 6,000
RPM y mientras la solucién estaba siendo homogeneizada, la
solucidén de diclorometano con la mezcla se anadié a la
solucidén de PVA por goteo.

5. Esta mezcla se dejdé homogeneizar durante 5
minutos.

6. Esta solucidédn homogeneizada se afadié a 300 mL
de PVA al 0.5% que estaba siendo agitado a 700 RPM.

7. El1 solvente se dejdé evaporar durante 4 horas
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dando como resultado la formacidén de microesferas vy su
endurecimiento.

8. La solucién de PVA que contenia las microesferas
fue centrifugada a 8,000 RPM vy lavada durante 3 veces
consecutivas con agua destilada doble.

9. Las microesferas que estaban en la pelotilla se
resuspendieron en 3 mL de agua destilada doble.

10. Estas microesferas resuspendidas se pusieron a
través de liofilizacidén durante 12 horas.

11. Microscopia y/o contador coulter se usaron para
determinar el tamaho de las microesferas que estaban entre
10-50 micras.

12. Una muestra de microesferas se degradd con una
solucidén diluida de &dlcali, el sobrenadante se analizd usando
una placa transparente de UV a 241 nm y se compard con una
curva estandar adecuadamente construida. La eficiencia de
encapsulacién fue de aproximadamente 2-10%.

13. El polvo de microesferas se resuspendidé en una
solucidén al 2% de carboximetilcelulosa (Pm 90,000, sigma
Aldrich) y se remolindé vigorosamente. La solucidén se remolind
antes de inyectarla en ratones.

Ejemplo 7 - Sintesis de microesferas de PLA-acidos
grasos

1. Poli(L-lactido) (PLA) M, promedio 50:50 fue

obtenido de Sigma Aldrich. Se pesaron 200 mg del polimero en
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una balanza y se disolvieron en diclorometano grado HPLC.
Esta mezcla se agitdé a 500 rpm.

2. Una vez que el polimero se habia disuelto
completamente, 100 pL del 4acido graso de interés se ahadieron
a la solucidén de diclorometano mientras se centrifugaba.

3. 95% mL de una solucién de alcohol polivinilico
al 4% (PVA) (P, 89,000-98,000, 99+% hidrolizado) se
introdujeron en un vaso de precipitados de 200 mL vy se
homogeneizaron usando un instrumento ultra turrax digital IKA
T25 equipado con un elemento de dispersidén S 25 N-10 G.

4. La velocidad de homogeneizacidén se fijdé en 6,000
RPM y mientras la solucidén estaba siendo homogeneizada, 1la
solucidén de diclorometano con la mezcla se ahadidé a la
solucidén de PVA por goteo para formar la emulsidén WOW.

5. Esta mezcla se dejé homogeneizar durante 5
minutos.

6. Esta solucidédn homogeneizada se afadié a 300 mL
de PVA al 0.5% que estaba siendo agitado a 700 RPM.

7. El1 solvente se dejé evaporar durante 4 horas
dando como resultado la formacidén de microesferas vy su
endurecimiento.

8. La solucién de PVA que contenia las microesferas
fue centrifugada a 8,000 RPM vy lavada durante 3 veces
consecutivas con agua destilada doble.

9. E1 sobrenadante fue recolectado antes del primer
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lavado para andlisis.

10. Las microesferas que estaban en la pelotilla se
resuspendieron en 3 mL de agua destilada doble.

11. Estas microesferas resuspendidas se pusieron a
través de liofilizacidén durante 12 horas.

12. Microscopia y/o contador coulter se usaron para
determinar el tamaho de las microesferas que estaban entre
10-50 micras.

13. E1 sobrenadante recolectado se usd para obtener
la cantidad total de &acido graso que estaba encapsulado. La
eficiencia de encapsulamiento fue entre 10-90% con un
promedio de aproximadamente 45%.

14. E1 polvo de microesferas se resuspendidé en una
solucidén al 2% de carboximetilcelulosa (Pm 90,000, sigma
Aldrich) y se remolind vigorosamente. La solucidén se remolind
antes de inyectarla en ratones o introducirla en cultivo
celular.

Ejemplo 8 - Sintesis de microesferas de PLGA que
encapsulan insulina

1. Acido poli(ldctico-co-glicdélico) 50:50 (30,000-
60,000) o 4&cido poli(lactico-co—-glicdlico) 65:35 (40,000-
75,000) o acido poli(lacti-co—-glicdlico) 85:15 (50,000-
75,000) se obtuvieron de Sigma Aldrich.

2. Se pesaron 200 mg del polimero en una balanza y

se disolvieron en diclorometano grado HPLC. Esta mezcla se
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agitd a 500 rpm.

3. Insulina humana recombinante (Sigma Aldrich) se
disolvidé en solucidén HCI1 diluida 0.1 M de pH 2.

4. Después de qgue el polimero se disolvidé por
completo, la solucidén se introdujo en un vaso de precipitados
usando un instrumento ultra turrax (instrumento digital ultra
turrax IKA T25 equipado con un elemento de dispersidédn S 25 N-
10 G). La solucidén de insulina equivalente a 50 mg fue
afladida por goteo para obtener una emulsidén de agua en aceite
(WO) .

5. 95% mL de una solucién de alcohol polivinilico
al 4% (PVA) (P, 89,000-98,000, 99+% hidrolizado) se
introdujeron en un vaso de precipitados de 200 mL vy se
homogeneizaron usando un instrumento ultra turrax digital IKA
T25 equipado con un elemento de dispersién S 25 N-10 G.

6. La velocidad de homogeneizacién se fijé en 6,000
RPM y mientras la solucién estaba siendo homogeneizada, la
solucidén de diclorometano con la mezcla se ahadidé a la
solucidén de PVA por goteo.

7. Esta mezcla se dejé homogeneizar durante 5
minutos.

8. Esta solucidén homogeneizada se anadidé a 300 mL
de PVA al 0.5% que estaba siendo agitado a 700 RPM.

9. El1 solvente se dejé evaporar durante 4 horas

dando como resultado la formacidén de microesferas vy su
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endurecimiento.

10. La solucidn de PVA que contenia las
microesferas fue centrifugada a 8,000 RPM y lavada durante 3
veces consecutivas con agua destilada doble.

11. El1 sobrenadante fue recolectado antes del
primer lavado para andlisis.

12. Las microesferas que estaban en la pelotilla se
resuspendieron en 3 mL de agua destilada doble.

13. Estas microesferas resuspendidas se pusieron a
través de liofilizacidén durante 12 horas.

14. Microscopia y/o contador coulter se usaron para
determinar el tamaho de las microesferas que estaban entre
10-50 micras.

15. Una porcidén de las microesferas fue degradada
usando 4dlcali diluido durante la noche y el sobrenadante se
usé para cuantificar la cantidad de insulina encapsulada
usando un ensayo BCA (Binchoninic acid assay).

16. El1 polvo de microesferas se resuspendidé en una
solucidén al 25% de carboximetilcelulosa (Pm 90,000, Sigma
Aldrich) vy se remolind vigorosamente. La solucidén se
remolind antes de inyectar en ratones o introducir en cultivo
celular.

Ejemplo 9 - Sintesis de microesferas de PEG-PLGA-
acidos grasos

1. Eter metilico de poli(etilenglicol)-bloque-



10

15

20

25

36

poli(lactido-co-glicdélido), PEG promedio M,, 5,000, PLGA M,
55,000 se obtuvo de Sigma Aldrich. Se pesaron 200 mg del
polimero en una balanza y se disolvieron en diclorometano
grado HPLC. Esta mezcla se agitd a 500 RPM.

2. Una vez que el polimero se habia disuelto
completamente, se afladieron a la solucidén de diclorometano
mientras se centrifugaba, 100 pl del &acido graso de interés
se anadié a la solucidén de diclorometano mientras se
centrifugaba.

3. 95% mL de una solucién de alcohol polivinilico
al 4% (PVA) (P, 89,000-98,000, 99+% hidrolizado) se
introdujeron en un vaso de precipitados de 200 mL vy se
homogeneizaron usando un instrumento ultra turrax digital IKA
T25 equipado con un elemento de dispersidén S 25 N-10 G.

4. La velocidad de homogeneizacidén se fijdé en 6,000
RPM y mientras la solucidén estaba siendo homogeneizada, 1la
solucidén de diclorometano con la mezcla se ahadidé a la
solucidén de PVA por goteo.

5. Esta mezcla se dejé homogeneizar durante 5
minutos.

6. Esta solucidédn homogeneizada se afadié a 300 mL
de PVA al 0.5% que estaba siendo agitado a 700 RPM.

7. El1 solvente se dejé evaporar durante 4 horas
dando como resultado la formacidén de microesferas vy su

endurecimiento.
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8. La solucidén de PVA que contenia las microesferas
fue <centrifugada a 8,000 RPM vy lavada durante 3 veces
consecutivas con agua destilada doble.

9. E1 sobrenadante fue recolectado antes del primer
lavado para andlisis.

10. Las microesferas que estaban en la pelotilla se
resuspendieron en 3 mL de agua destilada doble.

11. Estas microesferas resuspendidas se pusieron a
través de liofilizacidén durante 12 horas.

12. Microscopia y/o contador coulter se usaron para
determinar el tamaho de las microesferas que estaban entre
10-50 micras.

13. E1 sobrenadante recolectado se usd para obtener
la cantidad total de &acido graso que estaba encapsulado. La
eficiencia de encapsulamiento fue entre 10-90%.

14. E1 polvo de microesferas se resuspendidé en una
solucidén al 2% de carboximetilcelulosa (Pm 90,000, sigma
Aldrich) y se remolind vigorosamente. La solucidén se remolind
antes de inyectarla en ratones o introducirla en cultivo
celular.

Ejemplo 10 - Sintesis de microesferas de PEG-PLGA-
acidos grasos de PEG

1. Poli(lactido-co-glicdlido)-blogque-
poli(etilenglicol)-blogque-poli(lactido-co—-glicdlido), My,

promedio (1100-1000-1100) se obtuvo de Sigma Aldrich. Se
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pesaron 200 mg del polimero en una balanza y se disolvieron
en diclorometano grado HPLC. Esta mezcla se agitdé a 500 RPM.

2. Una vez que el polimero se habia disuelto
completamente, se afadieron a la solucidén de diclorometano
mientras se centrifugaba, 100 pl del &cido graso de interés
se afadié a la solucidén de diclorometano mientras se
centrifugaba.

3. 95% mL de una solucién de alcohol polivinilico
al 4% (PVA) (My 89,000-98,000, 99+% hidrolizado) se
introdujeron en un vaso de precipitados de 200 mL vy se
homogeneizaron usando un instrumento ultra turrax digital IKA
T25 equipado con un elemento de dispersién S 25 N-10 G.

4. La velocidad de homogeneizacién se f£ijdé en 6,000
RPM y mientras la solucién estaba siendo homogeneizada, la
solucidén de diclorometano con la mezcla se anadié a la
solucidén de PVA por goteo.

5. Esta mezcla se dejdé homogeneizar durante 5
minutos.

6. Esta solucidédn homogeneizada se afadié a 300 mL
de PVA al 0.5% que estaba siendo agitado a 700 RPM.

7. El1 solvente se dejdé evaporar durante 4 horas
dando como resultado la formacidén de microesferas vy su
endurecimiento.

8. La solucién de PVA que contenia las microesferas

fue <centrifugada a 8,000 RPM vy lavada durante 3 veces
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consecutivas con agua destilada doble.

9. E1 sobrenadante fue recolectado antes del primer
lavado para andlisis.

10. Las microesferas que estaban en la pelotilla se
resuspendieron en 3 mL de agua destilada doble.

11. Estas microesferas resuspendidas se pusieron a
través de liofilizacidén durante 12 horas.

12. Microscopia y/o contador coulter se usaron para
determinar el tamanho de las microesferas que estaban entre
10-50 micras.

13. El1 sobrenadante recolectado se usd para obtener
la cantidad total de acido graso que estaba encapsulado. La
eficiencia de encapsulamiento fue entre 10-90%.

14. E1 polvo de microesferas se resuspendidé en una
solucidén al 2% de carboximetilcelulosa (Pm 90,000, sigma
Aldrich) y se remolind vigorosamente. La solucidén se remolind
antes de inyectarla en ratones o introducirla en cultivo
celular.

Ejemplo 11 - Absorcién in vitro de diferentes
composiciones de compuestos CR/Acido graso

3T3-L1 es una linea celular derivada de células 3T3
(ratén) que se usa comunmente en la investigacidén bioldgica
sobre tejido adiposo. Esta linea celular es generalmente
aceptada como un modelo de células predecible para

investigacidén de células grasas. Células 3T3-L1 (P9) (ATCC,
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Alemania) fueron sembradas a 25,000 células por pocillo en

una placa de 96 pocillos. Estas células de dejaron lograr
confluencia durante 2 dias. El medio se cambidé de DMEM (10%

de suero + estreptomicina (100U) + penicilina (0.1 mg/ml))
(todo obtenido de Gibco, Suiza) a DMEM (10% de suero +
insulina + dexametasona estreptocimina (100U) + penicilina
(0.1 mg/ml)). Después de dos dias este medio se cargd a DMEM
(10%5 de suero + 1insulina estreptomicina (100U) + penicilina
(0.1 mg/ml) + x). Los 4&cidos grasos se afiadieron a cada
pocillo a una concentracién de 20 uM. En el caso del
control, se ahadieron microesferas wvacias a la misma
concentracidén aproximada de polimero (5 mg/pocillo), ejemplo
5. En todos 1los casos, el intervalo de tamaho de las
microesferas se mantuvo por arriba de 10 micras. El medio se
cambié cada tres dias con un suplemento fresco de 1las
microesferas respectivas. Las células fueron lisadas usando
1% de Triton X-100 y los niveles de triglicérido se midieron
a través de un ensayo. Las estadisticas se llevaron a cabo
usando un ANOVA de una via con una prueba Post de Tukey.

Los resultados obtenidos vy representados por la
figura 2 demuestran que las composiciones de acuerdo con la
presente invencidén, es decir, composiciones que comprenden
acidos grasos metabdélicos de diferentes tipos asi como
compuestos CR de diferentes tipos con los compuestos CR

controlando la liberacidén de los &cidos grasos, llevan a un
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incremento significativo de triglicéridos en células modelo
adiposas, probando asi la absorcidn controlada e
incorporacién de 4&cidos grasos a partir de composiciones CR
en triglicéridos celulares. Esta expansién a nivel
triglicéridos es independiente de la composicidén y tipo de
compuesto CR, asi como del tipo, longitud de cadena de
carbono y grado de saturacidn de acidos grasos
fisioldégicamente relevantes.

Ejemplo 12 - Influencia in vitro de insulina vy
dexametasona controlada en CR en la concentracién de
triglicéridos

Células 3T3-L1 (P9) fueron sembradas a 25,000
células por pocillo en una placa de 96 pocillos. Estas
células fueron dejadas lograr confluencia durante 2 dias. E1
medio se cambidé de DMEM (10% de suero) a DMEM (10% de suero +
insulina + dexametasona + estreptomicina (100U) + penicilina
(0.1 mg/ml). La insulina y dexametasona fueron encapsulados
en microesferas de PLGA de composicidén 50:50 segin 1los
ejemplos 4, 6 y 8. Después de 2 dias, este medio se cambid
por DMEM (10% de suero + insulina + estreptomicina (100U) +
penicilina (0.1 mg/ml)) la insulina estuvo en microesferas
separadas de acuerdo con los ejemplos 4 y 8. En el caso de
control, microesferas vacias fueron afladidas a la misma
concentracién aproximada de polimero (5 mg/pocillo). En

todos los casos el intervalo de tamaiho de la microesfera se
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mantuvo por arriba de 10 micras. El medio se cambidé cada
tres dias con un suplemento fresco de microesferas de
insulina en todos los casos. Las células fueron 1lisadas
usando Triton X-100 el dia 8 y los niveles de triglicéridos
se midieron a través del ensayo. Las estadisticas se
llevaron a cabo usando un ANOVA de una via con una prueba de
Post de Tukey.

Este experimento demostrd que nuestras microesferas
que contienen dexametasona e insulina por separado inducen
diferenciacidén de células 3T3-L1 y el almacenamiento
subsecuente de triglicéridos fue como en el control ya dque
tiene muy poca diferenciacién y de esta manera ningun
almacenamiento de triglicéridos. Este experimento demuestra
que nuestra combinacidén de compuestos CR junto con insulina y
dexametasona en microparticulas separadas puede inducir
diferenciacién de células grasas no diferenciadas vy su
incremento subsecuente en volumen.

Ejemplo 13 - Pruebas con animales in vivo

Las microesferas liofilizadas que se hicieron segun
el ejemplo 4 (aproximadamente 25 mg de polimero/ratdén fueron
resuspendidas en 50-200 cP, 2% en solucidén de H,O de
carboximetilcelulosa de sodio 90 kDa con un grado de
polimerizacién de 400 y grado de sustitucidén a 0.65-0.9
(denominada CMC de aqui en adelante) durante la noche y se

remolindé vigorosamente antes de wusar. El polimero 4&cido
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polildctico—-adcido glicdlico se wusdé a wuna relacidn 50:50
(30,000-60,000) produciendo microesferas con un didmetro de
10-50 micras. Ratones desnudos Balb-c de 2 meses de edad se
usaron para experimentos, cada grupo tenia 5 ratones qgue
fueron obtenidos de Charles rivers labs, Italia. Estos
ratones fueron aclimatados a las instalaciones para animales
durante un periodo de 30 dias para evitar efectos secundarios
debidos a estrés.

El volumen de la almohadilla de grasa inguinal
izquierda se cuantificé usando barrido CT a 15 y 30 dias
después de inyecciédn. Se inyectaron 50 mg de composicidén de
microesferas correspondiente en cada almohadilla de grasa
inguinal con CMC como portador que correspondid a un volumen

total de 100 pl por almohadilla de grasa. Se usdé una aguja

calibre 22G para la inyeccién. Los ratones fueron
anestesiados usando 3% de isoflurano. La almohadilla de

grasa inguinal fue accedida a través de la superficie
central. Las microesferas fueron inyectadas mientras la
aguja era lentamente extraida para tener asi una distribucidn
uniforme del contenido de inyeccidén dentro de la almohadilla
de grasa.

Este experimento con animales demuestra claramente
que las composiciones compuesto CR/1lipido metabdlico de
acuerdo con la invencidén da como resultado una absorcidn

controlada vy duradera de los 1lipidos metabdélicos para
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expandir de manera significativa y homogénea el tejido de

células grasas en las inmediaciones de estas composiciones.



