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SOLICITUD DE PATENTE PCT - CAPITULO | - FASE NACIONAL

“COMPOSICIONES QUE COMPRENDEN CELL!LAS MADRE
EMBRIONARIAS HUMANAS Y SUS DERIVADOS, METODOS DE USO Y
METODOS DE PREPARACION”

DOCUMENTACION ANEXA

Texto en espafol para la fase nacional, anexado en el siguiente orden:

a. Titulo, Antecedentes y Descripcion.
b. Reivindicaciones.
¢c. Resumen.

ANEXO 1 - Textos en traducidos al Espafiol:

Traduccion al espafiol de la enmienda efectuada por el solicitante en virtud del Articulo
19 del Tratado de Cooperacion en materia de Patentes — PCT.

. Traduccion al esparol de la segunda republicacién de fecha 31 de Julio de 2008,
efectuada bajo el numero de publicacion WC 2007/141657 A3, con especial mencion
de que se efectia con el reporte internacional de busqueda y con ias reivindicaciones
enmendadas.

2.1, Traduccion al espafiol del formulario PCT/ISA/210 - informe de la busqueda
internacional.

2.2. Traduccion de la publicacién de !las nuevas reivindicaciones aportadas por el '
solicitante en virtud del Articulo 19 del Tratado de Cooperacién en materia de
Patentes — PCT.

. Traduccion al espafol de la primera republicacién de fecha 24 de Abril de 2008,
efectuada bajo el numero de publicacion WO 2007/141657 A3, con especial mencién
de que se efectua con el reporte de busqueda internacional, antes del vencimiento de
la fecha para modificar las reivindicaciones y para ser republicada en caso de que se
reciba reporte de modificaciones.

3.1. Traduccion al espafiol del formularic PCT/ISA/210 - informe de la busqueda
internacional.

. Traduccioén al espanfiol de la solicitud tal como fue publicada en fecha 13 de Diciembre -
de 2007, bajo el niumero de publicacién WO 2007/141657 A2, con especial mencidn
de que se efectua sin reporte internacional de busqueda y para ser republlcada en -
cuanto se recibiese dicho reporte.

Traduccion al espafol de la solicitud PCT en formularic PCT/RO/101.
ANEXO 2 - Textos en el idioma Original de tramitacion (Inglés):

Copia en inglés de la enmienda efectuada por el solicitante en virtud del Articulo 19
del Tratado de Cooperacién en materia de Patentes — PCT.
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Copia en inglés de la segunda republicacién de fecha 31 de Julio de 2008, efectuada
bajo el niumero de publicacion WO 2007/141657 A3, con especial mencidn de que se

efectia con el reporte internacional de busqueda y con las reivindicaciones

enmendadas.

2.1. Copia en inglés del formulario PCT/ISA/210 - informe de la busqueda
internacional. '

2.2. Copia en inglés de la publicacion de las nuevas reivindicaciones aportadas por el .

solicitante en virtud del Articulo 19 del Tratado de Cooperacién en materia de
Patentes — PCT.

Copia en inglés de la primera republicacién de fecha 24 de Abril de 2008, efectuada -

bajo el numero de publicacion WO 2007/141657 A3, con especial mencién de que se
efectia con el reporte de busqueda internacional, antes del vencimiento de la fecha
para modificar las reivindicaciones y para ser republicada en caso de que se reciba
reporte de maodificaciones.

3.1. Copia en inglés del formulario PCT/ISA/210 - informe de la busqueda
internacional.

Copia en inglés de la solicitud tal como fue publicada en fecha 13 de D|C|embre-de
2007, bajo el numero de publicacion WO 2007/141657 A2, con especial mencidn Nde

que se efectua sin reporte internacional de busqueda y para ser republicada en cuanto -

se recibiese dicho reporte.

Copia en inglés de la solicitud PCT en formulario PCT/RO/101.

(espacio en blanco)
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COMPOSICIONES QUE COMPRENDEN CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

HUMANAS Y SUS DERIVADOS, METODOS DE USQO Y METODOS DE

PREPARACION

Antecedentes de la invencién

Campo de la invencidn

La presente invencién se refiere a composiciones
farmacéuticas que comprenden células madre embrionarias
humanas (hES) o sus derivados, las células madre estén libres
de productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones de
minerales complementarios, suplementos de -amincacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de

fibrolastos, factor Steel asociado a membrana, factor Steel

soluble 'y medios acondicionados, para usarse en el

tratamiento de enfermedades, condiciones o trastornos médicos
actualmente incurables o terminales. Més particularmente, la
invencién se refiere a métodos de tratamiento de trastornos
clinicos y condiciones terminales o© actualmente incurables
usando células hES por medio de un protocolo de transplante.
La invencidén se refiere ademds a procesos nuevos para
preparar lineas de células madre nuevas las cuales estan
libres de productos_animales, células alimentadoras, factores
de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones

de minerales complementarios, suplementos de aminoacidos,
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suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor Steel
soluble y medios acondiciongdos. Esta invencidn se refiefe
adeﬁés al aislamiento, cultivo, mantenimiento, expansiéﬁ,
difgrenciacién, almacenamiento y conservacidn de‘las células

madre.

Técnica anterior

Un gran numero de trastornos, condiciones vy
enfermedades médicas humanas son va sea i actualmente
incurables a través de las terapias de farmaco, cirugla o
métodos de transplante existentes, o son terminales.

Las células madre tienen la capacidad de dividirse
para generar células “hijas” que conservan las propiedades de
la célula madre, o de producir hijas que empiezan a
diferenciarse en un tipo de célula mds especializado, o de
producir una célula hija de cada tipo. Las células madre son
entonces cruciales para el crecimiento.3/ desarrollc humano
normal, y debido a sus caracteristicas intrinsecas también
son fuentes potenciales de células nuevas para la
regeneracién de tejido dafado o enfermo. Las células madre
estdn presentes en todas las etapas de desarrollco y eh muchos
(posiblemente la mayoria) tejidos del adulto. Células madre
de diferentes tejidos, y de diferentes etapas de desarrollo,

varian en términos del numero y tipo de células a las cuales
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dan origen normalmente. Las principales clases de célulés
madre de acuerdo con esta clasificacidén son las células madre
embrionarias, células madre somaticas vy célulaé germinales
embrionarias.

En las primeras etapas después de la fertilizacidn
{hasta la octava etapa celular), tcdas 1las células del
embrién son totipotentes (es decir, tienen la capacidad de
desarrollarse en cada tipo de célula requerida para el
desarrollo completo, incluyendo tejidos extra—embr;onariés
tales como la placenta y.el cordén umbilical) . Después de
aprbximadamente dos a cinco dias se alcanza la etapa de
blastocisto. Dentro de esta bola de 50—100 céldlas descansa
la masa celular interna, 1la cual se desarrollard en €l
embrién adecuado. La masa celular interna comprende
aproximadamente un cuartoc de todas las células en esta etapa
de desarrollc y una clase tnica de células madre; las células
madre embrionarias. Las células madre embrionarias tienen ia
capacidad innata o potencial de diferenciarse en cada uno de
los 200 y tantos tipos de células del cuerpo y se describen
como pluripotentes. La capacidad de las células hES para
contribuir a todos los tipos de tejidos en desarrollo aun no
ha sido completamente establecida, pero pueden hacerse crecer
durante largos periodos de tiempo en cultivo y expandirse en
numero sin cambiar sus genotipos o fenotipos celulares, .y

conservando su estado pluripotente bajo estas condiciones.
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Después de la etapa de blastocisto, las células
madre comprenden una proporcién descendente de células en el
embrién, feto y cuerpc adulto. Muchos si no es qgue la
mayoria de los tejidos en el feto y adulto contienen células
madre, las cuales, en su ubicacién normal, tienen él
potencial de diferenciarse en un numero limitado de tipos de
células especificos para de esta manera regenerar el tejido
en el cual residen normalmente. Estas células madre (célulés
madre soméaticas) son multipotentes y pueden tener un -
potencial maAs restringido que las células madre'embrionarias
toda vez que normalmente dan origen a algunos pero no todos
los tipecs de células del cuerpo humano. Las principales
fuentes de <c¢élulas madre somaticas son la médula oésea v
sangre de cordén del feto y adulto.

Las células madre embrionarias sirven c¢omo un
excelente sistema in vitro para estudiar eventos de
diferenciacidén celular, tamizado de farmacos y como una
fuehte primaria de células diferenciadas especializadas pafa
aplicaciones terapéuticas regeneradoras futuras.

Las células madre embrionarias, al ser
pluripotentes, tienen el potencial de desarrollc de dar
orligen a cualquier tipo de célula diferenciada. Asi, una
enfermedad que resulte de la falla o desregulacién, vya séa
genética o adquirida, de tipocs de células especificas és

potencialmente tratable por el transplante de células hES o
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sus derivados mediante reemplazo de las células defectuosas.y
regeneracidén del oérgano o tejido afectade y. también al
estimular el tejido latente y gue muere.

Se ha sugerido que el transplante de células hES o
sus derivados en el cuerpo humano tiene el potencial como un
medio para resolver necesidades médicas no satisfechas.

Se ha considerado ampliamente gue el transplante de

células hES revolucicnard el tratamiento de una amplia

variedad de enfermedades, condiciones vy trastornos pero,
hasta la fecha, los estudios han sido restringidos a estudios
preclinicos en ratones y primates. Es cuestionable si los
resultados observados en modelos con animales son
verdaderamente representativos de los eventos que pudierén
ocurrir después del transplante de estas células en el
humano. Ademds, sin el wuso clinico del concepto, lés
composiciones farmacéuticas, protocclos, - rutas de
administracién y dosis de administracidn de las éélulas madre
siguen sin definir y sin probarse. Mas aun, aunque las
células madre humanas derivadas de fuentes que nc son un
embrién o xenotransplante de células, tejides y oérganos de
otras especies han sido usadas en el escenario clinico, estos
intentos han sido ampliamente inexitosos o© presentan una
variedad de efectos secundarios debilitadores.

La presente invencidn proporciona el transplante de

una composicidén farmacéutica gque comprende células hES y/o

4]
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sus derivados en humanos que sufren de una variedad de
condiciones, enfermedades © trastorncs actualmente inburablés
o terminales.

La patente de E.U.A. No. 5,453,457 describe una
composicién que comprende células pluripotentes de mamifero
no murino derivadas de una célula germinal primordial y que
incluyen factor de crecimiento de fibroblasto béasico, factor
Steel asociado a membrana, factor Steel soluble y factor
inhibidor de leucemia.

La patente de E.U.A. No. 6,800,480 reclama uﬁa
composicidén que comprende células HES no diferenciadas que
proliferan en una matriz extracelular.

La solicitud de patente de E.U.A. No. 2003/0017587
describe la expansidén in vitro de células madre embrioconarias
no diferenciadas obtenidas de un feto abortado o de
blastocistos en etapa de corte frescos o congelados usando un
medio de cultivo que no reqguiere células alimentadoras. Una
vez alsladas, las células madre embrionarias son‘introducidas
en un medio de cultive de células complementado con factores
de crecimiento, suero bovino fetal, factor de crecimienfo
neuronal, factor inhibidor de leucemia, factor de crecimiento

de fibroblastos, factor Steel ascociade a membrana, factdr

Steel soluble o medios acondicionados gue no son deseables en

vista de potenciales efectos secundarios después de su

transplante en un paciente. Igualmente, la mencionada
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solicitud de patente no dice nada acerca del protocolo que se
usard para el tratamiento de trastornos genéticas o clinicos
excepto que el paciente requiere de una dosis de cada tipo de
célula. |

La solicitud de patente de E.U.A. 2004/0071665
proporciona un método terapéutico que emplea células madre de
mamifero para el tratamiento de cardiOpatologias: Este
ejemplo proporciona células madre embrionarias diferenciadas
para formar un racimo cardiomiogénico, cultivadé soﬁre
células alimentadoras y luego inyectado en tres sitios del
corazdén de un ratdén que tiene infarto del miocardio.

La solicitud de patente de E.U.A. No. 2004/0107453
describe un métocdo para obtener, mantener y diferenciar
células madre adultas y su uso en tratamiento terapéufico.

La solicitud de patente de E.U.A. No. 2005/0124003

describe un método para obtener, mantener y diferenciar

células madre fetales y su uso en tratamiento terapéutico.

En particular, y de relevancia particular para la
presente invencién, el transplante de células madre
embrionarias en modelos de Lesidén de Médula Espinal (SCI) en
ratén han mostrado claramente su futuro potencial como un
tratamiento de primera linea de SCI aguda (McDonald et al.,
(1999) Nature Med. 5:1410; Kerr et al., (2003) J. Neurosci.
23:5131; Roy et al., (2004) Nature Biotechnology, 22:297;

Hori et al., (2003) Stem Cells, 21:405; Harper, (2004) Proc.
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Natl. Acad. Sci. 101:7123). A pesar - de la eficacia
demostrada en modelos con animales, el escepticismo cén
respecto a problemas de rechazo de injerto contra huésped, la
necesidad potencial de administracién de pér vida de
inmunosupresores y la formacién de tumores y teratomas han
retrasado las autorizaclones para reproducir la seguridad vy
eficacia preclinica en pruebas con humanos experimentales.
Un problema adicional gque enfrenta el disefo de estudiqs
clinicos vy de particular relevancia para ia presente
invencidén es qgue, hasta el momento, no hay protocolos o
programas de administracién establecidos, no hay estudios de
lo que pudiera ser una dosis terapéuticamente efectiva o una
composicidén farmacéutica activa, o gué tipos de células o
combinaciones de ceélulas deben usarse.

Por lo tanto un objetivo de la presente invencidn
es desarrollar composicicnes farmacéuticas que comprendan
células hES vy sus derivados las cuales estén libres de
productos animales, células alimentadoras, factores de
creéimiento, factor inhibidor de 1leucemia, combinaciones de
minerales complementarios, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimieﬁto de
fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor Steel
scluble y medios acondicionados suspendidos en una solucién
biocompatible, portadora o matriz, entonces adecuada para uéo

humano.

(5
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Otro objetive mas de la presente invencidn es
desarrollar un protocolo para el tratamiento de trastornds
actualmente incurables o terminales.

Un objetivo més de la presente invencidén es
desarrollar un protocolo para el tratamiento de SCI (Lesion
de Médula Espinal).

Las composiciones de la presente 1invencidn son
simples de preparar, seguras, econdémicas, efi;ienteé,
facilmente transpcrtables, escalables, tienen una vida ﬁtil
adeéuada y estan libres de efectos secundarios tales coﬁo
reagciones antigenoc-anticuerpo, enervaciones v aberrantes,
tumorigenicidad, formacién de teratomas o rechazo de injerto
contra huésped. Asimismo, la presente invencidén requiere de
sélo un embridén y por consiguiente el suministro continuo de
embriones humanos no se requiere. Igualmente, el protocolo
para tratamiento de acuerdo con la presente invencién no
requiere el uso de 1inmunosupresores, Yy no depende de
tipificacién de HLA, no depende de raza, género o edad del
sujeto tratado para el tratamiento efectivo de las
enfermedades, condiciones o trastornos, no tiene regresidén vy
no tiene la necesidad de un entrenamiento anterior en la
técnica de administracién. El tratamiento de sujetos con las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la practica de 1la
presente invencién es por 1lo tanto posible en cualquier

instalacidén clinica adecuadamente equipada a nivel mundial.

14
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Para transplantar células madre embrionarias
humanas en humanos para propdésitos terapéuticos es importante
que estas células estén libres de contaminacién tal como
bacterias, virus, priones o tiroides. La adopcidn de
practicas de labcoratcorio operacionales estandares tales como
adecuadas précticas de fabricacién y clinicas reducen el
riesgo de estas contaminaciones a un nivel aceptable.

Los riesgos para el paciente existen, no obstante,
a través de metodologias de cultivo de células existentes.

Un gran riesgo es que los componentes del medio de
cultive de células, mantenidos en el producto farmacéutico
para su administracidén a sujetos humanos, se administren vy
por lo tanto representen un riesgo para el paciente a través
de efectos secundarics hasta el momento no anticipados que no
hubieran podide ser anticipados a través de estgdios de
“seguridad” en pruebas con animales.

| La eliminacidén de este riesgo es por 1lo tanﬁo
deseable.

Las caracteristicas de wuna fuente de cultivo de
células madre embrionarias para su administracién a sujetos
humanos ha sido identificada como teniendo el siguiente
disefio: son capaces de proliferacién durante un periocdo de
tiempo extendido sin diferenciacién, mantienen ﬁn cariotipo
en el cual todas las caracteristicas del donador se conservan

fielmente durante el cultivo, mantienen el potencial de
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diferenciarse en derivados del endodermo, nesodermo y
ectodermo a través del cultivo, no se diferenciaran cuando
sean cultivadas en ausencia.de factores exdégenos, no daran
origen a teratomas, no seran inmunogénicas, no formaran
conexiones aberrantes y tejido ectdpico, actuaran en el
tejido dafiado y no se dividiran continuamente in vivo sino
gue estadn programadas para hacerlo en un ciclec de vida
natural. No debe haber contaminantes presentes en la
metodologia de cultivo y la linea de células descrita en la
invencién.

El principal impulso de investigacidn hasta ahora
ha sido desarrcllar condiciones de cultivo que satisfagan
estos requerimientos, pero hasta la fecha ninguna de estas
condicicones han sido esperanzadoras o validadas a través de
pruebas clinicas. En particular, la investigacidén hasta la
fecha se ha enfocado en la eliminacién del requefimientos de
células alimentadoras de ratdén como una matriz para el
crecimiento y des-diferenciacién de un cultivo de células
madre embrionarias humanas. El remedio parcial de
proporcionar factores de crecimiento desconocidos a @ravés de
la remocidn de células alimentadoras y la suplementacidén de
"medios acondicionados” también ha revelado un riesﬁo
inaceptable en el medio de cultivo ideal. Las células madfe
embfionarias humanas c¢ultivadas en presencia de medids

acondicionados alimentadores conservan aun un riesgo
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inherente de <contaminacién vy por lo tanto unl riesgo
inaceptable durante su transplante a humanos.

Un factor adicional en el disefio de condiciones de
culfivo de células madre embrionarias humanas destinadas para
su administracién a humanos es la cuestidn de complementos
exdgenos residuales en los medios que pudieran estar
presentes en la composicidén farmacéutica administrada pefo
que son esenciales durante la fase de expansidn celular.

Estocs incluyen factor de crecimiento de
fibroblastos, factor inhibidor de 1leucemia, factor Steel

asociado a membrana, factor Steel soluble, suerco, albuminas u

suplementos de albumina, suplementos de aminoé&cidos,
suplementos vitaminicos, transferrinas ¢ suplementos de
transferrina, antioxidantes, insulina o} sustitutcs de

insulina, precursores de colageno © sustitutos de precursor
de = colageno, elementos residuales, residuos de ‘“medios
acondicionados”, productos animales, células alimentadoras,
factores de crecimiento, combinaciones de minerales
complementarios, suplementos de amincacidos vy suplementés
vitaminicos.

Los residuos de estos suplementos adicionales ée
ven como riesgos innecesarios para la. seguridad de los
pacientes durante el transplante de céiulas madre
embrionarias humanas en estos sujetos, Ademés, la

suplementacién de estos factores en el medic de cultivo se
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aftade al riesgo de contaminacién del ambiente y se afade al
costo futuro de una terapia con células madre y per lo tanto
limita su capacidad de aplicacién en una amplia gama de
enfermedades, condiciones o trastornos médicos.

Un numero de enfoques han sido adoptados para
reducir estos riesgos incluyendo: las patentes de E.U.A. Y
solicitudes Nos. 5,843,780; 5,65%0,926; ©6,642,048; 6,800,480;
5,166,065; 6,200,806; 5,453,357; 6,090,622; 6,562,619;
6,921,632, 2006/0073587 y 2002/076747.

Sin embargc, ningunc de estos enfoques ofrecen un
sistema para la produccidén de un producto farmacéutico que
contenga células madre embrionarias humanas y sus derivados
el cual esté libre de factores potencialmente contéminantes

que pudieran afectar la eficacia y seguridad de células madre

embrionarias humanas \% sus derivados después de

administracidén a humanos.

Es por 1lo tanto otro objetivo de la invencidn
desarrollar un sistema de cultivo de células simplificado
para la expansién de las células hES y sus derivados en un
estado éuStancialmenté no diferenciado para producir asi un
producto farmacéutico gue esté listo para usarse en una
amplia variedad de trastornos médicos.

Mas particularmente, un objetivo de la presente

invencidn es proporcionar una técnica de cultivo gue produzca

una. linea de células madre libre de productos animales,
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células alimentadoras, factores de crecimiento, factor
inhibidor de leucemia, combinaciones de minerales
complementarios, suplementos de aminoacidos, suplementos

vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor
Steel asociadoe a membrana, factor Steel soluble y mediocs

acondicionados.

Breve descripcion de la invencidn

La presente 1invencidédn proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden células hES y/o sus derivados, vy
ei uso de las células hES y sus derivados para tratar una
amplia variedad de condiciones, enfermedades y trastornos en
las que las células madre se intrcducen en el cuerpb humano
mediante una variedad de rutas de administraciédn,
aplicaciones tépicas o insercidn intralesional.

La presente invencidn proporciona ademds un método
para tratar un sujeto que sufra de una enfermedad, trastorno
o condicién terminal o actualmente incurable, que comprende
un programa de administracion de una cantidad
terapéuticamente efectiva de células hES o sus derivadqs
mediante inyeccién intramuscular, intravenocsa, caudal,
intravitrea, intraestriatial, intraparenquimal,  intratecal,
epidural, retrobulbar, subcuténea, intracardiacé,

intracistica, intra-articular o intratecal, infusién por

catéter epidural, infusidn por catéter de bloque
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subaracnoide, infusién intravenosa, por medio de nebulizador,
por medio de aspersor, por medio de rutas intravaginales, por
medioc de gotas oculares y 6ticas locales, y un programa de
administracién de las células hES y sus derivados tépicamente
0 intralesionalmente.

Es preferible usar células hES o sus derivados que
estén libres de productos animales, células alimentadoras,
factores de <crecimiento, factor inhibidor de leucemié,
combinaciones de minerales complementarios, suplementos
vitaminicos, suplementocs amiﬁoécidos, factor de‘crecimiento
de fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor
Steel soluble y medios acondicionados, para evitar cualquier
probabilidad de contaminacién y posibkbilidades de efecth
secundarios negativos. Las células hES y sus derivadqs

pueden obtenerse a través de cualquier metodologia de cultivo

de celulas conocida y aprobada, la cual estd libre de células

alimentadoras, y libre de contaminacién de cualguier fuente vy
segura para transplante a humanos. Los derivados de hES

incluyen células diferenciadas mas del cuerpo humano.

La presente invencién proporciona  ademés
composiciones farmacéuticas para el tratamiento de
enfermedades, trastornos o] condicicnes terminéles o)
actualmente incurables que comprende una cantidad

terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados,

en donde las células hES o sus derivados estan libres de

?
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productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones de
minérales complementarios, suplementos de aminoécido#,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor Steel
soluble y medios acondicionados, suspendidos en una sclucidn
férmacéuticamente aceptable y biocompatible o cualquier otro
vehiculo portador.

La presente invencidén incluye también células hEs
y/0 sus derivados libres de producteos animales, células
alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de
leucemia, combinaciones de minerales comp;ementarios,
suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor
de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado .a
membrana, factor Steel scluble y medios acondicionadoé,
atrépados en un material o matriz biocompatible. EI materiél
bio;ompatible 0 matriz puede seleccionarse de Biopolimeros,
incluyendo polipéptidos o} proteinas, polisacaridoes,
incluyendo fibronectina, varios tipos de ccléageno, laminita,
queratina, fibrina, fibrindégenc, &cido hialurédnico, sulfato
de heparina, sulfato de condroitina, agarosa o gelatina.

Las composicicnes de la presente invehcién pueden
estar en una forma de fdrmaco listo para usar en las cuales
las células madre tienen viabilidad adecuada, es decir,

tienen una viabilidad lo suficientemente alta como para ser
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utiles en uno o mas métodos de la presente invencidn. En una
modalidad, las células madre tienen una viabilidad de mas de
aproximadamente 40%, por ejemplo méds de alrededor de 50%,
60%, 70% u B8O0%. Las composiciones pueden incluir ademds un
agente antimicrobiano, agente antibacteriano, producto
hormonal u otro agente farmacéutico.

Para preparar las composiciones, alrededor de
750,000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o uno
o mads de sus derivados tales como progenitores de células
madfe hematopoyéticas, progenitores de células madre
neuronales, progenitores de células madre mesenquimdticas,
progenitores de células madre productoras de insulina,
progenitores de células madre de hepatocitos, progenitores de
células madre cardiacas, progenitores de <células madre
epiteliales o© mezclas de los mismos se suspenden én
aproximadamente 0.25 mlL a alrededor de 100 ml de un vehiculo
portador. En una modalidad, aproximadamente 750,000 a
alrededor de 80 millones de c¢élulas hES se suspenden en
alrededor de 0.25 ml a aproximadamente 10 ml del .vehiculo
portador. En enriquecimiento para tipos progenitores de
células madre diferenciados especificos en una poblacién és
una pricridad, aungue una proporcidén de células madre ﬁo
diférenciadas permanecerd en la composiciodn. En uﬁa
modalidad, la porcién de células madre no diferénciadas sera

de no mas de aproximadamente 80% de la poblacidén total de
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células. En otra modalidad, la porcién de células madre no
diferenciadas serd de no mas de alrededor de 40% de la
pobiacién total de células.

Las enfermedades terminales y otros trastornos o
condiciones que pueden ser tratados o reducidos de acuerdo
con la presente invencidén incluyen, sin limitacién, céncef,
trastornos hepaticos vy renales, trastornos del sistema
nerviosoc, trastornos de la piel, trastornos autoinmunes,
trastornos genéticos, trastornos oculares, trastornos
musculoesqueléticos, trastornos de fertilidad y reproductivos
y trastornos cardiovasculares vy sin limitacién incluyen
Leucemia Mieloide Aguda, Adenocarcinoma, Artritis,
Astrocitoma, Atrofia del Nervio Auditivo, Autismo, Trastorngs
Autoinmunes, enfermedad de Alzheimer, Espondilitis
Anquilosante, Distrofia Muscular de Becker, Dafno Cerebral,
Quemaduras, Accidente Cerebrovascular, Paralisis Cerebral,
Comé, Ulceraé Corneales, Rechazo de Injerto Corneal,
Degeneracidn Cortico-Basal del Sistema Nervioso, Enfermedad
de Arterias Coronarias, Diabetes, Demencia, Sindrome de Down,

Distrofia Muscular de Duchenne, Enfermedad Renal en Etapa

Terminal, Paralisis de Erb, Distrofia Muscular Fascio -

Escapular, Trastornos de Fertilidad, Ataxia de Friederich,
Insuficiencia Cardiaca, Carcinoma Hepatocelular, Enfermedad
de Neuronas Espino Motoras Hereditaria, Corea de Huntington,

Enfermedad de Krabbe, Distrofia del Cingulo de las
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Extremidades, Cirrosis Hepatica, Degeneracidn Macular,
Retraso Mental, Esclerosis Mualtiple, Enfermedad de Neuronas
Motoras, Infarto del Miocardio, Sindrome Nefrético,
Enfermedad de Niemann Pick, Ulceracidén No Sanadora de la
Piel, Atrofia Olivo-Ponto Cerebelar, Atrofia dei Nervio
Optico, Mal de‘ Parkinson, Encefalopatia Post Chogue
Eléctrico, Encefalopatia Post-Vacuna Contra la Rabia; Llagas
por Presién, Paradlisis Supranuclear Progresiva, Psoriasis,
Ptisis Bulbi, Cardiomiopatia Restrictiva,’ Retinitis
Pighentosa, Blogue de Ramificacidén del Fasciculo Derecho,
Sarcoidosis, Bradicardia del Seno, Distrofia Muscular
Espinal, Ataxia Espino Cerebelar, Sindrome de Steven Johnson,
Lupus Eritematoso Sistémico, Trombocitopenia, Talasemié,
Colitis Ulcerativa, Estado Vegetativo, Fibrosis Quisticé,
Enfermedad Pulmonar Intersticial, Azoospermia, Insuficiencia
Ovarica Primaria, Ulceras Aftosas, Desequilibrio Hormonal,
Osteo-Artritis, Sindrome de Horner y Osteogénica Imperfecta,
junto con Canalopatia e Hipogamaglobulinemia.

Mas especificamente, la presente invencién
proporciona un metodo de tratamiento de SCI en un sujeto, que
comprende:

a) administrar aproximadamente 750,000 a alrededor
de 80 millones de células hES y/o sus derivados mediante
inyéccién subcuténea;

b) repetir 1la etapa (a) después de un periodo
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predeterminado y posteriormente administrar células hES y/o
sus derivados mediante inyeccidn intramuscular;
c) administrar una cantidad terapéuticamente

efectiva de c¢élulas hES y/o sus derivados, en donde las

células comprenden progenitores de células madre neuronales y

progenitores de células madre hematopoyéticas, mediante

inyeccién o infusidén intravenocsa;

d) administrar una cantidad fterapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales,
mediante inyeccidn epidural y repetir la dosis después de un
periodo predeterminado dependiendo de la condicidn dél sujeto
evaluada por examen clinico y/o neuroclédgico;

e) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva . de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales,
mediante inyeccidn caudal;

£) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en ddnde las

células comprenden progenitores de células madre neuronales,

mediante inyeccidn intratecal o cateter  de bloque

subaracnoide;
g) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES vy/o sus derivados, en donde las

células comprenden progenitores de células madre neurocnales,
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mediante inyeccidn epidural o catéter epidural;

h) administrar una .cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados mediante inyeccidén
espinal profunda sobre cada lado de la espina y

i) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados mediante infusiodn
intravenosa;

en donde las etapas (a) e (b) se llevan a cabo
primero y las etapas restantes pueden llevarse a cabo en
cualgquiexr orden. En una modalidad, la etapa (£f) se repite
seguida por la etapa (g), al menocs una vez, hasta que el
sujeto exhiba seriales clinicas de recuperacién de la SCI.

La invencidén proporciona también un método para
tratar un sujeto con una enfermedad, trastorno y condicién
que comprende administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados cultivados en medio
libre de productos animales, células alimentadoras, medios
acondicionades, factores de crecimiento, factor inhibidor de
leucemia, factor de crecimiento de fibroblastos, factbr Steel
asociado a membrana o factor Steel soluble, mediante
inyeccidn intramuscular e inyeccidén intravencsa o ihyeccién
intraepidural o catéter epidural o inyeccidén retrobulbar
inyeccidén subcuténea o inyeccién intracardiaca o inyeccién
intracistica o inyeccidén intratecal o mediante aplicacién

tépica o aplicacidén intralesional. En una modalidad, 1la
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enfermedad, trastorno o condicidn es una . enfermedad,

trastorno o condicidéon terminal o actualmente incurable. |
La invencidén propeorcicna también un método para

tratamiento de trastornos del sistema hervioso en deéarrollo,

degenerativos, hereditarios % traumaticos y ataque

cerebrovascular que comprende la administracidédn de alrededor -

de 750,000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores
de células madre neuronales y‘progenitores de células madre
hematopoyéticas solos o© en combinacidén, mediante inyeccidn
intravenosa, inyeccién subcutédnea, inyeccidn intramuscular,
inyeccidén intratecal, infusidén por catéter epidural e
infusién por catéter de bloque subaracncide.

La invencidn proporciona también un método para él
tratamiento de trastornos de la piel gque comprende la
administracidén de aproximadamente 750,000 a alreaedor de 160
millones de células hES vy/o sus derivados, en donde las
celulas comprenden progenitores de células . madre

hematopoyéticas, mediante inyeccidén subcutdnea o intravenosa.

La 1invencién proporciona también un método de

tratamiento de ulceras por decubito que c&mprende la
administracién de alrededor de 750,000 a aproximadamente 160
millones de células hES y/o sus derivados mediante aplicacién
local o tépica y mediante inyeccidn intramuscular.

La invencidén proporciona también un método de
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tratamiento de trastornos autoinmunes que comprende la
administracidén de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células’ madre
hematopoyéticas, mediante “inyeccidn ‘intramuscular, e
inyeccidn 1intravenosa, o inyeccidn subcutdnea o inyeccién
intraarticular o infusidn intravenosa o combinacicones de las
mismas.

La 1invencién proporciona también un método para él
tratamiento de trastornos genéticos, que comprende 1la
administracién de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de células hES y/o sus derivados, en donde lés
células comprenden progenitores de células madre .neurcnales 'y
progenitores de células madre hematopoyéticas solos o en
combinacidn, mediante inyeccién intravenosa, inyeccidn
subcutanea, inyeccidédn intramuscular, inyeccién intratecal,
infusidén por catéter epidural o infusidén por catéter de
bloque sub aracnoide o combinaciones de los mismos.

La 1invencidén proporciona también un método de
tratamiento de gangrena, que comprende la administracién de
alrededor de 750,000 a aproximadamente 160 millones ae
células hES y/o sus derivados mediante inyeccién intravenosé,
inyeccién intramuscular o aplicacidén local en .la unién de
tejido viable y muerto o combinaciones de los mismos.

La invencidn proporcicna también un método para el

zz
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tratamiento de condiciones asociadas con envejecimiento, que
comprende la administracién de aproximadamente 750,000 -a
alrededor de 160 millones de células hES y/o sus derivados
mediante inyeccién intravenosa, inyeccién subcutéanea,
inyeccién intramuscular, o aplicacién local en suspensidén o
mezclada con un vehiculo biocompatible tal como un gei,
ungiento, matriz, pasta © spray de aerosol.

La invencidén proporciona también un método para el
tratamiento de diabetes mellitus, que comprende la
administracidén de aproximadamgnte 750,000 a alrededor de 160
millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden células progenitoras productoras de
insulina, mediante inyeccidén intravenosa o intramuscular .o
combinaciones de las mismas.

La 1invencidén proporciona también un método para
trafar trastornos cardiovasculares, que comprende la
administracidén de alrededor de 750,000 a aproximadamente 160
millones de células hES y/o sus deriva&os, en donde las
células comprende progenitores de células madfe
hematopoyéticas, mediante 1inyeccidén intravenosa, inyeccidn
subcutanea, inyeccidn intramuscular, inyeccidén intracardiaca,
angiografia e inyeccidn directa durante cirugia.

La invencidn proporciona también un método de
tratamiento de Trastornos Hepaticos y Renales gue comprende

la administracién de aproximadamente 750,000 a alrededor de
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160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprende progenitores de células madre
hematopoyéticas, progenitores de células madre productoras de
albimina y progenitores de c¢élulas madre producﬁoras de
bilirrubina, mediante inyeccién intravenosa, inyeccién

subcutanea, inyeccidén intramuscular, infusidn intravenosa o©

inyeccidn local.

La invencién proporciona también un método para el
tratamiento de Trastornos de Fertilidad y Reproductivos que
comprende la administracién de aproximadamente 750,000 a
alrededor de 160 millones de células hES y/o sus derivados,
en donde las células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas, mediante inyeccidén intramuscular locai,
inyeccidén 1intratesticular © a través de inyeccidén en piel
subcutdnea cerca del epididimo.

L.a invencidén proporciona también un método de
tratamiento de Trastornos Musculoesqueléticos gque comprende
la administracidén de aproximédamente 750,000 a alrededor de
160 millones de células hES y/¢o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales vy
progenitores de células madre hematopoyéticas ‘solos o en
combinacién, mediante inyeccidén  intravenosa, inyeccién
subéuténea, inyecciédn iﬁtramuscular o infusidén por catéter
intravenoso.

La invencién proporciona también un método para el
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tratamiento de Trastornos Oculares que comprende la
administracién de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de c¢élulas hES vy/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales,
progenitores de células madre hematopoyéticas, progenitores
de células madre mesenguiméticas solos o en ‘combinacién,
mediante inyeccidn intravenosa local, inyeccién subcutanea,
inyeccidédn intramuscular, inyeccidén retrobulbar, inyeccidn
intravitrea o aplicacidén tépica. En una modalidad,

aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de

células hES y/o sus derivados que comprenden progenitores de

células madre neuronales se administran mediante inyeccién
retrobulbar. En otra modalidad, alrededor de 750,000 a
aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus derivados

gue comprenden progenitores de c¢élulas madre neuronales, se

administran mediante inyeccidn intravitrea. En otra

modalidad, aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de células hES y/o sus derivados que comprenden
progenitores de células madre mesenquimaticas se aplican'a
lentes de contacto para su colocacidén en el ojo para el
tratamiento de abrasidon corneal (por ejemplo, el lente de
contacto se cultiva con las células hES y/o sus derivados
para recubrir al lente de contacto con células y el lente se
pone después en el ojo durante aproximadamente 24 horas).

La 1invencidén proporciona también un método de
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tratamiento de Trastornos Pulmonares gue comprende 1la
administracién de 750,000 a 160 millones de células hES vy/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores
de células madre hematopoyéticas solos o en combinacién con
progenitores de células madre neurcnales mediante inyeccidn
int;amuscular, inyeccidn intravenosa, aspersidn ©
nebulizador. En una modalidad 750,000 a 160 millones
progenitores de células madre hematopoyéticas se administran
mediante nebulizador en el cual se afiaden 2 ml de solucién
salina normal. En otra modalidad 750,000 a 160 millones de
progenitores de células madre hematopoyéticas se administran
mediante aspersidén (descarga instantéanea).

La invencion proporciona también un método para el
tratamiento de Trastornos Hormonales gue comprende la
administracidén de 750,000 a 160 millones de células hES y/o
sus derivades en donde las células comprenden células madre
hematopoyéticas y neurcnales mediante rutas intramusculares
intravenosas.

La invencidn proporciona también un método para el
tratamiento de Ulceras Aftcsas y otras uUlceras, gque cbmprende
la administracién de 750,000 a 160 millones de células hES
y/o sus derivados, en donde las células comprenden células
madre hematopoyéticas y neuronales en combinacidén o solas
mediante rutas intramusculares e intravenosas.

La invencidén proporciona también un método para el
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tratamiento de Ostecartritis de la rodilla y cadera, que
comprende la administracidén de 750,000 a 160 millones de
células hES y/o sus derivados mediante inyeccién

intramuscular, intravenosa o intra-articular. En una

modalidad 750,000 a 160 millones de progenitores de células

madre hematopoyéticas se administran intra-articularmente.

La presente invencidn proporciona una metodologia
de cultivo de células gque es aplicable al cultivo de células
hES y sus derivados gue se puede usar para el transplante en
humanos sin ningin efecto secundario tal como formacidn de
teratomas, formacién de tumcres, problemas de antigenicidad o
rechazo de injerto contra huésped.

El diserio de la metodologla de cultivo es
especificamente para la produccién de células hES y sus
derivados de viabilidad suficiente y de cafacteristicas
apropiadas para la actividad terapéuticamente o6ptima después
de su transplante en humanos,

En una modalidad preferida, la metodologia de
cultivo de células se usa para el crecimiento, expansién,
diferenciacién y almacenamiento de células hES.: Ademas, la
invencidén se refiere a compcsiciones listas para inyectar que
comprenden células hES y/o sus derivados que se almacenan en
condiciones de almacenamiento que son adecuadas para
transplante directo después de descongelarlas.

En contraste con las metodologias de cultivo de

23
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células existentes para el mantenimiento de células hES en un
estado sustancialmente no diferenciado, el medic de cultivo
no contiene suplementos tales como factor de crecimiento de

fibroblastos basico, factor inhibidor de leucemia, factor

Steel asociade a membrana, factor Steel soluble, suero,
albtminas ‘o) suplementos de albumina, suplementos de
aminocacidos, suplementos vitaminicos, transferrinas o
suplementos de transferrina, antioxidantes, insulina io

sustitutos de insulina, precursores de coldgeno o sustitutos
de precursores de coliageno, elementos residuales, residuos de
“medios acondicionados”, productos animales, células
alimentadoras, factores de crecimiento, comb;naciones de
minerales complementarios, suplementos de amino&cidos vy
suplementos vitaminicos.

En contraste adicicnal con otras metodologias de
cultivo de <células para la expansién de células hES, 1la
practica de la presente invencién no lleva a la formacién de
cuerpos embrioides, evitando asi la necesidad de diseccidn
quirirgica. Cabe mencionar en este punto que el producto de
la invencidén que es un producto totalmente humanco, podria ﬁo
ser necesario el xenotransplante (por ejemplo, pruebas con
animales) . La instancia de la primera géstacién de
fertilizacién in vitro (IVF) es un ejemplo corolario.

A diferencia de otras metodologias de cultivo de

células, las técnicas de cultivo de células de la presente
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invencidén permiten la expansién casi ilimitada de células hES
sin diferenciacién significativa. Una gran ventaja de la
presente invencidén es que un solo embridn es suficiente para
proporcionar cantidades terapéuticamente efectivas de células
hES y/o sus derivados para tratar multitudes de paciente%.
Asi, noc existe la necesidad de una procuracidén repetida de
embriones humancs, y pueden evitarse muchas de las cuestiones
éticas asociadas con el uso de embriones humanos.

Una ventaja mas de los métodos de la presente
invencién es que las <células hES y sus derivados son
productos universalmente aceptables en terminos
inmunolégicos, por lo que no se requiere una comparacién
cruzada de pacientes y células Y no se requiere
inmunosupresiodn,

. Un aspecto de la invencidén se refiere a métodés
para aislar células hES, que comprende:

(a) colectar un embrién de 2 a 7 dias de edad en
medio esencial minimo,

(b) aislar células hES del embridén mediante medios
mecanicos.

Un aspecto de la invencién se refiere a un método
para expandir células madre embrionarias humanas libres de
productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinacicnes de

minerales complementarios, suplementos de aminoéacidos,



10

15

20

25

31

suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor Steel asociade a membrana, factor Steel
soluble y medios acondicicnados, gue comprende las etapas de:

(a) introducir células madre embrionarias humanés
en un medio de células gque consiste en medio esencial minimd,
una progestina y un agonisfa de gonadotropina coridnica 'B
(BhCG) humana e

(b) incubar las células madre en una temperatura de
aproximadamente 34°C a alrededor de 38°C en un ambiente de
alrededor de 3.5% a aproximadamente 6% de didéxido de carbono
durante alrededor de 12 horas a aproximadamente 48 horas.

Otro aspecto de la invencién se refiere a métodés
para cultivar células hES de tal forma que estén en una etapa
antes de la etapa parcialmente diferenciada y estén libres de
productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones de
minerales complementarias, suplementos de amiﬁéécidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento - de
fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor Steel
soluble y medios acondicionados, gque comprende las etapas de:

(a) introducir células hES en un medio de cultivo
que consiste en medio esencial minimo y

(b} incubar las células madre a una temperatura de
alrededor de 34°C a aproximadaménte 38°C en un ambiente de

alrededor de 3.5% a aproximadamente 6% de didéxido de carbono
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durante aproximadamente 12 horas a alrededor de 48 horas.

Otrc aspecto de la invencidén se refiere a un
proceso para preparar una preparacién de células madre
embrionarias humanas lista para usar para su t;ansplante_a
humanos, que comprende: .

(a) obtener células madre embrionarias humanas
libres de productos animales, células alimentadoras, factores
de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones
de minerales complementarias, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de
fibrokblastos, factor Steel ascciado a membrana, factor Steél
soluble y medios acondicionados,

(b) centrifugar las células madre para obtener un
granuloc y

| (c) suspender el granulo en una solucidn
biocompatible.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un método
para almacenar una celula madre embrionaria humana en uha
condicién viable, que comprende:

{a) tomar células madre preparadas mediante 1los
métodos de la presente invenciédn,

(b) anadir un agente de crioconservacidén y

(c) congelar las células a -4 a -80°C.

El propésito de cultivar células hES de acuerdo con

la practica de la presente invencidén en ausencia de estos

S
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complementos es reducir el riesgo de introducir contaminantés
bacterianos, fungicos, virales u otras contaminaciones en el
cultivo. Esto reduce el riesgo de infeccién y variabilidad
en las caracteristicas de las células.

Un propdsito mids de la presente invencién es
proporcionar métodos simples, econdmicos y escalables para la
produccidn y expansidn de células hES y sus derivados en una
forma que esté libre de cualquiler residuo contaminante y se
asegura para su uso en humancs.

El propdésito de esta invencidén es por io tanto
proporcionar productos farmacéuticos en los cuales el riesgo
de administracidén de toda la co-contaminacidn se reauzca,‘y
en los cuales se elimine 1la contaminacién residual de
factores complementarios.

Un propdsito mas de la presente invencidn es
proporcionar una metodologia de cultivo de células que
reduzca el riesgo de aberraciones cromosdmicas ko)
inestabilidad genética.

Otro propdésito de la presente invencién es
proporcionar wuna metodologia de cultivo de células qﬁe
reduzca el fiesgo de formacidén de teratomas en pacientes en
los cuales el cultivo sea transplantado.

Un propésitc mds de la presente invencidn es
proporcionar una metodologla de cultivo de células que

reduzca el riesgo de formacidn de tumores en pacientes en los
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cuales el cultive sea transplantado.

Otro propdsito de la presente invencidn es
proporcionar una metodologia de cultivo de células que
reduzca el riesgo de ©problemas de antigenicidad o de
problemas de rechazo de injerto contra huésped en pacientgs
en los cuales se transplante el cultivo.

La presente invencién proporciona especificamente
composiciones que comprenden células hES y sus derivados vy un
medio biocompatible que estdn en una forma que cumple con las
normas reguladoras internacionales de seguridad y calidad, y
por lo tanto en una forma que esta lista para su inyeccién a
pacientes humanos para propésitos terapéuticos.

La presente invencidn proporciona también un
producto de manufactura que comprende una suspension de
células hES v/o sus derivados suspendida en una solucidn
biocompatible Y contenida en un recipiente para
almacenamiento, transporte o transplante directamenfe a un
humano.

La presente invencidn proporciona también uh método
para la expansién de células hES y sus derivados.

La presente invenciédn proporciona también un método
paré la expansiéon de células hES y sus derivados vy la
inhibicidén de su diferenciacidn.

La presente invencidn proporciona también uﬁ método

para el crecimientoc de celulas hES y sus derivados que las
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hace terapéuticamente efectivas después de su transplante a
un humano que esté sufriendo de una enfermedad, condicidén o

trastorno.

Descripcién detallada de la invencién

Definiciones

En la siguiente descripcidn y ejemplos se usa un
nimero de términcs. Para proporcionar un entendimiento claro
y conciso de la descripcidn y reivindicaciones, incluyendo el
alcance -que se le dard a estos términos, se proporcionan las
siguientes definiciones.

Se debe notar que los términos usados para
describir generalmente la preéente invencién se usan de una
manera gue se mantenga acorde con su significado.comﬁn y como
el entendido por alguien de capacidad ordinaria en la
tecnica.

“Célula madre embrionaria” se refiere a células
pluripotentes de humanos (es decir, células hES). En una
modalidad, las células hES son aisladas de un embridén en
etapa pre-blastocisto. En otra modalidad, las células hES se
preparan mediante diferenciacién en células al menos
parcialmente diferenciadas {por ejemplo, células
multipotentes) y son totipotentes en la préactica. Los
métodos para preparar células hES se conocen bién y se

ensernian, por ejemplo, en las patentes de E.U.A. Nos.

AO
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5,843,780, 6,200,806, 7,029,913, 5,453,357, 5,690,926,
6,642,048, 6,800,480, 5,166,065, 6,090,622, 6,562,619,
6,921,632 vy 5,914,268, la solicitud de patente de E.U.A,
publicada No. 2005/0176707 Vy solicitud internacional No.
w02001085917.

“"Células madre fetales” se refiere a . las células
madre derivadas de tejido fetal, es decir, tejides de Qn
humano en desarrollc después de la implantacidn del embridn
en el uUtero.

“"Multipotentes” se refiere a células madre que

producen sélo células de una familia de células estrechamente

emparentada.

“"Pluripotentes” se refiere a células madre que son
descendientes de <células totipotentes y pueden crecer en
cualguier tipo de <ceélula excepto para las células madre
totipotentes.

“Tofipotentes” se refiere a células madre que se
producen a partir de 1la fusidén de una célula de huevo vy
espermatozoide. Las c¢élulas producidas por las primerés
pocas divisiones de la c¢élula de huevo fertilizada también
son totipotentes. Estas células pueden crecer én cualquier
tipo de células sin excepcidn.

“Cantidad terapéuticamente efectiva” se usa en la
descripcidn para describir concentraciones o cantidades de

componentes tales como células madre embrionarias, células
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neuroprogenitoras, células neuronales, progenitores de
células madre hematopoyéticas, progenitores de células madre
cardiacas o cualquier otro dérivado de células madre, u otros
agentes y mezclas de los mismos que sean efectivos pafa
producir un resultado deseado dentro del contexto de 1la
practica de uno o mds aspectos de la presente invencidn.

Los términos “transplantar” y “transplante” se usan
a lo largo de la descripcién indistintamente para describir
el proceso mediante el cual células madre embrionarias vy/o
sus derivados de acuerdo con la presente invencidén se
suministran al sitio dentro del cuerpo humano en donde las
células estdn destinadas a exhibir un efecto favorable en
relacion con el tratamiento o disminucién de una enfermedad,
traétorno o condicidn descrita en la presente incluyendo, sin
limitacidn, para reparar dafio en el sistema nervioso central
de un sujeto, tratar una enfermedad neurodegenerativa o
tratar los efectos de dano nervioso causado por apoplejia,
enfermedad cardiovascular, un ataque cardiaco .o lesidn o

trauma fisico o dafio genético o insulto ambiental al cerebro

y/o médula espinal u otros oérganos, causados por, por
ejemplc, un accidente u otra actividad, dafio hepéatico,
trastorno autoinmune, disfuncién sexual o reproductiva,

degeneracidn de varias partes del ojo, dafic renal, etc.
“Solucidn biocompatible” se usa en la descripcién

para referirse a soluciones en las cuales las células hES y/o

42
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sus derivados se suspenden para usarse en el protocolé de
transplante ¢ en cualgquier otro uso subsecuente. Estas
socluciones biocompatibles incluyen solucién salina vy puedén
comprender ademas otros ingredientes tales como
conéervadores, antimicrobianos y similares y otros agentés
farmacéuticos.

“Vehiculo biocompatible” se usa en la descripcidn
para referirse a vehiculos sélidos, soluciones vy me;clas eﬁ
las cuales las células hES y/o sus derivados se suspenden
para usarse en el protocolo para tratamiento tdpico,
transplante o para cualgquier otro uso subsecuente, Estés
vehiculos biocompatibles incluyen geles, unglientos, pastas vy
nepulizadores de aerosol.

“Recipiente bicocompatible” se usa en la descripcidn
para referirse a contenedores (por ejemplo, recipientes de
cultive o almacenamiento de c¢élulas) en las cudles las
células hES y/o sus derivados se ponen y los cuales no evitan
que las células se usen en transplante, es decir, no
contaminan las células con compuestos que no pueden ser
administrados a sujetos. Ejemplos de materiales recipientes
bioéompatibles incluyen sin limitacidn vidrio, acefo
inoxidable y poliestireno.

Una “progestina” es cualquier hormona natural o
sintética que tiene actividad tipo progesterona, es decif,

gue tiene al menos 25% de la actividad de progesterona en
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cualquiera de un ensayo conocido para actividad biolégica.

Ejemplos incluyen sin limitacién progesterona,
didrogesterona, medroxiprogesterona, noretisterona,
levonorgestrel, norgesterel, gestodeno % drospirencna.

Ejemplos de otras progestinas se describen en las patentes de
E.U.A. Nos. 7,091,234, 7,084,151, 7,081,457, 7,071,205,
6,562,857, 6,319,911, 6,245,757, 6,043,235 vy 6,028,064.

“Agonistas de gonadotropina coridénica (BhCG)
humana” se definen como cualquier BhCG que. ocurre
naturalmente o sintética o fragmento derivado de la misma qﬁe
tiene al menos 25% de la actividad de BhCG natural eﬁ uno de
cuaiquier ensayo conocido para actividad bioclégica. Ejemplos
de agonistas de PBhCG incluyen sin limitacién BhCG y aquellos
deséritos en las patentes de E.U.A. Nos. 6,635,445,
6,585,982, 6,583,109, 6,469,139 vy 5,997,871.

“"Medio esencial minimo” se usa en la descripcidn
para referirse a un medic de cultivo de células que comprende
aminoacidos, sales, glucosa y vitaminas. Ejemplos incluyén
RPMI, DMEM, EMEM y GMEM. |

“Nebulizacién” significa la administracién de un
farmaco o sustancia en los pulmones mediante un nebulizador.

Intra-articular siénifica la administracién en el
espacio intra-articular.

Retrobulbar significa administracién en el espacio

retrobulbar.
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Infusidén intravenosa significa administracién en la
vena usando un fluido intravenoso que comprende el producto o
farmaco.

Inyeccidén o infusidén  por catéter “epidural”
significa 1la administraciéﬁ en la regién fuera de la
duramadre de las meninges.

Inyeccidén o infusién con catéter “intratecai”
significa administracién en la capa mads interior de las
meninges, es decir, la materia aracnoide dentro del fluido
cerebroespinal, la cual es continua con el cerebro.

Inyeccidn “caudal” significa administracioén .a
través de la membrana sacral, la cual estd aproximadamente
tres centimetros arriba de la punta del c¢dccix que es
continua con el espacio epidural.

“Inyeccidén Espinal Profunda” significa inyeccidn en
los musculos espinales erectores sobre cada ladé de 1la
espina.

Inyeccion “intramuscular” significa adminiétracién
entre las laminas musculares.

Inyeccidn “intravenosa” significa administracién
dentro de una vena.

“SCI aguda” significa hasta tres meses después de
la fecha de la SCI.

“SCI Sub Aguda” significa a partir de tres meses

después de la fecha de la SCI hasta nueve meses después de la

A%
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fecha de la lesiédn.

“SCI Croénica” significa mé&s de nueve meses después
de la fecha de la SCI.

Los “derivadcs” de <c¢élulas hES incluyen células
madre multipotentes, células madre pluripotentes, c¢élulas
madre adultas y células madre especificas de tejidos y no
incluyen células completamente diferenciadas. Ejemplos de
células madre especificas‘de tejidos pueden encontrarse en la

siguiente tabla:

Tipo de célula Namero de

patente
Células madre derivadas de tejido adiposo 6,777,231
Células madre epiteliales de mama 5,814,511
Células madre endoteliales 6,852,533
Células progenitoras de ganglio de la raiz 6,835,567
doral
Células progenitoras hematopoyéticas CD347, 6,537,807

CD7%, Lin~, Lin~, CD45RAY,

Células madre hematopoyéticas Thy-17 5,061,620
Células madre hematopoyéticas Thy-1%, CD34" 5,750,397
Células madre hematopoyéticas CD34%, CD38, 5,840,580
HLA-DR®
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Tipo de célula

Numero de

patente
Células 1linfoides vy dendriticas 5,972,627
hematopoyéticas CD34', CD45RAY, CD10%;
Células dendriticas hematopoyéticas
CD34%, CD45RA*, CD10*
Células madre hematopoyéticas c-kit™, Thy-1~ 5,876,956
Células madre hematopoyéticas CD34" 5,681,559
Células madre hematopoyéticas HCC-17 5,677,136
Células progenitoras hematopoyéticas CD347, 5,858,782
lectina® especifica de galactosa
Células madre hematopoyéticas (quiescentes) 5,807,686
CD34"
Células madre queratinociticas 6,485,971
Células madre hepéaticas 6,129,911
No expresan 0OC2 6,872,389
Células madre progenitoras 5,256,560
linfohematopoyéticas My 10°
Células progenitoras linfoides 6,908,763
Células progenitoras neurales de 6,913,925
mesencéfalo |
Células madre mesenqguimaticas CD45' 6,387,367

43
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Tipo de célula

Namero de

patente
Células madre mesenquimaticas 5,486,359
Células madre mesenguimaticas 5,827,735
Células madre mesenquimaticas 5,908,782
Células madre mesenquimédticas 6,936,281
Células madre mesenquimaticas 6,908, 764
Células epiteliales pluripotentes derivadas 6,416,999
de ductos Mullerianos
Células progenitoras mieloides c—kifm, IL- 6,465,247
TRo”
Células progenitoras mieloides Thy-17, IL- 6,761,883
TRo
Células progenitoras neurales 5,753,505
Células madre neurales 5,851,832
Células progenitoras neuronales 6,251,669
Células madre neuronales 6,969,608
Celulas progenitoras neuronales gque no 6,852,532
expresan una proteina Hu
Células precursoras neuronales restringidas 6,734,015
en linaje E-NCAM'
Células madre neuroepiteliales 7,037,702

A
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Tipo de célula

Numero de

patente
Células madre neurales del sistema nervioso 5,96é,829
central
Células progenitoras neurcnales 6,812,027
Células progenitoras neurales 6,913,925
Células precursoras restringidas en 6,787,353
neuronas del sistema nervioso central
Células progenitoras de neuronas del 5,411,883
mesencéfalo ventral |
Células madre de cresta neural 5,589,376
Células nmultipotentes de cresta neural que 6,890,724
contienen proteina RET
Células progenitoras de neutréfilos 5,855,357
Células progenitoras pancreaticas 6,436,704
Células progenitoras de las isletas 6,753,153
pancreaticas gque expresan ErbR2
Células pluripotentes 5,914,268
Células pluripotentes transformadas con un 5,874,301
gen HOX11
Células progenitoras de sangre periférica 5,541,103
Células madre renales

6,410,320
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Tipc de célula Numero de

patente

Células madre renales 6,458,588
Células madre retinales : 6,117,675
Células progenitoras esqueléticas 6,517,872
Células madre FGFR", no células ES 6,767,737
Células madre que dan origen a células 5,744,347

heméticas CD34°, MHC-1", MHYC-II™

Células progenitocras de linaje T cD8"t, 5,821,108
CcD4'"t, c-kitP, bcl-2 alta; CD8'°, cD4'°, c-

kit"™, becl-2 alta

Células precursoras de linfocitos T CD34%, 5,622,853

CD7", Leu 8"

La presente invencidén se refiere a composiciones
farmacéuticas que comprenden células hES vy/o sus derivados,
las células madre estédn libres de productos animales, células
alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de
leucemia, combinaciones de minerales complementarios,
suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor
de <crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a
membrana, factor Steel soluble y medios acondicionados, para

usarse en el tratamiento clinico de enfermedades, condiciones
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0 trastornos actualmente incurables o terminales. En otra
modalidad, la invencidén se refiere a un método de tratamiento
de condiciones actualmente incurables o terminales usando
células hES vy/0o sus derivados mediante un protocolo de
trahsplante.

La frase “libre de productos animales, célulés
alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de

leucemia, combinacién de minerales complementarios,

suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor .

de crecimiento de fibroblastos, factor Steel‘ asociado -a
membrana y medios acondicionados” no excluye las cantidades
residuales de progestina y agonista de BhCG gque pudieran
estar presentes en la composicidn farmacéutica como resultado
de los métodos de cultivo de la presente invencién. El
términc “productos animales” se refiere a cualquier producto
no humano. |

En otra modalidad, el proceso de esta invencién
proporciona un método simple, seguro, ampliamente aplicable,
reproducible y eficiente para el transplante de una
composicién farmacéutica, que comprende células hES y/o sus
derivados en una forma lista para usar y que estd libre de
células alimentadoras y cualquier otro contaminante. Estas
células pueden derivarse de cualquier metodologia de cultiﬁo
y transplantarse en el cuerpo humano sin importar él

antecedente genético del paciente, edad, raza y género y sin
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reaccién anticuerpo-antigeno o rechazo de injerto-huésped,
sin la formacién de teratomas o tumores, u otros efectos
secundarios debilitantes, sin el resultado de enervacionés
aberrantes Y sin la neéesidad de administracidn de
inmunosupresores para el tratamiento de wuna variedad de
enfermedades, condiciones y trastornos.

En contraste con otros métodos conocidos, las
células hES usadas en la preparacidn de las composiciones
farmacéuticas de la presente invencidén se cultivan en un

medic de cultivo gque estad 1libre de productos animales,

células alimentadoras, factores de crecimiento, factor
inhibidor de leucemia, combinaciones de minerales
complementarias, suplementos de aminoacidos, suplementos

vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor
Steel asociado a membrana, factor Steel socluble vy medios
acondicionados, y por lo tantoc no tienen ninggna clase de
contaminacién que pudiera interferir con la bseguridad 'y
eficacia del uso clinico deseado.

De acuerdo con la practica de la invencidn, las
células hES y/o sus derivados se introduce en el cuerpo
humano mediante inyeccién intramuscular, intravenosa, caudal,

intravitrea, intraestratial, intraparenquimal, intratecal,

epidural, retrobulbar, subcutéanea, oral, intracardiacé,
intracistica, intra-articular o intratecal o catéter

epidural, catéter de blogue subaracnoide, infusién

S2
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intravenosa, mediante nebulizador, mediante aspersion,
mediante rutas intravaginales y/o mediante gotas locales para
ojos y oidos. En otra modalidad, las células hES y/o sus
derivados se administran tépica o intralesionalmente.

Cada ruta de administracién usa un volumen de
inyeccidén particular y por lo tantc una escala especifica de
células a partir de 1las soluciones de abastecimiento de

células hES y/o sus derivados seqgun se indica en la tabla 1.

Cuando tipos de células son indicados (por ejemplo, en las

tablas de programa de inyeccidén abajo), el tipo de célula
indicado es el tipo que esta presente predominantemente en la

poblacidén de células.

Tabla 1
Ruta de Volumen Numero de células
administracién |
Ihtramuscular 0.25 ml 750,000-1.5
milloneé
Intravenosa 0.25 ml 750,000-1.5
millones
Subcuténea 0.25 ml ‘ 750,000-1.5
millones
Caudal 2 ml 6-16 millones
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Ruta de Volumen Numero de células
administracién

Epidural 2 ml : 6-16 millcnes
Intratecal 2 ml 6-16 millones
Intra-articular 2 ml 6-16 millones
Retrobulbar 2 ml 6-16 millones
Catéter epidural 4-5 ml 12-40 milloﬁes
Infusidén 0.75 ml 2.25-4.5 millones
intravenosa |
Nébulizador 2 ml 6-16 millones
Iptravaginal 2 ml 6-16 miilones

En£re el laboraterio y el punto de uso final, ya
sea en una clinica o cualquier otro lade, las composicionegs
farmacéuticas deben mantenerse bajo almaéenamiemto en frio.
En una modalidad, las composiciones farmacéuticas se
almacenan a aproximadamente +4 a alrededor de -160°C. En
otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se almacenan
a alrededor de -15 a aproximadamente -72°C, por ejemplo, a
alrededor de -20 a aproximadamente -40°C.

En una modalidad, las células hES usadas en la
presente invencién se ailslan de un embrién vacio, descartado
de un ciclo de fertilizacidédn in vitro natural y donado .a

través de consentimiento informado. En una modalidad
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alternativa, se usan en la presente invencién células'madfe
fetales pluripotentes, tales como aguellas descritas en ia
solicitud publicada de E.U.A. No. 2005/0124003 aisladas de
vello coridnico, fluido amnidético y/o placenta.

Esta invencién proporciona un método para el
tratamiento de una variedad de enfermedades, condiciones vy
trastornos incluyendo pero no limitadas a cancer, apopleijia,
trastornos genéticos, trastornos hepaticos, trastornos del
sistema nervioso, trastornos vasculares, enférmedades o
trastornos de la piel, trastornoes autoinmunes, trastornos
oculares, trastornos renales, trastornos cardiacos,
trastornos musculoesqueléticos, trastornos reproductivos y de
fertilidad y artritis usando células hES y/o sus derivados.

Ejemplos no limitativos de cénceres que pueden
tratarse de acuerdo con la presente invencidén incluyen tumor
de médula espinal, cédncer de mama, cancer de proéstata,
linfoma, céncer de piel, cancer pancreatico, cancer de colon,
melanoma, melanoma maligno, cancer ovarico, cancer cerebral,
carcinoma cerebral primario, - céancer de cabeza vy cuellé,
glioma, glioblastoma, cancer hepatico, <cancer de vejiga,
céancer pulmeonar de células no pequefias, carcinoma de cabeza o
cuello, carcinoma de mama, carcinoma ovarico, cancer
cervical, lesiones metas&ésicas, carcinoma' pulmonar,
carcinoma pulmonar de células pequefias, tumor de Wilm,

carcinoma cervical, carcinoma testicular, carcinoma de
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vejiga), ‘carcinoma  pancreatico, carcinoma de’ estdmago,
Ccarcihoma de. colon, carcinoma prostatico, . carcinoma

genitourinario, carcinoma de tiroides, carcinoma -esofagico,

.mieloma, . mieloma maltiple, carcinoma adrenal,. carcinoma de

Célﬁlas feh#ieé, carcinoma endometrial, carcinoma‘de forteza
adrenal}zinsulinoma pancredtico maligno, carcinoma-carcinoide
maligﬁd,-:cgfiocarcinoma, hipercalcemia maligna, hiperplasia
cervibai,--léuéemia, leucemia linfocitica ‘aguda, leucemia
linfocitica crénica, leucemia mieldgena aguda, leucemia
mieldgena crénica, leucemia granulocitica croénica, leﬁcemia
granulocitica - aguda, leucemia de células pilcsas,
neuroblastéma, rabdomiosarcoma, sarcoma de Kapdsi, vera
policitemia, trombocitosis esencial, enfermedad de Hodgkin,
linfoma no Hodgkin, sarcoma de tejidos blandos, ' sarcoma
osteogénico, macroglobulinemia primaria y retinoblastoma,

En una mecdalidad, las células hES no son tratadas

con un agente de diferenciacidn vya que, al ser embrionarias,

las células estédn programadas, y una vez administradas al
sujéto, las células migran al sitio de ia lesidn. En eée
sitio, las células se diferencian en respuesta a seniales de
diferenciacidén 1in vivo. En el sitio de la lesién, las
células hES y sus derivados no proliferan indefinidamenté,
requiriendo entonces de un programa de inyecciones repetidas.
El hecho de que las células hES y sus derivados no prolifereén

indefinidamente elimina la posibilidad de tumorigenicidad vy
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formacidén de teratomas.

‘Después del tratamiento con células hES y/o sus
derivados de acuerdo <con la préactica de la presente
invencién, el paciente debe descansar y adoptar un estricto
régimen de abstinencia de consumo de cualquier sustancia tal
como alcohol o tabaco que pudiera deteriorar la funcidn
celular e impedir los procesocs de regeneracidn desenéadenados
por la migracién de las células hES y sus derivados al sitio
de la lesiédn. El paciente debe evitar también tomar
cuaiquier medicamento que se sepa sea dafinc durante el
embarazo, vya que los medicamentos pueden tener efectos

adversos en las células transplantadas.

Uso de células hES y sus derivados en el tratamiento de SCI
Actualmente no existen curas efectivas para él
tratamiento de SCI incluyendo Dafio a Médula Espinal Agudé,
Dafio a Médula Espinal Subagudo o Darfic a Médula Espinél
Crénico, lo cual frecuentemente da como resultado paraplejia,
tetraplejia y cuadriplejia. El transplante de células hES
para el tratamiento de pacientes de SCI presenta una
oportunidad unica para resolver una necesidad médica no
satisfecha y mejora dramaticamente las vidas de los millones
de personas a nivel mundial quienes sufren las consecuencias
de .SCI. El volver a tener las funciones perdidas de los

sistemas nerviosos central y autonémico a través del
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transplante de células hES vy sus derivados en un estado
sustancialmente progenitor permitira la recuperacion de vias
parasimpaticas, simpaticas, motoras, autondémicas Y
sensoriales a través del reemplazo de la funcién de células
perdidas, regeneracidén de células neurales perdidas, remocién
de barreras fisicas tales como tejido cicatricial, blogueo de
vias de sefalizacién inhibidoras y la liberacién de factores
neurotréficos de los progenitores de células hES
transplantadas.

Entre los beneficios de restablecimiento de una
funcidén neurclédégica a través del transplante de células hES
de acuerdo con la préctica de la presente 1invencidn estén:
una mejora en la funcidn motora y sensorial, la calidad de
vida en general, reduccién en el sistema de ‘soporte
proporciocnado generalmente por parientes, la reduccién en la
dependencia en otras composiciones farmacéuticas ly otros
dispositivos y auxiliares médicos, mejora en el estado mental
y psicoldgico y también en ihdependencia econdémica. Existe
también una reduccidén en los costos de equipo médico .y
auxiliares de discapacidad y dependencia a medicamentos a
través de una recuperacidén de las funciones parasimpaticas,
simpaticas, sensoriales y motoras. Existe un incremento én
autosuficiencia, mejora en estado socilal, estado marital'y
capacidad de ejercer derechos reproductivos, sdélo con ﬁn

niamero limitado de visitas c¢linicas al afio para tratamiento.
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El tratamiento mediante la administracidén de células hES 'y
sus derivadeos de acuerdoe con la presente invencidén no lleva a
problemas de antigenicidad, formacidén de tumores, formaciodon
de teratomas o conexiones neurales aberrantes.

Asimismo, la administracién de células hES y sus
derivados especialmente pard sujetos con SCI resulta en la
cura de uUlceras por decubito, reduccidn en su necesidad por
hipertensos o antidepresivos, restablecimiento de sensacidn y
control de 1a wvejiga, restablecimiento de 1la sensacién
intestinal y sensacién de dolor y tacto, restablecimiento de
reflejos perdidos; reduccidn en sintomas de sudoracidn fria;
reduccién en la sensacidén de mareo; normalizacidén de ia
presidén sanguinea y normalizacién de 1la respiracidén con
implicacién diafragméatica completa.

Un procedimiento para la administracién de las
células hES a pacientes gue sufren de Dafio en Médula Espinal
Sub-Agudo, o Daric en Médula Espinal Crénico y para guienes
mecanismos de recuperacidn naturales han fallado se da en
detalle a continuacidn. Un procedimiento diferente para el
tratamiento de SCI aguda es un tratamiento de primera linea
dentro de 1los tres meses de la lesidén de acuerdo‘ con la
practica de la presente invencidén también es provisto en
detalle abajo.

La dosis terapéuticamente efectiva, el programa de

administracidén y ruta de administracién de células hES que se
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administrara depende principalmente de tres factores; en
particular tipo de trastorno, estado clinico del paciente -y
la severidad de los sintomas presentes. Durante la practica
de la presente invencién se ha encontrado que las dosis vy
programas terapéuticamente efectivos no dependen de la edad,
género, pesc corporal o raza. El protocolo péra cada
paciente se establece individualmente con base en un proceso
de evaluacidn continua del paciente.

En una modalidad de 1la practica de la presente
invencidn, una composicidén farmacéutica que contiene células
hES y/o sus derivados se administra a un sujeto que sufre de
un trastorno actualmente incurable o condicidén Terminal u
otro trastorno clinico como el mencionado arriba a través de
una serie de 1nyecciones para de esta manera tratar el
trastorno.

Varias modalidades para el tratamiento de
trastornos clinicos y condicicnes terminales de acuerdoc con
la presente invencidn se describiradn ahora con referencia ‘a

los siguientes‘ejemplos.

Tratamiento, dosis, programa, rutas de

administracién, evaluacién y seguimiento de pacientes gque

sufren de SCI

En una modalidad, células hES y/o sus derivados se

administran a un sujeto que ha sufrido de un SCI por mas de
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tres meses (SCI Sub Aguda y Crdénica) a través de una serie de
inyecciones para tratar el trastorno. En otra modalidad, los
derivados de hES son células madre progenitoras
hematopoyéticas. En otra modalidad, los derivados de hES son

células madre progenitoras neuronales.

Dosis de prueba

En una modalidad, aproximadamente 750,000 .a
alrededor de 80 millones de células hES y/o sus derivados, en
donde las células comprenden células madre .progenitoras
hemétopoyéticas y células madre progenitoras neuronaleé,
diluidas en solucidn salina normal estéril hasta un volumen
final de aproximadamente 0.25 a alrededor de 0.1 ml se

prueban para contaminacién y viabilidad y para conteo usando

protocolos estandares Yy posteriormente se . administran

mediante inyeccién subcutdnea como una dosis de prueba en el
antebrazo. Se hacen observaciones para analizar si existe
hecho anafilédctico, dolor e inflamacién en el sitio de 1la
inyeccidén, comezdn generalizada, salpullido o fiebre después
de <c¢inco minutos, diez minutos, quince minutos, treinta
minutos, una hora y veinticuatro horas. En una modalidad, la
proporcién de células hES a células madre progenitoras
hematopoyéticas y células madre progenitoras neuronales varia
de alrededor de 4:1 a aproximadamente 1:4. En otfa

modalidad, la proporcidén es de aproximadamente 1:1.

Gl
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Dosis inicial

El protocolo implica la administracién de una
inyeccién inicial subcuténea, intramuscular vy/o intravenosa
de una composicidén farmacéutica que contiene aproximadamente
750,000 a alrededcr de 80 millones de células hES vy/o sus
derivados, en donde las celulas comprenden células madre
progenitoras hematopoyéticas y células madre :progenitorés
neurcnales, resuspendidas en un volumen de aproximadamente
0.25 ml a alrededor de 1.0 ml de solucién salina normal
estéril. La inyecciédn inicial se administra a través de una
lnyeccidén de una composicidédn farmacéutica que contiene el
mismo numero de células hES y sus derivados diariamente

durante una semana a 10 dias.

Inyeccidén epidural y catéter epidural

Aproximadamente 750,000 a 80 millones de células
hES" y/o sus derivados, en donde las células comprendén
células madre progenitoras neuronales, suspendidas en un
volumen de 2 ml de solucién salina estéril normal y diluidas

mads a 5 ml a 40 ml de solucidén salina estéril normal se

administran mediante inyeccidén epidural o catéter epidural

sobre o debajo del sitio de la lesién dos veces al dia
durante un pericdo de tres dias consecutivos, siete a diez

dias después de la primera inyeccidén inicial. La

cZ
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administracidén por inyeccidn epidural/catéter Iepidural se
repite sobre o debajo del sitio de la lesidn de acuerdo con
el progreso clinico en el desarrollo de sintomas presentados
por el paciente y la opinidén del médico. Se ha observado
también gque si el paciente se hace reposar sobre su espalda
después de la inyeccidn epidural, una mejora sensorial es
sustancial y si se le hace apoyarse boca abajo, 1la n@jofa
motora es sustancial. En ambos casos, el paciente tiene que

tener las piernas mantenidas en una posicién elevada.

Intratecal

Aproximadamente 750,000 a 11 millones de‘ células
hES y/o sus derivados, en donde las células comprenden
progenitores de células madre neuronales, suspendidas en 2 ml
de solucién salina estéril normal y diluidas mas por 2 ml de
solucion salina estéril normal hasta un volumen total de 4 ml
se administran mediante inyeccidn intratecal sobre o debajo
del sitic de lesidn en pericdos de dos, cinco, ocho, doce,
diecisiete y veintidds meses después del inicio de las
inyecciones iniciales.

En una modalidad, el tratamiento de SCI se continua
mediante la administracién de células por inyeccidn epidural
con. un catéter sobre o debajc del sitioc de la lesidn, por
ejemplo, quince dias después de la lesidén. En una modalidad,

una suspensidén de aproximadamente 750,000 a 80 millones de

¢5
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células hES y/o sus derivados, en donde 1las célulqs
comprenden progenitores de células madre heuroqales, en un
volumen de 2 ml de solucién salina estéril normal y luego se
diluye mas a 15 ml a 40 ml de solucidén salina esteéril normél
son inyectados. Este tratamiento puede repetirse uno y medio

meses mas tarde.

Inyeccidn espinal profunda

De acuerdo con el preogresc observade en la
inversidn de los sintomas, inyecciones de refuerzo
adicionales de la composicién farmacéutica pueden
administrarse que comprendan aproximadamente 750,000 a
alrededor de 80 millones de células hES y/o sus derivados, en
donde las células comprenden tanto células madre
hematopoyéticas como células madre progenitoras neuronales,
suspendidas en un volumen de 0.25 ml a 1.0 ml de solucién
salina restéril normal. En wuna modalidad, la’ composicidn
farmacéutica se administra mediante inyeccidn espinal
profunda en la parte posterior de la espina semanalmente o
una semana si y otra no. Este tratamiento reforzarid los
musculos de la espalda e incrementard la rehabilitacién
fisica una vez que el . paciente haya vueltc a obténér

movilidad.
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Inyeccidén caudal

De acuerde con la practica de la presente
invencién, una composicidén farmacéutica de aproximadamente
750,000 a alrededor de 80 millones de células hES y/o sus
derivados, en donde las c¢élulas comprenden progenitores de
células -madre neuronales, resuspendidas en 2 ml de solucidn
salina y diluidas en 10 ml scla o en combinacidn con hasta 20
ml de DEPOMEDROL (acetato de metilprednisolona) se administ;a
mediante inyeccidn caudal. Este tratamiento reforzara los
miusculos de la regién lumbar y permitird volver a obtenér
potencia sensorial y motora en las areas lumbares y sacras.

Ademas de transplante continuo de células- - hES, la

recuperacién del paciente es auxiliada por fisioterapia

diaria y wuna re-educacidén en su uso de la funcién motora

perdida e instruccién para mantener un estilo de vida
saludable que promueva la funcidén celular y procesos de

regeneracidén celular.

Administracidén local

Ademas del tratamiento directo de SCI‘ usando
células hES y/o sus derivados de acuerdo con la practica de
la presente 1invencidn, las ulceras por decﬁbito‘ que se
originan como resultado de inmovilizacién a largo plazo del
paciente pueden ser tratadas rapidamente y en forma efectiva

a través de la aplicacidén tépica de una composicidn

Ut
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farmacéutica que contenga células hES y/o sus derivados.

El tratamiento de las ulceras por decibito puede
lograrse mediante la aplicacién tépica de una composicién
farmacéutica que contenga aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/c sus derivados, én donde

las células comprenden células progenitoras hematopoyéticas.

Dosis de <carga o iniciales se dan mediante inyeccién

intravenosa e intramuscular para permitir un sanado interno
asi como para promover neovascularizacidén. Come aiternativa,
las células hES vy sus derivados son resuspendidas en 2 ml de
solucidén salina, diluidas con 2 a 4 ml de solucidén salina y

aplicadas intralesionalmente.

Infusién intravenosa

De acuerdo con la practica de la presente
invencidén, una composicién farmacéutica que comprende 750,000
a 80 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden células progenitoras hematopoyéticas .y
neurcnales, es resuspendida en 100 ml de solucidén salina
normal y administrada mediante la ruta intravenosa. Este
tratamiento asegura un flujo continuc de células madre en el
cuerpo y puede ser especialmente Gtil si las ‘otras rutas
directas no son accesibles debido a cualquier razdén, por
ejemplo, una ulcera por decubito en el sitic, el paciente muy

debilitado, etc.

£6
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Protocolo para el tratamiento de SCI Aguda

Una réapida intervencidédn en el tratamiento de SCI
aguda incrementa ampliamente las probakbilidades de
supervivencia para el paciente. Ademés, la rapida
intervencién en el tratamiento de cualquiler enfermedad,
condicidn o trastorno incurable a través de la practica de la
presente invencién incrementa las probabilidades de
recuperacidén. En una modalidad mas de la presente invencidn,
pacientes gque sufren de SCI aguda durante menos de tres meses
después de la lesién espinal también pueden ser tratados
exlitosamente como se describe en detalle abajo. Una
composicidén farmacéutica de células hES y/o sus derivados
juntc con una fisioterapia efectiva, rehabilitacidén 'y
programa de re-educacidn de acuerde con la practica de 1la
presente 1invencidtn es una primera linea de tratamiento
efectiva para SCI aguda.

El tratamiento de SCI aguda comprende todas las
etapas usadas para el tratamiento de SCI Sub-Aguda y Crdnica

mas dos etapas adicionales. Durante la intervencidn inicial

para la SCI inmediatamente después de que ocurre la lesiédn

(por ejemplo, cirugia}, células hES y/o sus derivados se
administran directamente al sitio de la lesidn. El
tratamiento de seguimiento comprende dos inyecciones

intratecales y una inyeccidén epidural dentro de tres meses de

la lesidn.

63
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Evaluacién clinica y observaciones

Para pacientes que hayan perdido la fuﬁcién motora
en sus pilernas durante un periodo de tiempo extendido,
mientras sean tratados de acuerdo con la presente invencién,
los programas para su re-educacidn para caminar vy otra
terapia fisica deben implementarse al regresar la funcidn
motora a sus piernas. Comc una primera etapa en estqs
programas, el usc de andaderas y calibres ha probado ser
efectivo en la re-educacion. Un programa adicional de la
muscularizacidén de los brazos y cuerpo superior debe
implementarse para que el paciente sea capaz de soportar su
peso corporal sin ayuda al caminar. Los programas de re-
educaciédn pueden reducirse al continuar el tratamiento 'y
mejorar la condicién del paciente.

Ademés de la reduccién en la necesidad de un
soporte por dispositivos médicos y terapia fisica, debido a
mejoras en los sintomas simpaticos vy parasimpdticos dél
paciente, a través del tratamiento de acuerdo con la préactica
de la presente invencidn, existe una reduccién en el
requerimiento de medicamentos, incluyendc medicamentos para
la fluctuacidédn de la presidn sanguinea, medicamentos contra
la depresién, medicamentos para Ulceras por decibito,
medicacién y dispositivos médicos para complicaciones
intestinales y de vejliga, medicamentos antiespasmédicos vy

bombas.
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Ademds de una reduccién en la necesidad de
medicamentos para el tratamiento de los sintomas directa o
indirectamente asociados con la SCI, se observa que 1los
diabéticos con SCI vy tratados de acuerdo con la presente
invencidén muestran una reduccidn en la necesidad de sus
medicamentos anti-diabéticos.

Una evaluacidén clinica de la progresidén en la
mejbra de los sintomas presentados por el paciente que suffe
de SCI y tratadeo de acuerdo con la presente invencién se
monitorea regularmente durante el curso del tratamiento 'y
después de la revision. Un numero de parametros
fisioldbgicos, simpaticos, parasimpaticos, motores,
autondmicos y fisioldgicos se evaluan para de esta manefa
establecer 1la eficacia de 1la técnica para invertir lés
sintomas de SCI y éstos se describen en detalle abajo.

Se hace un examen de los registros médicos
referentes, incluyendo descripcidén de sintomas, sitio de
categorizaciédn de lesidn, progresidn de sintomas,

intervenciones clinicas, tratamientos e historial general de

la lesidn., Con base en este examen y una cuidadosa
auscultaciodn del paciente, incluyendo un escaneo de
Imdgenesde Resonancia Magnética (MRI), Electromiografia
{EMG), Velocidad de Conduccidén Nerviosa (NCV) y otros

examenes neuroldgicos e investigaciones gque incluyen examen

neuroldégico para evaluar el grado de dafio y para obtener un

&9
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registro de la lesidén antes del tratamiento, metodologias
para la descripcién semi-cuantitativa de mejoras después del
transplante de acuerdo con las practicas de la presenfe
invencidén se hacen y se describen en detalle abajo.

Se registran parametros simpaticos vy bienestar
neuroldgico incluyendo el estado mental del paciente, ya sea
deprimido o) de otra manera, caracteristicas de
comportamiento, funcidén de nervio craneal y comportamiento
generales como parte de una evaluacidn fisiolédgica.

Una evaluacién de signos y sintomas ligados al dano
neuroldgico en el sitio de la 1lesién y funcicnamiento del
sistema nervioso autonémico se hace. Esto incluye un examen
neuroldgice, que prueba lé capacidad para detectar presién
profunda, sentido del tacto, sensibilidad, equilibrid,
capécidad para detectar dolor, capacidad para sentir cambios
de temperatura, movimientcs involuntarios, presehcia de sudor
frio, mareo, presidén sanguinea, dificultad para respirar,
postura anormal mientras.se estd acostado y capacidad para
sentarse sin ayuda.

Se hace una evaluacién de la funciodon de la vejiga-e
intestinal. Esto incluye control de vejiga, chorro de vejiga
y sensacidén de llenura en la vejiga, control de intestinos,
tiempo para evacuacidén del intestino y sensacién en el
intestino.

Se hace una evaluacidén de la funcidén motora del



10

15

20

25

56

cuerpo superior para evaluar el grado de danc al sistema
nervioso central. Esto incluye movimiento de hombros,
movimiento de murieca y dedos, reflejos de tendones y fuerza
de movimiento de extremidades, atrofia muscular vy agarre
manual.

Se hace una evaluacién de la funcidén motora del
cuerpo inferior para evaluar el grado de dano al sistema
nervioso central. Esto incluye movimiento de caderas,
movimiento de rodillas, movimiento de pies, reflejos de
tendones vy fuerzas de las extremidades, atrofia muscular-y
respuesta plantar. También se 1lleva a cabo un' examen
neuroldégico detallado a intervalos regulares durante el
tratamiento para moniltorear asi el progreso de enervacidn de
extremidades.

Para ayudar a la recuperacidn del paciente durante
el curso de visitas clinicas, las técnicas de terapia fisica
estandares se usan para de esta manera tonificar al paciente
al regresar la funcidén motora, Qe tal manera dque pueda
recuperar el uso de sus extremidades y articulaciones y se
haga més mévil.

La prueba de regeneracidén neural es demostfada por
el restablecimiento de funcién neurologica vy evaluacién
neuroldgica. Ejemplos para el protocolo de tratamiento de
SCI- han sido proporcionados en estudios de casos en la

presente solicitud.
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Tratamiento de trastornos de desarrollo del sistema nervioso
Las células hES y/o sus derivados de acuerdo con la
practica de la presente 1nvencidn se administran en una
cantidad de aproximadamente 750,000 a alrededor Ide 160
millones de célulés para el tratamiento de trastornos de
desarrollo tales como autismo y retraso mental. En otra
modalidad, aproximadamente 750,000 a alrededor de 80 millonés

de células se administran mediante rutas intramusculares o

intravenosas después de una dosis de prueba. También se
puede usar la ruta intratecal. En una modalidad méas, se
puede usar también transplante intracraneal. Las células hES

y/o sus derivados son células progenitoras predominantemente
neuronales. En otra modalidad, células progenitoras
hematopoyéticas y neurcnales se administran mediante rutas
intramuscular o intravenosa. Este tratamiento continuta
durante un periodo de un afioc empezando con inyecciones
diarias mediante rutas intramuscular o intravenosa durante ﬁn
periodo de 3 meses. Después las mismas inyecciones continutan
una vez a la semana durante los siguientes 3-¢ meses vy luego
una vez cada quince dias durante los siguientes 3 meses vy
después una vez al mes de acuerdo con las obserVaciones del
médico. La inyeccidén intratecal esta incluida en el
protoceolo sdélo 6-8 meses después del inicio del tratamiento vy
entonces también sdélo si el paciente no est& mostrando

respuesta a las inyeccliones intramusculares e intravenosas.

12
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En otra modalidad de 1la presente invencidn, 750,000 a 80
millones de células hES y/oc sus derivados se resuspenden en
100 ml de solucidn salina normal y se administran mediante

infusidén intravenosa.

EjemElo 1

Un paciente diagnosticade con autismo que tiene
temblores de aleteo, estado hiperactivo, sin  habilidades
sociales, sin contacto visual, movimientos erraticos,
incapacidad para seguir instrucciones, sin disposicién a
aprender, mostrdé una mejora después de la administrécién de

una composicidén farmacéutica que comprendia células hES y sus

derivados incluyendo progenitores de células madre neuronales

y progenitores de células madre hematopoyéticas.

Bl progfama de inyecciones para este paciente se
muestra en la Tabla 2. para esta tabla y todas las tablas
consiguientes con respecto a programas de inyeccidn, el
indicador de tipo de célula ™“neuronal” se refiere a una
poblacién celular de células hES que han sido parcialmente
diferenciadas en un medio-(por ejemplo, DMEM) que promueve
diferenciacidén para células madre progenitoras neurales. La
poblacién de células comprende células hES y células madre
que  son predominantemente células madre progenitords

neuronales. El indicador no neurcnal” se refiere a una

poblacidon de células de células hES que han sido parcialmente
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i

difgrenciadas en un medio (por ejemplc, DMEM) éue promueve
diferenciacidén para células madre progenitoras diferentes de
las células madre progenitoras neuronales. La poblacidén de

células comprende células hES y varias células madre gque son

predominantemente células madre progenitoras neurcnales.

Tabla 2

Fecha Ruta de administracion Tipos de células ]
3/13 dosis de prueba no neuronal
3/14 im neuronal
3/16 im neuronal
3/17 im neuronal
3/18 im neuronal
3/20 im neuronal
3/21 im neuronal
3/22 im neuronal
3/23 m no neuronal
3/24 im neuronal
3/27 im neuronal -
3/28 im no neuronal
3/29 im no neuronal
3/30 im no neuronal
3/31 im neuronal
4/3 im neuronal
4/4 im neuronat
4/5 im neuronal
4/6 im neuronal
4/7 im neuronal
4/11 im neuronal
4/12 im neuronal
4/13 im neuronal
4/14 im neuronal
4/17 iv neurconal
4/19 im neuronal
4/21 ' v neuronal
4/24 im neuronal
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im neuronal
4/28 v neuronal
5/1 v neuronal
5/3 v neuronal
5/5 im neuronal
5/8 v neuronal
5/10 im neuronal
5/12 im neuronal
5/15 iv neuronal
5/17 im neuronal
5/29 im neuronal
5/31 iv neuronal
6/2 iv no neuronal
6/5 im neuronal
6/7 v neuronal
6/9 v no neuronal
6/12 v neuronal
6/14 infusion iv neuronal
6/16 1m neuronal
6/19 im no neuronal
6/21 im neurcnal
6/23 v neuronal
7/3 v neuronal
7/5 infusion iv neuronal
7/7 im no neurgnal
7/10 im no neuronal
7/12 im neuronal
7/14 im neuronal
717 infusién iv x 2 neuronal
7/18 im ‘ne neuronal
7/20 im no neuronal
7/24 1381 no neuronal
7/28 im no neuronal
7/31 im no neuronal
8/2 im no neuronal
8/4 im no neurconal
8/7 im no neuronal
8/10 im no neurcnal
8/11 im no neuronal
8/14 im no neurcnal .
8/18 1 no neuronal |
8721 im neuronal
8/23 im no neuronal
8/28 im no neuronal
8/30 im no neuronatl
9/1 no neuronal

im
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Traﬁamiento de Trastornos degenerativos del sistema nervioso

Las células hES y/0o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales y
progenitores de células madre hematopoyéticas de acuerdo cdn
la practica de la presente invencidn, son administradas en
una cantidad de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de <células para el tratamiento de trastornos
degenerativos del sistema nerviosc que inclpyen perc no estén
limitados a degeneracidén cortico-basal, atrofia cerebelar
olivo ponto, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, esclerosis miltiple, demencia, atrofia del nervio
de audicidén y enfermedad de neurona motora. En otfa
modalidad, se administran aproximadamente de 750,000 a
alrédedor de 80 millones células.

Ya que los protocolos de administracién pueden
variarse para adecuarse al paciente particular, un protocolo
tipico para el tratamiento de trastornos degenerativos del
sistema nervioso en nifios comprende inyecciones
intramusculares e intravenosas diarias en el primer mnmes,
inyecciones tres veces por semana durante los meses 2—4,
inyecciones semanales en los meses 5 y 6 e inyecciones de
refuerzo semanales en los meses 9-12. Para adultos un
protocolo tipico incluye inyecciones intramusculares e
intravencosas diarias junto con administracién mediante

catéter epidural, puncidén lumbar, rutas intratecal o caudal.

=7
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Esto seguido por dos infusiones intravenosas con un espacio
minimo de por lo menos 7 dias. Finalménte, se administran
inyecciones de refuerzo una vez al mes durante 6 -meses vy
después una vez cada 2 meses por al menos 6 meses. El
tratamiento puede continuarse durante periodos largos e
incluso puede ser de por vida toda vez que las enfermedades
sean progresivas.

En el caso de trastornos progresivos y
degeneratives, la detencidn o estabilizacidén de la progresién
de la enfermedad a través de intervencidén répida de
conformidad con la practica de la presente invencién permife
una autodependencia incrementada del paciente. S&lo después
del efecto de estabilizacidén se pueden obsefvar algunas

mejoras.

Ejemglo 2

Un paciente que sufre de un historial de dos afos
de esclerosis multiple progresiva repetitiva gque toma
SOLUMEDROL (metilprednisolona) diaria no fue capaz de
caminar, no tiene control de vejiga o intestino y sufrié de
trastornos respiratorios frecuentemente.

De conformidad con el tratamiento de acuerdo con la
preéente invencién, la condicidén del sujeto mejord, el
paciente fue capaz de caminar y existid un restabigcimiento

del control de vejiga e intestino y el uso de SOLUMEDROL se
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El programa de inyeccicnes para este paciente se

muestra en la Tabla 3.

Tabla 3

Fecha Ruta de administracién Tipos de células
7/15 dosis de prueba neuronal
7/25 im neuronal
/26 im neuronal
7/27 im no neurgnal
7/28 im neuronal
7/29 1m neuronal
8/1 m neuronal
8/2 im neuronal
8/3 im neuronal
8/4 im x 2 neuronal
8/5 im x 2 neuronal
8/9 imx2 neuronal
8/10 imx 2 neuronal
B/11 im neuronal
8/12 imx2 neuronal
8/16 iv neuronal
1m .
8/22 imx4 hES
8/24 iv neuronal
m
9/2 iv neuronal
9/8 m neuronal
9/15 im mezcla neurenal y no neuronal
9/19 iv neuronal
9/22 im neuronal
9/26 m mezcla neuronal y no neuronal
9/29 im mezcla neuronal y no neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neurcnal
10/6 im no neuronal
10/13 iv mezcla neuronal v no neuronal
10/17 im mezcla neuronal y no neuronal
10/20 iv neuronal ]
10/24 iv mezcla neuronal y no neuronal
10/31 iv mezcla neuronal y no neuronal
11/3 iv mezcla neuronal y no neuronal
im
11/7 im no neuronal
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11/21 iv no neuronal
11/24 im no neuronal
1/19 mx 2 no neuronal

neuronal
1/25 imx 2 neuronal
2/2 m no neuronal
iv neuronal
2/15 imx2 neuronal
v no neuronal
2/23 mx2 neuronal
1\ no neuronal
3/2 imx?2 neuronal
iv no neuronal
3/8 imx2 no neuronal
iv
3/16 imx 2 neuronal
v no neuronal
5/2 imx?2 no neuronal
512 imx2 neuronal
iv no neuronal
6/8 imx?2 neuronal
v no neuronal
6/16 imx?2 neuronal
v no neuronal
713 im neuronal
714 im neuronal
75 im neuronal
7/6 im neuronal
717 m neuronal
7/18 mzx2 neuronal
iv no neuronal
7/22 imx 2 neuronai
iv no neuronal
7/24 imx 2 neuronal
iv no neuronal
8/1 imx 2 no neuronal
v
8/4 imx 2 ne neuronal
iv
8/7 imx2 no neuronal
I\
8/24 imx2 no neuronal
iv
8/28 imx2 no neuronal
v
9/2 mx?2 no neuronal
v
9/6 imx2 no neuronal
v
9/9 no neuronal

imx 2
iv
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Ejemplo 3

Un hombre de 60 anos de edad presentado con
ALS (enfermedad de neurona motora) dos anos atras con
deterioracién rapida en sus brazos v manos.
Existieron espasmos continuos vy fasciculéciones en
sus brazos, manos y lengua. No podia rotar y poner
boca abajo el brazo izquierdo o elevarlo arriba de su
cabeza. Su brazo derecho podia ser elevado con un
reflejo y tenia manos esqueléticas.

Aflo y medio después del tratamienﬁo, Sus
manos se habian recuperadoe del marco esquelético con

regeneracidédn de musculos hipotecar y tenar de ambas

manos ., La supinacién y pronacidédn son posibles con
ambos brazos. Tuvo la misma dificultada para tragar,
la cual no ha empeorado desde entonces. No existe

deterioro con sus piernas, respiracién y habla.
El programa de inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 4.

0
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Fecha Ruta de administracién Tipos de¢ células
8/2 im neuronal (dosis de prucba)
8/4 im neuronal

no neuronal
8/5 nm neuronal
8/8 im neuronal
&/9 im neuronal

8/10 im neuronal
8/11 im neuronal
8/12 im neuronal
8/16 im neuronal
8/17 m hES
8/22 im neuronal
8/23 im neuronal
8/24 imx3 no neuronal
8/25 im x 3 no neuronal
8/26 im neuronal
8/29 im neuronal
8/31 im neuronal

iv
9/2 im neuronal
9/5 im neuronal
iv
9/7 im neuronal
9/9 m neuronal -

<
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iv mezclado
9/12 im neuronal
iv no neuronal
9/13 im neuronal
v no neuronal
9/16 im mezclado
9/19 im neuronal
iv mezclado
9/22 iv neuronal
9/23 im neuronal
iv no neuronal
9/26 im mezclado
9/27 im mezclado
9/28 im neuronal
iv ne neuronal
9/30 im mezclado
iv no neuronal
1073 iv mezclado
10/7 im no neuronal
10/10 iv neuronal
10/12 v mezclado
10/17 im neuronal
iv mezclado
10/20 epidural neuronal
10/21 iv neuronal
10/24 iv mezclado
10/27 iv neuronal
10/28 iv mezclado
10/31 iv mezclado
11/2 v mezclado
1173 epidural neuronal
11/4 iv mezclado
11/7 im no neuronal
11/9 im no neuronal
11/11 im neuronal
11/14 im neuronal
11/17 im no newronal
11/21 im no neuronal
11/23 im no neuronal
12/13 im no neuronal
12/19 im neuronal
12/21 im neuronal
12/23 im neuronal
12/29 im neuronal
1/3 im neuronal
1/9 im nieuronal
1/12 im neuronal
1/13 iv no neuronal
1/16 v neuronal
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1/19 im neuronal
iv no neuronal

1/23 epidural neuronal

1/27 im neuronal
iv no neuronal

1/29 im neuronal
iv no neuronal

2/1 iv neuronal

2/3 im neurcnal
iv no neuronal

2/6 im neuronal
iv no neuronal
2/8 iv no neuronal
2/10 iv no neuronal
2/13 iv no neurcnal
2/15 iv no neuronal

2117 im neuronal
iv no neuronal

2/20 im neuronal
v no neuronal

2/22 im neuronal
iv no neuronal

2/24 im neuronal
iv no neuronal

2/27 iv neuronal
oral spray no newronal

3n im neuronal
v no neuronal
3/6 iv no neuronal

3/8 epidural neuronal

3/9 epidural neuronal

3/10 epidural neuronal

3/11 v neuronal
3/22 im no neuronal
3/24 im no neuronal
3/27 iv no neuronal
3/29 im no neuronal

v
3/31 im neuronal
aspersion oral no neuronal .

4/3 im neuronal
v no neuronal

4/5 im neuronal
iv no neuronal

4/7 im neuronal
iv no neuronal

4/10 im neuronal
iv no neuronal

4/12 im neuronal
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iv no neuronal
4/1% epidural neuronal
4/24 v neuronal
4/26 iv no neuronal
4/28 m neuronal
v no neuronal
5/2 im no neuronal .
5/3 im’ neuronal
5/5 im neuronal
v no neuronal
5/8 iv no neuronal
5/11 infusion intravenosa neuronal
5/12 im no neuronal
5/14 im neuronal
iv no neuronal
5/15 im neuronal
iv no neuronal
5/16 im neuronal
iv no newonal
5/17 im neuronal
iv 10 neuronal
5/19 im neuronal
v no neuronal
5122 im neuronal
iv no neuronal
5/24 im rieuronal
v no neuronal
5/26 im neuronal
iv _ no neuronal |
5129 im neuronal
v no neuronal
6/1 im neuronal
iv no neuronal
6/2 im neuronal
v no neuronal
6/5 catéter epidural neuronal
6/6 catéter epidural neuronal
6/7 catéter epidural neuronal
6/12 m neuronal
no neuronal
6/14 im neuronal
v no neuronal
6/16 infusidn intravenosa neuronal
6/21 im neuronal
6/24 im neuronal
7/3 iv neuronal
7/5 v neuronal
7/7 iv neuronal
7/10 v neuronal
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7/12

iv

neuronal
7/14 v neuronal
7117 v no neuronal
7120 iv no neuronal
7124 iv no neuronal
7/25 epidural (intratecal) no neuronal
7/31 v’ neuronal
8/2 v neuronal
8/3 iv no neuronal
3/8 iv no neuronal
8/11 iv no neuronal
8/16 v neuronal
8/23 iv neuronal
R/28 iv no neuronal
8/29 iv no neuronal
9/5 v no neuronal
9/6 v no neuronal
9/8 iv no neuronal
9/13 iv nec neuronal
9/15 im no neuronal
iv :
9/18 im no neuronal
v
9/19 infusion intravenosa neuronal
9/20 infusién intravenosa no neuronal
9122 im no neuronal
1wV
9/25 im no neuronal
iv
9/27 im no neuronal
v
9/29- im no neuronal
v
10/2 im no neuronal
iv
10/4 im no neuronal
iv
10/9 im no neuronal
iv
10/13 im no neuronal
v : '
10/16 im no neuronal
iv
10/18 m no neuronal
iv
10/20 im no neuronal
v
10/23 im no neuronal
iv
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10/25 infusion iv mezclado
10/27 infusion 1v no neuronal
111 im no neuronal
iv
11/6 im no neuronal
v ‘
11/8 im no neuronal
iv
11/10 intratecal neuronal
11/13 im no neuronal
iv
11/15 im no neuronal
iv
11/17 im neuronal
v no neuronal
11720 m no neuronal
v
11/22 im no neuronal
iv
11/24 v neuronal
11/27 im mezclado
v
12/1 im mezclado
v
12/4 infusion iv mezclado.
12/6 m no neuronal
iv
12/8 iv neuronal
12/11 im no neurpnal
iv
12/14 infusion iv no neuronal
12/15 infusion iv no neuronal
12/18 im no neuronal
iv
12720 iv neuronal
12/27 m neuronal .
iv
12/29 im neuronal
iv
1/4 im no neuronal
iv
1/8 infusién iv mezclado
1/9 infusién iv mezclado
1/10 infusion iv mezclado
1/12 im no neuronal
iv
1/16 im no neuronal
iv
1/19 m no neuronal
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iv -
1/22 im mezclado
1v

Ejemplo 4
El paciente fue diagnosticado sﬁfriendo de
enfermedad de Parkinson. El paciente no respondié al
tratamiento estédndar y su condicidén se volvid peor mientras

progresaba el tiempo. El tenia una braquibasia tipica.

Temblores unilaterales estuviercon presentes en el brazo

derecho y él estuvo fisioldgicamente mucho muy déprimido. No
podia abrir sus ojos. Desde que empezd el tratamiento, el
paciente ha mostrado mejora gradualmente y después de un anc
de tratamiento con células hES el paciente mejord

notablemente. El caminar es normal, los temblores en la mano

son minimos y psicoldgicamente estd contento. El abre sus
ojos completamente. Ahora puede firmar y escribir, lo cudl
fue imposible al inicio del tratamiento. Ahora es menos

dependiente de los deméas.
El programa de 1nyecciones para este  paciente se

muestra en la tabla 5.

e
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Tabla 5
Fecha Ruta de administracién _ Tipos de células
1/30 im neuronal (dosis de prueba)
iv '
1/31 im neuronal
2/1 1v neuronal
2/2 v no neuronal
im neuronal
2/3 v neuronal
1m
2/4 iv neuronal
im
2/5 v neuronal
1m
2/6 v nc neuronal
im neuronal
2/8 v no neuronal
1m neuronal
2/9 iv no neurcnal
im neuronal
2/10 v no neuronal
im neuronal
2/11 A% no neuronal
im
2/12 iv neuronal
m no neuronal

3¢
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2/13 iv neuronal
im no neuronal
2/14 iv neuronal
2/15 iv neuronal
im no neurcnal
2/16 iv neuronal
im no neuronal
2/17 iv neuronal
im no neuronal
2/18 v neuronal
im no neuronal
2/19 iv neuronal
m no neurcnal
2/20 iv neurcnal
im no neuronal
2/21 v neurcnal
im no neuronal
2/23 v neuronal
im 1no neuronal
2/25 iv neuronal
im no neuronal
2/26 v neuronal
m no neuronal
2/27 v neuronal
im no neuronal
2/28 iv. neuronal
31 iv neuronal
im no neuronal
3/2 iv neuronal
im no neuronal
3/3 iv neuronal
3/4 im neuronal
3/5 iv neuronal
3/7 im neuronal
3/9 iv no neuronal
3/10 iv neuronal
im ne neuronal
3/11 iv neuronal
im no neuronal
3/12 v neuronal
im ne neuronal
3/13 iv neuronal
im no neuronal
3/28 iv neuronal
3/29 ivim neuronal
v im no neuronal
3/30 ivim neuronal
im no neuronal
3/31 v neuronal ]
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im

no neuronal
41 iv neuronal
m no neuronal
4/2 v neuronal
m no neuronal
4/3 iv neuronal
im no neuronal
4/4 iv im neuronal
im no neuronal
4/5 139 neuronal
im no neuronal
4/6 iv neuronal
im no neuronal
4/7 iv im neuronal
im no neuronal
4/8 iv neuronal
im no neuronal
4/9 iv neuronal
m’ no neuronal
4/10 iv neuronal
im no neuronal
4/11 v neuronal
im no neuronal
4/12 iv neuronal
im no neuronal
4/13 iv neuronal
im no neuronal
4/14 v neuronal
im no neuronal
4/15 iv neuronal
im no neuronal
4/16 v neuronal
im no neuronal
5/20 v neuronal
im no neuronal
5/21 infusion no neuronal
7/10 v neuronal
im no neuronal
711 iv neuronal
im no neuronal
7112 iv neuronal
im no neuronal
7713 v neuronal
im no neurcnal
7/14 iv . neuronal -
im no neurcnal
/15 infusién iv no neuronal
7/16 infusién iv no neuronal
7/17 v neuronal B
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im no neuronal
7/18 iv neuronal
im no neuronal
7/19 v neuronal
im no neuronal
7/20 v’ neuronal
im no neuronal
7/21 iv neuronal
im no neuronal
7/22 infusion iv neuronal
7/23 infusién iv neuronal
7/24 infusion iv no neuronal
7125 v neuronal
im no neuronal
7/26 v neuronal
im no neuronal
7/27 iv neuronal
im no neuronal
7/28 v no neuronal
im
7/29 infusion iv neuronal
7/30 im neuronal
no neuronal
9/9 im no neuronal
v
9/12 im no neuronal
v
9/13 v no neuronal
m
9/14 m no neuronal
v
9/15 im no neurgnal
iv
9/16 im no neuronal
iv
9/17 infusién iv neuronal
9/18 infusion iv neuronal
9/19 iv neuronal
9/20 im no neuronal
v
9/21 im no neuronal
iv
9/22 im no neuronal
iv
9/23 infusion iv no neuronal
9/24 infusion iv no neuronal
9/25 iv no neuronal
im
9/26 1v

no neuronal
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9/27 iv no neuronal
im

9/28 iv no neuronal
im

9/29 iv neuronal

infusion.iv

9/30 iv no neuronal
im

11/9 iv no neuronal
im

11/10 iv no neuronal
im

11/11 iv no neuronal
im

11/12 iv no neuronal
im

11/14 mnfusién iv mezclado

11/16 iv no neuronal
1m

11/17 iv no neuronal
im

11/18 infusion iv neuronal .

11/19 infusién iv neuronal

11/20 iv no neuronal
im

11/21 v no neurcnal
im

11722 iv no neuronal
im

11/23 iv no neuronal
im

11/24 infusion iv neuronal

11/25 infusion iv neuronal .

11/26 im mezclado
iv

11/29 v no neuronal
im

1/9 v no neuronal

im

1/10 v no neuronal
im

1/11 v no neuronal
im

1/12 iv no neuronal
im

1/13 infusién 1v mezclado

1/14 infusién iv mezclado

1/15 iv no neuronal
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im

1/16 ﬁV no neurcnal
im

1/17 'iV no neurcnal
im

1/18 v no neuronal

1/19 iv no neuronal

1/20 infusion iv no neuronal

1/21 infusion iv mezclado

1/22 im mezclado
iv

1/23 , ﬁﬂ mezclado
iv

1/24 iv neuronal
im

1/25 v neuronal
im :

1/26 iv neuronal
im

1/27 infusién iv mezclado

1/28 infusion iv mezclado

1729 iv neuronal
im

1/30 iv neuronal
m

Tratamiento de paralisis cerebral

Las células hES y/0o sus derivados, en donde

las células comprenden progenitores de células madre

neuronales y progenitores de células madre

hematopoyéticas de acuerdo con la préctica de 1la

presente invencidén, son administradas en una cantidad

de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160

millones de células para el tratamiento de pardlisis

cerebral. El protocolo y la dosificacién son l‘a



10

15

20

25

89

misma que para el tratamiento de trastornos
neurodegenerativos.

Ejemplo S

Un hombre de 48 afios de edad diagnosticado

con AIIMS como CP al nacer tiene pronunciacidn

inarticulada, caminado arrastrando loes  pies,
dificultad al tragar, Y semiparédlisis del lado
izquierdo. Se hizo el diagrama de tono muscular,

reflejo y pdder para confirmar lo mismo.

Seis meses después del tratamiento tiene una
pronunciacién méas clara, no tiene dificﬁltad para
tragar, es capaz de usar el lado izquierde de su
cuerpo Yy su caminar ha mejorado. Es capaz de
rasurarse con la mano 1zquierda y también de usar su
mano izquiexrda para alzar tazas, etc. Su equilibr;o
es mejor y es capaz de hacer caminatas largés.

El programa de inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 6.
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Tabla 6

Fecha Ruta de administracién Tipos de células
3/8 dosis de prueba no neuronal
3/10 iv neuronal
im
3/17 iv neuronal
m
4/8 v neuronal
imx 2
4/9 tvx 3 neuronal
imx3 no neurcnal
4/10 tvx 3 nieuronal
imx 3 no neuronal
5/10 v neuronal
m no neuronal
5/11 mx 2 neurconal
v
5/12 infusion iv x 2 neuronal
5/13 - infusién iv no neuronal
5/14 nfusion iv neuronal
iv no neuronal
m
5/15 infusion iv no neuronal
7/19 w neuronal
im no neuronal
7/20 infusioén iv no neuronal
7/21 infusion iv x 2 no neuronal
7/22 v neuronal
im no neuronal
7/24 v neuronal
im no neuronal
7/25 espinal profunda neuronal
7/26 v neuronal
im no neuronal
T/27 v neuronal
im no neuronal
7/28 v no neuronal
im
7/31 v neuronal
im no neuronal
8/1 v no neurenal
im
8/2 1v no neuronal
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im
8/3 v no neuronal
im '
8/4 mfusion iv x 2 no neuronal
8/5 mnfusion 1v no neuronal
8/7 v no neuronal
im
8/8 v no neuronal
im
8/9 v no neuronal
im
8/10 v no neuronal
im '
8/11 v no neuronal
im
8/12 v no neuronal
m ‘
8/14 espinal profunda neuronal
8/16 mfusion iv neuronal
8/17 infusion iv neuronal
8/18 v neuronal
im
8/19 espinal profunda neuronal
8/20 v no neuronal
m
8/21 v no neuronal
im
8/22 iv no neuronal
1m
8/24 infusion 1v no neuronal
8/25 infusion iv no neuronal
8/26 1v no neuronal
im
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Ejemplo 6

Una nifia de 3 afos de edad se trajo a la
clinica con CP y parecia y se comportaba como una
bebé de un mes de edad sin control de cuello, llanto
déﬁil sin respuesta e 1incapaz de succionar a través
del biberdén. Ella estaba absolutamente blanda.

Después de un ano y medio de tratamiento ella
ha crecido y parece una nifia de 2 arfios de edad. Elia
tiene control del cuello, reconoce. a sﬁs
procgenitores, gatea en la cama, come comida normai,
sonrie al reconocer y se sienta con soporte y ha dado
algunos pasos con su madre deteniéndola. Su caminar
es un caminado de tijera y ella también ha empezado a
llamar a sus padres.

El programa de inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 7.

on
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Tabla 7

Fecha Ruta de administracién Tipos de células
8/4 im neuronal (dosis de prueba)
8/5 im neuronal
8/8 im neuronal
8/9 im neuronal

8/10 im neuronal
8/11 im neuronal
8/12 im neurenal
8/16 im neuronal
8/17 . im neuronal
8/18 im neuronal
8/19 im no neuronal
8/22 im mezclado
8/23 im mezclado
8/25 im mezclado
8/26 im neuronal
8/29 im neuronal
8/30 im neuronal
8/31 im neuronal
9/1 im neuronal
9/2 im neuronal
9/5 im no neuronal
9/6 im neuronal
9/7 im neuronal
9/8 im neuronal
9/12 im mezclado
9/14 im no neuronal
9/16 m mezclado
9/19 im neuronal
9/23 im neuronal

93

A3



10

15

20

25

9/26 im mezclado
/28 im mezclado
9/30 im mezclado
10/3 im mezcladc;
10/5 im neuronal
10/10 im no neuronal
10/17 im mezclado
10/19 im no neuronal
i0/21 Cim neuronal
10/24 im mezclado
10/28 im mezclado
10/31 im mezclado
11/4 im mezclado
11/7 im no neuronal
11/9 im no neuronal
11/11 im neuronal
11/14 im neuronal
1115 im no neuronal
11716 im no neuronal
11/18 im no neuronal
11/22 im no neuronal
11/23 im no neuronai
11/25 m no neuronal
11/28 im mezclado
11/29 im mezclado
12/2 im mezclado
12/7 im no neuronal
12/9 m no neuronal
12/12 im no neurcnal
12/14 m neuronal
12/16 im neuronal
12/19 im no neuronal
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12/21 m neuronal
12/23 tm neuronal
12/26 m no neuronal
12/30 m neuronal
/5 m neuronal
1711 1m neuronal
i/13 im neuronal
1/16 im neuronal
1/18 im neuronal
1/23 im neuronal
1/25 im neuronal
1/27 m neuronal
1/30 im neuronal
2/1 im neuronz;l
2/3 im neuronal
2/6 im neuronal
2/8 im neuronal
2/10 im neuronal
2/13 im neuronal
2/15 im neuronal
2/17 im no neuronal
22.2.06 im neuronal
2/24 im neuronal
2/27 mn neuronal
3/1 m neuronal
3/3 im neuronal
3/6 im o meuronal
3/8 im no neuronal
3722 im no neuronal
3/24 im neuronal
3/27 im no neuronal
3/29 im neuronal .

t00



10

15

20

25

3/31 im neuronal
47 im neuronal
4/10 im neurcnal
4/12 im neuronal
4/14 im neuronal
4/17 im neurcnal
419 im neurcnal
4/21 im neuronal
4/24 im neurcnal
4/26 im neuronal
51 im neuronal
5/8 im ne neuronal
5/18 im neuronal
5/22 im neuronal
5/26 im neuronal
5/29 im neuronal
5131 im neuronal
6/2 im neuronal
6/5 im neuronal
6/12 im neuronal
6/16 im neuronal
6/19 im neuronal
6/21 im neuronal
6/28 im neuronal
6/30 im neurcnal
7/4 im neuronal
7 im neuronal
7/17 im neuronal
7/19 m neuronal
7/21 im neuronal
7/24 im neuronal
7/26 im neuronal
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7/31

m no neuroﬁal
8/2 im ﬁo neuronal
8/4 im no neuronal
8/7 im no neuronal
8/9 im no neuronal
B/11 m no neurcnal
8/14 im no neuronal
8/16 im no neuronal
8/18 im no neuronal
8/21 im - no neuronal
8/23 im no neuronal
8/25 im no neuronal
8/28 im no neuronal
8/30 im no neuronal
91 im 1no neuronal
9/4 im no neuronal
9/11 im no neuronal
9/13 im no neuronal
9/15 im no neuronal
9/20 im no neuronal
9/25 im no neuronal
927 m no neuronal
10/3 im no neuronal
10/4 im no neuronal
10/13 m no neyronal
10/16 m ne neuronal
10/18 im no neuronal
10/19 im no neuronal
10/23 im no neuronal
10/25 m no neuronal
10727 im no neuronal
10/30 im no neuronal
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10/31

im no neuronal
11/3 im no neuronal
11/6 im no neuronal
11/8 im no neuronal
11/10 im no neuronal
11/13 im no neuronal
11/15. im no neuronal
11/17 im no neuronal
11/20 im no neuronal
11/22 im no neuronal
11/24 im no neuronal
11/27 im no neuronal
11729 im no neuronal
1211 im no neuronal
12/8 im no neuronal
12/11 im no neuronal
12/15 im no neuronal
12/26 im neuronal
12/27 im neuronal
1/3 im no neuronal
1/7 im no neuronal
1/15 m neuronal
1/24 im neuronai
1/25 im neuronal
1729 im neuronal
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Ejemplo 8

Una nifia de 8 anos de edad fue diagnocsticada
con paralisis cerebral con retraso mental severo vy
fue 1incapaz de caminar per si misma. No podia

identificar objetos y tenia una duracidn de atenciédn

‘muy corta. Existia mucho babeo 1incontrolado vy ella

mantenia la boca abierta.

Después del tratamiento, ella ya no babea
incontroladamente, su duracidn de atencién ha
mejorado y ella se ve mds alerta. Ella esté
caminando con soporte minimo.

El programa de inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 8.

O
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Tabla 8
Fecha Ruta de administracién Tipos de células
10/9 im no neuronal (dosis de prueba
10/10 im no neuronal
10/11 1m no neurcnal X 2
10/12 im no neuronal
10/13 im no neuronal
12/5 im no neuronal
12/6 im no neuronal
v
12/7 imx3 no neuronal
12/8 im no neuronal
iv
12/9 im no neuronal
v
12/10 imx3 no neuronal
12/11 im no neuronal
, iv
12/12 imx3 no neuronal
12/13 im no neuronal
iv
12/14 im no neuronal
12/15 i.m no neuronal
iv
12/16 imx 3 no neuronal
12/17 im no neuronal
v
12/18 im no neuronal
12/19 im no neuronal
iv :
12/20 imx3 no neuronal
12/21 im no neuronal
iv
12/22 im no neuronal
iv
12/23 im no neuronal
iv
12/24 Im no neuronal
iv neuronal
12/25 im neuronal
v .
12/26 im neuronal
iv mezclado
12/27 imx?3 - neuronal
12/28 im neuwronal
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iv
12/29 imx3 neuronal
12/30 im - neuronal
v
12/31 imx3 neuronal
1/1 im mezclado
iv
1/9 infusion iv mezclado
1/10 infusion iv mezclado
1/11 im no neuronal
1V
1/12 m no neuronal
iv '
1/13 im no neuronal
v
1/14 im no neuronal
v
1/15 imx3 no neuronal
1/16 im no neuronal
iv
1/17 imx3 no neuronal
1/18 " im no neuronal
1/19 im no neurconal
1/20 im no neuronal
1/21 im mezclado
1/22 im mezclado
1/23 m mezclado
1/24 im neuronal
1/25 im neuronal
1/26 im mezclado
1/27 im mezclado
1/28 im neuronal
v
1/29 m neuronal
v
1/30 m neuronal
iv
1/31 m no neuronal
1/2 iv no neurconal
272 no neuronal

im

Tratamiento de trauma en el sistema nervioso

Las

células

hES y/o sus

derivados, en donde 1las
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células comprenden progenitores de células madre neuronales 'y
progenitores de células madre hematopoyéticas de acuerdo con
la préctica de la presente invencién, son administradas en
una cantidad de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de células para el tratamiento de trauma en gl
sistema nervioso, incluyendo pero no limitado a dafio
cerebral, coma y estado vegetativo. En otra modalidad se
administran aproximadamente de 750,000 a alrededor de 80
millones de ceélulas.

Aunque se pueden variar los protocolos de
administracién para adecuarse al paciente particular, un
protocolo tipico para el tratamiento de trauma en el sistema
nervioso comprende inyecciones intramusculares e intravenosqs
diarias durante los primeros 2 meses Jjunto con inyecciones

intratecales y epidurales.

Tratamiento de apoplejia o accidente vascular cerébral

Las c¢élulas hES vy/o sus derivados, en donde las
células comprenden progénitores de células madre neuronales vy
progenitores de células madre hematopoyéticas de acuerdo con
la practica de la presente invencidén, son administradas en
una cantidad de aproximadamente 750,000 a alreaedor de 160
millones de «células para el tratamiento de apoplejia o
acclidente vascular cerebral. En otra modalidad, se

administran alrededor de 750,000 a aproximadamente 80
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millones de células.

Aunque se pueden variar los protocolos de
administracién para adecuarse al paciente particular, un
protocolo tipico para el tratamiento de accidente vascular
cerebral comprende inyecciones intramusculares e intravenosas
durante dos semanas e infusién intravenosa durante 3 dias en
lo sucesivo durante el primer mes, infusién intravenosa
durante 2 dias cada 15 dias durante los mese 2 y 3, infusidn
intravenosa durante 2 dias e inyeccidén intratecal durante el
mes 5, e 1infusidén intravenosa durante 4 dias seguida pér
inyeccidén intramuscular durante 4 dias durante los meses 8,

10 vy 12.

Ejemplo 9

Un paciente diagnosticado con apoplejia o accidente
vascular cerebral sufria de semipardlisis del lado derecho
con babeo incontreolado, dificultad al tragar e incapacidad
para hablar o caminar. Ademas, el paciente tiene céncer de
colon. Después del tratamiento de acuerdo con la presente
invencidn, el paciente mostrd signos de mejora toda vez que
la pronunciacidn y actividades motoras mejoraron, la espina
se alined, y se curd la semipardlisis. |

El programa de inyecciones para este paciente se

muestra en la tabla 9.
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Tabla 9
Fecha Ruta de administracion Tipos de células
8/17 - dosis de prueba no neuronal
8/22 im hES
8/23 imx2 neuronal
hES
8/24 mx2 hES
8/25 im hES
8/26 imx 2 neuronal
8/29 im neuronal
8/30 iv neuronal
8/31 im neuronal
9/2 im x 2 neuronal
9/5 iv no neuronal
9/6 v neuronal
9/7 im neuronal
9/8 iv neuronal
5/9 iv neuronal
9/12 im mezcla neuronal y no neuronal
9/13 iv neuronal
9/14 im no neuronal
9/19 iv neuronal
9/22 v neuronal
9/26 im mezcla neuronal y no neuronal
| 9729 iv neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neuronal
10/6 im 1no neurenal -
10/10 iv neuronal
10/13 iv neuronal
10/17 tv mezcla neuronal y no neuronal
10/20 iv no neuronal
10/24 v mezcla neuronal y no neuronal
10/27 v neuronal
10/31 1v mezcla neuronal y no neuronal
11/3 iv mezcla neuronal y no neuronal
11/7 im no neuronal
11/10 v no neuronal
11/14 im neuronal
11/17 im no neuronal
11/21 im no neuronal
11/24 im no neurcnal
12/4 1v mezcla neuronal y no neuronal
12/12 v no neuronal
12/19 iv neuronal
12/26 iv no neurcnal
1/4 v neuronal
1/11 mfusion v neuronal
8/18 v neuronal
im
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8/21 v no neuronal

im
8/22 v no neurcnal

im
8/24 im ' no neuronal

1v
9/1 infusion iv no neuronal
9/2 infusion iv no neuronal

Ejemplo 9

Un hombre de 82 afios de edad gque sufrid una
apoplejia cerebral 5 anos atrds vy se presentd con
semiparalisis del lado derecho, <con asimetria facial :y
pronunciacién inarticulada. £l caminaba con un bastén y un
gran cojeoc y no era capaz de comer con su mano derecha debido
a la dificultad en coordinacién. No podia sentarse o pararse
por sl solo y arrastraba los pies al caminar. E‘xistia babeo
incontrolado de saliva y tampoco podia tragar bien.

Dos meses después del tratamiento, €1 es capaz de
caminar sin soporte, se sienta y se para por si solo,. come
con su mano izquierda, no tiene pronunciacidén inarticulada y
no tiene asimetria facial. Es capaz-de levantarse de una
silla. Estd doblando la rodilla afectada al caminar mientras
mantiene el equilibrio.

El programa de inyecciones para este paciente ée

muestra en la tabla 10.
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Tabla 10
Fecha Ruta de administracién Tipos de células *
11/4 im no neuronal (dosis de prueba)
11/6 im no neuronal
11/7 im neuronal
11/8 im ne neurconal
11/9 im neuronal
11/10 m neuronal
11/11 im no neurcnal
11/13 m no neuronal
11/14 im no neuronal
11/15 iv neuronal
im
11/16 iv neuronal
im
11/18 v no neuronal
im
11/22 infusion iv neuronal
11/23 mnfusion iv neuronal
11/24 im neuronal
11/27 im neuronal
11/28 im no neuronal
11/29 im neuronal
11/30 im neuronal
12/2 im no neuronal
12/4 im no neuronal
12/5 infusién iv neuronal
12/6 infusién iv mezclado
im
12/7 im mezclado
12/8 im mezclado
12/9 im mezclado
12/11 im mezclado
12/12 im mezclado
12/14 im mezclado
iv
12/15 im mezclado
12/16 im mezclado
12/18 im mezclado
12/19 im mezclado
iv
12/20 im mezclado
12/21 im mezclado
12/22 im mezclado
12/23 im mezclado
12/25 im neuronal
12/26 im neuronal
12/27 v mezclado
12/28 im neuronal
12/29 im neuronal
12/30. im neuronal
1/1 im mezclado
172 im mezclado
1/3 iv no neuronal
1/4 im no neuronal
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Tratamiento de trastornos del sistema nervioso hereditarios
Las células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales vy
progenitores de celulas madre hematopoyéticas de acuerdo con
la practica de la presente invencidén, son administradas en
una cantidad de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de células para el tratamiento de trastornos del
sistema nervioso hereditario, incluyendo pero no limitando a
atrofia cerebral olive pontc y corea de Huntington. En otra
modélidad, se administran de alrededor de 750,000 -a
aproximadamente 80 millones de células. Las rutas de
administracién son intramuscular e intravenosa junto con
intratecal, catéter epidural e infusidén intravenosa. Esto
podria muy probablemente continuar para toda la vida de ia
persona pero el primer arfio podria ser un programa intensive
como sigue -~ inyecciones intramusculares e intravenosas
durante al menos tres meses‘tiempo durante el cual! también
son administradas intratecal, catéter epidural e infusién
intravenosa. El mismo conjunto de inyecciones son
administradas después de un espacio de un mes y medioc durante
un periodo de 21 dias. Las 1inyeccilones intramusculares e
intravenosas diarias se continuan y después se reducen a tres
veces por semana, dos veces pPoOr semana, una vez por semana,
una- vez durante la noche y después mensualmente dependiendo

de la condicidn del paciente. La inyeccidédn intratecal se
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puede repetir en un espacioc de 4-6 meses igual que el catéter
epidural. Las infusiones intravenosas pueden darse cada dos
semanas, cada mes o cada dos meses.

Ejemplo 10

Un paciente diagnosticado con ataxia espiho
cerebral esporadica con incapacidad de voltearse_en la cama,
caminar o© cambiar su posicidn mientras esta seﬁtado, tiene
dificultad al pronunciar, tiene temblores e 1incapacidad de
levantar su cuelio.

Después del tratamiento <con células madre de
acuerdo con 1la practica de la presente invencidn, fueron
notadas mejoras en todos los sintomas y el paciente fue capaz
de equilibrarse y caminar algunos pasos. La pronunciacién se
volvid coherente. |

El programa de inyecciones para este paciente se

muestra en la tabla 11.

Tabla 11
Fecha Ruta de administracion Tipos de células
8/8 dosis de prucba no neuronal
8/9 1m neuronal
8/10 imx 2 neuronal
8/11 imx 2 neuronal
8/12 imx2 neuronal
8/13 , m x 2 neuronal
8/16 imx2 neuronal
/17 imx 2 no neuronal
8/18 im neuronal
espinal profunda
8/19 im hES
8/23 im neuronal
hES
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8/24 mx2 hES
8/25 imx?2 hES
8/26 imx 2 neuronal
8/29 imx2 neuronal
8/31 imx 2 neuronal
9/5 im no neuronal
iv
9/7 im neuronal
9/12 im neuronal
9/15 epidural neuronal
9/16 im neuronal
9/19 iv neuronal
9/22 iv neuronal
9/28 im neuronal
9/30 iv neuronal
10/3 im neuronal
v '
10/4 im no neuronal
v mezcla neuronal y no neuronal
10/5 v neuronal
10/13 - im neuronal
10/14 intra-articular neuronal
10/17 v neuronal -
11/15 v neuronal
11/18 im no neuronal
11/21 v no neuronal
11/23 im no neuronal
12/1 im mezcla neuronal y no neuronal
iv
12/6 im mezcla neuronal y no neuronal
12/8 im no neuronal
12/13 im no neurcnal
neuronal
12/15 epidural neuronal
12/16 im neuronal
12/21 im neuronal
12/22 im neuronal
v
12/25 im no neuronal
v
3/5 espinal no neuronal
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Ejemplo 11

Un paciente con atrofia cerebral olivo pontc
hereditaria se diagnosticé en la Universidad John Hopkins.
Su padre, hermana gemela.y hermano estaban afectadoé por la
misma enfermedad. Ella no podia hablar al expirar, estaba
atada en silla de ruedas con goteo continuo de orina y se
tenia que hacer evacuacién de heces manualmente. Ella tenia
temblores sobre todo el cuerpo y no podia mantener el
equilibrio por si misma inclusc mientras estaba sentada.
Existia hipotensidén de posicidn severa.

Después de 2 arnos de tratamiento el paciente va al
bafno para sus funciones corporales, habla bien, no tieqe
temblores y es capaz de caminar con soporte. No ha existido
deterioro aun 1incluso a pesar de gque su hermana gemela esta
postrada en cama con la misma enfermedad. No existe
hipotensién de postura y ella definitivamente no se Ha

deteriorado.

Tratamiento de trastornos dérmicos

Las células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales .y
progenitores de células madre hematopoyéticas de acuerdo con
la préactica de la presente invencidén, son administradas en
una cantidad de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160

millones de células para el tratamiento de trastornos
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dérmicos, incluyendo pero no limitades a ulceras no sanadas,
psoriasis, llagas por presidén y sarcdidosis. En el casc de
trastornos dérmicos, también pueden usarse lcélulas hES
tépicamente para tratar el trastorno o dafo dérmicoc. En otra
modalidad, se administran aproximadamente 750,000 a alrededor
de 80 millones de células.

En una modalidad, las células hES ° células
dérmicas y extracto embrional diferenciadcs pueden mezclarse
con un vehiculo biocompatible, tal como un gel, ungiento o
pasta y aplicarse a la piel danada o tejide muccsco para

acelerar la curacidén asi como para sanar heridas resistentes

a curacidén, tales como ulceras por decubito o diabetes. Como
alternativa, las células se pueden proporcionar en urna
suspensidén o emulsidn. En una modalidad, el vehiculo también

contiene agentes antimicrobiancs, analgésicos u otros agentes
farmacéuticoes.

Como alternativa, en una modalidad diferente, las
células hES se cultivan en un substrato poroso artificial
estéril tal como gasa y se aplican directamente a la herida.
Después de 12-24 horas la gasa se remueve y las células madre
continuan creciendo y curando la herida. Al aplicar
intralesicnalmente, las células hES diferencian y

eventualmente reemplazan las células dafadas.
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Ejemplo 12

Una mujer de 70 afios que sufre de una lesidn por
quemadura en su tobillo izquierdo que no ha sanado a pesar de
terapia convencional. Después de la aplicacidén de las
células hES en el sitio de quemadura, su herida empezd -a

sanar y tres afios después la piel estd absolutamente bien.

Tratamiento trastoernes autoinmune

Las células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéeticas de acuerdo con la practica de la presente
invencidn, son administradas mediante inyeccidn
intramuscular, inyecciédn intravenosa, inyeccién subcuténea,
inyeccidn intra-articular o infusidn intravenosa ¥o)
combinaciones de las mismas, en una cantidad de
aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de
células para el tratamiento de trastornos autoinmunes
incluyendo pero no limitados a lupus eritematoso siétémico,

espondilitis anquilosante, cardiomiopatia, sarcoidosis,

artritis vy colitis ulcerativa. En otra modalidad, se

administran alrededor de 750,000 &a aproximadamente 80
millones de células. La administracidén de células hES es
altamente efectiva no Anicamente en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes sino también en el restablecimiento

de un sistema inmune suprimido. Como una alternativa al
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tratamiento con inmunosupresores o© como un método para
pacientes “preinyectados” para transplante de érgano y otra
intervencién médica, se pueden usar las células hES y sus
derivados para permitir aceptacién del organo a través de
reduccién en los procesos de rechazo de injerto-huéspgd.
Aungue se pueden variar los protocolos de
administracién para adecuarse al paciente particular, ﬁn
protocolo tipico para el tratamiento de  trastornos
autoinmunes comprende inyecciones diarias durante los
primeros 2 meses, dia alte;nado inyecciones Jjunto con una
infusidén intravenosa durante el mes 3, inyecciocnes semanales
junto con una infusidén intravenosa de 2 dias continuos cada
15 durante los meses 5-7 y 10-12, e inyeccioneside refuerio
cada 3 meses durante un anio y después cada 6 meses durante 1

ano.

Ejemplo 13

Un paciente que sufre de pscriasis desde hace 26
anos estaba confinado a una silla de ruedas con hipertensidn,
diabetes melitus y artritis psoriatica con grandes Ulceras en
su pierna que no eran curables y no tratables con injerto de
piel.

. Después de recibir terapia durante 6 mese ella ﬁo
tiene Ulceras ni artritis. Su diabetes e hipertensiodn

estaban bajo control. Ella ha empezado a caminar por si
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misma y ha empezado todas las actividades y esta
recibiendo inyecciones de refuerzo durante el ﬁltiho
afio. Ella a citade gue ha caminado por primera vez
desde hace 26 afiocs vy es capaz de hacer todos sué
quehaceres cotidianos por si misma.

El tratamiento con células madreﬁ fue hecho
localmente a las llagas y las llagas se curaron.
También después del tratamiento no se han detectado
méds llagas. La escamosidad y comezdén de la piel y 1la
hinchazén de las piernas también fueron reducidas.
La condicidn diabética también fue curada con presidn
sanguinea controlada que llevdé a una reduccidn en la
medicacién.

El programa de inyecciones para este pacienfe

se muestra en la tabla 12.
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Tabla 12

Fecha Ruta de administracién Tipos de células
12/27 dosis de prucba no neuronal
1/22 im no neuronal
2/20 im neuronal
2/23 m neuronal
2/28 m neuronal
4/1 1m neuronal
4/7 im mezcla neuronal y no neuronal
4/10 im mezcla neuronal y no neuronal
4/21 m mezcla neurgnal y no neuronal
6/29 im no neuronal
7/6 m noe neuronat
7/29 im no neuronal
10/17 aspersion no neuronal
im
11/1 aspersion mezcla neuronal y no neuronal
im
1172 aspersion mezcla neuronal y no neuronal
im ,
1173 aspersion mezcla neuronal y no neronal
im
11/4 mx?2 neuronal
11/5 aspersion no neuronal
v
11/6 aspersion no neuronal
im
11/7 aspersion no neuronal
m
11/11 aspefsi(_’)n neuronal
v
11/14 aspersion neuronal
v
11/15 aspersion no neuronal
im
11/16 im no neuronal
- 11/21 iv no neuronal
- 11/23 1m no neuronal
11/29 im mezcla neuronal y no neuronal
1/4 im no neuronal
3/28 im no neuronal
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Tratamiento de trastornos hematicos
AlGn otra modalidad del método de acuerdo con la
practica de la presente invencidén es en el tratamiento de

trastornos hematicos tales como trombocitopenia, talasemia,

leucemia mieloide aguda mediante inyeccién intravenosa de

células hES y/o sus derivados, en donde las células
comprenden células preogenitoras de células madre
hematopoyéticas. Las células se administran durante 10 dias

a 14 dias y después se repite como una inyeccidn semanal para
condicicnes benignas. Para condiciones malignas las
inyecciones son suministradas diaric durante 40 dias vy

después se repite si1 existe una recaida.

Tratamiento de trastornos genéticos

Otra modalidad de métodos de transplante de células
hES de acuerdo con la préctiéa de la presente invencidn es én
el tratamiento de trastornos genéticos incluyendo -pero no
limitados a sindrome de Down, ataxia de Friedereich, Corea de
Huntington, sindrome de Asperger y atrofia espinomuscular.

Los sintomas de trastornos genéticos se manifiestan
mediante retraso mental, disfuncién musculoesquelética vy
falla de dérganos en combinacidédn ¢ solos y dan como resultado
debilidad incurable seria y expectativa de vida reducida. En
el caso de pacientes que sufren de un trastorno genético, las

células hES se administran al paciente de conformidad con 1la
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practica de la presente invencidn y, una vez administradas,
se diferencias para proporcionar al pacliente <con una
poblacidn de células que expresan el productc génico'faltante
o comprometido con un restablecimiento consiguiente de
homeostasis intracelular.

Aungue se pueden variar los protocolos de
administracidén para adecuarse al paciente particular, un
protocolo tipico para el tratamiento de trastornos genéticos
comprende inyecciones intramusculares e intravenosas diarias
durante el primer mes, inyecciones alternando dia dufante gl
mes 2, inyecciones dos veces a la semana durante el mes 3,
inyecciones una vez por semana durante los meses5, 7, 9, 11 vy
12 e inyecciones de refuerzo cada 3 meses durante un afio.

También se suministran infusiones intravenosas cada 15 dias.

Ejemplo 14

Un paciente con sindrome de Down, no mostrd
respuesta a oOrdenes verbales, no fue capaz de subir y bajar
escaleras y tuvo peso corporal bajo como resultado de
dificultades al comer. El paciente no era capaz de comer,
presentaba una postura holgada tipica, y sufria de tos vy
resfriados frecuentes. Los ¢jos eran mongoloides.

De conformidad con el tratamiento de acuerdo con ia
presente invencidn, el paciente es capaz de entender vy llevar

a cabo oOrdenes verbales, empezd a hablar y empezd a subir vy
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bajar escaleras.
mental es de 1 ano atras de su edad cronolégica como contra 2
arios 6 meses atras dentro de un intervalo de menos de 1 afo.

Soclialmente, ella va a la escuela y juega con otros nifos.

Pruebas de DQ han mostrado que la edad

También se puede alimentar por si misma.

El programa de

muestra en la tabla 13.

inyecciones para este paciente se

Tabla 13
Fecha Ruta de administracién Tipos de células
7/8 dosis de prueba no neuronal
7/16 im neuronal
7/25 im neuronal
7/26 im neuronal
7/27 im neuronal
7/30 im neuronal
8/3 im neuronal
8/10 im neuronal
8/12 im neuronal
8/16 im neuronal
8/18 im neuronal
8/22 im hES
B/26 im neuronal
" 8/29 im neuronal
8/31 im neuronal
9/2 m. neuronal
9/6 im neuronal
9/8 im no neuronal
9/13 im no neurcnal
9/19 im mezcla neuronal y no neuronal
9/22 m no neuronal
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9/30 im no neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neuronal
10/10 im no neuronal
10/18 im no neuronal
10/27 im neuronal
11/7 im no neuronal
"~ 11/8 m no neuronal
11/9 im no neuronal
11/10 im no neuronal
11/11 im neuronal
11/14 im neuronal
11/17 im no neuronal
11/18 im no neuronal
11/21 im no neuronal
11/22 m no neurcnal
11/23 im no neuvronal
11/25 m no neuronal
11/28 im mezcla neuronal y no neuronal
12/4 m mezcla neuronal y no neuronal
12/8 im no neuronal
12/12 im no neuronal
12/15 m neuronal
12/19 umn neuronal
12/27 iv neuronal
1/4 im no neuronal
iv
1/t1 im no neuronal
neuronal
1/19 im neuronal
1/20 im no neuronal
1/23 im no neuronal
1/30 im neuronal
2/9 im neuronal
2/13 im neuronal
2/23 im neuronal
2/27 im neuronal
3/10 im neuronal
3/14 im neuronal
3/20 im neuronal
5/11 im neuronal
5/15 im neuronal
5/16 im neuronal
5/17 im neuronal
5/18 im neuronal
5/22 im neuronal
5/23 im neuronal
7/3 im neuronal
7/5 im neuronal
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7/11 . im oy _ neuronal
7/13 im neuronal
7/17 m neuronal
7/19 im neuronal
7/21 iv neuronal
7/24 im _ : neuronal
7/28 im no neuronal
7/31 im neuronal
8/2 im ) no neuronal
8/21 im no neuronal
8/23 im no neuronal
8/28 im no neuronal
8/30 im no neuronal

Ejemplo 15

Una nina de 3 afos de edad fue diagnosticada
con sindrome de Down. Ella no era capaz de hablaf,
comprender o subir y bajar escaleras. Ella no podia
comer por si sola y su vocabulario de monosilabas
limitado era muy poco claro.

Después de 8 meses de tratamiento ella
entiende todo, habla oraciones de tres palabras vy
reccnoce colores, formas y tamafios. Ella es capaz de
subir y bajar escaleras por si sola vy hazempezado é
comer por si sola.

El programa de 1inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 14.

yae)
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Tabla 14
Fecha Ruta de administracién Tipos de células
1/30 im neuronal (dosis de prueba) |
2/6 im neuronal
2/7 im neuronal ’
2/8 m neuronal
2/9 im neuronal
2/10 im no neuronal
2/13 im neuronal
2/15 im neuronal
2/16 im neuronal
2/17 im neuronal
2/20 im neuronal .
2/22 im neuronal
2/24 m no neuronal
2727 im neuronal
3/1 im- neuronal
3/3 im no neéurenal
3/6 im no neuronal
3/13 im neuronal
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3/15 . im neuronal
3/22 im neuronal
3/24 im neuronal
3/26 im neuronal
3/27 im no neurpnal
3/29 im neuronal
a4/3 im neuronal:
4/5 im neuronal
4/7 im neuronal
4/10 im neuronal
4/12 im no neuronal
4/14 im no neuronal
4/21 im neuronal
4/24 im neuronal
4/26 im neuronal
4/28 im neuronal
5/1 im neuronal
5/10 im neuronal
5/12 im neuronal
5/13 im no neuronal
5/22 im neuronal
5/24 im neuronal
5/29 im neuronal
6/5 im . neuronal
6/7 im neuronal
6/10 im neuronal’
6/14 im neuronal
6/16 im neuronal
6/19 im neuronal
6/21 im neuronal
6/23 iv no neuronal
6/27 im neuronal
6/29 im neuronal
7/3 im neuronal
S im neuronal
7/12 im neuronal
7/14 im neuronal
7/17 im neuronal
7119 m neuronal
7121 im neuronal
7127 im neuronal
7/28 im no neuronal
8/1 im no neuronal
8/3 im no neuronal
8/5 im no neuronal
8/7 im no neuronal
g/19 im no neuronal
8/24 im no neuronal
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8/26 . . -im neuronal
8/28 im no neuronal
8/31 im no neuronal
9/2 im no neuronal
9/7 im no neuronal
9/9 im ne neuronal
9/11 im no neuronal
9/14 im no neuronal
9/21 im no neuronal
9/23 im no neuronal
9/25 im no neuronal
9/28 im no neuronal
9/29 im no neuronal
10/4 im no neuronal
10/7 im no neuronal
10/10 im no neuronal
10/14 1m no neuronal
10/16 im " no neuronal
10/18 im no neuronal
10/22 im no neuronal
10/26 im no neuronal
10/28 im no neuronal
11/1 im no neuronal
11/4 Im no neuronal
11/7 im no neuronal
11/9 im no neuronal
11/13 m no neuronal
11/16 im no neuronal
11/17 im ne neuronal
11/20 im no neuronal
11/23 im no neuronal
11/27 im no neuronal
11/30 im no neuronal
12/3 im no neuronal
12/4 imx 2 no neuronal
1277 im no neuronal
12/9 im no neuronal
12/11 im no neuronal
12/14 imx2 no neuronal
12/16 im no neuronal
12/21 im no nevronal
12/24 im ne neuronal
12/27 im neuronal
1/1 im mezclado
1/3 im no neuronal
1/6 im no neuronal
1/9 im no neuronal
1/12 im no neuronal
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1/15 im no neuronal

1/18 im no neuronal

1/22 im mezclado -

1725 im neuronal

1/28 im neuronal
Ejemplo 16

Un nino de 13 anos de edad gue sufre de un defecto
genético con carencia de concentracion, convulsiones
frecuentes y deterioro visual. Tiene visién en tunel total.
Tiene dificultad para sentarse en c¢lase vy observar €l
plizarrdén aln cuando él estaba sentado en la fila de adelante.
Tiene retraso en desarrollo y si lee algo él tiene gque leerlo
tres veces para recordar qué leyo. El también tiene
dificultad para ubicar cosas en una habitacién.

Desde que empezdé con las células hES su visidn ha
mejorado y él se sienta dos filas atras en.el saldn de clasgs
y puede ver el pizarrén mucho mejor. El es capaz de recordar

mucho més y su tiempo de respuesta a O&rdenes:  verbales ha

mejorado. No tiene convulsiones tanto como antes y se ha
reducido su medicacidn. Reportes del oftalmdlogo muestran
que las areas muertas en la periferia han sido
reestablecidas.

El programa de i1nyecciones para este paciente se

muestra en la tabla 15.
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Tabla 15
Fecha Ruta de administracion , Tipos de células
6/8 im neuronal (dosis de prueba)
6/9 im neuronal
6/12 im neuronal
6/13 im neuronal
6/14 im no neuronal
6/15 im no neuronal
6/16 im neuronal
6/20 1M neuronal
6/21 1m no neuronal
6/22 im neuronal
6/23 v no neuronal
6/27 im neuronal
6/28 im neuronal
6/29 m neuronal
7/3 im no neuronal
7/4 im neuronal
7/5 im neuronal
7/6 m neuronal
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7/10 im neuronal
7/11 im neuronal
7/12 im neuronal
7/13 im no neuronal -
7/14 im neuronal
7/17 im neuronal
7/18 im neuronal
7/20 im neuronal
7121 infusion iv neuronal
7/22 infusién iv neuronal
7/24 im neuronal
7/25 im neuronal
7/26 im neuronal
7/27 im neuronal
7/28 im no neuronal
7731 im no neuronal
8/2 im no neuronal
8/3 im no neuronal
&/4 im no neuronal
8/7 im no neuronal
8/8 im no neuronal
8/9 im no neuronal
8/10 imx 2 no neurcnal
8/11 infusion iv no neuronal
8/12 infusién iv no neuronal
8/13 im no neuronal
8/14 m no neuronal
8/17 imx 2 no neuronal
8/18 im no neuronal
8/21 im no neuronal
8/22 im no neuronal
8/23 im no neuronal
8/24 im no neuronal
8/25 im no neuronal -
8/2/ im no neuronal
8/29 im no neuronal
8/30 im no neuronal
9/2 infusién iv no neuronal
9/3 infusidn iv no neuronal
9/4 mx 3 no neuronal
9/5 im no neuronal
9/6 m no neuronal
9/7 im no neuronal
9/8 m no neuronal
9/11 im no neuronal
9/13 im no neuronal
9/14 im no neuronal
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im

no neuronal
9/18 im no neuronal
9/19 im no neuronal
9/21 imx 2 no neuronal
9/22 infusion iv no neuronal
9/23 infusién iv no neuronal
10/3 im ' no neuronal
10/4 im ne neuronal
10/5 m no neuronal
10/6 im no neuronaij
10/9 im no neuronal
10/10 im no neuronal
10/11 im no neuronal
10/12 im no neuronal
10/13 retroorbital neuronal
10/16 im no neuronal
10/17 im no neuronal
10/18 im ne neuronal
10/20 im no neuronal
10/23 im no neuronal
10/24 im no neuronal
10/25 im no neuronal
10/26 im no neuronal
10/27 infusion iv no neuronatl
10/28 infusién iv x 3 no neuronal
10/31 imx 2 no neuronal
11/2 imx 2 no neuronal
11/3 imx 2 no neurpnal
11/6 im x 2 no neuronal
11/8 im no neuronal
11/9 im no neuronal
11/10 im no neuronal
11/13 im no neuronal
11/14 retroorbital neuronal
11/15 im no neuronal
11/16 im no neuronal
11/17 im no neuronal
11/20 im no neuronal
11/21 im no neuronal
11/23 im no neuronal
11/24 im no neuronal
11/29 im no neuronal
11/30 iv mezclado
12/1 infusién iv mezclado
12/4 im no neuronal
12/5 iv mezclado
12/6 im no neuronal
12/7 im no neuronal
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12/8 im- noc neuronal
12/11 im no neuronal
12/12 im ne neuronal
12/13 im . no neuronal
12/14 im no neuronal
12/18 im no neuronal
12/19 iv no neuronal
12/21 im no neuronal
12/22 retroorbital neuronal
12/29 im neuronal

2/2 Im no neuronal

Ejemplo 17

El paciente es un hombre de 32 afios de edad que
sufre de ataxia de Fredrick y cuya hermana murid de esta
enfermedad. El no puede pararse, tiene pronunciacién que se
apaga, dificultad al tragar, estaba confinado a una silla de
ruedas y necesitaba ayuda para ir al barno. Habia sido
tratado en Alemania y Estados Unidos de Norteamérica sin
resultados. Su corazon estaba dilatédndose y funcionaba de 15
a 20%.

Desde que empezd las células hES, éllha mostrado
mejora. El es capaz de hablar mucho mas claro y no tiene
dificultad al tragar. Su corazdén ha mejorado con todas las
dimensiones regresando a la normalidad y la capacidad de
funcionamientoc hasta 58 a 60%. No ha habido deteriocro.

El programa de inyecciones para este paciente se

muestra en la tabla 16.
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Tabla 16

Fecha Ruta de administracion Tipos de células
2/17 im no neuronal (dosis de prueba)
2/20 im neuronal

iv no neuronal
2/21 im neuronal

iv no neuronal
2/22 m neuronal

v no neuronal
2/23 m neuronal

iv no neuronal
2/24 im neuronal

iv no neuronal
2/25 im neuronal

iv no neuronal
2/26 im neuronal

iv no neuronal
2/27 epidural neuronal
2/28 im neuronal
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no neuronal
3/1 im neuronal
v no neuronal
3/2 im neuronal
iv no neuronal
3/3 im neuronal
v no neuronal
3/4 im neuronal
iv no neuronal
3/5 im neurounal
iv no neuronal
3/6 im neuronal
no neuronal
3/7 epidural (catéter) neuronal
3/8 epidural {catéter) neuronal
3/9 epidural (catéter) neuronal
3/10 epidural (catéter) neuronal
3/13 im neuronal
iv no neuronal
3/14 im no neuronal
3/16 im no neuronal
3/17 im neuronal
iv no neuronal
3/18 im neuronal
iv no neuronal
3/1% im neuronal
iv no neuronal
3/20 im neuronal
iv no neuronal
3/21 1m no neuronal
3/22 m no neuronal
3/24 im neuronal
iv no neuronal
3/25 im no neuronal
3/26 im no neuronal
3/27 im neuronal
3/28 im no newronal
3/29 im no neuronal
3/30 im no neuronal
3/31 im no neurcnal
4/1 im no neuronal
4/2 im no neuronal
4/3 im no neuronal
4/4 im neuronal
v no neuronal
4/5 im no neuronal
4/6 im no neuronal
4/7 im no neuronal
4/8 im no neuronal
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4/9 im neuronal
v no neuronal
4/10 im neuronal
iv no neuronal
4/11 im no neuronal
4/15 im no neuronal
4/16 im no neuronal
4/18 im neuronal
iv no neuronal
4/19 im neuronal
iv no neuronal
4/20 im neuronal
v no neuronal
4/21 imn no neuronal
4/22 im no neuronal
4/24 im no neuronal
4/25 m no neuronal
4/26 v neuronal
m Nno neuronal
4/27 v neuronal
im no neuronal
4/29 v neuronal
4/30 v neuronal
im - no neuronal
502 im no neuronal
5/3 iv neuronal
5/5 iv neuronal
epidural
5/7 iv neuronal
im no neuronal
5/9 iv neuronal
im no neurgnal
5/10 v neuronal
im, no neuronal
5/12 v neuronal
im no neuronal
5/13 iv neuronal
im no neuronal
5/14 v neuronal
im no neuronal
5/16 epidural (intratecal) neuronal
5/18 iv neuronal
im no neuronal
8/26 im no neuronal
iv
8727 imn no neuronal
v
8/28 v no neuronal
infusidn v ‘

131
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8/29 v _ no neuronal
mfusion iv
8/30 im. no neuronal
iv
8/31 im no neuronal
iv
9/4 im no neuronal
iv
9/6 im no neuronal
iv
9/7 m no neuronal
v
X9 im no neuronat
iv
9/10 epidural (intratecal) . neuronal
9/12 im no neuronal
iv
9/14 im no neuronal
v
9/15 epidural (catéter) neuronal,
9/16 epidural (catéter) neuronal,
9/17 epidural (catéter) neuronal
9/18 m no neuronal
v
9/19 i.m no neuronatl
v
9/20 v no neuronal
infusion iv
9/21 iv no neuronal
infusion iv '

Tratamiento de trastornos oculares

Otro uso del transplante de células hES de acuerdo
con la practica de la presente invencidén es en el tratamiento
de trastornos oculares que incluyen pero no estdn limitados a
atrofia del nervio éptico, degeneracidédn macular, dafo ocular,
rechazo a injerto de cérnea y retinitis pigmentosa a través

de inyeccidn directa de progenitores neurcnales y células hES
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de acuerdo con la préactica de la presente invencidén a 1la
porcién retrobulbar del o©jo, area superficial del ojo |y
camara interna del ojo.

Aungue se pueden variar los protocolos de
administracién para adecuarse al paciente particular, ﬁn
protocolo tipicc para el tratamiento trastornos oculares
comprende 10 dias de inyecciones intramusculares e
intravenosas seguidas por una inyeccidén retrobulbar o©
intravitrea, 15 dias de inyecciones intramusculares e
intravenosas seguidas por una inyeccidén retrobulbar, 2
infusiones intravenosas y una inyecciodn retrobulbar después
de 2 meses. Un total de 4 inyecciones retrcobulbares se
suministran durante un periodo de 8 meses a un ano antes de
que se observen resultades pero en algunos cascs los
resultados son observados antes. Se pueden usar rutas
intravitreas. También se puede reparar la cérnea mediante él
uso de lentes de contacto en los cuales se Ba cultivado ia
cérﬁea. También se pueden usar gotas oculares que comprendén

células madres.

Ejemplo 18

Un paciente diagnosticado con atrofia de nervio
éptico tenia condiciones que incluian dificultada al leer
letras pequefias y no ser capaz de ver objetos ubicados lejos.

Tampoco eran visibles los colores azul oscuro y violeta. La
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visidén era nula con percepcidédn de luz y ahora es 6/24.
Conforme a la terapia de células madre de acuerdo
con la presente invencidn, es decir, células hES vy sus

derivados gue madre

incluyen progenitores de células
neurcnales administradas por inyeccidn retrobulbkar y células
ges y sus derivados que incluyen progenitores de células

madre madre

neuronales Y progenitores de células
hematopoyeticas de acuerdo con la practica de la presente
invencidén se administra mediante inyeccidn intravenosa local
o0 1lnyeccidn subcutédnea o inyeccidén intramuscular, inyeccidn
intravitrea o aplicacién tdpica en una cantidad de
apréximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de
células, el paciente mostrd mejoras significativas. El es
capaz de leer la hora y puede ver carteles asi comd ver la

televisidén desde una distancia.

El programa de inyecciones para este paciente se -

muestra en la tabla 17.

Tabla 17
Fecha Ruta de administracién Tipos de células
2/14 im neuronal
2/15 v neurcnal
no neuronal
3/20 ivx?2 neuronal
im
3/21 iv neuronal
retrobuibar
4/30 iv no neuronal
5/1 v neuronal
im
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L 5/2 | retrobulbar B ‘ no neuronal

Tratamiento de trastornos en higado y rifién

Ain otro uso de transplante de células hES de
acuérdo con la practica de la presente invencidn es para el
tratamiento de trastornos de higado y trastornos de rifidn
incluyendo pero no limitados a nefrosis renal de etapa final
y sindrome nefrético a través de la transplantacién de
acuerdc con la practica de la presente invencidn. Las rutas
de administracidén son intravenosa, intramuscular vy nedianfe

infusidén 1intravenosa.

Ejemplo 19

Un paciente diagnosticado con sindrome nefrético
exhibidé niveles de urea, creatina y proteina P elevados. La
diferenciacidén corticomedular no se mantuvo y el cuerpo fue
hinchado. Las células hES vy sus derivados 1incluyendo
progenitores de celula madre hematopoyética, progenitores de
células madre productores de albUmina y progenitores de
células madre productores de bilirrubina de acuerdco con ia
practica de la presente invencidén se administraron mediante

inyeccidén intravenosa o 1inyeccidén subcutdnea o inyeccidn

intramuscular o infusién iIntravenosa en una cantidad de

aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de

células. Después del tratamiento con células madre, el
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cuerpo estaba menos hinchado Y la diferenciacidn
corticomedular fue reestablecida. También se normalizaron

los niveles de urea, creatina y proteina P.
El programa de inyecciones para este paciente se

muestra en la tabla 18.

Tabla 18
Fecha Ruta de administracion Tipos de células
8/10 dosis de prueba neuronal
8/11 im neuronal
8/12 im neuronal
8/16 im hES
8/22 im hES
8/24 im hES
8/25 im neuronal
8/29 im neuronal
9/1 im neuronal
9/7 im neuronal
9/8 ' im no neuronal
9/12 im mezcla neuronal y no neuronal
9/19 im mezcla neuronal y no neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neuronal
10/10 im mezcla neuronal y no neuronal
10/11 iv mezcla neuronal y no neuronal
10/31 v no neuronal
11/10 im no neuronal
11/21 im no neuronal
12/8 m no neuronal
12/23 iv no neuronal
2/7 im no neuronal
8/24 im no neuronal
8/25 im no neuronal
9/9 m no neuronal
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Tratamiento de trastornos musculo-esgqueléticos

Otro uso de transplante de células hES de
acuerdo con la practica de la presente invencidn es
para el tratamiento de trastornos. musculo-
esqueléticos incluyendo pero no limitados a artritié,
distrofia muscular de Duchenne, distrofia de Limb
Girdle, atrofia muscular espinal y atrofia muscular
de Becker.

Aungue se pueden variar los profocolos de
administracidén para adecuarse al paciente particular,
un protocolo tipico para el tratamiento de trastornos
misculo-esqueléticos comprende inyecciones
intramusculares e 1ntravenosas diarias durante el
primer mes, 1lnyecciones dos veces por semana durante
los meses 3, 5, 6 y 7, inyeccicones semanales durante
los meses 9-12 e inyecciones de refuerzo .cada '3
meses. Se suministran infusiones intravenosas cada
10 a 15 dias y se suministran inyecciones musculares

espinales profundas cada 15 a 30 dias.

Ejemplo 20

La historia del caso de un pacienté
diagnosticado «con distrofia muscular de Duchenne
mostré sintomas tales como languidez, cara y muslos

hinchados y signo de Gower positivo, con niveles
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altos de creatina fosfocinasa (CPK) .en 10,000
unidades.

Después del tratamiento del ©paciente con
células hES y sus derivados incluyendo progenitores

de células madre neuronales y progenitores de células

madre hematcpoyéticos solos o en combinacién mediante

inyeccidn intravenosa o inyeccidn subcutéanea o
inyeccidn intramuscular, o infusidn de catéter
intravenoso, o infusidén de catéter epidural o)

infusién de catéter de blogue sub-aracnoide durante
un - periodo predeterminado, los niveles‘ CPK caen
drédsticamente a 1198 unidades y el signo de Gower fue
negativo.

El programa de inyecéiones para este paciente

se muestra en la tabla 19.
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Tabla 19
Fecha Ruta de administracién Tipos de células
3/18 dosis de prucba no neuronal
3/19 im neuronal
3/20 imx2 neuronal
3/25 imx 2 no neuronal
3/26 imx 2 no neuronal
3/27 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x'2
3/28 imx4 neuronal x 2
no neuronal x 2
3/29 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
3/30 imx4 neuronal x 2
no neuronal x 2
3/31 imx 4 neuronal
no neuwronal x 3
4/1 imx4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/2 imx3 neuronal
no neuronal x 2
4/3 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/4 imx 4 neuronal x 2
no neuronal X 2
4/5 imx4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/6 imx4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/7 imx4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/8 imx4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/9 imx4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/10 imx4 neuronal x 2
no newronal x 2
4/11 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/12 mx 4 neuronal x 2 |

no neuronal x 2
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4/13 imx 4 neurcnal x 2
no neuronal x 2
4/14 imx 4 neuronal x 2
no neuronal X 2
4/15 imx 4 neurcnal x 2
no neuronal x 2
4/16 imx4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/17 mx35 neuronal x 3
no neuronal x 2
4/18 imx3 neuronal
no neuronal X 2
4/19 imx3 neuronal x 2
no neuronal
4/20 imx 3 neuronal
no neuronal x 2
4/21 imx 3 neuronal
no neuronal x 2
4/22 mx 3 neuronal
no neuronal x 2
4/23 mx3 neuronal x 2
no neuronal
4/24 im x 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/25 imx 3 neuronal
no peuronal x 2
4/26 mx 2 neuronal
no neuronal
7/1 imx?2 neuronal
no neuronal
2 mx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7/3 imx 4 neuronal x 2
no neuronal X 2
7/4 mx2 neuronal
no neuronal
7/5 infusién iv x 2 neuronal
7/6 infusién iv x 2 neuronal
77 imx 2 neuronal
7/8 imx2 neuronal
7/9 mx 2 neuronal
no neuronal
7/10 imx2 neuronal
no neuronal
711 imx 2 neuronal
no neuronal
7/12 mx?2 neuronal
no neuronal
7/13 imx 2 neuronal
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no neuronal

7/14 imx 2 neuronal
no neurcnal
M5 imx?2 neuronal
no neuronal
7/16 imx 3 neuronal
avi infusién iv neuronal
m x 2 no neuronal
7/18 infusién iv neuronal
imx2 no neuronal
7/19 imx4 neuronal X 2
no neuronal X 2
7/20 im x 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7/21 mx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7/22 imx4 neuronal X 2
no neuronal x 2
7/23 ivx 2 neuronal x 2
im x 4 no neuronal x 4
7/24 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7/25 iv neuronal x 2
imx 4 no neuronal x 4
7126 imx4 neuronal x 2
no newronal x 2
7/27 v neuronal x 2
imx 4 no neuronal x 4
7/28 im x 4 neuronal
no newronal x 3
7/29 v ne neuronal
tmx 4
7/30 imx 4 neuronal x 2
no neuwronal x 2
7/31 iv neuronal x 2
imx4 no neuronal x 3
8/1 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
8/2 im x 4 no newronal
8/3 infusidn iv x 2 no neuronal
8/4 infusién iv x 2 no neuronal
8/5 mx 4 no neuronal
8/6 im x 4 no neuronal
8/7 mnfusion iv no neuronal
mx2
8/8 infusién iv no neuronal
imx 2
8/9 infusion iv x 2 no neuronal
im x 2
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8/10 imx 4 no neuronal

8/11 imx 4 no neuronal

8/12 infusion iv neuronal
imx2 '

Ejemplo 21

Un joven de 14 afios de edad diagnosticadec con

un caso de DMD estaba postrado en cama sin fuerza en

ambas mancs y piernas y con atrofia musculaf. El
también tenia escoliosis.

Después de 38 meses de terapia él ha
desarrollado misculos en los biceps, triceps Yy
brahui-radiales y es capaz de elevar sus brazos al
nivel del codo. £l ha subido de peso y esté
creciendo sin ninguna escoliosis espinal asociada.
Sus niveles CPK, los cuales indicaron la velocidad de
falla muscular, han sidoc reducidos.

El programa de inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 20.
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Tabla 20
Fecha Ruta de administracidn Tipos de células
4/13 im no neuronal (dosis de prueba)
4/14 im no neuronal
4/15 im neuronal
4/16 im neuronal
4/17 im neuronal
no neuronal
4/18 im no neurcnal
4/19 im neuronal
no neuronal
4/20 im neuronal
no neuronal
4/21 im neuronal
no neuronal
4/22 m neuronal
no neuronal
4/23 im neuronal
no neuronal
4/24 im neuronal
no neuronal
4/25 im neuronal
no neuronal
4/26 im no neuronal
4/27 im no neuronal
4/28 1 neuronal

no neuronal
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4/29 im neuronal
no neurpnal
4/30 im neuronal
’ no neuronal
5/1 im no neuronal
5/2 im no neuronal
5/3 im neuronal
no neuronal
5/4 im no neuronal
5/5 im neuronal
no neuronal
5/6 im neuronal
517 im neuronal
1o neuronal
5/8 im neuronal
no neuronal
5/9 1v infusion neuronal
im .
5/13 im neuronal
Nno neuronal
5/15 im no neuronal
5/16 im no neuronal
5/17 im neuronal
1no newronal
5/18 im neuronal
no neuronal
5/19 im neuronal
no neuronal
5/20 im neuronal.
no neuronal
5/21 im neuronal
no neuronal
5/22 im neuronal
no neurconal
5/23 im neuronal
no neuronal
5/24 im neuronal
no neuronal
5/26 im neuronal
no neuronal
5/27 im neuronal
no neurcnal
5/28 im neuronal
no neuronal
5/29 im neuronal
no neuronal
5/30 im neuronal
no neuronal
6/1 im neuronal
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no neuronal

6/2 m - neuronal
no neurcnal .
6/3 im neuronal
no neuronal
6/4 im neuronal
no neuronal
6/5 im neurcnal
no neuronal
6/6 im neuronal
no neuronal
6/7 im neuronal
10 neuronal
6/8 im neuronal -
no neuronal
6/9 im neuronal
no neuronal
6/10 im neuronal
no neuronal
6/11 Im neuronal
no neuronal
6/12 im no neuronal
6/13 im neurcnal
1no neuronal
6/14 im neuronal
no neuronal
6/15 im neurcnal
no neuronal
6/16 im neuronal
no neuronal
6/17 im neuronal
no neuronal
6/18 im neurcnal -
no neuronal
6/19 im neuronal x 2
6/20 im neuronal
no neuronal
6/22 m neurcnal x 2
6/23 v no neuronal x 2
6/24 iv no neuronal X 2
6/25 v no neuronal x 2
6/27 im neuronal
no neurgnal
6/28 im neuronal -
no neuronal
6/29 im neuronal
no neuronal
6/30 im neuronal

no neuronal
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771 im neuronal
no neuronal
712 im neuronal
' no neuronal
713 im neuronal
no neuronal
7/4 m neuronal
no neuronal
715 m neuronal x 2
7/6 m neuronal x 2
/7 im neuronal x 2
7/8 im neuronal
no neuronal
7/9 im neuronal
no neuronal
7/10 m neuronal
Lo no neuronal
711 " im neuronal”
no neuronal
712 im neuronal
no neuronal
7/13 im neuronal
no neuronal
7/14 im neurcnal
no neuronal
7/15 im neuronal
. no neuronal
8/18 m no neuronal X 3
8/19 im no neuronal X 2
8/20 im no neuronal x 3
8/21 im no neuronal x 3
8/22 im no neuronal x 3
8/23 im no neuronal X 3
8/24 im no neuronal x 3
8/25 m neuronal
no neuronal x 2
8/26 m neuronal x 3
8/27 im no neuronal x 3
8/28 v no neuronal 7
8/29 iv no neuronal 7x 2
8/30 im no neuronal X 2
8/31 im no neuronal x 3
9/1 mfusién iv no neuronal
9/2 infusion iv no neuronal
9/3 im no neuronal x 3
/4 im no neuronal x 3
9/5 im’ no neuronal x 3
9/6 im no neuronal - x 3
9/7 im no neuronal x 3
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9/8 irm no neuronal x 3
/9 im no neuronal X 3
9/10 im no neuronal X 3
9/11 im no neuronal x 3
9/12 im no neuronal x 3
9/13 im no neuronal x 3
9/14 im no neuronal x 3
9/15 im no newonal x 3
9/16 im no neuronal x 3
9/17 im no neuronal x 3
9/18 im no neuronal x 3
9/19 im no neuronal x 3
9/20 im no neuronal X 3
9/21 im no neuronal x 3
9/22 infusion iv no neuronal
9/23 infusion i1v no neuronajl
9/24 im no neuronal x 3
9/25 im no neuronal X 3
9/26 im no neuronal x 3
9/27 im no neuronal x 3
9/28 im no neuronal x 3
5/29 im. no neuronal X 3
9/30 im no neuronal x 3
10/1 im no neuronal x 3
10/2 im no neuronal x 3
10/3 i no neuronal x 3
10/4 im no neuronal x 3
10/5 1m no neuronal x 3
10/6 im no neuronal x 3
10/7 im no neuronal x 3
10/8 im no neuronal x 3
10/9 im no neuronal x 3
10/11 im no neuronal x 3
10/12 im no neuronal x 3
10/13 im no neuronal x 3
10/14 im no newonal x 3
10/15 im no neuronal x 3
10/16 im no neuronal x 3
10/17 im no neurchal x 3
10/18 im no neurcnal x 3
10/19 tm no neuronal x 3
10/20 1m no neuronal x 3
10/21 im no neuronal x 3
10/23 im no neuronal x 3
10/24 im no neuronal X 3
10/25 im no neuronal x 3
10/26 im no neuronal x 3
10/27 im no neuronal x 3
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10/28 im no neuronal x 3
10/29 im no neuronal x 3
10/30 im no neurcnal x 3
10/31 im no neuronal x 5
11/2 im no neuronal x 4
11/3 im no neuronal x 3
11/4 im no neuronal x 3 -
11/5 im no neuronal x 3
11/7 im no neurcnal x 3
11/8 im no neuronal x 2
11/9 im no neurcnal
11/10 im no neuronal x 3
11/11 im no neuronal X 3
11/12 im no neuronal x 3
11/13 im no neuronal X 3
11/14 im no neurondl x 3
11/15 im no neuronal x 3
11/30 im mixed X 3
12/1 im no neuronal X 3
12/2 im no neuronal x 3
12/3 im no neuronal X3 -
12/4 im no neuronal x 3
12/5 im no neuronal x 3
12/6 im no neuronal x 3
12/7 im no neuronal x 3
12/8 im no neurconal x 3
12/9 m no neuronal x 3
12/10 im no neuronal x 3
12/12 im no neuronal x 3
12/13 im no neuronal x 3
12/14 im no neuronal x 3
12/15 im no neuronal x 3
12/16 iv infusion Nno neuronal
12/17 iv infusion no neuronal x 3
im
12/18 im no newronal
12/19 v no neuronal
im
12/20 im no neuronal x 3
12/21 v no neuronal x 3
im '
12/22 iv no neuronal x 3
12/23 im no neuronal x 3
12/24 im no neuronal. X 3
12/25 im mezclado x 3
12/26 iv no neurcnal x 3
im
12/27 iv mezclado
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12/28 im no neuronal X 3
12/29 im no neuronal x 3
12/30 im no neuronal
12/31 im no neuronal X 3
1/1 m mezclado. x 3
1/2 im mezclado x 3
1/3 im no neuronal X 3
5 1/4 im no neuronal x 3
/s mmfusion iv no neuronal,
1/6 infusién iv no neuronal
1/7 im no neuronal X 3
1/8 im no neuronal x 3
1/9 im no neuronal x 3
1/10 im no neuronal X 3
1/11 m no neuronal x 3
1/12 im no neuronal x 3
10 1/13 im " no neuronal x 3
1/14 im no newronal x 3
1/15 im no neuronal X 3
1/16 infusion iv mezclado
1/17 infusidén iv mezclado
1/18 im no neuronal
1/19 im no neuronal
1/20 im no neuronal -
1/21 infusién iv mezclado
15 1/22 im mezclado
1/23 im mezclado
1/24 im neuronal
1/25 im neuronal
1/26 im mezclado
1/27 im . mezclado
1/28 im neuronal x 3
1/29 infusion iv mezclado
1/30 infusion iv no neuronal
20
Ejemplo 22

Un nifio de 8 afics de edad confinado a una silla de ruedas
debido a DMD no fue capaz de caminar ¢ levantarse. Después de 6 meses
de tratamiento su nivel CPK fue reducido. El no se ha deteriocrado y es

25 capaz de mover sus brazos. £l empezd a caminar con soporte minimo.
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El programa de

muestra en la tabla 21.

Tabla 21
| Fecha [ Ruta dc administracion Tipos de células |
4129 im neuronal ]
no neuronal
4/30 im no neuronal
5/1 im neuronal
no neuronal
5/3 im neuronal
5/4 im neuronal
no neuronal
5/5 im neuronal
no neuronal
56 im neurenal
10 neuronal
517 im no newronal
5/8 im neuronal
no neuronal
5/9 im neuronal
no neuronal
510 un neuronal
no neuronal
5/11 im neuronal
no neuronal
SN2 im neuronal
no neuronal
5113 im neuronal
no neuronal
514 im neurcnal
no neuronal
515 im neuronal
no neuronal
5/16 im neuronal
no neuronal
517 im neuronal
no neuronal
518 im neurcnal
no neuronal
5/19 im neuronal
1o neurgnal
5/20 im neuronal
no neurpnal
5/21 im neuronal
no neuronal
5/22 im neuronal
no neuronal
5/23 im neuronal
no neuronal
5/24 im neuronal
no neuronal
5125 X im neuronal
no neuronal
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5726 m neuronal
-’ no neuronal
5/27 im neuronal
no neuronal
5728 im neuronal
no neurcnal
5/29 im neuronal
no neuronal
5/30 im neuronal
no neuronal
6/1 im neuronal,
no neuronal
6/2 im neuronal
no neuronal
6/3 im neuronal
no neuronal
6/4 im neuronal
no neuronal
6/5 im neuronat
no neuronal
6/6 im neuronal
no neuronal
6/7 im neuronal
no neuronal
6/8 im neuronatl
no neuronal
6/9 im neuronal
no neuronal
1i/15 im no neuronal
11/16 infusion intravenosa neuronal
11/17 infusion intravenosa neuronal
11/18 im no neuronal
11/19 im no neuronal
11/20 im no neuronal
11721 infusion intravenosa mezclado
11/22 infusion intravenosa mezclado
11723 im no neuronal
11/25 im mezclado
11/26 im mezclado
11727 im mezclado
11/29 im no neurorial
12/1 im no neuronal
12/2 im no neuronal
12/3 m no neuronal
12/5 im no neuronal
12/6 im no neuronal
12/7 im no neuronal
12/8 infusion intravenosa mezclado
12/9 infusion intravenosa no neuronal
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12/10 im no neuronal
12/11 im - ‘ no neuronal
12/12 im no neuronal
12/15 915} no neuronal
12/16 infusion intravenosa no neuronal
12/17 infusién intravenosa no neuronal
12/18 im no neuronal
12/19 im no neuronal
v
12/20 im no neuronal
12/21 im no neuronal
12/22 im no neuronal
12/23 im no neuronal
12/24 im no neuronal
12/25 im neuronal
12/26 im neuronal
12/27 : iv mezclado
12/28 im neurcnal
12/29 im neuronal
12/30 im neuronal
12/31 im neuronal
1/1 im neuronal
1/2 im mezclado
1/4 im no neuronal
1/5 v no neuronal
1/6 infusioén intravenosa no neuronal
1/7 im no neuronal
1/8 im no neuronal
Ejemplo 23

Un nific de 10 arios de edad diagnosticado con DMD quien fue
capaz de dar algunos pasos con soporte se trajo para terapia. El no
era capaz de voltearse por sl solo en la cama o sentarse por si solo.
El podia levantar sus brazos hasta 30° hasta el nivel del codé.
Después de poccs meses de tratamiento, su nivel de CPK ha comenzado-a
caer y él es capaz de voltearse sélo y puede levantar un tarro con agﬁa
arriba de su cabeza para baharse. El no ha perdido peso;

El programa de inyecciones para este paciente se

muestra en la tabla 22.
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Tabla 22
Fecha Ruta dc¢ administracién Tipos de células
1/20 m no neuronal (dosis de prueba)
1/23 im no neuronal
1/24 im no neuronal
v
1/23 im no neuronal
1/26 im neuronal
no neuronal
1/27 m no neuronal
2/1 im no neuronal
272 im neuronal
no neuronal
2/3 im no neuronal
2/4 m neuronal
no neuronal
2/5 im neuronal
216 im no neuronal
217 im no neuronal
2/8 im neuronal
no neuronal
2/10 im neuronal
no neuronal
2/11 im neuronal
no neuronal
2/12 im neuwronal
no neuronal
2/14 im neuronal
iv no neuronal
2/15 im neuronal
no neuronal
2/16 im neuronal
no neuronal
2117 im neuronal
no neuronal
2/18 im neuronal
no neuronal
2/21 im neuronal
no neurcnal
2/22 im neuronal
no neuronal
2/23 im neuronal
no neurcnal
2124 im no neuronal
2/25 im neuronal
2/26 im neuronal
no neurcnal
2727 im neuronal
no neuronal
2/28 Im neurenal
no neuronal
3/28 im neuronal
no neuronal
3/29 im neuronal
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3/30 im. neuronal
' no neurcnal
4/4 im neuronal
4/5 im neuronal
no neuronal
4/6 m neuronal
no neuronal
4/7 im neuronal
no neuronal
4/8 im neuronal
no neuronal
4/9 im neuronal
no neuronal
5/16 im neuronal
no neurconal
5/17 im nevronal
no neuronal
5/18 im neuronal
no neurcnal
5/19 infusién iv no neuronal
5720 infusién iv no neuronal
5/21 im neurgnal
no neuronal
5/22 m neuronal
no neuronal
5123 im neuronal
no neuronal
7127 infusion iv neuronal
7/28 infusion iv neurpnal
im no neuronal
7129 im . neuronal
no neuronal
7/30 im neuronal
no neuronal
7/31 im no neuronal
8/1 im no neuronal
8/24 im neuronal
no neuronal
8/25 im neuronal
no neuronal
8/26 infusion iv no neuronal
m
8/27 infusion iv no neuronal
im )
8/28 v neuronal
no neuronal
8/29 infusion iv no neuronal
im
8/30 im no neuronal
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8/31 ., . cdm . no neuronal
9/1 im no neuronal
9/2 infusion iv no neuronal
im
9/3 infusion iv no neuronal
im
9/4 im no neuronal
9/5 im no neuronal
11/17 iv mezclado
im no neuronal
11/18 infusion iv neuronal
im no neuronal
11/19 infusién iv neuronal
im no neuronal
11/20 im no neuronatl
11/22 infusién iv neuronal
11/23 iv mezclado
im noe neuronal
11/24 iv mezclado
im no neuronal
11/25 im mezclado”
v
11/26 im mezclado
v
11/27 iv no neuronal
im
11/28 iv mezclado
11/29 iv mezclado
11/30 im mezclado
12/1 iv no neuronal
im
12/2 iv no neuronal
im
12/3 iv no neuronal
im
12/4 v mezclado
12/5 im no neuronal
iv
1/2 im mezclado
1/3 im no neuronal
1/4 im no neuronal
1/5 infusion iv no neurgnal
im
1/6 infusion iv mezclade
im’ no neuronal
1/7 infusién iv mezclado
1/8 infusién 1v mezclado
im no neuronal
1/9 im ne neuronal
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Tratamiento de enfermedades y trastornos cardiacos
Ctro wuso de transplante de células hES de
acuerdo con 1la préactica de la presente invencidn es

para el tratamiento de enfermedades y trastornos

cardiacos incluyendo pero no limitados a
ca:diomiopatia restrictiva, insuficiencia cardiacaf
bradicardia de seno Yy enfermedad de arteria
coronaria. Alguna porciédn de las células

diferenciadas son incorporadas en el tejido cardiaéo
del paciente., reproduciendo y reparando el muasculo
dafiado.

Aungque se pueden variar los protocolos de

administracidén para adecuarse al paciente particular,

un protocolo tipico para el tratamiento de
enfermedades v trastornos cardiacos comprende
inyecciones intramusculares e intravencsas cada

tercer dia durante 2 semanas y después cada 3 dias
durante las siguientes 2 semanas, e inyecciones
intramusculares una vez al mes junto con infusiones

intravenosas durante los meses 3, 6, 10 y 12. Se

pueden suministrar inyecciones intracardiacas
alrededor del area dafiada durante cirugia de

derivaciédn.

16\
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Ejemplo 23

Un paciente diagnosticado con sindrome de
Sinus Corda con bradicardia de seno se infofmé que
tiene un marcapasos implantado. El paciente se tratd
de acuerdo con la practica de la presente invencidn
en donde las celulas hES y sus derivados incluyendo
progenitores de células madre hematopoyéticos
mediante inyeccidn intravencsa o inyeccidn subcuténea
0o inyeccién intramuscular o inyeccidn intracardiaca o
durante angiografia fueron administradas en una
cantidad de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160 millones de células. El paciente mostrd. signos
de mejoria después de someterse al tratamiento con
células hES y la necesidad de un marcapasos fue
eliminada.

El programa de inyecciones para este paciente se

muestra en la tabla 22.

Tabla 22
Fecha Ruta de administracion Tipos de células
7/6 dosis de prueba no neuronal
7/19 imx 2 neuronal
7/21 imx2 neuronal
7/26 imx2 neuronal
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8/4 .. Iimx?2 .. neuronal
8/10 mxé4 neuronal
8/26 imx 2 neuronal
9/1 mx?2 neuronal
9/8 v neuronal
9/15 1m mezcla neuronal y no neuronal
9/22 iv : neuronal
m : no neuronal
9/28 caudal neuronal
10/13 ivx2 mezcla neuronal y no neuronal
10/27 imx?2 mezcla neuronal y no neuronal
. neuronal
11/8 imx?2z no neuronal
3/23 intra-articular en neuronal
meniscos
4/14 intra-articular en neuronal
meniscos
5/18 intra-articular en neuronal
meniscos
6/14 caudal neuronat

Tratamiento de células cancerigenas Yy tejidos
oncogénicos

Como alternativa, las células hES pueden
administrarse de acuerdo con 1la préactica de la presente

invencidén para complementar tratamiento de quimioterapia

convencional de pacientes con cancer. En quimioterapia
convencional, se administran agentes citotdxicos para

destruir las células cancerigenas. Sin embargo, los agentes
citotdxicos no distinguen entre células normalés y células
cancerigenas y pueden destruir las células no cancerigenés
del paciente, incluyendc las células del sistema inmune del

paciente. Como  consecuencia, mientras se somete a
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quimioterapia, y por algun periodo después de detener Ila

quimioterapia, pacientes con cancer son susceptibles de

infeccién debido a su sistema inmune comprometido. Al
administrar células madre hematopoyéticas, células madre
neuronales v células hES a pacientes sometidos a

quimioterapia alguna porcidén de las células inyectadas se
diferenciaran en un nuevo sistema inmune, reemplazando los
globulos blancos, gldébulos rojos, placguetas y otras células
destruidas por la quimiocterapia. Tampién, regeneracidén de
médula Osea apléasica como resultado de radioterapia vy
guimioterapia, a traves de la regulacidén de los mecanismos de
mitosis, y restauracién de trayectorias de comunicacién
celular normal refuerzan el sistema inmune y detiene mitosis
desrregulada adicional. Las células hES y/o sus derivados
pueden ser administradas mediante inyeccidn intravenosa :o
intramuscular o administracidén directa en el cultivo. Estas
células también actuan en la trayectoria hedgehog aberrante y
la controlan para permitir la detencién de la multiplicaciédn

excesiva.

Ejemplo 24

Un paciente gque se reporta con adeno-carcinoma
grade III que fue sometido a tratamiento de quimioterapia vy
cirugia sin éxito. Debido al ataque de metéstasis hepaticas

maltiples con apariencia nodular vy nodos <celiacos vy

\64
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retropancreaticos, el paciente necesitd cuidado de apoyo.

Las células hES y sus derivados de acuerdo con la
practica de la presente invencidén se administraron en una
cantidad de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de células al paciente lo que dio como resultado en
mejbras notables 1incluyendo restauracién de un higado
uniformemente heterogéneo que anteriormente era nodular y un
drea ecogénica incrementada en los nodos linfaticos.

El programa de inyecciones para este paclente se

muestra en la tabla 23.

Tabla 23
Fecha Ruta de administracion Tipos de células
3/23 dosis de prueba no neuronal
3/24 im no neuronal
3/25 im no neuronal
3/26 im no neuronal
3/27 im no neuronal
3/28 iv no neuronal
3/29 iv no neuronal
3/30 iv no neuronal
3/31 iv neuronal
4/1 1v no neuronal
4/2 im no neuronal
4/3 v no neuronal
4/4 iv no neuronal
4/5 iv neuronal
imx 2 no neuronal
4/6 v no neurgnal
im neuronal
417 iv no neuronal
4/8 iv no neuronal
4/9 iv no neuronal
4/10 iv no neuronal
4/11 iv no neuronal
im neuronal
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4/12 v no neuronal
im neuronal
4/13 iv neuronal
im no neuronal
4/14 iv neuronal
4/15 v no neuronal
im neuronal
4/16 iv’ no neuronal
im neuronal
4/17 iv no neuronal
4/19 v no neuronal
im neuronal
4/20 v no neuronal
im neuronal
4/21 iv no neuronal
im neuronal
4/23 iv infusion neuronal
4/24 iv no neuronal
4/25 im no neuronal
4/26 iv no neuronal
4/27 im no neuronal
5/2 v no neuronal
5/3 iv no neuronal
5/6 im neuronal
v no neurcnal
517 m neuronal
no neuronal
5/8 v no neurcnal
5/12 v no neuronal
5/16 m neuronal
iv no neuronal
5/18 iv infusion no neuronal
5/19 iv no neuronal
5/20 im neuronal
v no neuronal
5/22 iv infusion no neuronal
ivx?2
5/23 iv infusion no neuronal
ivx2 '

Tratamiento de ulceras aftosas/liquen plano

Aun otro uso de células hES y/o sus derivados en el

\ob
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tratamiento de cualquier ulcera en las areas mucosas del

cuerpo, tales como ulcera aftosa de la boca. Las células se
administran intravenosamente, intramuscularmente Y
localmente. Las inyecciones diarias se suministran

intramuscular o intravenosamente durante los primeros 4 meses

e 1nfusidn intravenosa cada 15-30 dias. También se hace

aplicacién local directamente o mediante mezclado con un gel.

Ejemplo 25

Una mujer de 65 afios de edad llegd con una lengua
completa de tejido necrdético y uUlceras aftosas las cuales
eran dolorosas. Ella tenia dificultada al comer vy £ragar Y
al hablar. Al recibir células hES ella estéa mejor;
resultando més fécil tragar y hablar y abrir su bocé mejor.
Ella también mostrd recuperacién con las Ulceras vy el tejido

necrdético.

Tratamiento de o¢osteocartritis, artritis y coyunturas
anquilosantes

AUn otro uso de las células hES y sus derivados es

el tratamiento de osteoartritis, artritis y coyunturas
angquilosantes. Se suministran inyecciones intramusculares
diarias durante cebado x 10 dias. Inyeccidn intra-articular

de 750,000 a 80 millones de células hES mezcladas con

salumedrol se suministran y se repite 1% a 3 meses después.

‘&
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Tratamiento de lesién de plexo braquial

Otro uso adicional de las células hES y sus
derivados es el tratamiento de lesiones de plexo braquial en
donde el brazo afectado es paralizade. Las células se
administraron intramuscularmente, intrevenosamente y en el
plexo braquial y se repitid cada 1% mes durante un aifo o
hasta que el brazo mejore. También se usaron infusiones

intravenosas.

Ejemplo 26

El paciente es un hombre de 26 afios quien sufrid de
lesidén de plexo braguial (Lt.) en la mano y que ha perdido la
funcién de ésta durante los uGltimos 7-8 aﬁos. Con
tratamientc de células madre su mano izquierda‘ha mejcrado
mucho con mas fuerza motora hasta el codo y mufieca. Es capaz
de mover su mufieca y la mano no estd tan flacida como estaba

antes. El es capaz también de mover su brazo hacia arriba.

Tratamiento de trastornos repreoductivos

Adn otro uso de transplante de células hES de
acuerdo con la practica de la presente invencidn eslpara el
tratamiento de trastornos reproductivos, a través de la
restauraciéon de fertilidad en pacientes que sufren de atrofia

testicular, falla ovarica y azoospermia.

\68
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Ejemplo 27

El tratamiento de un paciente azoospermdtico con
células hES vy sus derivados incluyendc progenitores de
células madre hematopoyéticos mediante inyeccién

intramuscular local de acuerdo con la practica de la presente

invenciodn dio COomo resultado la produccidn de

espermatozoides. También se usaron inyeccionés
intramusculares e intravenosas asi como inyecciones directas
en los testiculeos y también se usd inyeccidn subcutdnea cerca
del epididimo.

El programa de inyecciones para este paciente se

muestra en la tabla 24.

Tabla 24

Fecha Ruta de administracién Tipos de células
2/1 dosis de prueba no neuronal
8/4 im no neuronal
2/5 im : no neuronal
8/7 im no neuronal
2/2 im mezcla neuronal y no neuronal
7/27 im neuronal

3/6 im no neuronal
9/1 . im neuronal

9/2 im ) neuronal

9/6 im neuronal

9/7 im neuronal
9/12 im neuronal
9/13 im : mezcla neuronal y no neuronal
1/17 iv ne neuronal
3727 im no neuronal
4/26 m neuronal

5/8 m no neuronal
5/25 im no neuronal
8/11 im no neuronal
8/17 im no neuronal

| 9/7 im no neuronal

\&HA
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Regeneracion tisular

Se pueden administrar las células hES de acuerdo
con la préctica de la presente invencidn para la induccidn de
regeneracién tisular, incluyendo pero no limitados a
regeneracion muscular, el tratamiento de cirrosis de higado 'y
en la formacidn de nuevos vasos sanguineoé (neo-
vascularizacién) la cual es efectiva en el tratamiento de
enfermedades degenerativas y al tratar uGlceras que no

cicatrizan.

Tratamiento de diabetes

Otra modalidad para la invencidén es el uso de
células hES y/o sus derivados, en donde las células
comprenden células progenitoras que producen insulina, en el
tratamiento de diabetes. Los pacientes diabéticos tienen
cuatro veces mas alto riesgo de sufrir un ataque &l corazdén o
apoplejia y también tienen un riesgo incrementado de
degeneracidn e insuficiencia de 6rganos multiples, incluyendo
rifiones, o0jos, sistema nervioso e inmunidad general., Al
tratar la diabetes a través de transplantacién de células hES
productoras de insulina y restablecimiento de produccidédn de
insulina en el cuerpo, existe una reduccidén en la necesidad
de 'insulina y una reduccién en los efectos secundarios
debilitantes.

Aunque se pueden variar los protocolos de

13O
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administracidén para adecuarse al paciente pafticular, un
protocolo tipico para el tratamiento de diabetes comprende
inyecciones intramusculares 'e intravenosas dos veces a la
semana durante el primer mes e 1inyeccicnes una vez a la
semana durante los meses 3, 6, 11 y 12. También pueden ser

suministradas las infusiones intravenosas durante el mes 6.

Ejenplo 28

El paciente es un hombre de 70 afos de edad con
diabetes y quien ha sufridec de hipercetoacidosis y estaba con
52 unidades de insulina y un hipoglucemiante oral. Dentro de
6 meses de terapla se le retiraron tcdos los medicamentos ‘e
insulina y ahora actualmente es capaz de mantener su azucar
en -sangre en una dieta normal durante el ultimo 1%s. El
recibe inyecciones de refuerzo.

El programa de inyecciones para este paciente ée

muestra en la tabla 25.

Tabla 25

Fecha Ruta de administracion Tipos de células
/5 dosis de prueba no neuronal

)
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0/6 im neuronal
9/7 . Im neuronal
9/8 m Nno neuronal
9/9 m no neuronal
9/12 v neuronal
9/13 im . no neuronal
9/19 im mezcla neuronal y no neuronal
9/22 1\ no neuronal
9/26 im mezcla neuronal y no neuronal
9/29 im mezcla neuronal y no neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neuronal
10/5 im no neuronal
10/10 m no neuronal
- 10/13 1\ no neuronal
- 10/17 im mezcla neuronal y no neuronal
10/20 iv no neuronal
10/24 iv mezcla neuronal y no neuronal
10/31 v mezcla neuronal y no neuronal
11/3 ) v mezcla neuronal y no neuronal
11/7 im no neuronal
11/10 im no neuronal
11/14 v neuronal
11/17 im no neuronal
11721 im no neuronal
12/12 v no neuronal
12/19 v neuronal
12/26 iv no neuronal
1/4 im ne neuronal
8/18 m no neuronal
8/21 im no neuronal
8/22 im no neuronal
8/24 im no neuronal
8/26 im no neuronal
Ejemplo 29

Un hombre de 54 ancs de edad presentade con
diabetes mellitus no controlada durante los ultimos tres afos
y q‘ﬁe estaba tomando 42 unidades de insulina junto con u:n
hipoglucemiante oral. Su azucar en sangre en ayunas fue de

200 mg/dl y su azucar post prandial fue de 280 mg/dl con

\XZ
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todas las medicaciones.

Después de tomar células hES durante tres semanés
€]l ha dejado de tomar insulina y esta con una dosis reducida
de farmacos hipoglucemiantes. El se siente mucho mejor :y

estd mas alerta.

El programa de inyecciones para este paciente se

muestra en la tabla 26.

Tabla 26

Fecha Ruta de administracién Tipos de células
1/18 im neuronal (dosis de prueba) |
1/19 m no neuronal
1/20 im no neuronal
1/21 im mgzclado
1/22 m mezclado
1/23 im mezclado
1/24 im neuronal
1/25 im neuronal
1/26 im no neuronal
1/27 im no neuronal
1/28 -im neuronal
1/29 im neuronal
1/30 m neuronal
1/31 im mezclado

A2
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Ejemploc 30

Un hombre de 45 anos de edad tenia angina vy
era diabético. Bl tomaba insulina vy un
hipoglucemiante oral y fue sometido a angioplastia.

5 Tres meses después de haber recibido
tratamientc de células hES €1 ha dejado la insulina y
estd con una dosis reducida de hipoglucemiante oral.
Sus registros de azlcar en sangre y medicacidédn estéan
mostrando niveles de azlcar en sangre bién

10 controlados.

El programa de inyecclones para este paciente

se muestra en la tabla 27.

Tabla 27
15 Fecha Ruta de administracidn Tipos de céhulas
8/21 im no neuronal (dosis de prueba)
8/22 im no neuronal
8/23 im no neuronal
8/24 im no neuronal
8/25 im no neuronal
20

25
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im no neuronal
8/30 im no neuronal
9/1 m no neuronal
9/4 im no neuronal
9/6 v no neuronal
9/8 im no neuronal
9/11 im no neuronal
9/13 im no neuronal
9/18 im no neuronal
9/20 im no neuronal
9/25 im no neuronal
9/28 im no neuronal
9/29 im no neuronal
9/30 im no neuronal
10/9 im no neuronal
10/11 im no neuronal
10/18 im no neuronal
10/23 im no neuronal
10/25 im no neuronal
1G6/31 im ne neuronal
11/2 m no neuronal
11/08 im no neuronal
11/11 infusidn iv mezclado
11/12 infusion iv mezclado
11/13 im no neuronal
11/15 im no neuronal
11/17 im no neuronal
11/18 infusién iv neuronal
11/19 infusion iv neuronal
11/20 im no neuronal
11/22 im no neuronal
11/25 infusién iv neuronal
11/26 mfusion iv neuronal
11/27 im no neuronal
11/29 v neuronal
im no neuronal
11/30 infusion iv neuronal
12/1 infusién iv neuronal
12/10 infusion iv mezclado
12/11 im no neuronal
12/13 im no neuronal
12/16 infusion iv neuronal
12/17 infusién iv neuronal
12/18 im no neuronal
12720 im neuronal
12/21 m neuronal
12/22 iv neuronal
1/5 im no neuronal
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1/6 im no neuronal
v
1/8 im no neuronal
Tratamiento de enfermedad pPulmonar

intersticial

Ejemplo 31

Una mujer de edad mediana vino a la clinica
sufriendo de ILD (enfermedad pulmonar intersticial).
Ella estaba en etapa terminal con 69% de SPOZ en
descanso. Hasta el presente con tratamiento de
células hES su enfermedad ha parado de progresar. La
paciente se siente mucho mejor en general e incluso
su respiracidén ha mejorado. El tratamiento continua.
Existen sonidos al respirar gue pueden escucharse en
auscultacidén y su prueba de funcidédn pulmonar general
mostraron alguna mejoria.

El programa de inyecciones para este pacienpe

se muestra en la tabla 28.

H6
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Fecha Ruta de administracién Tipos de células’
10/16 im no neuronal (dosis de prueba)
10/17 im no neuronal
10/18 m no neuronal
10/19 iv neuronal
epidural no neuronal
nebulizacién
10/20 nebulizacion neuronal
v
10/21 nebulizacién neuronal
v
10/22 m neuronal
nebulizacion no neuronal
v
10723 nebulizacion neuronal
v
10/24 nebulizacion no neuronal
im
10/25 im mezclado
nebulizacién
v
10/26 nebulizacién mezclado
v
10/27 nebulizacion mezclado
v
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10/28 nebulizacién neuronal
v
10/29 nebulizacion neuronal
%
10/30 nebulizacion mezclado
v
10/31 nebulizacion mezclado
v
1172 nebulizacion mezclado
v
11/3 nebulizacion mezclado
v '
11/4 nebulizacion mezclado
v
11/5 nebulizacion mezclado
v
11/6 nebulizacion mezclado
v
11/7 nebulizacién mezclado
v
11/8 nebulizacion no neuronal
v :
11/9 nebulizacion mezclado
v
11/10 nebulizacién no neuronal
v
11/11 nebulizacién mezclado
v
11/12 nebulizacion mezclado
[\
11/13 nebulizacion mezclado
v
11/14 nebuhzacion mezclado
v
11/15 nebulizacion neuronal
v
11/16 im neuronal
nebulizacion no neuronal
v
1117 im no neurcnal
nebulizacién
v
11/18 im no neurocnal
nebulizacion
\Y
11/19 im 1no neuronal
nebulizacion
v
11/20 m no neuronal
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v
11/21 im no neuronal
nebulizacidon
v
11/22 im no neuronal
nebulizacién
v
11/23 nebulizacion neuronal
v
11724 nebulizacion ne neuronal
v
11/25 nebulizacion no neuronal
v
11/26 nebulizacion no neuronal
v
11727 nebulizacién no neuronal
v
11/28 m no neuronal
nebulizacion
v
11/29 im no neuronal
nebulizacién
v
11/30 im no neuronal
nebulizacién
v
12/1 nebulizacién ne neuronal
v
1272 nebulizacion no neuronal
v
12/3 nebulizacion no neuronal
v
12/4 nebulizacion no neuronal
v
12/5 nebulizacién no neuronal
v i
12/6 nebulizacién no neuronal
v
12/7 nebulizacion no neuronal
W
12/8 nebulizacion no neuronal
v
12/9 nebulizacion neuronal
v
12/10 nebulizacion neuronal
v
12/11 nebulizacion no neuronal
iv
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12/12 nebulizacion no neuronal
v
12/13 nebulizacion no neuronal
v
12/14 nebulizacién no neuronal
v
12/15 nebulizacion no neuronal
. v
12/16 nebulizacion no neuronal
v
12/17 nebulizacion no neurcnal
v
12/18 nebulizacion no neuronal
v
12/19 nebulizacion no neuronal
v
12/20 nebulizacion no neurpnal
1\
12/21 nebulizacion no neuronal
W
12/22 nebulizacion neuronal
v no neuronal
12/23 im neuronal
nebulizacién no neuronal
v
12/24 im neuronal
nebulizacién no neuronal
v
12/25 im mezclado
iv
12/26 nebulizacion mezclado
iv
12/27 nebulizacion mezclado
v
12/28 nebulizacion mezclado
v
12/29 1m neuronal
iv mezclado
12/30 1m neuronal
nebulizacion
v
12/31 im neuronal
nebulizacion mezclado
v
1/1 im mezclado
nebulizacion
v
1/2 im mezclado
v
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nebulizacion
1/3 im no neuronal
nebulizacién
v
1/4 im no neuronal
nebulizacion
v
1/5 im neuronal
nebulizacion no neurgnal
v
1/6 im mezclado
nebulizacion no neuronal
(Y
1/7 im mezclado
nebulizacion no neuronal
v
1/8 im mezclado
nebulizacién no neuronal
v '
1/9 im mezclado
nebulizacidén no neuronal
v
1710 im mezclado
iv no neuronal
nebulisation
111 im mezclado
nebulizacidon no neuronal
v
1/12 im mezclado
nebulizacion no neuronal
v
1/13 iv mezclado
1/14 im mezclade
nebulizacién no neurcnal
v
1/15 im neuronal
nebulizacion no neuronal
v
1/16 im mezclado
nebulizacion no neuronal
v
1/17 im mezclado
nebulizacién no neuronal
v
1/18 ™ mezclado
nebulizacion no neuronal
v .
1/19 im mezclado
iv no neuronal

\R\



10

15

20

25

177

nebulizacion
1/20 im no neuronal
nebulizacion
v
1/21 im mezclado
nebulizacion
v
1/22 im mezclado
nebulizacion
v
1/23 im neuronal
nebulizacion mezclado
v
1/24 im neuronal
nebulizacién mixed
v
1/25 im neurconal
nebulizacion mezclado
v |
1/26 im neuronal
nebulizacion mezclado
v
1/27 im neuronal
nebulizacién mezclado
v
1/28 im neuronal
nebulizacion mezclado
v
1/29 im neuronal
nebulizacion mezclado
v
1/30 im no neuronal
nebulizacién
tv
1/31 m no neuronal
nebulizacién
v

Desarrcllo de nuevo farmaco

Otro

desarrollar

adicional

y evaluar nuevos

para las células hES

fdrmacos. Por ejemplo,

es

las .
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células hES se pueden cultivar de acuerdo con la préactica de

la presente invencidén y usarse como un substrato para evaluar

los objetivos, modc de accién, absorcidn, metabolismq,
excrecioén, toxicidad vy seguridad de nuevaé entidades
guimicas, candidatos de farmacos y nuevos farmacéuticos
durante busqueda vy desarrollo farmacéutico. En una

modalidad, la presente invencidédn se refiere a métodos para
evaluar el efecto de un compuestc en las células hES y/o sus
derivados que comprende cultivar «células hES y/o sus
derivados obtenidos por los métodos de la presente invencidn
en presencia del compuesto y determinar el efecto del

compuesto en las células.

Ejemplo 32

Los efectos de los antibidticos tetraciclina vy
ceftriaxona en células hES cultivadas fueron analizados junto

con suero del paciente. Estos farmacos fueron introducidos

en forma separada asi como Jjuntos en concentraciones

diferentes y los efectos se estudiaron en las células madre.
Finalmente, la dosis de la medicacidén y la eficacia de los

fdrmacos se determind.

Suministro de farmaco

Otro uso de las células hES y/o sus derivados es

1
portar farmacos al sitio de una lesidén o enfermedad para

%D
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suministro localizado. Las células hES y/o sus derivados
pueden incubarse en presencia de un farmaco de forma que las
células absorban el farmaco. Las células cargadas pueden
entonces suministrarse localmente al sitio de tratamiento én
donde el férmaco se propaga fuera de las células vy él
tratamiento de la lesidén o enfermedad seréd eféctuado. En
otra modalidad, las células cargadas pueden suministrarse a
un sitio diferente del 4&rea danada o enferma si el Aarea
dafiada © enferma no es adecuada para aplicacidén directa del
farmaco (por ejemplo, el &rea estd muy dafada para inyeccidn
directa del farmaco). Este método de suministrb de farmaco
permite el uso de fiarmacos que podrian ser téxicos si se
administran sistemdticamente a un sujeto. El método también
permitiria ser administradas concentraciones mas altas del
farmaco al sitio gue las gque pueden ser posibles por otras
rutas de administraciodn. En una modalidad mas, las células
hES y/o sus derivados se pueden cargar con uno o mas farmacos
que podrian mejorar el tratamiento producido 'por el
transplante de células por si mismas. Ejemplos no
limitativos 1incluyen <cargar células con agentes anti-
hipertensos para tratamiento de enfermedades cardiacas,
cargar células. con ageﬁtes gquimioterapéuticos para
tratamiento de pacientes con cancer y cargar célﬁlas con
factores neurotréficos para tratamiento de SCI. En una

modalidad, la presente invencidén se refiere a métodos para

\?4
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suministrar un farmacoc a un sujeto gque comprende cultivar
células hES y/o sus derivados obtenidos mediante los métodés
de la presente invencidén en presencia del farmaco, en donde
las células absorben el farmaco, y administrar las células a
un sitio en el sujeto, en donde se suministra el farmaco.

En un aspecto de la invencidn, las metcdologias de
cultivo de la presente invencidédn permiten la exposicién de
las células hES vy/o sus derivados para farmacos 'y otros
agentes activos in vitro antes del transplante, en
comparacidén con administracidédn de férmacos o agentes.activés
directamente a pacientes. La exposicidén de las células in
vitro proporcicna ventajosamente los efectos positiVos de lés
farmacos (por ejemplo, los efectos neurotréficés del acido
valproico) mientras que se evita la toxicidad de la

administracién sistémica del farmaco.

Tratamiento de lesién en médula espinal: Estudios
de casos

Tratamientos clinicos wusando células hES y sus
derivados para SCI han mostrado resultados nctables. Dado la
naturaleza de la practica de la presente invencidén y que los
pacientes fueron voluntarios incurables y que su condicidn
fue SCI crénica ASIA A y por lo tanto mas zlla de la etapa en
la cual son posibles procesc de regeneracidédn neural neutral,

pruebas controladas de doble ciego o placebo no han sido

135
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llevadas a cabo, con respecto al juramento de los doctores.
Los resultados del protocolo fueron demostrados a través de

ejemplos detallados provistos como estudios de casos abajo.

Estudio de caso 1

La practica de la presente invencidn dio como
resultado el cambio de los sintomas de SCI en un sujeto que
sufria de SCI mediante tradsplantacién de células hES de

acuerdo con el protocolo descrito en la presente.

ReRo 1.3.4/000/220805/a, un sujeto de 29 afics de

edad con una fractura C6-C7 vy dislocacidén se declard
intratable mediante diferentes practicas médicas. El sujeto
no tenia sensacidén desde el area inter mamaria hacia abajo vy
fue incapaz de sentarse por si mismo, no tenia control de
vejiga o intestino, no fue capaz de mover sus brazos‘y dedos
y no tenia fuerza ¢ tono en sus piernas. El sujeto ha

desarrollado Ulceras por prolongada estadia en cama

bilaterales no cicatrizantes durante un periodo de tres anos.

La.administracién de células hES y sus derivados de acuerdo
con- las practicas de la presente invencidn fue iniciada bajo
estas condiciones come sigue.

Una composicidn farmacéutica que contenia
aproximadamente alrededor de 750,000 a aproximadamente 80
millones de c¢élulas hES y sus derivados gque incluyen

progenitores de células madre hematopoyéticos yiprogenitores
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de células madre neurcnales fueron diluidas en solucidn
salina estéril normal hasta un volumen final de 0.25 a 1;0
ml, cariotipificadas, probadas para contaminacién, viabilidad
y conteo usando protocolos esténdares y después administradés
mediante inyeccidn subcutadnea en el antebrazo. El1 sujeto fue
observado para choque anafildctico, dolor o inflamacidn en el
sitio de la inyeccidn, comezdn generalizada, ruborizacidén o
fiebre después de cinco minufos, diez minutos, quince minutos
treinta minutes, una hora y veinticuatro horas.

El tratamiento del sujeto fue mediante
administracidén de una inyeccidén de cebado subcutéanea de una
composicién farmaceutica que contenia 750,000 a 80 millones
de - células hES y sus derivados, en donde las células
comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas vy
progenitores dé células madre neurcnales, se volvieron a

suspender en un volumen de 0.25 ml a 1.0 ml de solucién

salina normal estéril. Una inyeccidén de cebado adicional

portando el mismo numerc de células madre hemat5poyética5'y
células madre neuronales se volvieron a suspender en 0.25 ml
a 1.0 ml de solucidén salina estéril normal se administré
mediante inyeccidén intramuscular. Una 1inyeccidén de cebado
final de 750,000 a 80 millcones de progenitores de células
nmadre neuronales resuspendidos en un volumen de 0.25 ml a 1.0
ml de solucidén salina normal estéril fue administrada

mediante inyeccidn intravenosa.
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El tratamiento directo de SCI de acuerdo- con la
practica de la presente invencién se llevé a cabo mediante
resuspensién de un composicidén farmacéutica que éomprende
750,000 a 80 millones de células hES y sus derivados, en
donde las celulas comprenden progenitores de células madre
neufonales, resuspendidas en un volumen de 2 ml de soluciédn
salina normal estéril y diluidas ademas de 15 ml a 40 ml de
solucién salina estéril normal vy administradas kmediante
inyeccién epidural en el sitio, bajo del sitio y arriba del
sitio de 1la lesidén sietes dias después de ' la primera
inyeccidén de cebado. El tratamiento mediante administracién
de inyeccidn epidural fue repetida después de un mes y medio
de cebadc, cuatro meses después de cebado y seis meses
después de cebado.

Ademas de la administracidén epidural, el sujeto fue
tratado mediante inyeccidén intratecal de wuna composicidén
farmacéutica que comprendia 750,000 a 11 millones de células
hES y sus derivados, en donde las células comprenden
progenitores de células madre hematopoyéticos ylprogenitores
de células madre neurcnales resuspendidos en 2 ml de solucién
salina estéril normal dos y cinco meses después de iniciar él
tratamiento.

Mas autn, el sujeto se tratdé con una inyeccidn

epidural de wuna composicién farmacéutica que comprendia .

750,000 a 11 millones de células hES y sus derivados, en
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donde las células comprenden progenitores
neuronales, resuspendidos en 2 ml de solucidén salina estéril

normal y diluidos ademas hasta un volumen final de 4 ml, dos

veces diarioc durante tres dias consecutives.

El programa de

muestra en la tabla 29.

inyecciones para este paciente

Tabla 29

de células madre

Fecha Ruta de Tipos de células
administracién
8/24 dosis de prueba no neuronal
8/25 imx3 hES
8/27 im x 2 neuronal
8/28 aspersion para antidecubitol neuronal
8/29 imx 4 neuronal
9/6 imx2 neuronal
9/8 epidural neuronal
9/9 1v neuronal
9/10 im no neuronal
9/14 1m mezcla neuronal y no neuronal
10/4 im no neuronal
intratecal
10/7 im no neuronal
espinal profunda
10/15 m neuronal
10/21 im no neuronal
10/26 iv neuronal
11/7 im no neuronal
3/1 im neuronal
espinal profunda x 3
3/2 imx 2 neuronal
3/3 imx?2 neuronal
3/5 um neuronal
3/6 imx 2 neurcenal
3/7 imx 2 neuronal
3/8 im neuronal
epidural x 2
3/9 catéter epidural neuronal
3/10 catéter epidural neuronal
3/11 catéter epidural neuronal
3/12 espinal profunda neuronal
3/13 espinal profunda neuronal
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3/14 “im neuronal
3/15 im neuronal
3/16 im neuronal
3/17 im neuronal
3/18 m neuronal
3/19 im neuronal
3/20 im neuronal
3/21 im neuronal
3/22 im neuronal
3/23 im neuronal
3/24 m neuronal
3/25 m neuronal
3/26 im neuronal
3/27 im neuronal
3/28 im neuronal
3/29 im neuronal
3/30 im - neuronal
3/31 im neuronal
5/1 im nieuronal
5/2 im nieuronal
5/3 catéter epidural neuronal
5/4 catéter epidural neuronal
5/5 catéter epidural neuronal
5/6 m neuronal
5/8 im no neuronal
5/12 m neuronal

El bienestar neuroldgico del sujeto fue evaluado 'a
intervalos regulares después de iniciar el tratamiento,
mejoramiento notable del estado mental e higiene general del

sujeto se observd después de dos semanas como sSe muestra en

lJa tabla 30.

185
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Tabla 30

Periodo de Estado Mental Higiene [Comporta- Nervios

Tiempo miento Craniales
0 dia Deprimido Pobre Correcto Normal
3 dias Deprimido Pobre Correcto Normal
15 dias Optimista Promedio Correcto Normal
2 meses Contento Promedio Correcto Normal
3 meses Optimista Promedio Correcto Normal
10 meses Muy contento y Promedio Correcto Normal

deseando vivir

Los signos y sintomas tipicos de dafio del

sistema nervioso autoénomo como resultado de una

fractura C6-C7 fueron evaluados durante el cursc del

tratamiento. Una mejoria marcada y progresiva en

todos los parametros evaluados, incluyendo la

capacidad de sentir presién profunda, sentido del

tacto, sensacidén, equilibrio, capacidad para sentir

dolor, capacidad APRA sentir cambio en la

temperatura, movimientos 1involuntarios, presencia de

sudores frios, vértigo, presidn sanguinea,

dificultada al respirar, postura anormal mientras se

estd acostado y capacidad de sentarse sin ayuda, se

observaron como se muestra en la tabla 31.
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Tabla 31
Periodo | Presién Tacto Sensacién | Equilibrio Dolor "Temp.
de profunda
tiempo
0 dias Inter- Borde Borde No sentado Rorde Borde
mamaria inferior inferior superior superior
de de de de
clavicula | clavicula clavicula | clavicula
3 dias Ombligo Brazo Antebrazo | No sentadc inter- Inter-
inter- brazo mamario mamario
mamario inter-
mamario
15 dias Ombligo Xifi- Xifi- Sentado Xifi- Xifi-
inferior esterndn esternédn esterndn esterndn
y brazo y brazo y brazo
interior interior interior
2 meses Espina Espina Xifi- Muy bien Espina Espina
isquial isquial esternédn sentado isquial isquial
y brazo
interior
3 meses Borde Espina Xifi- Sentado Espina ‘Espina
superiox isquial este;nén isguial isquial
de muslo y brazo
interior
10 ® Perineal Ombligo Bien Perineal Perineal
meses sentado
05.06 Perineal Mitad Ombligo Bien Perineal Perineal
inferior sentado
hacia
abajo de
muslo
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Tabla 31 (cont.)
Periodo | Sudor Vértigo BP Respiracidén Postura
de frio ancrmal
tiempo mientras

esté

acostado

0 dias +obbod ++ 4 fluctuante Respiracion Incapaz de
diafragmatica sentarse

3 dias +++ +++ fluctuante Respiracidn Incapaz de
diafragmatica seﬁtarse

15 dias ++ + . Estable Normal Estable
sentado

2 meses Nulo + al sentarse Estable Normal Muy bien
sentado

3 meses Nulo + al sentarse Estable Normal Muy bien
sentado

10 Nulo |+ al levantarse Estable Normal Se levanta

con compas
y andadera
05.06 Nulo Nulo Estable Normal Se levanta
coOn compas
y andadera
y da un

paso hacia
adelante

meses

Disfuncién de vejiga e intestino se asocia
comunmente con dafio neuroldgico como resultado de SCIT. Este
dafio da como resultado control de vejiga malo, corriente de
vejliga y sensacidn de 1llenura en vejiga, control de
intestino, tiempoc para evacuacidn del intestino y sensacidn
en el intestino. Durante el curso del tratamiento mejoras
marcadas y progresivas en todos los parametros eyaluadds
fueron observadas como resultado del tratamiento como se

muestra en la tabla 32.

Q3



10

15

20

25

189
Tabla 32
Periodo Movimientos Control Corriente Sensacion Control de Tiempo de Sensacion
.de involuntarios | de vejiga de vejiga (vejiga) intestino evacuacion (intestino) .
tiempo
0 dias Nulo Nulo Nulo . Nulo Nulo 3 horas Nulo
3 dias Nulo Nulo Nulo Nulo Nulo 3 horas Nulo
15 dias Nulo Nulo Nulo Nulo Nulo 2.5 horas Nulo
2 meses Nulo Nulo Nulo Nulo Nulo 2 horas +
Imess Nulo Nulo Nulo Inicio + 0.5 horas ++
Cambios en la funcién moctora del cuerpo superior,
como evidencia de regeneracidén neural en el sitio de la
lesidén  C6-C7 fueron evaluados durante el curso del
tratamiento. Se observaron mejorias marcadas y progresivas

en mevimiento de hombre,

mufieca y movimiento de dedos, fuerza

en los dedos, reflejos de tenddn, fuerza de movimiento de

extremidad, atrofia muscular y asimiento manual -como se
muestra en la tabla 33,
Tabla 33
Periodo de Hombro Mufieca Reflejo de Fuerza Atrofia Asimiento
tiempo Dedos tendones manual
) I D | D ] D [HANMD H AN M D
0 dias Encogimiento Caida de mufieca Biceps 4 2 30 0 3+ 4+ 4+ Nulo
+ Dedos debilitados bilaterales B/L
Sin movimiento activos
3 dias Encogimiento Caida de muieca Biceps 4 2 3 0 0 3+ 4+ 4+ Nulo
+ Dedos debilitados bilaterales B/L
Sin movimiento activos
15 dias Encogimiento Megjor caida de Activos 4 3 4 3 0 3+ 4 4+ Presente
+ mufieca Puede
Puede asir sostener
Puede mover muiicca Vaso
2 meses + * Ambiguo 4 4 4 4 0 2+ 3+ 3+ Puede
. poner
comidaen
la boca
3 meses + Mucho mejor Ambiguo 4 4 4 4 0 2+ 3+ 3+
movimiento
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Cambios en la funcidén motora del cuerpo inferior,

como evidencia de regeneraéién neural en el sitio de la
lesidn Cce-C7 fueron evaluados durante el Curso del
tratamiento, incluyendo movimientc de cadera, movimiento de
rodilla, movimiento de dedo del pie, reflejos de tendones,

fuerza del muslo, atrofia muscular y respuesta de la planta

del pie. Aungue no existid mejoria en cualquiera de los
parametros probados durante el curso del estudio, después de
tres meses de tratamiento, el sujeto fue capaz de levantarse

con la ayuda de una andadera como se muestra en la tabla 34.

Tabla 34
Periodo Cadera Rodilla Tobillo Reflejo Fuerza Atrofia Planta del
de " pie
tiempo ! D I D 1 D I DI D I D |I D
0dia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4+ 4+ Ambiguo
3 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4+ 4+ Ambiguo
15 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4+ 4+ Ambiguo
2 meses 0 0 0 0 0 0 0 0 Q 0 4+ ) 4+ Ambiguo
3 meses SE LEVANTO CON ANDADERA DURANTE 10 MINUTOS Ambiguo

Estudio de caso 2

ReRo 1.3.4./001/051004/001, un sujeto de veintidés

afics que sufridé de SCI con paraplejia post traumatica como
resultado de una fractura D6-D7 después de una caida desde un

terraza en segundo piso. El sujeto caydé en coma durante dos

dias después de la caida y recuperd la conciencia, pero

desarrolloc paralisis bilateral con pérdida de sensibilidad vy
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motora total del la mitad inferior del cuerpo desde la regidn
inter mamaria hasta los pies, y fue incapaz de levantar sus
pies o© piernas y fue 1incapaz de sentarse sin ayuda o
levantarse en wuna posicidon ‘de sentado. El. sujeto fue
confinado a la cama permanentemente, tuvo perdida de vejiga'e
intestino y fue completamente dependiente del suporte de su
familia aungque sus extremidades superiores no fueron
afectadas.

La administracién de una composicién farmacéutica
que comprendia células hES y sus derivados de acuerdo con 1la
practica de la presente invencidén fue iniciada después de
cinco meses de la lesidn. En un periodo de cinco meses, el
sujeto recuperd control de vejiga e intestino y capacidad
para sentarse sin soporte, y deslizarse arriba vy ébajo al

levantar la cadera. La percepcidn sensorial se reestablecid

al nivel perineal. El sujeto puede levarse en una éndadera
sin ayuda y puede levantarse con facilidad en la andadera sin
la necesidad del soporte de las rodillas. EIl tratamiento dio
como resultado la capacidad del sujeto para caminar usando la
andadera sin el soporte de un aparato ortopédico para la
rodilla y regresé a trabajar, es decir, €l ha recupérado un
estilo de vida regular.

El programa de inyecciones para este paciente se

muestra en la tabla 35.
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Tabla 35
Fecha Ruta de Tipos de células
administracion
10/5 dosis dc prucba neuronal
8/17 imx3 neuronal
8/18 im neuronal
8/19 im neuronal
9/5 im no neuronal
9/6 imx?2 neuronal
9/7 im neuronal
9/8 im neuronal
9/10 im no neuronal
9/13 im mezcla neuronal y no neuronal
9/14 im mezcla neuronal y no neuronal
9/15 im no neuronal
11/6 cateter epidural neuronal
11/7 catéter epidural x 3 neuronal
11/8 catéter epidural x 3 neuronal
11/9 catéter epidural x 3 neuronal
11/10 catéter epidural X 3 neuronal
11/11 v neuronal
11/12 im neuronal
11/13 v neuronal
11/14 iv neuronal
11/15 v neuronal
11/16 im no neuronal
11/18 im no neuronal
1/12 im neuronal
2/14 im no neuronal
2/15 m neuronal
2/16 m no neuronal
2/17 n | no neuronal
2/18 im neuronal
3/26 im neuronal
3/27 catéter epidural x 3 neuronal
3/28 catéter eprdural x 4 neuronal
3/29 catéter epidural x 2 neuronal
3/30 catéter epidural x 2 neuronal
3/31 iv neuronal
5721 m neuronal
5/24 intratecal neuronal
5/26 im neuronal
7/14 im neuronal
7/15 im neuronal
7/16 im neuronal
7/17 im neuronal
7/18 intratecal neuronal
7/19 im neuronal
7/21 im neuronal
7/22 m neuronal
7/24 caudal neuronal

192
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Estudio de caso 3

ReRo 1.3.4/002/040205/a, un sujeto de cuarenta arfios
de edad sufrié de SCI cuadripléjica como resultado de una
lesidén C5-C6 y rigidez y dolor en el cuello. El sujeto f@e
sometido a cirugla después de seis meses y fue cuadripléjico
desde entonces. El sujeto sufrié de un sentimiento de

debilitamiento y mareo si se le hacla sentar con soporte, 'y

tenia sensacién desde el borde superior del omdplato hacia -

arriba, con pérdida total de fuerza en las cuatroc
extremidades y pérdida de funcién de intestino y vejiga
inmediatamente después de la cirugia.

La administracidén de una composicidédn farmacéutica
que comprende células hES y sus derivados de acuerdo con la
practica de la presente invencién se inicid después de nueve
meses de la cirugla. Como resultado del tratamiento con
células hES, el sujeto es capaz de sentirse confortablemenﬁe
sin necesidad de soporte, y es capaz de moverse vy doblarse-a
un @ado mientras esta sentado en una silla con‘sus piernas
colgando confortablemente. El sujeto recuperd una mejoria
notoria del control de su cuerpo supericr. El sujeto recibid
mejoria sustancial en su bienestar psicoldgico a través de la
movilidad incrementada e independencia y actividades. El es
capaz de levantarse con soporte con fuefza en sus
extremidades inferiores, control del movimiento del dedo del

ple y sin caida de munieca. El tratamiento estd en curso de

1<



10

15

20

25

194

acuerdo con las mejorias de la condicién del sujeto.

Estudio de caso 4

ReRo 1.3.4/003/260902/B, wun sujeto de treinta vy
siete afios de edad quien sufrid de lesidén espinal con darno
cerebral diecisiete dias atras después de un accidente de
clirculacidén por carretera y fue confinado a una silla de
ruedas. El sujeto también sufridé de hemiplejia del lado
derecho, incapacidad para hablar, pardlisis facial, una
pérdida total de memoria y sin control de vejiga.

El sujeto fue administrado con composicién
farmacéutica que comprende células hES y sus derivados de
acuerdo con la practica de la presente invencidn durante un

afilo y dos meses lo cual dio como resultado la capacidad de

caminar con la ayuda de una andadera, habla de unas pocas

palabras, cuello enderezade, remocidén de paralisis facial 'y

mejoria de memoria.

Estudio de caso 5

ReRo 1.3.4/004/030505/a, un sujeto de cincuenta vy
seis anos de dad quien sufrié de una fractura post-traumdtica
en C5-C8 con retrovulsidn de las vertebras fracturas pausando
contusidén de la médula vy asociada hemorragia epidurél
anterior y fue parapléjico. El sujetoc fue incapaz de movér

ambas extremidades inferiores y sufrié de dolor agudo en la
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espalda.

La administracién de una composicién
farmacéutica que comprende células hES \% sus
defivados de acuerdo con la practica de la presente
invencidén se llevd a cabo durante un periodo de un
afloc lo que dio <como resultado la recuperacidn de
alguna fuerza en ambas piernas, percepcidn sensoriél
tal como vibracién en las piernas y capacidad de
levantarse con la ayuda de una andadera sin dolor en
la espalda. El sujeto puede caminar con la ayuda de
una andadera, recuperd el control de la vejiga vy
sensacidédn y superd ataques de sudoraciones frias vy
vértigo.

El programa de inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 36.
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Tabla 36

Fecha Ruta de administracién Tipos de células
5/25 dosis de prucba no neuronal
5/27 im neuronal - mezclado > hematopoyeético
6/3 im neuronal - mezclado > hematopoyético
6/6 im neuronal - mezclado > hematopoyetico
6/20 im neuronal - mezclado > hematopoyético
6/22 im neuronal - mezclado > hematopoyeético
6/24 im neuronal - mezclado > hematopoyético
6/27 im neuronal - mezclado > hematopoyetico
6/29 iv neuronal - mezclado > hematopoyetico
6/30 im neuronal - mezclado > hematopoyético
iv
771 iv neuronal - mezclado > hematopoyético
7/4 im neuronal - mezclado > hematopoyético
7/5 iv neuronal - mezclado > hematopoyético
7/6 im neuronal - mezclado > hematopoyetico
77 v neuronal - mezclado > hematopoyético
7/11 im no neuronal
7/12 im hES
7/18 v neuronal
7/19 im neuronal
7/20 im neuronal
7/21 imx 2 neuronal
7/25 mx2 neuronal -
7/20 im neuronal
7/27 imx 2 neuronal
7/28 im neuronal
7/29 mx 2 neuronal
7/30 imx 2 neuronal
8/1 imx2 neuronal
8/2 imx 2 neuronal
8/16 mx 2 neuronal
8/17 im reuronal
8/25 mx2 hES
8/30 imx 2 neuronal
5/1 imx 2 neuronal
9/2 mx 2 neuronal
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9/6 intratecal neuronal - mezclado > hematopoyético
9/7 m neuronal
9/13 im mezcla neuronal y no neuronal
9/14 im mezcla neuronal y no neuronal
9/15 im mezcla neuronal y no neuronal
9/19 mx 2 neuronal
mezcla neuronal y no neuronal
10/4 im neuronal
10/5 im neuronal
intratecal
10/11 espinal profunda neuronal
10/13 epidural neuronal
10/t7 lado de la columna neuronal
11/5 intratecal neuronal
11/7 im no neuronal
11/8 im no neuronal
11/9 espinal profunda neuronal
11/17 imx?2 no neuronal
paciente en hospital
hasta enero
1/12 im ne neuronal
1/25 im neuronal
2/8 im neuronal
372 imx3 neuronal (2)
no neuronal
3/8 im no neuronal
3/9 im no neuronal
3/10 im no neuronal
3/13 catéter epidural x 4 neurenal
3/14 catéter epidural x 4 neuronal
3/15 catéter epidural x 4 neurcnal
3/16 catéter epidural X 2 neuronal
3/20 im neuronal
3/22 im neurconal
3/28 im no neuronal
3/29 im no neuronal
4/3 im no neuronal
4/4 im no neuronal
4/7 imx 2 neuronal
4/14 im neuronal
4-20 x5 neuronal
4/21 X3 neuronal
4/24 im neuronal
5/19 imx?2 neuronal
' no neuronal
5/25 caudal neuronal
6/5 infusion iv x 2 neuronal
6/6 infusion iv x 2 neuronal
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6/9 intratecal neuronal
6/10 infusion iv. no neuronal
6/11 infusion iv no neuronal
6/12 v no neuronal
6/13 m no neuronal
6/21 im . neuronal
7/4 im neuronal
7/10 intratecal neuronal
7/11 infusion iv x 2 neuronal
7/12 infusion iv x 2 neuronal
7/13 caudal neuronal
7/14 v no newronal

Estudio de caso 6

ReRo 1.3.4/005/130705/8, un sujeto de

veinticinco afios de edad quien fue diagnosticado con
trastorno espinal de Potts en el nivel D6 con
paraplejia de extremidades inferiores, fue sometido a
cirugia tres veces con una descompresidén anterior de
la médula espinal. El sujeto fue confinado a una
silla de ruedas, no podia sentarse sin soporte, con
paralisis flacida en las piernas, no tenia control de
intestino y evacuaba mientras estaba acostado y no
tenia sensacidédn de vejiga.

Bl sujeto fue administrado coh una
composicién farmacéutica gue comprende células hES vy
sus derivados de acuerdo con la practica .de la
presente invencidn, once afios y selis meses después de
la lesion. El protocolo de tratamiento seguido

durante el primer afio dio como resultado el
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fortalecimiento de la espalda, capacidad para
sentarse sin soporte, y sensacidén de pesadez en las
piernas. El sujeto también recuperd dolor de espalda

durante menstruaciéﬁ Y dolor menstrual. Las
sensaciones en 1los musloé, pliernas vy recuperaéién de
sensacidén y control de vejiga fueron observados. Fl
sujeto es <capaz de caminar con la ayuda de una
andadera con buena recuperacién del movimiento de las
ambas piernas. El tratamiento estd en cursoc.

El programa de inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 37.

Tabla 37
Fecha Ruta de administracion Tipos de células
7/13 dosis de prueba no neuronal
7/27 im neuronal
7/28 im no neuronal
7/29 im neuronal
8/3 imx 2 neuronal
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8/4 imx 2 no neuronal
8/5 im neuronal
8/9 im neuronal
8/12 mx 2 neuronal
8/16 im- neuronal
8/23 imx 2 hES
neuronal
8/30 imx 2 neuronal
9/1 imx 4 neuronal
9/2 imx 2 neuronal
9/8 iv neuronal
9/12 im neuronal
9/14 im mezcla neuronal y no neuronal
9/22 iv neuronal
9/27 im mezcla neuronal y no neuronal
9/29 im mezcla neuronal y no neurcnal
9/30 im neuronal
10/4 im mezcla neuronal y no neuronal
10/6 _epidural x 2 ampolletas neuronal
10/10 im neuronal
10/19 im no neuronal
10/21 im neuronal
10/24 epidural neuronal
11/7 epidural neuronal
11/14 v neurcnal
11/15 in no neuronal
11/18 im no neuronal
12/1 intratecal mezcla neuronal y no neuronal
12/7 espinal profunda no neuronal
12/23 im neuronal
12/26 im no neuronal
1/5 im neuronal
1/11 im neuronal
1/17 im neuronal
1/24 v neuronal
1/26 im neuronal
2/1 im neuronal
2/3 im neuronal
2/9 im no neuronal
2/15 im no neuronal
2/22 im neuronal
3N im no neuronal
3/9 im no neuronal
3/21 im neuronal
3/28 im neuronal
4/13 catéter epidural neuronal
4/26 im neuronal
5/2 im no neuronal
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5/4 catéter epidural : neuronal
5/5 catéter epidural neuronal
5/6 catéter epidural neuronal
5/7 im : neuronal
5/21 im neuronal
6/5 im neuronal
6/12 im neuronal
6/26 ivx2 no neuronal
7/8 im neuronal

Estudio de caso 7

ReRo 1.3.4./006/220805/«, un sujeto de treinta anos
de edad que sufre de una SCI parapléjica C6-C7 fue incapaz de
mover extremidades inferiores y no tenia control de intestino
©0 sensacidén de intestino. El sujeto tenia sensacidén de
presién fina y profunda unicamente desde la regidn inter
mamaria hacia arriba. De esta manera, el sujeto tenia
dificultada pafa sentarse. Las manos del sujeto tenian muy
poca fuerza, con movimiento de dedos muy débil y el sujeto
tenia dificultad para respirar.

El sujeto se tratd de acuerdo con la practica de la
presente invencidén mediante administracién de una composicidn

farmacéutica que comprende células hES vy sus derivados

alrededor de tres meses después de la lesidn., El sujeto -

recuperd la capacidad de sentarse sin soporte, no sufrid de
vértigo, puede sentir presidén en la ingle, tiene sensacién en
el lado medio del codo y siente dolor en las piernas si el

pacliente intenta moverse. El sujeto respira facilmente,
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tiene sensacidén en la vejiga e intestino, tiene sensacidn

en las piernas y ahora puede levantarse por unos pocos

minutos con soporte. El sujeto también ha incrementado
fuerza y movimiento en los dedos. El tratamiento esta en
Curso.

El programa de inyeccicones para este paciente se

muestra en la tabla 38.

Tabla 38

Fecha Ruta de administracion Tipos de células
2/22 dosis de prueba no neuronal
2/23 im neuronal
2/24 im neuronal
2/27 im no neuronal
2/28 im no neuronal

3/2 im neuronal

3/3 im neuronal

3/8 catéter epidural neuronal

3/9 catéter epidural x 2 neuronal
3/10 catéter epidural x 2 neuronal
3/11 v neuronal
3/20 im neuronal
3/22 im : neuronal
3/23 imx2 neuronal
3/24 im no neuronal
3/27 im no neuronal

4/5 intratecal neuronal
4/12 im neuronal

5/1 1mn neuronal

catéter epidural x 4
5/2 im neuronal
‘ catéter epidural

5/10 catéter epidural x 4 neuronal
5/11 catéter epidural x 4 neuronal
5/12 catéter epidural x 4 neuronal
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Estudio del casoc 8

ReRo 1.3.4/007/221005/B, un sujeto de veintiséis
anos de edad, parapléjico como resultado de SCI en D6, fﬁe
incapaz de mover ambas extremidades inferiores, aunque fue
capaz de sentarse sin soporte. El sujetc no tenia control de
vejiga o intestino, y sdélo tenia sensacién dese el area inter
mamaria hacia arriba.

El sujeto fue administrado con composicidn
farmacéutica que comprende células hES y sus derivados de
acuerdo con la practica de la presente invencidén alrededor de
diez meses después de la lesidén. El sujeto recuperd ;ensacién
en la parte lateral del cuerpo y hasta la regidn no biliar
bilateralmente desde el &area de la axila hasta el hueso de ia
cadera. El sujeto puede caminar con la ayuda de una andadera
y uh soporte ortopédico con fuerza motora en las piernas.

El programa de inyecciones para este'paciente se

muestra en la tabla 39.

Tabla 39

Fecha Ruta de administracién Tipos de células

9/26 im dosis de prueba neuronal

9/27 1m mezcla neuronal y no neuronal
9/28 im mezcla neuronal y no neuronal
9/29 im neuronal

9/30 1m mez¢la neuronal y no neuronal
10/1 1m mezcla neuronal y no neurconal
10/3 1m mezcla neuronal y no neuronal




10/4 1m no neuronal
intratecal
10/5 m neuronal
10/6 epidural neuronal
10/8 m no neuronal
10/10 im neuronal
10/12 im neuronal
5 :
espinal profunda
10/15 iv newronal
10/19 m no neuronal
10/24 m mezcla neuronal y no neuronal
10/25 epidural neuronal
12/8 espinal profunda no neuronal
12/10 intratecal no neurcnal
12/11 im no neuronal
12/12 espinal profunda no neuronal
10 12/13 im neuronal
12/14 epidural neuronal
12/15 im neuronal
2/13 im neuronal
2/15 epidural neuronal
2/16 iv neuronal
2/17 im neuronal
5124 im neuronal
iv
15 5725 m no neuronal
iv neuronal
5/26 im neurcnal
VX2 no neuronal, neuronal
5/27 mx?2 no neuronal
ivx?2 neuronal
5/28 im neuronal, no neuronal
5/29 im neuronal, no neuronal
5/30 infusion epidural neuronal
20 5/31 im neuronal
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Estudic del caso 9
ReRo 1.3.4./008/151005/8, un  sujeto de
veintisiete afios de edad que sufridé de cuadriplejia

25 traumdtica y ha tenido gran dificultad para hablar vy
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respirar, con cuello rigido. Las piernas 'del sujeto
fueron paralizadas y el sujeto no tiene movimiento de
los dedos y sin sensacidén en el resto del cuerpo.

El tratamiento mediante administracién.de una
compesicidon farmacéutica gque comprende c¢élulas hES vy
sus derivados de acuerdo con la practica de la

presente 1invencidén se inicic alrededor de dos anos

después de la 1lesidn. El sujeto experimentd una
mejora en el movimiento del cuello, facilidad al
hablar y mejoria en el control del tono de voz. EL

sujeto encontrd menos incdmodo respirar y la funcidn
motora regresd con algo de movimiento de los dedos.
Las piernas se volvieron menos espasticas vy el sujeto
fue capaz de sentarse sin ayuda. También se
renovaron los movimientos del dedo del» pie y el
sujeto puede mover los hombros.

El programa de inyecciones para este pacienﬂe

se muestra en la tabla 40.

Z\O
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Tabla 40
Fecha Ruta de Tipos de eélulas
administracion
5/26 dosis de prueba no neuronal
5/27 im neuronal
5/28 im neuronal
5/29 im neuronal
5/30 im neuronal
5/31 im neuronal
6/1 im neuronal
6/8 imx 2 neuronal
no neuronal
6/9 im neuronal
6/10 mx?2 neuronal
no neuronal
6/11 imzx?2 neuronal
no neuronal
6/12 mx 2 neuronal
no neuronal
6/13 mx 2 neuronal
no neuronal
6/14 intratecal neuronal
6/15 imx2 neuronal
no neuronal
6/16 mx?2 neuronal
no neuronal
6/17 imx?2 neuronal
no neuronal
6/18 im no neuronal
6/19 imx2 neuronal
no neuronal
6/20 imx 2 neuronal
6/21 imx2 neuronal
no neuronal
6/22 imx2 neuronal
6/23 ivx 2 no neuronal
6/24 ivx 2 no neuronal
6/25 vx2 no neuronal
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6/26 catéter epidural x 2 neuronal

6/27 catéter epidural x 2 neuronal

6/28 catéter epidural x 3 neuronal

7/21 1m neuronal
iv no neuronal

7/22 imx2 neuronal
no neuronal

7/23 imx 2 neuronal

8/22 intratecal neuronal

Estudio de caso 10

ReRo 1.3.4/009/300106/«, un sujeto de veinticinco

anos de edad tuvo un accidente automovilistico y perdid la

capacidad de sentafse sin soporte, la columna fue prbpensa a
doblarse, el sujeto perdid control de vejiga e intestino y €l
sujeto sufrid de una pérdida total de fuerza en las piernas.
El sujeto fue tratado mediante administracidén de
una»composicién farmacéutica que comprende células hES y sus
derivados de acuerdo con la practica de la presente invencién
aproximadamente dos afios después de la lesién. El sujeto
mostrd mejoria rapida y puede sentarse sin soporﬁe. El
sujeto no sufridé de vértigo, tiene movimiento en ambos pies,
recuperd sensacidén en las puntas de los dedos y puede

experimentar frio fluyendo a través de la espina.

Estudio de caso 11
ReRo 1.3.4./010/020206/f, un sujeto de veintiséis

afios con una SCI en D12-L1 como resultado de un accidente de

Z\e
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trdfico automovilistico fue incapaz de levantase con
las rodillas siendo contfaidas. El sujeto fue capaz
de sentarse sin soporte y tuvo sensaciones normales
en las extremidades. El sujeto no tiene control de
vejiga o intestino y tuvo espasticidad incrementada.'

El sujeto se tratd aproximadamente doce aﬁés
deépués de la 1lesidén mediante administracién de uné
composicién farmacéutica gue comprende céiulas hES vy
sus derivados de acuerdo con la practica de 1la
presente invencién. El sujeto experimentd
recuperacidn admirable en funcidén motora en pierna
con espasticidad disminuida, exhibid una pierna
derecha completamente estirable y un fegreso de
fuerza a la pierna izguierda. El sujeto recuperd la
capacidad de levantarse vy caminar «c¢on la ayuda de
soporte ortopédico y una andadera. También
regresaron al sujeto sensaciones de vejiga e
intestino.

El programa de inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 41.

A
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Tabla 41
Fecha Ruta de Tipos de células
administracién
3/27 dosis de prucba no neuronal
3/29 im ' no neuronal
iv neuronal
3/30 im neuronal
3/31 im neuronal
4N im neuronal
4/2 im no neuronal
4/3 im neuronal
4/4 im neuronal
4/5 caudal neuronal
4/7 epidural neuronal
4/8 im neuronal
4/10 im neuronal
4/13 im neuronal
4/14 im neuronal
4/14 im neuronal
4/16 im neuronal
4/13 v no neuronal
4/22 im neuronal
4/23 im neuronal
4/24 catéter epidural neuronal
4/25 catéeter epidural neuronal
4/26 v neuronal
4/27 im neuronal
4/28 im neuronal
4/29 im neuronal .
4/30 im neurcnal
5/1 im neuronal
5/2 im no neuronal
5/3 irn neuronal
5/4 m neuronal
5/5 im neuronal
517 im neurconal
5/8 im no neuronal
5/9 im no neuronal
5/10 im neuronal
5/11 caudal neuronal
5/12 im neuronal
5/13 im neuronal
5/14 im neuronal
5/16 im no neuronal
5/17 im neuronal
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5/20 epidural . neuronal
5/21 im neuronal
5/22 im : neuronal
5/23 im neuronal
5/24 im neuronal

Estudio de caso 12

El paciente fue un hombre de 26 anos de edad
con paraplejlia después de una lesidon entre D6-D8. £l
sufridé de un accidente automeovilistico traumdtico eh
septiembre de 2004. El fue completamente confinado a

la cama sin sensibilidad debajo del pecho, sin

control de vejiga o intestino y sin sensacién .o -

fuerza motora desde el pecho hacia abajo.- El tentia
una Ulcera de cama muy profunda en la espalda baja en
la cual su huesoc sacro podia ser observado.

El paciente inicid células hES el 27 de abril
de 2006. toda vez que la Ulcera de cama el no podia
someterse a cualguiera procedimiento O/T y fueron
suministradas dosificaciones diarias de Icélulés
intravenosa e intramuscularmente y eventualmente se
le‘aplicaron directamente c¢élulas hES a su ulcera de
cama . También fue suministrado con infusiones
intravenosas.

En su onceavo dia de tratamiento el podia

pararse con soporte ortopédico completo (cintura a

215
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tobillo) y una caminadora y dio 2 pasos. Mientras el
tiempo continudé su fuerza muscular incrementd vy
después de 4 meses ¢€l1 éodia dar hasta 100 pasos y
podia estar parado hasta por 20 minutos. El es capaz
de sentir sus piernas y moverlas también. ' También es
capaz de sentir llenura de vejiga e intestino vy és
capaz de caminar ahora con sélo un aparato ortopédico
en la rodilla y la andadera para soporte. Su ulcera
de cama ha sanado y él ha renovado sus estudios.

El programa de inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 42.

Tabla 42
Fecha Ruta de administracion Tipos de células
4/28 im , neuronal (dosis de prueba)
v
4/29 iv neurcnal
" im no neuronal
4/30 iv neuronal
im no neuronal
51 v neuronal
im no neuronal
5/2 v neuronal
im : no neuronal
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5/3 infusion iv neuronal
im no neuronal

5/4 infusion iv neuronal
im no neuronal

5/5 v neurcnal
im no neuronal

5/6 iv neuronal
im no neuronal

5/8 infusién iv neuronal
im

5/9 infusién iv neurconal
im no neuronal

5/10 infusion iv neuronal
im no neuronal

5/11 v neuronal
im

512 iv neuronal
m no neuronal

5/13 iv neuronal

. im

5/14 v neuronal
m no neuronal

5/15 mfusion iv no neuronal
im :

5/16 infusidn iv no neuronal

) im

517 v neuronal
im no neuronal

5/18 iv neuronal
m no neuronal

5/19 iv neuronal
im no neuronal

5/20 iv neuronal
im no neuronal

5/21 v neuronal
im no neuronal

5/22 infusién iv no neuronal
im

5/23 infusion iv no neuronal
im .

5/24 v neuronal
m ne neuronal

5/25 iv neuronal
im no neuronal

5/26 tv neuronal
im no neuronal

5/27 iv neuronal
im no neuronal

5/28 v neuronal
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im no neuronal
5/29 infusién iv neuronal
im - no neuronal
5/30 infusién iv neuronal
im no neuronal
5/31 iv neuronal
im no neuronal
6/1 iv neurconal
im no neuronal
6/2 iv neuronal
im no neuronal
6/3 iv neuronal
im no neuronal
6/4 iv neuronal
im no neuronal
6/5 infusidn iv neuronal
im 1no neuronal
6/6 infusién iv neuronal
im no neuronal
6/7 iv neuronal
im no neuronal
6/8 im neuronal
v no neuronal
6/9 im neuronal
v no neuronal
6/10 m neuronal
v no neuronal
6/11 im neuronal
iv noe neuronal
6/12 infusién iv neuronal
6/13 mfusion iv no neuronal
im
6/14 v neuronal
m 1no neuronal
6/15 v neuronal
im no neuronal
6/16 v neuronal
im no neuronal
6/17 iv neuronal
im no neuronal
6/18 iv neuronal
m ne neurenal
6/20 v neuronal
infusion iv
im
6/21] v neuronal
no neurenal
6/22 _iV no neuronal (2)
im

213
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6/23 iv no neuronal {2)
6/24 iv no neuronal (2)
6/25 iv no neuronal (2)
6/26 v no neuronal
infusion iv
6/27 iv ne neuronal
infusion iv
im
6/28 iv neuronal
im
6/29 iv neuronal
im no neuronal x 2
6/30 iv neuronal
im no neuronal x 2
7/1 v neuronal
im no neuronal x 2
772 v neuronal
im 1o neuronal x 2
7/3 v neuronal
infusion iv no neuronal x 2
" im )
T/4 v neuronal
infusion iv no neuronal
im
7/5 iv neuronal x 2
im
7/6 iv neuronal x 2
im
T/ iv neuronal
im
7/8 v neuronal
im no neuronal x 2
7/9 iv neuronal
im no neuronal
7/11 ‘v neuronal
infusién iv no neuronal
im
712 v neuronal
infusién iv
717 im neuronal
aposito no neuronal
7/18 infusidén iv no neuronal
aposito
7/19 infusion iv no neuronal
im
7/20 v neuronal
m no neuronal
aposito
7/21 iv neuronal
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im no neuronal
aposito
7/22 v neuronal
im no neuronal
aposito
7/23 v neurconal -
im no neurondl
7/24 wv neurcnal
im no neuronal
7/25 im neuronal
apésnto no neuronal X 2
7/26 m neuronal
aposito ne neurcnal x 2
7127 im - neuronal
no neuronal
728 ©im no neuronal
aposito
7/29 im neuronal
aposito no neuronal
7/30 im neuronal
no neuronal
7131 im no neuronal
aposito
8/1 im no neuronal x 2
aposito
8/2 im no neuronal x 2
apdsito
8/3 im no neuronal X 2
8/4 im no neuronal X 2
8/5 im no neuronal X 2
aposito
8/6 im no neuronal x 2
8/7 im no neuronal X 2
aposito
8/8 umn no neuronal x 2
&8/9 im no neuronal x 2
aposito '
8/1G im 1no neuronal x 2
/11 im no newrconal x 2
8/12 im no neuronal x 2
apdsito
8/13 im no neuronal x 2
8/14 im no neuronal x 2
aposito
8/15 m no neuronal x 2
aposito
8/16 im no neuronal x 2
8/17 im no neuronalx 2
8/18 mfusién iv neuronal x 3
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im
8/19 im neuronal x 3
aposito
12/5 m no neuronal
12/6 infusion iv no neuronal
12/7 infusion iv no neuronal -
m
aposito
12/8 epidural (intratecal) neuronal
12/9 im no neuronal x 2
apodsito
12/10 1m no neuronal X 2
' aposito
12/11 im no neuronal x 2
apésito
12/12 epidural (catéter) neuronal x 2
12/13 epidural (catéter) neuronal x 2
12/14 epidural (catéter) neuronal x 2
12/15 infusién iv neuronal, no neurcnal
- :
12/16 infusion iv neuronal, no neuronal

Estudio de caso 13

El paciente es
guien sufridé un accidente cabalgando en junio de

y estd parapléjico en T-12 vy L-1.

abajo de

cintura, sin

control de

un hombre de 22 afios de

edad

2006

El no tiene fuerza

intestino y sin sensacidén abajo de la cintura.

El

septiembre de

pacliente

iniciéd

tratamiento

2006 admitido durante 6 semanas.

vejiga o

en

£l

respondid a células hES y dentro de una semana ¢é1 fue

capaz de levantarse y caminar unos

soporte

andadera.

ortopédico

completo

progresado

(cintura a

cuantos pasos c¢on

tobillo) vy

estd en el aparato
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ortopédico en la rodilla con la cual é1 puede pararse

durante hasta 30 minutos con una andadera. El ahora
tiene sensacidédn completa y control de intestino vy
vejiga. El también tiene buen equilibrio con el
bastdn y también las muletas. El es capaz de subir y

bajar escaleras con el soporte ortopédico y las

muletas.

El programa de inyecciones para este paciente

se muestra en la tabla 43.

Tabla 43
Fecha Ruta de administracién Tipos de células
10/4 im no neuronal (dosis de prueba)
10/5 im no neuronal
10/6 im no neuronal
10/7 im no neuronal
10/8 im no neuronal
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10/9 infusion iv neuronal
10/10 infusion iv neuronal
10/11 im no neuronal
10/12 im no neuronal
10/13 im no neuronal
10/14 im no neuronal
10/15 im no neuronal
10/16 caudal neuronal
10/17 im no neuronal
10/18 1m no neuronal
10/19 infusion iv no neuronal
im
10/20 infusion iv im no neuronal
10/21 im no neuronal
10/22 im. no neuronal
10/23 lumbar neuronal
10/27 im noe neuronal
10/25 im no neuronal
10/26 im no neuronal
10/27 im no neuronal
10/28 im no neuronal
10/29 im no neuronal
10/30 catéter epidural neuronal
10/31 catéter epidural neurcnal
11/1 catéter epidural neuronal
11/2 im no neuronal
11/3 im no neuronal
11/4 im no neuronal
11/5 im no neuronal
11/6 im no neuronal
11/7 im no neuronal
11/8 im no neuronal
11/9 caudal neuronal
11/10 im no neuronal
11/11 im no neuronal
11/12 im no neurcnal
11/13 infusién iv mez¢lado
im no neuronal
11/14 m no neuronal
infusién iv
11/15 im no neuronal
12/31 iv mezclado
1/10 i no neuronal
1/11 mfusién iv mezclado
1/12 infusiém iv mezclado
1/13 im ne neuronal
1/14 im no neuronal
1/15 caudal neuronal
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1/16 .. im no neuronal
1/17 im no neuronal
1/18 1m no neuronal
1/19 lumbar neuronal
1/20 im- no neuronal
mezclado
1/21 im . mezclado
1/22 im mezclado
1/23 catéter epidural neuronal
1/24 im neuronal
v
1/25 im neuronal
1/26 infusion - mezclado
im neuronal
1/27 infusion mezclade
m neuronal

Estudio de caso 14

El paciente es una mujer de 26 arios de edad
con parapléjia traumédtica en T-12 y L-1 guien sufrid
de un acclidente de trafico automovilistico en
septiembre de 2004. Ella no tiene sensibilidaa abajo
del pecho y no tiene control de vejiga o intestino.
No existid fuerza motora en alguna de las piernas y
ella fue confinada a silla de ruedas.

El paciente inicidé células hES en marzo de
2006. Ella fue capaz de pararse y caminar unos pocos
pasos con soporte ortopédico completo (cintura a
tobillo) y andadera desbués de 9 di;s y continud

progresando. Su estado actual es gque ella puede

caminar continuamente con soporte ortopédico y

224
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andadera y también se ©puede levantar usando el
aparato ortopédico en la rodilla. Se han recuperado
las sensaciones de intestino y vejiga con control vy
sin el wuso de alguna cateterizacidédn o supositorio.
La sensacién ha mejorado para los niveles de tobillo.
El programa de inyecciones para esﬁe paciente

se muestra en la tabla 44.

Tabla 44
Fecha Ruta de administracion Tipos de células
3/27 im no neuronal (dosis de prueba)
3/29 v neuronal
im no neuronal
3/30 im neuronal
3/31 im neuronal
4/1 im neuronal
4/3 im neuronal
4/4 im } neuronal
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4/5 Epidural (caudal) neuronal x 2
4/7 epidural (intratecal) neuronal x 2
4/9 im neuronal
4/10 im neuronal
4/12 im neuronél
4/13 im neuronal
4/14 im neurgnal
4/15 im neuronal
4/16 im neuronal
a7 im neuronal
4/18 v no neuronal
4/20 m neuronal
4/21 im neuronal
4/22 im. neuronal
4124 Epidural ( catéter) neuronal x 4
4/25 Epidural ( catéter) neuronal x 4
4/26 iv_(catéter) neuronal x 4
4/27 m neuronal
4/28 im neuronal
4/29 m neuronal
4/30 m neuronal
5/1 im neuronal
5/2 m no neuronal
5/3 im neuronal
5/4 im neuronal
5/5 im neuronal
5/7 1m neuronal
5/8 im no neuronal
5/10 im neuronal
5/11 EPI { caudal } neuronal
5/13 M neuronal
5/14 M neuronal
5/16 ™ no neuronal
5/17 ™M neuronal
5/18 EPI ( catéter) neuronal x 2
5/19 EPT (catéter) neuronal x 2
5/20 EPI (catéter) neuronal x 2
5/21 im neuronal
5722 im neuronal
5/23 im neuronal
5/24 im neuronal
5/25 im neuronal
10/25 im no neuronal
mezclado
10/26 im no neuronal
infusién iv mezclado
10/27 im no neuronal
10/28 im no neuronal
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10/29 im no neuronal
10/30 caudal neuronal
10/31 im non neuronal
11/1 1 no neuronal x 2
11/2 m no neurcnal x 2
11/3 lumbar neuronal
11/4 infusién neuronal
11/5 im no neuronal x 2
11/6 im no neuronal x 2
11/7 im no neuronal x 2
11/8 catéter epidural neuronal
11/9 catéter epidural neuronal
11/10 catéter epidural neuronal
11/11 im no neuronal X 2
11/12 im no neuronal
infusion mezclado
11/13 caudal neuronal
infusién mezclado
11/14 im neuronal

Metodologia de cultivo de célula madre embriénica humana
Las éélulas hES -usadas como material de partida

para las lineas de celulas desarrolladas durante la presente
invencidén se derivan a partir de un embridon de 2 a 7 dias de
edad antes de su implantacidén en el utero, por ejemplo, un
embridén de 2 a 4 aias de edad, por ejemplo, un embridn de-3
dias de edad.

| Para aislamiento embricnal, el oévulo fue recolectado
con:consentimiento de donadores humanos gquienes ée someten -a
ciclo IVF regular. El ovario se fertiliza mediante el esperma y
se cultiva mediante métcdos convencionales para @ obtener
embriones. Los embriones extra son incubados durante periodqs
variables para desarrollo de la 1linea celular.

El embridén se suspende en una pequera cantidad de
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medio esencial minimo (por ejemplo, RPMI, por ejemplo, RPMI

1640 con 2.2 g/L de bicarbonato de sodioc) vy las células hES son

aisladas del embrién mediante medios mecénicos (por ejemplo,
agitaciény. Se ariade medio adicional a las células aisladas
junto con una progestina y un agonista BhCG. En una modalidad,
se anaden progesterona (16-64 pl de 250 mg/ml) y BhCG (16-64 nl
de 5000 iu/ml). Las células aisladas son cultivadas durante
12-45 horas, por ejemplo, 24 horas a una temperaturé'de entre
34-38°C, en un ambiente de 3.5-6% de didxido de carbono.

En una modalidad, las células hES son cultivadas
bajo condiciones anaerdbicas o sustancialmente anaerdbicas
para expandir las células mientras se previene
diférenciacién. “Sustancialmente anaerdbica” se define coho
menos de aproximadamente 10% de 0, por ejemplo, menos de 8%,

6

o

4

o0

, 2% 0 1 % de 0,. Se pueden crear condiciones bajas de

oxigeno usando incubadores de célula de gas multiple (CO;, 03,

N2) en los cuales el nivel de oxigeno se puede ajustar entre -

0

o\®

y 20% al reemplazar el aire ambiental con gas nitrdgenco.
Ejemplos de incubadores de gas mualtiple incluyen Fisher serie
11-730, el Napco serie 7000, el Sanyo serie MCO, el Jouan
IG750 vy el Heraeus Heracell 1150. En otra modalidad, las
células se cultivan en un incubador de CO; y el nivel de
oxigeno se controla por la forma y posicidén del matraz en el
cual estén contenidas las células. Por ejemplo, cgando ﬁn

matraz de cultivo celular se mantiene en una posicidn
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vertical, mucho del medio de cultiveo en el matraz es
sustancialmente anaerdbico. En contraste, cuando el matréz
de cultivo celular se mantiene en una posicién horizontal,
el medio de cultivo es sustancialmente aerébico. E1 nivel de
oxigeno en el medic de «cultivo se puede variar entre
susfancialmente anaerdébico vy sustanclalmente aerdbico al
alterar la forma y/o posicidén del matraz de cultivo celular
dentro del incubador o la cantidad de medioc en el matraz (por
ejemplo, la cantidad de vacio).

Durante la etapa de expansién, los matraces puedén
ser mantenidos en una peosicidén vertical en lugar de horizontai.
En una modalidad, se lleva cabo la incubacidén en un recipiente
de cultivo en donde el volumen es casi completamente ocupado
por el medio y el recipiente se mantiene en una posicidn
vertical. Como consecuencia, una proporcidn sustancial de las
células no se adhiere a las paredes del matraz de cultivo y el
medio de cultivo es sustancialmente anaerdbico,

Bajo tales condiciones de cultivo, los ciclos de
duplicacién de célula o reproduccidén estan en su maximo y los
proéesos de diferenciaciédn celular son sustancialmente
inhibidos. Los ciclos de replicacién de células durante
expansidén proceden durante 12-48 horas, por ejemplo, 24 horas.

Para subcultivo o recultivo de las células hES, la

suspensidén celular se centrifuga, la pella celular se

resuspende en una cantidad pequefia de medio de cultiveo fresco

2%



10

15

20

25

225

que comprende prcgesterona y BhCG, las celulas se alicuotan:y

se aflade medio fresco adicional sin progesterona vy phCG. En

una modalidad, la relacidén de 1la alicuota de células madre
incubadas al medio celular fresco es de aproximadamente 1:3,5
volumen/volumen. Las células se vuelven a incubar a 34-38°C en
incubador cubiertoc con agua complementado con una atmosfera de
3.5-6& de didxido de carbono bajo condiciones sustancialmente
anaerdbicas durante 12 a 48 horas, por ejemplo, 24 Horas. En
este punto, las células se pueden subcultivar para expansién
continua o almacenar para usco futuro. |

Las células hES cultivadas bajo esas condiciones
permanecen en una forma grandemente indiferenciada como se
detérmina por actividad alcalin fosfatasa y la ausencia de
cualquier caracteristica marcadora de especializacidén o©
diferenciacidén celular. Sin embargo, debe notarse gque no se
obtiene poblacién celular la cual es completamente
diferenciada o completamente 1indiferenciada. La poblacién
celular es una mezcla de lineas celulares diferenciadas .e
indiferenciadas, con una relacidn que varia de
aproximadamente 4:1 a alrededor de 10:1 de células
indiferenciadas a diferenciadas.

Para almacenamientc de las células hES expandidas,
por ejemplo, en un congelador profundo o© en nitrbdgenc
liquido, un agente de crioconservacioén, incluyendo pero no

limitado a 0.2-2% (p/v) de sulféxido de dimetilo (DMSO), se

X0



10

15

20

25

226

puede anadir al medio de cultivo. El nivel de DMSO usado es
menor gque el tipicamente usado para crioconservacidn (2-84
pl/Q.5 ml tubo) para evitar inducir diferenciacién o dafio a
las células. La relacidén de la cantidad de agente de
crioconservacidén a aquella del medio de cultivo gque contiene
células madre ©puede variar de alrededor de 1:500 a
aproximadamente 16:1000. Otros agentes de crioconservacién
incluyen sin limitacidén glicercl, propanodiol, butanodiol,
etanol, glucosa, D-glucosa, sucrosa, trehalosa, manitol,
paparavina, formamida, probuchol, ' curcumina,
polivinilpirrolidona, polietilenglicol, sulfato de condroitina,
sulféxido de glucosaminoglucan dimetilo, glutamina y piruvato
de sodio. La temperatura de congelamiento para la suspensidn
celular puede ser variada de aproximadamente -15 a alrededor de
-80°C, por ejemplo, aproximadamente -15 a alrededor de -40°C.
En contraste con otras técnicas para el almacenamiento de
células madre embrionarias humanas, no existe neceéidad de
congelamiento instantaneo o. almacenamiento en “pajillas”.
Después de almacenar, las células pueden prepararse para
expénsién continua o para diferenciaciédn al recolectar las
células mediante centrifugacidén vy resuspendiende la pella
celular en medio fresco. |

La diferenciacién parcial de las células hES
expandidas (por ejemplo, depuse de expansién de células

frescamente aisladas o almacenamiento de células expandidas

23\
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previamente) se lleva a cabo al sedimentar la suspensiodn

celular en una centrifuga (por ejemplo, a entre 70-1400 rpm

durante 5-12 minutos), removiendo 3 desechando el
scbrenadante, y resuspendiendo las células en una pequefia
cantidad de medio fresco (por ejemplo, RPMI) que contiene un
agonista de progestina y (hCG. Las células son entonces
alicuotadas y se aflade medio de <cultivo adicional (por
ejemplo, un medio de esencia minima tal como RPMI o DMEM, por
ejemplo, DMEM libre de &4cido glutdmico IX o DMEM con,6 4.5 g/L
de glucosa vy 3.7 g/L de‘bicarbonato de sodio) sin progestiﬁa
o] BhCa. Las células se cultivan bajo condiciones
sustancialmente aerdbicas (por ejemplo, en un métraz en una
posicidén horizontal) durante 12 a 48 horas, por ejemplo, 24
horas. “Sustancialmente aerdbico” se define como al menos
aproximadamente 15% de 0;, por ejemplc, por lo menos 18% o
20% de 0. Bajo condiciones sustancialmente aerdbicas las
células hES comenzaran a diferenciarse. La tréyectoria de
diferenciacién para las celulas hES es dependiente del medio
de cultivo usado durante la etapa de diferenciacién. Para

producir células progenitoras neuronales, las células hES se

cultivan en DMEM o© su equivalente. Para producir células
progenitoras diferentes de progenitoras neuronales, las
células hES se cultivan en RPMI o su equivalente. Después de

12-18 horas de ciclo de replicacién, las células se pueden

recolectar y resuspender en medio fresco para continuar la
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diferenciacidn. En general, la etapa de diferenciacién no
debe durar més de 48-72 horas ya que diferenciacién adicional
mas alla de este tiempo produce células que no son adecuadas
para ﬁransplante usando los métodos de la presente invencidn.

. Una vez gue las células estan parcialmenﬁe
diferenciadas, la células pueden ya sea ser almacenadas para
uso futuroc al afadir un crioconservador y almacenando las
células a -15 a aproximadamente -80°C como se describid arriba
¢ preparando las células para uso en 1los métodos de 1la
invencidén. Para preparar las células para uso, las células se
alicuotan, se arfade medio fresco (por ejemplo, DMEM o RPMI
segun sea adecuado) y las células se cultivan durante 12-48
horas, por ejemplo, 24 horas, bajo condiciones sustancialmente
anaerdbicas para prevenir diferenciacidn adicional. Las
células son entonces alicuotadas en medio fresco para
expansidén continua o recolectadas por centrifugacidén vy
resuspendidas en wuna solucidén biocompatible (por ejemplé,
solucidén salina) en preparacidn para transplante. En este
punto, las células pueden ser transplantadas eﬁ paciente ‘o
almacenadas a +4°C a =-80°C para transplante futuro. El
almacenamiento puede ser en un contenedor adecuado incluyendo
pero no limitados a tubos de prueba, recipientes, jeringas,
etc;, que pueden facilitar transportacidén o uso clinico. En
una modalidad, las células resuspendidas én sclucidn

biocompatible son almacenadas en una forma lista para usarse
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(por ejemplo, en una Jjeringa prellenada). Cuando se
necesita, alicuotas de células son descongeladasinaturalmenﬁe
sin la necesidad de bafios de agua o incubadoras.

Bajo las condiciones de almacenamiento descritas en
una solucidn biocompatible, se observa la viabilidad celular
de >40% después de volver a descongelar aidn después de seis
meses de almacenamiento, sin alteraciones fenotipicas o
genotipicas (inestabilidad genética) detectables tales como
aneuploidia o heteroploidia.

En cada etapa de expansidén, diferenciacidén .y
almacenamiento, una alicuota de las células se . prueba para
Viabilidad mediante exclusién de azul tripano vy examén
microscopico. Una alicuota del cultivo celular también se
prueba para contaminacién microbioclédgica. Una alicuota

adicional de la suspensidén celular también se coloca en un

hemocitdometro y se examina microscédpicamente para determinar

la densidad celular. Una alicuota mas también se toma para
probar la actividad fosfatasa alcalina como un marcador para
el estado de diferenciacidn del cultive celular.

Durante el almacenamientc, las células se pueden
probar una vez al mes para su cariotipo, para probar su
inestabilidad genética que surge como resultado de la

metodologla de cultivo.
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EjemElos
Ejemploc 1
Para aislamiento embrionario, se recolectardn

ovarios con consentimiento de un donador humano quien fue
sométido a ciclo IVEF regular, lc cual produjo 8 foliculos.
El ovario fue fertilizado mediante esperma vy cultiyado por
métodos convencionales para obtener embriones. Tres de los
embriones fueron transplantados en el donador. Los embrionés
extra fueron incubados durante periodos variables para
desarrollo de una linea celular.

El embridén, ya sea intacto o en condicién rota, se
suspendié en medio de cultivo. Ademds, se afiadieron 84 pl de
progesterona (250 mg/ml) y 84 ul de BhCG (500 iu/ml). El
medio con las células embriocnarias se probd para cualguierx
contaminacidén, y cualguier embridn infectado se descartd.
Las ceélulas de los embriones en esta forma se usaron para
expansioéon y almacenamiento.

Después de un dia de incubacién, se introdujo 1 ml
del:medio que contenia la célula embrionaria en un medio de
cultivo celular de 40 ml (DMEM o RPMI) en un contenedor de 50
ml juntoc con progestercna y BhCG. El medio de cultivo junto

con las células madre fue incubado en una posicidn horizontal

a temperatura ambiente en un ambiente que contenia didéxido de -

carbono. La tabla 45 muestra algunas de las condicioneés

experimentales seguidas por este método.



10

15

Tabla 45
(a) (b) (c) (d) (2) Q)] (g)
Etapa
Embrional Estado Medio Cantidad Adicién Tiempo de alicuota
S.No. en dias Embrional Celular de (¢) a Medio incubacidn de (D
1 2 Intacto [VE media  2.5ml FF 24 hrs -
2 2 Intacto IVF media  2.5ml A 24 hrs -
3 3 Roto RPM! 2.5ml A 24 hrs 0.5ml
4 3 Roto RPM! 2.5ml A& B 24 hrs 1.0ml
5 3 Roto DMEM 2.5ml B 24 hrs 0.5m!
Tabla 46

(a) (b) (<) (d (e) (N (2)

Cantidad

de cultive Medio Cantidad Adicibna Volumende Temperatura % de CO,

S.No. ESC celular de (b) Medio contenedor  de incubacidén en ambiente

1 0.5 ml RPMI 35ml A 50 ml 36.5 5
2 1,0 ml RPMI 38 ml B 50 ml 37 5
3 1.5mi DMEM 45 ml AB 50 ml 37 5
4 2.0 ml RPM! 46 ml A 50 ml 372 5
5 2.5ml DMEM 45 ml A 50 ml 36.8 5

FF = fluido follicular aspirado junto con el évulo durante el ciclo IVF, 16-84 nl
A = progesterona; B = 3hCG

231

() (i)

)

Yolumen

Medio  Cantidad

Celular de (h)

RPM' 45 ml
RPMI 46 ml
DMEM  35ml

(h)

Tiempo de
incubacién
24
24
48
48
24

de

contenedor

50 ml
50 ml
50 ml

(1

Alicuota
de (h)
0.5ml
25 ml
t0ml
1.5 ml
0.5 ml

(i)

Medio de

cultivo
RPMI
RPMI

DMEM
RPMI

DMEM

(k) i
Temp de % de
incubacion  CO, en
grados C  ambiente
36 4
36.5 4.5
37 5
38 5
37 5
(k) U]
Volumende Temp

contenedor  Almac,

0.5 ml
0.5 ml
1.5 mi
1.5 ml
1.5 ml

-72
-20
=20
-18
-2

(3944
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Después de 24 horas de incubacidén, numeros iguales
de células nucleadas (parcialmente diferenciadas) y células
en blanco (indiferenciadas) se observaron. Alicuctas de
aproximadamente 0.5 ml se tomaron para almacenamiento en esta
etapa. Después de 48 horas de incubacién, células de forma

oblonga con algunas cepas fueron observadas con medio DMEM.

.8in embargo, cuando se usdé medio RPMI, se observaron muchas

células nucleadas con formas variadas. E1 volumen del
contendor se encontrd que era lleno hasta la marca de 37 ml
después de 48 horas de incubacién. Las alicuotas de 0.5 ml
fueron tomadas para almacenamiento en esta etapa. Después de
72 horas de incubacidén en DMEM, cepas largas de células
entrelazadas tipo tejido nervioso fueron observadas. El
medic de incubacidén RPMI produjo células un poco més pegquerias
y unas pocas células acumuladas alrededor de una célula
central. Alicuctas de 0.5 ml fueron tomadas para
almacenamientoc en esta etapa.

Una alicuota del cultivo de células embrioﬁarias en
cultivo que contenia medio fue introducida en mas medio
celular (RPMI o DMEM) con otros componentes de pruebé, en un
contenedor estéril (matraz esteril Tarsons). Las células
madre se incubaron a temperatura ambiente en un ambiente de
diékido de carbono en posicidén horizontal durante varios
periodos de tiempo que variaron de 18 horas a 5 dias.

Después de 24 horas de incubacidén, se volvieron a introducir

A4
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alicuotas de aproximadamente 0.5 ml en mas medio de cultivo y
se volvieron a incubar. Se tomaron alicuotas para preparar
composiciones listas para usarse asi como para almacenamiento
después de diferentes etapas de incubacidn. _La tabla 46
ilustra algunas condiciones experimentales seguidas por

expansidn de células hES.

Ejemelo 2

El embrién, ya sea intacto o en condicién rota, se

suspendid en medio de cultivo. Ademas, se afiadieron 84 pl de
progesterona y 84 ul de PBhCG. El medio con las células
embricnarias se probd para cualgulier contaminaciédn, y
cualquier embridén infectado se descartd. Las células de los

embricnes en esta forma se usarcon para expansioéon vy
almacenamiento. |

Después de un dia de incubacidén, se introdujo 1 ml
del medio gque contenia célula embrionaria en un hedio de
cultivo celular de 46 ml (DMEM o RPMI) en un contenedor de 50
ml junto -con progesterona y B(hCG. Las células madre fueron
incﬁbadas en una posicidn vertical a temperatura ambiente en
un ambiente que contenia didxido de carbono. La tabla 47
muestra algunas de las variables de ejemplo de trabajo usadas

en este experimento.
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~ Tabla 47
(a) (b) © (d) (e H (8) th) (i) )
Etapa Volumen
embrional Estado Medio Cantidad Adicién Tiempode alicuota Medio Cantidad de
S.No. en dias Embrional Celular de (c) a Medio incubacién de(f) Celular de (h) contenedor
1 2 Intacto [VF media 2.5ml FF 24 hrs - - - -
2 2 Intacto [VF media  2.5ml A 24 hrs - - - -
3 3 Roto RPMI 2.5ml A 24 hrs 0.5ml RPM’ 45 ml 50 ml
5 4 3 Roto RPMI 2.5ml B 24 brs LOml  RPMI  d6m! 50 m)
3 3 Roto DMEM 2.5ml A& B 24 hrs 0.5m! DMEM 35 ml 50 ml
Tabla 48
(a) (b) (c) (d) (e) 4 () (h) U] 0
Cantidad
10 de cultivo Medio Cantidad Adicibna Volumende Temperatura % de CQO,; Tiempode Alicuota Mediod
S.Ne. ESC celular de (b} Medio contenedor  de incubacién en ambiente incubacion  de (h) cultivo
1 0.5 ml RPMI 35 ml A 50 mt 36.5 5 24 0.5ml RPMI
2 1.0 ml RPMI 38 ml A 50 ml 37 5 24 25 ml RPMI
3 t.5ml DMEM 45 ml B 50 ml 37 5 48 {0ml DMEM
4 2.0 ml RPMI 46 ml A 50 ml 37.2 5 48 1.5 ml RPM]I
5 2.5mi DMEM 45 ml AB 50 ml 36.8 5 24 0.5 ml DMEM

15

(k) M
Temp de % de
incubacion  CO; en
grados C  ambiente
36 4
36.5 4.5
37 5
38 5
37 S
(k) ()
e Volumende Temp
contenedor  Almac.
0.5 ml -40
0.5 ml -20
1.5ml -18
1.5 ml =20
1.5 ml -72
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Después de 24 horas de incubaciédn, se
observaron en una relacién de aproximadamente 1:4
células nucleadas (parcialmente diferenciadas) y.células
en blanco (indiferenciadas). Después de 48 horeas de
incubacién, se observaron en una relacién de
aproximadamente 1:2 células nucleadas y células en
blanco. Alicuotas de aproximadamente 0.5 ml se tomaron
paré almacenamiento en la etapa de 24 hcocras y 48 horas..

6.5 ml del cultivo de células embrionarias en
cultivo gue contenia medio fue introducida en 46 ml de
medio celular (RPMI o DMEM) con otros componentes de
prueba, en un contenedor estéril de 50 .ml (matréz
estéril Tarsons). Las células madre se incubaron en uﬁa
posicidn heorizontal a temperatura ambiente en un
ambiente gque contenia didxido de carbono. Después de 24
horas de incubaciédn, se volvieron a introducir alicuotas
de aproximadamente 0.5 ml en 46 ml de medio de cultivo y
se volvieron a incubar. La tabla 48 dilustra algunas
condiciones experimentales segulidas por expansidn de
células hES.

Se tomaron alicuotas para preparar
composiciones listas para usarse asi como para
almacenamiento después de la etapa de incubacidén por 24

horas.
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Ejemplo 3

Almacenamiento

Para almacenamiento, se tomaron células hES en un
tubo de almacenamientc de 0.5 ml y se afadiéd ﬁn agente de
crioconservacidn tal como DMSO al 0.2% en una cantidad de 16
pl y depuse de agitar cuidadcsamente fueron almacenadas a -
20°C. Las células fueron descongeladas naturalmente para
hacer composiciones listas para usarse o para expansion
adicional. La wviabilidad de las células descongeladas se
probd y 64% a 84% de las celulas se encontrd que eran
viables. Las células almacenadas se evaluaron para
contaminacidén asi como viabilidad después de intervalos
regulares. La tabla 49 muestra los parametros reales
seguidos por almacenamiento en cinco experimentos diferentes

asi como la viabilidad de las células después de descongelar.

Tabla 49
No. S Cantidad de Cantidad de % de Medio usado -Véil"u';::‘ﬁ';:’:n eladas
suspensién celular DMSO DMSO ¢ g
1 0.5ml . 16pt 0.2 NaCl 74%
2 0.5ml 3201 1.4 NaCl 66%
3 0.5ml 64pl 0.4 NacCl 70%
4 0.5ml 48ut 0.2 NaCl 78%
5 0.5ml 16ul 0.2 NaCl 88%
Ejemglo 4

Varias pruebas se llevaron a cabo para verificar

cualquier contaminacién o infeccidén o anormalidad.  en las
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células embrionarias en varios intervalos ‘de las
etapas de expansidn Y almacenamiento y para
identificar 1los derivados de hES que estpvierdn
presentes en cada cultivo. Las diferentes pruebés
inéluyen agquellas para vih, HbSAg (para hepatitis)?
PCR convencional para prueba de Kochs (para
ftuberculosis), analisis cromosémico por método CG de
agrupamiento de giemsa, bilirrubina mediante el
método de Jendrasiik y Grof y albimina usando método

de unidén de tincion BCG (para células progenitoras de

higado), insulina via método CLIA (pafa célulés
progenitoras neuronales), prueba CD34 mediante método
inmunohistoguimico (para células progenitoras
hematopoyéticas), alcalin fosfatasa mediante método
PNPP {para células indiferenciadas), pruebas de
histopatoclogia (para identificacién de  célula
mediante morfologia), etc.. La condicidédn de cultivo

fue probada mediante el método de placa de cultivo
manual y sensibilidad manual e identificacién con
versatrek/APl se llevd a cabo para infeccidén fuangica.
Todas las pruebas se llevaron a cabo y el contéo
celular vy viabilidad de 1las células se verificd en
cada etapa. La tabla 50 proporciona los resultados

de algunas de las pruebas.
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Ejemplo 5

Preparacion de células hES para transplante

15 ml de suspehsién de ceélula madre fue

tomado y centrifugado a 1000 r.p.m. .durante )

5 minutos. El supernadante se descartd. Se afadieron

2 a 15 ml de soclucion salina & la pella y las céelulas

madre de esta manera se suspendiercn. La suspensidn

fue verificada para contaminacién microbiana.
También se hizo una prueba de viabilidad.

10

Ejemplo 6

Almacenamiento de células hES en forma lista para

usarse
Contenedores (jeringas, tubos de prueba,
15 matraz, recipiente) se llenaron con la suspensidn de
ceélulas hES transplantables fueron etiquetadas vy
almacenadas a -20°C. La cadena fria fue mantenidé
hasta la etapa de transplante. La suépensién Se

descongeld naturalmente inmediatamente antes del

20 transplante.

25

.243



10

15

TABLA 50

Cadigo Fos Insulina %de |Estado de cultivo

de Bilirrubina | VIH | HbSAg | Alq | PCR | Albumina S Neurofilo | Histo }Conteo celular | Viabilidad

Lote (en millones)
B77 - -ve -ve - -ve - - - - 3.86 72 Estéril
B78 - -ve Ve - -ve - - - - 318 70 Estéril
B79 - -ve -ve - -ve - - - - 3.92 70 Esténl
B80 - -ve -ve - -ve - - - - 3.96 63 Esténl
1.56 - -ve -Ve - -ve - - - - 312 72 Estéril
L57 - -ve Ve - -ve - - - - 3.84 - 72 Estéril
B81 - -Ve -ve - -ve - - - - 3.16 70 Estéril
BS82 - -ve -ve - -ve - - - - 3.72 - 68 Esténl
B33 - -ve -VE - -ve - - - - 3.68 74 Estéril
B34 - -ve -ve - -ve - - - - 372 72 Estéril
B85 - -ve -ve - -ve - - - - 3.86 76 Estéril
B36 - -ve -ve - -ve - - - - 3.92 78 Esténil
L58 - -ve -ve - -ve - - - - 3.86 82 Estéril
1.59 1.27 -ve -ve 97 -ve 1.9 13.2 - - 3.12 70 Estéril
B87 - -ve -ve - -ve - - - - 3.16 72 Estérl
B88 - -ve -ve - -ve - - - - 3.84 70 Estéril

Li/vi1 - -ve -ve - -ve - - - - 3.68 78 Estén]

LIfv2 - -ve -ve - -ve - - - - in 74 Esténi
B89 - Y& -ve - -ve - - - - 3.68 . 72 Estéril
BS%0 0.05 -ve -ve 14 -ve 0.15 - - - 376 70 Estéril
B9l - -ve -ye - -ve - - - - o4 68 Estéril
BS2 - -ve -ve - -ve - - - - 372 72 Estéril
BO3 ; Ve —ve | e ; - - - 3.74 70 Estéril |
B94 - -ve -vg - -ve - - - - 392 72 Estéril
BYS { - -ve -ve - -ve - - - - - 186 70 Estéril
-ve = resultado de prueba negativo
- =no hecho
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Lineas celulares

Se repitiercn subcultivos més de 100 veces para
establecer células hES de la presente invencidén. ' Ademas, los
subcultivos fueron evaluados para cualquiér
contaminacién/infeccidn en cada etapa de expansidn o
almacenamiento adiciconal. Las lineas de células hES se
encontré que eran estables y sin alguna anormalidad durante
mas de cinco afios de ciclos de subcultivo.

La presente invencidn no se debe limitar en alcance
por las modalidades y ejemplos especificos, los cuales son
diseflados como ilustraciones de un numero de aspectos de la
invencidn \% cualesquiera modalidades las Acuales son
equivalentes funcionalmente estan dentro del alcance de esta
invencién. Aguellos expertos en 1la técnica conoceran, ‘o
seran capaces de constatar el uso de no mas experimentacidn
de rutina, muchos equivalentes a las modalidades especificas
de la invencidén descritas en la presente. Estos y todos los
otros equivalentes son diserfiados para ser abarcédos per las
siguientes reivindicaciones. Todas las patentes, solicitudes
de patentes vy publicaciones citadas en la presente, se

incorporan en su totalidad a manera de referencia.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidén farmacéutica para el tratamiento
de enfermedades, frastornos o condiciones, caracterizada
porque comprende una cantidad terapeuticamente efeétiva de
células madre embrionarias humanas (hES) y/o sus derivados,
en donde las células hES y/o sus derivados estén libres de
productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, factor de
creéimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a membrana
o factor Steel soluble ¢ medios acondicionados, en donde las
células hES y/o sus derivados son suspendidas en una solucidn
biocompatible farmacéuticamente aceptable.

2. La composicidén farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 1, caracterizada porgue esta en una forﬁa
lista para usar.

3. La composicidn farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 2, caracterizada porque la forma lista para
usar es una jeringa prellenada.

4. La composicidn farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidn 2, caracterizada porque las células madre
tienen suficiente viabilidad para ser terapéuticamente
efectivas.

5. La composicién farmacéutica de conformidad con

la reivindicacién 4, caracterizada porque la viabilidad de
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las células madre es de mas de 40%.

6. La composicién farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 1, caracterizada porque la solucién
biocompatible es salina.

7. La composicién farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 1, caracterizada porque la solucidn
biocompatible comprende ademds un agente antimicrobianc,
agente antibacteriano u otro agente farmacéutico.

8. La composicién farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 1, caracterizada porgque comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de progenitores de células
madré hematopoyéticas.

9. La composicién farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 1, caracterizada porque comprehde uria
cantidad terapéuticamente efectiva de progenitores de células
madre neuronales.

10. La composicién farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 1, caracterizada porgue comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de progenitores dé células
madre hematopoyéticas y ©progenitores de células madre
neurcnales.

11. La composicién farmacéutica de conformidad cén
la reivindicacidén 1, <caracterizada porque comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de progenitores de células

madre mesengquimaticas.
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12. La composicidn farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 1, caracterizada porque comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de progenitores de células
madre productoras de insulina.

13. La composicidén farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 1, caracterizada porque comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de progenitores de células
madre hepatociticas.

14. La composicidon farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 1, caracterizada porque comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de progenitores de células
madre cardiacas.

15. La composicidén farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 1, caracterizada porque cémprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de progenitores de células
madre epiteliales.

16. La composicidén farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidén 8, caracterizada porque la cantidad
terapéuticamente- efectiva de los progenitores de‘ células
madre hematopoyeticas en Lla composicidén es de alrededor de
750,000 a alrededor de 160 millones de células.

17. La composicidén farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 9, caracterizada porque la cantidad
terapéuticamente efectiva de células madre neuronales en la

composicidédn es de alrededor de 750,000 a alrededor de 160
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millones de células.

18. La composicidn farmacéutica de conformidad con

la reivindicacidéon 1, caracterizada porgue la cantidad
terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados es

de alrededor de 750,000 a alrededor de 160 millones de

células en alrededor de 0.25 ml a alrededor de 100 ml de la

solucidén biccompatible.

19. La ccomposicidn farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 1, caracterizada porque la cantidad
terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados es
750,000 a alrededor de 80 millones de células en alrededor de
0.25 ml a alrededor de 10 ml de la solucidn biocompatible.

20. La composicidn farmacéutica de conformidad con
la reivindicacidédn 1, caracterizada porque las enfermedadeé,
trastornos o© condiciones se seleccionan del grupo qﬁe
consiste en céancer, apoplejia, trastornos. genéticos,
trasfornos hepaticos, trastornos de desarrollo, trastornos
degenerativos, trastornos hereditarios 0 trastorncs
traumaticos del sistema nervioso, trastornos vasculares,
enfermedades y trastornos de la piel, trastornos autoinmunes,
trastornos oculares, trastornos renales, i trastornos
cardiacos, trastornos musculoesqueléticos, trastornos
reproductivos y de fertilidad, vy artritis y trastornos
hematicos.

21. La composicidén farmacéutica de conformidad con
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la reivindicacién 1, caracterizada porque las enfermedades,
trastornos o condiciones se seleccionan del grupc gue
consiste en Leucemia Mielocide .Aguda, Adenccarcinoma,
Artritis, Astrocitoma, Atrofia del Nervio Auditivo, Autismo,
Trastornos Autcinmunes, enfermedad de Alzheimer, Espondilitis
Anquilosante, Distrofia Muscular de Becker, Dafio Cerebral,
Quemaduras, Acclidente Cerebrovascular, Paralisis Cerebral,
Coma, Ulceras Corneales, Rechazo de Injerto Corneal,
Degéneracién Cortico-Basal del Sistema Nervioso, Enfermedéd
de Arterias Coronarias, Diabetes, Demencia, Sindrome de Down,
Distrofia Muscular de Duchenne, Enfermedad Renal en Etapa
Terminal, Paralisis de Erb, Distrofia Muscular Fascio
Escapular, Trastornos de Fertilidad, Ataxia de. Friederich,
Insuficiencia Cardiaca, Carcinoma Hepatocelular, Enfermedad
de Neuronas Espino Motoras Hereditaria, Corea de Huntington,
Enfermedad de Krabbe, Distroefia del Cingulo de las
Extremidades, Cirrosis Hepéatica, Degeneraciodn Macular,
Retraso Mental, Esclerosis Multiple, Enfermedad de Neuronas
Motoras, Infarto del Miocardio, Sindrome Nefrético,
Enfermedad de Niemann Pick, Ulceracidén No Sanadora de ia
Piel, Atrofia O0Olivo-Ponto Cerebelar, Atrofia del Nervio
Optico, Mal de Parkinson, Encefalopatia Post Choqﬁe
Elé;trico, Encefalopatia Post-Vacuna Contra la Rabia, Llagas
por Presidén, Pardlisis Supranuclear Progresiva, Psoriasis,

Ptisis Bulbi, Cardicmiocopatia Restrictiva, Retinitis
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Pigmentosa, Bloque de Ramificacién del Fasciculo Derecho,
Saréoidosis, Bradicardia del Seno, Tumocr de la Médula
Espinal, Distrofia Muscular Espinal, Ataxia Espino Cgrebelar,
Sindrome de Steven Johnson, Lupus Eritematoso Sistémico,
Trombocitopenia, Talasemia, Colitis Ulcerativa, Estado
Vegetativo, Fibrosis Quistica, Enfermedad Pulmonér
Intersticial, Azoospermia, Insuficiencia Ovarica Primaria,
Ulceras Aftosas, Desequilibrio Hormonal, Osteo-Artritis,
Sindrome de Horner y Osteogénica Imperfecta, Canalopatia e

Hipogamaglobulinemia.

22. Una composicidn de materia caracterizada porgue
comprende células hES y/o sus derivados, las células hiES y/o
sus derivados estédn libres de productos animales, células
alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de
leuéemia, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steél
asociado a membrana y/o factor Steel scoluble o medios
acondicionados, gque se obtienen al atrapar las células hES
y/o sus derivados en una estructura o matriz biocompatible vy
selectivamente permeable.

23. La composicidén de materia de conformidad con ia
reivindicacidén 22, caracterizada porque las células hES vy/o
sus derivados comprenden progenitores de células madre

hematopoyéticas.
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24. La composicidédn de materia de conformidad con la
reivindicacién 22, caracterizada porque las células hES y/o
sus derivados comprenden progenitoresv de células madre
neurcnales.

25. La composicién de materia de conformidad con la
reivindicacidn 22, caracterizada porque las células-hES y/o
sus‘ derivados comprenden una combinacidén de células madfe
hematopoyéticas y progenitores de células madre néuronales.

26. La composicién de materia de conformidad con la
reivindicacién 22, caracterizada porque la estructura o
matriz biocompatible y selectivamente permeable se seleccioﬁa
del grupc que consiste en Dbiopolimeros, polipéptidos,
proteinas, polisacaridos, fibronectina, c¢olageno, 1laminina,
queratina, fibrina, fibrindégeno, &cido hialurdnico, sulfato
de heparina, sulfato de condroitina, agarosa y gelatina.

27. La composicidén de materia de conformidad con la
reivindicacidén 22, caracterizada porque las células' hES vy/o
sus derivados son atrapades en una mezcla de agarosa -y
colageno o en una mezcla de agarcsa y gelatina.

28. Un metodo para aislar células hES,
caracterizado porque comprende:

(a) colectar un embridn de 2 a 7 dias de edad en un

medio que consista en medio esencial minimo,

yASY)
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(b) aislar células hES del embrién por medios
mecanicos.

29. El método de conformidad con la reivindicacién
28, caracterizado porque el embridén es un embridn de 2 dias
de edad.

30. El1 método de conformidad con la réivindicacién
2B, caracterizado porgue los medics mecanicos son agitaciodn.

31. Un método para expandir células hES libres de
productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones de
minerales complementarios, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor Steel
soluble y medios acondicionados, caracterizado porgue
comprende las etapas de:

(a) introducir células hES en un medio de cultivo
de células que consiste en medio esencial miniﬁo, una
progestina y un agonista de gonadotropina coridnica f (thé)
humana, e

(b) incubar las ceélulas madre a una temperatura de
aproximadamente 34°C a alrededor de 38°C en un ambiente de
alrededor de 3.5% a aproximadamente 6% de didéxido de carbono

durante aproximadamente 12 horas a alrededor de 48 horas.
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32. El metodo para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacidén 31, caracterizado porgue el
medic de cultivo de células es RPMI.

33. El método para expandir c¢élulas hES de
conformidad con la reivindicacidén 31, caracterizado porqgue
comprende ademas:

(c} tomar una alicuota de células madre incubadas
de 1a etapa (b), en donde la alicuota contiene al menos una
célula madre,

(d) resuspender las células en medio de cultivo de
células junto con progesterona y PhCG a la alicuota,

(e) diluir las células en medio de. cultivo de
células sin progestina vy agonista de PhCG, e

(f) incubar las células a wuna temperatura de
alrededor de 34°C a aproximadamente 38°C en un ambiente de
alrededor de 3.5% a aproximadamente 6% de didéxido de carbono
durante alrededor de 12 horas a aproximadamente 48 horas.

34. El método para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacién 31, caracterizado porque ia
incubacidén se 1lleva a cabo en una incubadora dg cultivo de
célﬁlas con camisa de agua.,

35. El1 método para expandir <células hES de

conformidad con la reivindicacién 31, caracterizado porgue
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las células madre en medic de cultivo se incuban en un
recipiente biocompatible béjo condiciones sustancialmenfe
anaerdbicas.

36. El método para expandir células hES de

conformidad con la reivindicacidén 35, caracterizado porgue

las células madre no se diferencian después de la
proliferacién.

37. El método para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacién 31, caracterizado porque
las células hES usadas se aislan de un embrién de 3 dias de
edad mediante mediocs mecanicos.

38. El método para expandir células .hES de
conformidad con 1la reivindicacién 31, caracterizado porque
comprende ademads la etapa de probar las células madre
expéndidas para cualguier contaminacidn.

39. El método para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacidédn 31, caracterizado porgue él
proceso de cultivo se lleva a «cabo en recipientes
biocompatibles.

40. El método para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacién 31, caracterizado porgue la
relacidén de la alicuota de células madre incubadas al medio

de células es aproximadamente 1:3.5 a alrededor de 1:35.
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41. E1 método para expandir celulas hES de
conformidad con la reivindicacidén 31, caracterizado porque la
incubacidén se lleva a cabo en un ambiente sustancialmente
anaerdbico.

42, El método para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacién 41, caracterizado porque 1la
incgbacién se lleva a cabo en un recipiente biocompatible en
donde el volumen es casi completamente ocupado por el medio .y
el recipiente se mantiene en una posicidn vertical.

43. Un método para diferenciar parcialmente células
hES libres de productos animales, c¢élulas alimentadoras,
factores de <crecimiento, factor i1nhibidor dé leucemia,
combinaciones de minerales complementarios, suplementos de
aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor de crecimiento
de fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor
Steel soluble y medios accndicionados, caracterizado porque
comprende las etapas de:

(a) introducir células hES en un medio de. cultivo
de células que consiste en medio esencial minimo e

(b) incubar las células madre a una temperatura de
alrededor de 34°C a aproximadamente 38°C en un ambiente de
aproximadamente 3.5% a alrededor de 6% de diéxido de carbono

durante alrededor de 12 horas a aproximadamente 48 horas.
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44. El1 métodc para diferenciar parcialmente célulés
hES de conformidad con la reivindicacién 43, caracterizado
porgque el medio de cultivo de celulas es RPMI o DMEM..

45. El método para diferenciar parcialmente células
hES de conformidad con la reivindicacidn 43, éaracterizado
porque la dincubacidén se lleva a cabo en un incubador de
cultivo de células con camisa de agua.

46. El método para diferenciar parcialmente células
hES de conformidad cen la reivindicacidén 43, caracterizado
porque las células madre en medio de cultivo se incuban en un
recipiente biocompatible bajo condiciones sustanc;almente
aerdbicas.

47, El método para diferenciar parcialmente células
hES de conformidad con la reivindicacidén 46, caracterizado
porgue las células madre se diferencian después de ia
proliferacidn.

48. El método para diferenciar parcialmente células

hES de conformidad con la reivindicacién 43, caracterizado

porque comprende ademds la etapa de probar las células madre
expandidas para cualquier contaminacién.

49. El método para diferenciar parcialmente células
hES de conformidad con la reivindicacién 43, caracterizado

porque el proceso de cultivo se lleva a cabo en recipientes
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biocompatibles.

50. El método para diferenciar parcialmente células
hES de conformidad con la reivindicacidén 43, caraéterizado
porque la relacién de la alicuota de células madre incubadas
al medico de células es de aproximadamente 1:3.5 a airededdr
de 1:35.

51. El método para diferenciar parcialmente células
nES de conformidad con la reivindicacidon 43, caracterizado
porque la incubacidén se lleva a cabo en un amblente

sustancialmente aerdbico.

52. El1 método para diferenciar parcialmente células -

nES de conformidad con la reivindicacién 51, caracterizado
porque la incubacidén se 1lleva a cabo en un recipiente
biocompatible y el recipiente se mantiene en una posicidn
horizontal.

53. Un proceso para preparar una preparacidén lista
para usar de <células hES y/o sus derivados para su
transplante a humanos, caracterizado porque comprende:

{a) obtener c¢élulas hES 1libres de productos
animales, c¢élulas alimentadoras, factores de ‘crecimientq,
factor 1inhibidor de leucemia, combinaciones de minerales
complementarios, suplementos de aminoacidos, suplementos

vitaminicos, factor de c¢recimiento de fibroblasteos, factor
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Steél asociado a membrana, factor Steel soluble y medios
acondicionados,

(b) centrifugar las células madre para obtener un
granulo vy

{c) suspender el granulo en una solucidn
biocompatible.

54. El proceso para preparar una preparacidén lista
para usar de células hES y/o sus derivados para transplante a
humanos de conformidad con la reivindicacidn 53,
caracterizado porque comprende ademéds:

{(d) almacenar la preparacidén a alrededor de-—15°C_a
aproximadamente -72°C vy

(e) descongelar la preparacidén . almacenada
naturalmente antes de su transplantacidn,

en donde la viabilidad de las células es de al
menos 40% luego de descongelarlas.

55. El1 proceso para preparar una preparacidn lista
para usarse de células hES y/o sus derivados paré transplanﬁe
a humanos de conformidad con la reivindicaciéon 53 & 54,
caracterizado porgque comprende ademds probar la preparacidn
para cualqulier contaminante antes del transplante.

56. El proceso para preparar una preparacidén lista

para usarse de células hES y/o sus derivados para transplante

7
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en humanos de conformidad con la reivindicacién 53,
caracterizado porgue las <células hES vy/o sus derivados
obtenidos en (a) se producen mediante los métodos de
conformidad con las reivindicéciones 31 6 45.

57. Un método paré almacenar una preparacidén de
células hES y/o sus derivados en una condi;ién viable,
carécterizado porgue cohprende:

(a) tomar una preparacidén de células hES y/o sus
derivados preparada pocr el método de conformidad con la
reivindicacién 31 & 45,

{b) anfadir una agente de cricconcervaciédn y

(c) congelar las células a alrededor de -15 Ia
aproximadamente -72°C.

58. El método para almacenar una preparacidén de
células hES vy/o sus derivados de conformidad con 1la
reivindicacién 57, caracterizado porgue la relaciéh de la
cantidad del agente de criopreservacién a aguella del medio
de cultivo es de aproximadamente 1:500 a alredédor de
16:1000.

59. El metodo para almacenar una préparacién de
células hES y/o sus derivados de conformidad con 1la
reivindicacién 57, caracterizado porgque el almacenamiento es

en un recipiente biocompatible.
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0. El1 método para almacenar una preparacioén de
células hES y/o sus derivados de conformidad "con la
reivindicacidén 57, <caracterizado 'porque las células ée
congelan a aproximadamente -18 a alrededor de —ZOfC.

61. Uso de una cantidad terapéuticamente efectiva
de células hES y/o sus derivados, las células estén libres de
productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhib;dor de leucemia, factoer de
crecimiento de fibroblastos o medios acondicionados, en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad, trastorno o condicidn en un sujeto.

62. E1 uso de conformidad con la reivindicacién 61,
en donde las <células hES vy/o sus derivados se producen
mediante el método de conformidad con la reivindicacién 31 6
45,

©3. El uso de conformidad con la reivindicacidn 61,

en donde la enfermedad, trastorno ¢ condicién se selecciona |

del grupo gque consiste en céancer, apoplejia; trastornos
genéticos, trastornos hepaticos, trastornos de desarrollo,
trastornos degenerativos, trastornos hereditarios o
trastornos traumdticos del sistema nervioso, trastornos
vasculares, enfermedades y trastornos de la piel, trastornos

autoinmunes, trastornoecs oculares, trastornos renales,



10

15

20

257
trastornos cardiacos, trastornos musculoesqueléticos,
trastornos reproductivos y de fertilidad, artritis vy

trastornos hemdticos.

64. El uso de conformidad con la reivindicacidén 63,
en donde los trastornos del sistema nerviosc son trastornos
del sistema nervioso en desarrollo seleccionados del grupo
que- consiste en Autismo, Paradlisis Cerebral, Paralisis de
Erb, Retraso Mental y Paralisis Supranuclear Progresiva.

65. El uso de conformidad con la reivindicacidén 63,
en donde los trastornos del sistema nervicso son trastornés
del sistema nervioso degenerativos seleccionadés del grupo
que consiste en Enfermedad de Alzheimer, Degeneracidn
Cérticobasal, Scrdera (Atrofia del Nervio Auditivo},
Demencia, Ataxia de Friedereich, Enfermedad de Neuronas
Motoras, Esclerosis Multiple, Atrofia 0livo Ponto Cgrebelar,
Mal de Parkinson y Ataxia Espino Cerebelar.

66. E1 uso de conformidad con la reivindicacidén 63,
en donde los trastornos del sistema nervioso son traumatismqs
del sistema nervioso seleccionados del grupo que consiste en
Daﬁé Cerebral, Coma, Encefalopatia Post Choque Eléctricé,
Encefalopatia Después de Vacuna contra la Rabia, Dano o
Lesidén de Médula Espinal y Estado Vegetativo.

67. E1l uso de conformidad con la reivindicacidn 63,
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en donde los trastornos del sistema nervicso son Accidente

Cerebro Vascular o Apoplejia.

8. El1l uso de conformidad con la reivindicacidn 63,
en donde los trastornos del sistema nervioso son condiciones
hereditarias seleccionadas del grupo gue consiste en
Enfermedad de Neuronas Espino Motoras Hereditaria y Corea de
Huntington.

69. E1 uso deiconformidad con la reivindicacidén 63,
en donde los trastornos hepaticos y renales se seleccionan
del grupo que consiste en Cirrosis del Higado, Enfermedéd
Renal en Etapa Terminal, Sindrome Nefrdético y Enfermedad de
Nieﬁann Pick.

70. El uso de conformidad con la reivindicacién 63,
en donde los trastornos de la piel se seleccionan del grubo
gue consiste en Artritis, Arterosclerosis, Quemaduras,
Ulceras No Sanadoras, Llagas por Presién, Psoriasis, Lupﬁs
Eritematoso Sistémico y Sarcoidosis.

71. El uso de confo?midad con la reivindicacidén 63,
en donde los trastornos autoinmunes se seleccionan del grupo
gue consiste en Trombocitopenia, Lupus Eritematoso Sistémico,
Sarcoidosis y Colitis Ulcerativa.

72. E1 uso de ;onformidad con la reivindicacién 63,

en donde los trastornos genéticos se selecciconan del grupo



10

15

20

259
gque consiste en Sindrome de Down, Espondilitis Anquilosante,
Talasemia y Corea de Huntington.

73. Bl uso de conformidad con la reivindicacidén 63,
en donde los trastornos oculares se seleccicnan del gfupo que
conéiste en Atrofia del Nervio Optico, Ptisis Bulbi,
Degeneracién Macular, Retinitis Pigmentosa, Abraéién Corneal,
Rechazo de Injerto Corneal y Ulceras Corneales.

74. El1 uso de conformidad con la reivindicacidén 63,
en donde los trastornos musculoesqueléticos se seleccionan
del grupo gque consiste en Distrofia Muscular de Duchenne,
Distrofia Muscular Facio Escapular, Distrofia dei Cingulo de
las Extremidades, Atrofia Muscular Espinal y Distrofia
Muscular de Becker.

75. E1l uso de conformidad con la reivindicacidn 63,
en donde los trastornos cardiacos se seleccionan del grupo
que consiste en Infarto del Miocardio, Bloqueo de
Ramificaciones del Fasciculo Derecho, Cardiomiopatia
Restrictiva, Insuficiencia Cardiaca, Bradicardia de Seno 'y
Enfgrmedad de Arteria Coronaria.

76. El1 uso de conformidad con la reivindicacién 63,
en donde los estadeos oncoldégicos se seleccionan del grupo que
consiste en Leucemia Mieloide Aguda, Adenocarcinoma de 1la

Glandula Adrenal, Astrocitoma, Carcinoma Hepatocelular vy
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Tumor de Médula Espinal.
77. E1l uso de conformidad con la reivindicacidén 63,

en donde la enfermedad es Diabetes Mellitus.

78. Uso de una cantidad terapéuticamehte efectiva.

de células hES y/o sus derivados cultivados en medics libres
de productos animales, células alimentadoras, medios
acondicionados, factores de crecimiento, factor inhibidor de
leucemia, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel
asociado a membrana o factor Steel soluble, en la preparacién
de un medicamento para su administracién mediante inyeccién
intramuscular o inyeccidn intravenosa o 1inyeccidn epidural o
catéter epidural o inyeccidn retrobulbar o) inyeccidn
subcutdnea o inyeccidn intracardiaca o inyecciédn intracistiéa
o0 inyeccidén intratecal o mediante aplicacidén toépica o
aplicacién intralesional o infusidn intravencsa, o pbr medio
de nebulizador, o por aspersidn, o' mediante rutas
intravaginales, o mediante gotas locales para ojoé y oidos.

79. El1 usco de conformidad con la reivindicacidén 78,
en donde las células hES y/o sus derivados se producen
mediante el método de conformidad con la reivindicacidén 31 6
45.

80. El uso de conformidad con la reivindicacién 78,

en donde la cantidad terapéuticamente efectiva de células hES

w05
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y/0o sus derivados es de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células.

81. E1l uso de conformidad con la reivindicacidén 78,
en ‘donde las células hES vy/o sus derivadcs comprendén
progenitores de células madre hematopoyéticas,.progenitores
de .células madre neuronales, progenitores de células madre
mesenquimdticas, progenitores de células madre epitelialeg,
progenitores de <células madre renales, progenitbres de
células madre cardiacas ¢ progenitores de c¢élulas madre
hepaticas, o combinaciones de los mismos.

82. El uso de conformidad con la reivindicacidn 7é,

en donde la enfermedad se selecciona del grupo gue consiste

en cancer, apoplejia, ' trastornos genéticos, trastornos
hepaticos, trastornos de desarrollo, trastornos
degenerativos, trastornos hereditarios o tfastornos
traumdticos del sistema nervioso, trastornos vasculares,

trastornos de la piel y enfermedades, trastornos autoinmunes,

trastornos oculares, trastornos renales, trastornos

cardiacos, trastornos musculoesqueléticos, trastornos
reproductivos y de fertilidad, artritis y trastornos
hematicos.

83. El uso de conformidad con la reivindicacién 78,

en donde la enfermedad, trastornc o condicidn se selecciona
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del grupo gue consiste en Leucemia Mieloide - Aguda,
Adenocarcinoma, Artritis, Astrocitoma, Atrofia del Nervio
Auditivo, Autismo, Trastorncos Autoinmunes, enfermedad de
Alzheimer, Espondilitis Anquilosante, Distrofia Muscular de

Becker, Dano Cerebral, Quemaduras, Acclidente Cerebrovascular,

Paralisis Cerebral, Coma, Ulceras Corneales, Rechazo de
Injerto Corneal, Degeneracidén Cortico-Basal del Sistema
Nervioso, Enfermedad de Arterias Coronarias, Diabetes,

Demencia, Sindrome de Down, Distrofia Muscular de Duchenne,
Enfermedad Renal en Etapa Terminal, Paradlisis de Erb,
Distrofia Muscular Fascio Escapular, Trastornos de
Fertilidad, Ataxia de Friederich, Insuficiencia Cardiaca,
Caréinoma Hepatccelular, Enfermedad de Neuronas Espino
Motoras Hereditaria, Corea de Huntington, Enfermedad de
Krabbe, Distrofia del Cingulc de las Extremidades, Cirrosis
Hepatica, Degeneracién Macular, Retraso Mental, Esclerosis
Maltiple, Enfermedad de Neuronas Motoras, Infarto del
Miocardic, Sindrome Nefrético, Enfermedad de Niemann Pick,
Ulceracidén No Sanadora de la Piel, Atrofia Olivo-Ponto
Cerebelar, Atrofia del Nervio Optico, Mal de Parkinson,
Encefalopatia Post Chogque Eléctrico, Encefalopatia Post-
Vacuna Contra la Rabia, Llagas por Presién, Paralisis

Supranuclear Progresiva, Psoriasis, Ptisis - Bulbi,

U
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Cardiomiopatia Restrictiva, Retinitis Pigmentosa, Blogue de
Ramificaciédn del Fasciculo Derecho, Sarcoidosis, Bradicardia
del Seno, Distrofia Muscular Espinal, Ataxia  Espino
Cerebelar, Sindrome de Steven Jchnson, Lupus Eritematoso
Sistémico, Trombocitopenia, Talasemia, Colitis. Ulcerativa,
Estado Vegetativo, Fibrosis Quistica, Enfermedad Pulmonar
Intersticial, Azoospermia, Insuficiencia OvaArica Primaria,
Ulceras Aftosas, Desequilibrio Hormonal, Osteo-Artritis,
Sindrome de Horner vy Osteogénica Imperfecta, junto cén
Canalopatia e Hipogamaglobulinemia.

84. E1l uso de conformidad con la reivindicacién 78,
en donde la administracién de células hES y/o sus derivados
no causa tumores, teratomas o cambios cromosdémices.

85. Uso de c¢élulas hES vy/o sus derivadog en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de Lesidn
de Médula Espinal (SCI) de un sujeto mediante un método qﬁe
comprende:

(a) administrar alrededor de .750,000 a
aprbximadamente 80 millones de células hES y/o sus derivados
mediante inyeccidn subcutanea;

(b) repetir 1la etapa (a) después de un periodo

predeterminade y posteriormente administrar una cantidad

terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados

263
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mediante inyeccidn intramuscular;

(c) administrar una cantidad terapéuticamenﬁe
efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde lés
células comprenden progenitores de células madre neuronales vy
progenitores de células madre hematopoyéticas, mediante
inyeccidén o infusidn intraveﬁosa;

(d) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/¢ sus derivados, en dénde las
células comprenden progenitores de células madre neuronaleé,
mediante inyeccién epidural y repetir la dosis después de ﬁn
periodo predeterminado dependiendo de la condicidén del sujeﬁo
evaluada por exdmenes clinicos y/o neuroldgicos;

(e) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronaleé,
mediante inyeccidn caudal;

(£) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las

células comprenden progenitores de células madre neuronales,

mediante inyeccién intratecal o) catéter de bloque
subaracnoide;
(g) administrar una <cantidad terapéuticamente

efectiva de células hES y/o sus derivados, en ddnde las
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células comprenden progenitores de células madre neuronales
mediante inyeccidn epidural o catéter epidural;

{h) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/¢ sus derivados mediante inyeccién
espinal profunda sobre cada lado de la espina y

(1) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados mediante infusién
intravenosa;

{(j) en donde las etapas (a) e (b) se l;evan a cabo
primero y las etapas restantes pueden llevarsé a cabo en
cualgquier orden.

86. E1l1 uso de confcrmidad con la reivindicacidén 85,
el cual comprende ademds repetir la etapa (f) seguida por la
etapa (g), hasta que el sujeto exhiba seflales clinicas de
recuperacidén de la SCI.

87. El uso de conformidad con la reivindicacién 85,
en -donde 1las c¢élulas hES y/o sus derivados se producen
med;ante el método de conformidad con la reivindicacidn 31 6
45.

88. El1l uso de conformidad con la reivindicacidén 85,
en donde alrededor de 750,000 a aproximadamente 80 millones

de células hES y/o sus derivados, en donde las células

comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas vy

230
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progenitores de células madre neuronales, se suspenden en
0.25 a 1.0 ml de una solucidén biocompatible en la etapa (a)'y
etapa (b). .

89. El1 uso de conformidad con la reivindicacién 85,
en donde aproximadamente 75Q,OOO a alrededor de 11 millones
de células hES y/o sus derivados, en donde las células
comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas vy
progenitores de células madre neuronales, se suspenden en 210
a 4.0 ml de una sclucidén biocompatible en la etapa (f}.

90. El uso de conformidad con la reivindicacidén 85,
en donde alrededor de 750,000 a aproximadamente 80 millones
de >células hES y/o sus derivados, en donde las célulés
comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas vy
progenitores de células madre neuronales, se suspendén en 15
a 40 ml de una solucién biocompatible en la etapa {(g).

91. El uso de conformidad con la reivindicacién 85,
en donde el tratamiento de sujetos con SCI da como resultado
la reduccidn de ulceras por decubito.

92. Uso de alrededor de 750,000 a aproximadamente
160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre néuronales
yv/0 progenitores de células madre hematopoyéticos{ en ia

preparacién de un medicamento para administracidn mediante

2
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inyeccidn intravenosa, inyeccidn subcuténea, inyeccidn
intramuscular, inyeccidn intratecal, infusidén por catéter

epidural o infusidn por catéter de bloque subaracnoide, en el

. tratamiento de trastornos de desarrollo, degenerativos,

hereditarios y traumdticos del sistema nervioso y ataque
cerebrovascular. |

3. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde lés
células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas, en la preparacidn de un medicamentoc para él
tratamiento de trastornos de 1la piliel mediante inyeccién
subcutdnea o intravenosa.

94. El uso de conformidad con la reivindicacidn 93,
en donde las células hES y/o progenitores se mezclan en un
vehiculo biocompatible que se aplicarda a la piel dafada.

95, El uso de conformidad con la reivindicaéién 94,
en donde el vehiculo biocompatible es un gel, ungiliento, pasta
O aspersiodn por aerosol.

96. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
80 millones de células hES y/o sus derivados. en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de Ulceras
por decubito mediante aplicacién local o tépica y por medio -

de inyeccidén intramuscular.
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97. Uso de alrededor de 750,000 a aproximadamenﬁe

160 millones de células hES y/0 sus derivados, en la

preparacién de un medicamento para el tratamiento de
trastornos autoinmunes mediante inyeccidn intramuscular,
inyeccidn intravenosa, inyeccidn subcutdanea, inyeccidn intra-
articular o infusidén intravenosa ¢ combinaciones de los
mismos,

98. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprende progenitores de células madre neuronales
y/o progenitores de células madre hematopoyéticas, en la
preparacién de wun medicamentoc para el tratamiento de
trastornos genéticos mediante inyeccidn int:avenosa,
inyeccidén subcutanea, inyeccién intramuscular, inyeccién
intratecal, infusidén por catéter epidural o infusién por
catéter de bloque subaracnoide, o combinaciones de los
mismos.

99. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160 millones de células hES vy/o sus derivados, en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de gangrena
mediante 1inyeccidédn intravencsa, inyeccidén intramuscular o
aplicacién local en la unidén de tejido wviable y muerto o

combinaciones de los mismos.

g
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100. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160 millones de «células hES vy/o sus derivadeos en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de
condiciones asociadas con envejecimiento mediante inyeccidn
intravenosa, inyeccién subcufénea, inyeccidén intramuscular,
aplicacidén local en suspensidéon o mezclado con un vehiculo
biccompatible,

101. El1 uso de conformidad con la reivindicacién
100, en donde el vehiculo biocompatible es un gél, ungiento,
pasta o rocio de aerosol.

102. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160 millones de células progenitoras productoras de insulina
embricnarias humanas, en la preparacidén de un medicamento
para el tratamiento de diabetes mellitus mediante inyeccién
intravenosa © intramuscular o ambas.

103. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células conmprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas, en la preparacién de un medicamentoc para
tratar trastornos cardiovasculares mediante inyeccién
intravenosa, inyeccidén subcutdnea, inyeccidn intramuscular,
inyeccidn intracardiaca, angiografia o inyeccidn directa, o

combinaciones de los mismos.
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104, Uso de conformidad con la reivindicacién 102,
en donde la administracidén es durante angiografia.

105. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor ae
160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas, progenitores de células madre productoras de
albimina vy progenitores de células madre producforas de
bilirrubkina, en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de trastornos hepédticoes y renales mediante
inyeccién intravenosa, inyeccién subcutéanea, inyeccién
intramuscular, infusidén intravenosa o inyeccién local, o
combinaciones de las mismas.

106. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de

160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las

células comprenden progenitores . de células madre

hematopoyéticas, en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de Fertilidad y Trastornos Reproductivos mediante
inyeccién intramuscular local, inyeccidén intratesticular o a
través de inyeccidén en piel subcutédnea cerca del epididimo, ©
combinaciones de los mismos.

107. Uso de alrededor de 750,000 a aproximadamente
160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las

células comprenden progenitores de células madre neuronale€s

A5
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y/o progenitores de células madre hematopoyéticas, en Ia
preparacién de un medlicamento para el tratamiéntd de
Trastornos Musculoesqueléticos mediante inyeccién
intravenosa, inyeccidén subcutdnea, inyeccidn intramuscular .o
infusién por catéter intravenoso, © combinaciones de las
mismas.

108. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de

160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las

células comprenden progenitores de células madré neuronales,
progenitores de células madre hematopoyéticas y/o
progenitores de c¢élulas madre mesenguimaticas, en la
preparacién de un medicamentc para el tratamiento de
trastornos oculares mediante inyeccidén intravenosa local,
inyeccidén subcuténea, inyeccidén intramuscular, inyeccién
retrobulbar, inyeccidén intravitrea o aplicacidén tépica, o
combinaciones de los mismos.

109. El uso de conformidad con la reivindicacidn
108} en donde aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales,
se administran mediante inyeccién retrobulbar.

110. El1 uso de conformidad con la réivindicacién

108, en donde aproximadamente 750,000 a alrededor de 160

23
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millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprendeh progenitores de células madfé neuronales
se administran mediante inyeccidén intravitrea.

111. El1 usco de conformidad con la reivindicacién
108, en donde alrededor de 750,000 a aproximadamente 160
millones de c¢élulas hES y/o sus derivados, en dQnde las
células comprenden progenitores de células madre
mesenguimaticas, se aplican a lentes de contacto .para el
tratamiento de abrasidén corneal.

112. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160:millones de células hES ?/o sus derivados, en donde lés
células comprenden progenitores de células madre neuronales
y/0 progenitores de células madre hematopoyéticas; en la
preparacidén de un medicamento para el tratamiento de
trastornos pulmonares mediante inyeccién intramuscular,
inyeccién intravenosa, aspersidn o nebulizador, e}
combinaciones de los mismos. |

113. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre néuronales
y/0 progenitores de células madre hematopoyéticas, en la
preparacién de un medicamentce para el tratamiento de

trastornos hormonales mediante inyeccidén intramuscular o

29
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inyeccidén intravenosa, o combinaciones de los mismos._

114, Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160 millones de células hES'y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales
y/o progenitores de células madre hematopoyéticas, en ia
preparacién de un medicamento para el tratamiento de Ulceras
Aftosas mediante inyeccidn intramuscular o inyeccidn
intravenosa, o combinacicnes de las mismas.

115. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de
160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitorgs de células madre neuronales
y/o progenitores de células madre hematopoyéticas, en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de
ostecartritis de la rodilla y unidn de la cadera mediante
inyeccién intramuscular, inyeccidén intravenosa o inyeccién
intia—articular, 0 combinaciones de las mismas.

116. Un método para probar el efecto de un
compuesto en células hES y/o sus derivados, caracterizado
porque comprende cultivar células hES y/o sus derivados
obtenidas mediante el método de conformidad <con la
reivindicacidén 31 & 45 en presencia del compuesto, .y

determinar el efecto del compuesto en las células.

117, Uso de 1las c¢élulas hES y/o sus derivados

U9
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obtenidas mediante el método de conformidad con la
reivindicacién 31 & 45, en la preparacién de un medicamenfo
para el suministro de un farmaco a un sujeto, en donde las
células absorben el farmaco en presencia del farmaco, y en
donde las células se administran a un sitic en el sujeto, el

farmaco es suministrado.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una composicidn
farmacéutica que comprende preparaciones de c¢élulas madre
embrionarias humanas (hES) y sus derivados, y a métodos para
su transplante en el cuerpo humano, en donde el trénsplante
da como resultadec la inversién clinica de sintomas, cura,
estabilizacién o detencién de degeneracién de’ una amplia
variedad de condiciones, enfermedades y trastornos médicés
actualmente incurables y terminales. La invencién se refiere
ademds a procesos nuevos péra preparar lineas de células
madre nuevas que estan libres de productos animales, céluleas
alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de
leucemia, combinacicnes de minerales complementarios,
suplementos de aminocacidos, suplementos vitaminicos; factor
de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a
membrana, factor Steel soluble y medios acondiciqnados. Esta
invencién se refiere ademés al aislamiento, cultivo,
mantenimiento, expansién, diferenciacidén, almacenamiento .y

conservacién de estas células madre.

%0
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Titulo: Composiciones que comprenden células madre

embrionarias humanas y sus derivados, métodos de uso Y

métodos de preparacién

Enmienda bajo Articulo 19 del PCT

La Oficina Internacional del WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Ginebra 20

Suiza

Sefior:
El solicitante regquiere que se ingrese la siguiente

enmienda en la solicitud del titulo.

Enmienda

Favor de ingresar la siguiente enmienda:
En las reivindicaciones:
Favor de reemplazar las paginas 168, 170 y 172

hasta 182 con las hojas de reemplazo 168, 170 y 172 hasta 182

anexas a la presente.



Explicacién de la enmienda

Las reivindicaciones 22, 28, 42, 61-115 y 117 han

sido enmendadas. No se ha afiadido nueva materia por medioc de

la enmienda actual.

La reivindicacidén 22 ha sido reescrita como una
reivindicacién de producto por proceso. Esto para hacer
claro que las células hES estan libres de productos animales
después combinadas con estructura o© matriz selectivamente
permeable;. biocompatible 1la cual puede contener productos

animales.

La reivindicacién 28 ha sidc enmendada para
especificar que el embridén se recolectd en un medio que
consistia de medio esencial minimo. Asi, el medio no puede
contener productos animales. Soporte para esta enmienda se
puede encontrar en el parrafo 331 el cual describe
asilamiento de <c¢é&lulas hES en UGnicamente medic esencial
minimo, es decir, en un medio que consiste de medio esencial

minimo.

La reivindicacién 42 ha sido hecha dependiente de

la reivindicacidn 41 en lugar de la reivindicacidén 31.

Las reivindicaciones 61-115 y 117 han sido

reescritas como reivindicaciones de “estilo Suizo”.

Ademds, la numeracidén de las reivindicaciones en
las hojas 179-182 han sido revisadas para tomar en cuenta la
presencia de dos reivindicaciones numeradas 98 en la hoja 179

en la solicitud como se presentd.



Resumen
No se ha afladido nueva materia a la scolicitud por
medio de las enmiendas presentadas en la presente. El
solicitante requiere respetuosamente gque las hojas de

reemplazo provistas con la presente se introduzcan en la

solicitud presentada como se indicéd arriba.

Respetuosamente presentado,

Greeta Shroff

Fecha:

824972 1. DOC
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factor Steel asociado a membrana y/o factor Steel soluble
o medios acondicionados, que se obtienen al atrapar las
células hES y/o sus derivados en una estructura o matriz

biocompatible y selectivamente permeable.

23. La composicién de materia de conformidad con
la reivindicacidén 22, caracterizada porque las cé&lulas hES
y/o sus derivados comprenden progenitores de células madre

hematopoyéticas.

24. La composicidén de materia de conformidad con
la reivindicacidn 22, caracterizada porque las cé&lulas hES
y/o sus derivados comprenden progenitcres de células madre

neuronales.

25. La composicidn de materia de conformidad con
la reivindicacidén 22, caracterizada porque las células hES
y/o sus derivados comprenden una combinacién de células
madre hematopoyéticas y progenitores de células madre

neuronales.

26. La composicién de materia de conformidad con
la reivindicacidn 22, caracterizada porque la estructura o
matriz biocompatible y selectivamente permeable se

selecciona del grupc gque consiste en biopolimeros,
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polipéptidos, proteinas, polisacaridos, fibronectina,
coladgeno, laminina, queratina, fibrina, fibrindgeno, &cido
hialurdnico, sulfato de heparina, sulfato de condroitina,

agarosa y gelatina.

27. La composicidn de materia de conformidad con
la reivindicacién 22, caracterizada porque las células hES
y/o sus derivados son atrapados en una mezcla de agarosa y

coldgeno o en una mezcla de agarosa y gelatina.

28. Un método para aislar células hES,

caracterizado porque comprende:

(a) colectar un embrién de 2 a 7 dias de edad en

un medio que consista en medio esencial minimo,

(b) aislar células hES del embridén por medios

mecanicos.

29. El método de conformidad con la
reivindicacién 28, caracterizado porque el embridén es un

embridn de 2 dias de edad.

30. El método de conformidad con la
reivindicacidn 28, caracterizado  porgue los medios

mecanicos son agitacidn.

7206
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31. Un método para expandir células hES libres
de prcductos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones
de minerales complementarios, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de
fibroblastos, facteor Steel asociado a membrana, factor
Steel soluble y medios acondicionados, caracterizado

porque comprende las etapas de:

(a) introducir células hES en un medio de

cultivo de células que consiste en medic esencial minimo,

una progestina y un agonista de gonadotropina coridnica P

(BhCG) humana, e

(b) incubar las células madre a una temperatura
de aproximadamente 34°C a alrededor de 38°C en un ambiente
de alrededor de 3.5% a aproximadamente 6% de didxido de
carbono durante aproximadamente 12 horas a alrededor de 48

horas.

32. El1 método para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacién 31, caracterizado porque

el medio de cultivo de células es RPMI.

33, El1 método para expandir células hES de

455
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conformidad con la reivindicacidn 31, caracterizado porque

comprende ademas:

(c) tomar una alicuota de células madre
incubadas de 1la etapa (b), en donde la alicuota contiene

al menos una célula madre,

(d) resuspender las células en medio de cultivo

de células junto con progesterona y BhCG a la alicuota,

{e) diluir las células en medio de cultivo de

células sin progestina y agonista de BhCG, e

(f) incubar las células a una temperatura de
alrededor de 34°C a aproximadamente 38°C en un ambiente de
alrededor de 3.5% a aproximadamente 6% de didxido de
carbono durante alrededor de 12 horas a aproximadamente 48

horas.

34. El1 método para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacidén 31, caracterizado porque
la incubacidén se lleva a cabo en una incubadora de cultivo

de células con camisa de agua.

35. El1 método para expandir células hES de

conformidad con la reivindicacidén 31, caracterizado porgue

78¢
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las células madre en medio de cultivo se incuban en un
recipiente biocompatible bajo ccondiciones sustancialmente

anaerdbicas.

36. El1 método para expandir células hES de
confeormidad con la reivindicacidén 35, caracterizado porque
las células madre no se diferencian después de 1la

proliferacién.

37. El1 método para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacién 31, caracterizado porgue
las células hES usadas se aislan de un embridén de 3 dias

de edad mediante medios mecanicos.

38. El1 método para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacidn 31, caracterizado porque
comprende ademds la etapa de probar las células madre

expandidas para cualquier contaminacidn.

39. El1 método para expandir células hES de
conformidad con la reivindicacidén 31, caracterizado porque
el procesc de cultivo se 1lleva a cabo en recipientes

biocompatibles.

40. El1 método para expandir células hES de

conformidad con la reivindicacidn 31, caracterizado porque
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la relacién de la alicuota de células madre incubadas al
medio de células es aproximadamente 1:3.5 a alrededor de

1:35.

41. El1 método para expandir células hES de

conformidad con la reivindicacidén 31, caracterizado porgue
la incubacién se lleva a cabo en un ambiente

sustancialmente anaerdbico.

42. El1 método para expandir c¢élulas hES de
conformidad con la reivindicacidén 41, caracterizado porque
la incubacién se 1lleva a cabo en un recipiente
biocompatible en donde el volumen es casi completamente
ocupado por el medic y el recipiente se mantiene en una

posicién vertical.

43. Un método para diferenciar parcialmente
células hES libres de productos animales, células
alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor

de leucemia, combinaciones de minerales complementarios,

suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos,
factor de <crecimiento de fibroblastos, factor Steel
asociado a membrana, factor Steel soluble y medios

acondicionados, caracterizado porque comprende las etapas

20
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de:

(a) introducir cé€lulas hES en un medic de

cultivo de células que consiste en medio esencial minimo e

(b) incubar las células madre a una temperatura
de alrededor de 34°C a aproximadamente 38°C en un ambiente
de aproximadamente 3.5% a alrededor de 6% de didxidoe de
carbono durante alrededor de 12 horas a aproximadamente 48

horas.

44. E1 método para diferenciar parcialmente
células hES de conformidad con 1la reivindicacidén 43,
caracterizado porque el medio de cultivo de células es

RPMI o DMEM.

45. E1 método para diferenciar parcialmente
células hES de conformidad con 1la reivindicacién 43,
caracterizado porque la incubacidén se lleva a cabo en un

incubador de cultivo de células con camisa de agua.

46. E1 método para diferenciar parcialmente
células hES de conforhidad con la reivindicacién 43,
caracterizado porque las células madre en medio de cultivo
se incuban en un recipiente biocompatible bajo condiciones

sustancialmente aerdbicas.

<l
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47. El método para diferenciar parcialmente
células hES de conformidad con la reivindicacidén 46,
caracterizado porque las c¢élulas madre se diferencian

después de la proliferacidmn.

48. El1 método para diferenciar parcialmente
células hES de conformidad con 1la reivindicacidén 43,
caracterizado porque comprende ademds la etapa de probar

las células madre expandidas para cualquier contaminacidn.

49. El1 método para diferenciar parcialmente
células hES de conformidad con 1la reivindicacidén 43,
caracterizado porque el proceso de cultivo se lleva a cabo

en recipientes biocompatibles.

50. El1 método para diferenciar parcialmente
células hES de conformidad con 1la reivindicacidn 43,
caracterizado porque la relacidén de la alicuota de células
madre incubadas al medio de células es de aproximadamente

1:3.5 a alrededor de 1:35.

51. El1 método para diferenciar parcialmente
células hES de conformidad con 1la reivindicacidén 43,
caracterizado porque la incubacidn se lleva a cabo en un

ambiente sustancialmente aerdbico.
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52. El1 métodc para diferenciar parcialmente
células hES de conformidad c¢on la reivindicacién 51,
caracterizado porque la incubacidén se lleva a cabo en un
recipiente biocompatible y el recipiente se mantiene en

una posicidn horizontal.

53. Un proceso para preparar una preparacidn
lista para usar de células hES y/o sus derivados para su

transplante a humancs, caracterizado porque comprende:

(a) obtener células hES 'libres de productos
animales, células alimentadoras, factores de crecimiento,
factor inhibidor de leucemia, combinaciones de minerales
complementarics, suplementos de aminoacidos, suplementos
vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor
Steel asociadc a membrana, factor Steel solublé y medios

acondicionados,

{(b) centrifugar las células madre para obtener

un granulo y

(c) suspender el grédnule en una solucidn

biocompatible.

54. El1 proceso para preparar una preparacidn

lista para usar de células hES y/o sus derivados para

793
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transplante a humanos de conformidad con la reivindicacidn

53, caracterizado porque comprende ademis:

(d) almacenar la preparacidén a alrededor de -

15°C a aproximadamente -72°C y

(e) descongelar la preparacidén almacenada

naturalmente antes de su transplantacidn,

en donde la viabilidad de las células es de al

menos 40% luego de descongelarlas.

55. El proceso para preparar una preparacidén
lista para usarse de células hES y/o sus derivados para
transplante a humanos de conformidad con la reivindicacidn
53 6 54, caracterizado porque comprende ademas probar la
preparacidén  para cualquier contaminante antes del

transplante.

56. El proceso para preparar una preparacidn
lista para usarse de células hES y/o sus derivados para
transplante en humanos de conformidad con la
reivindicacién 53, caracterizade porque 1las células hES
y/0 sus derivados obtenidos en (a) se producen mediante

los métodos de conformidad con las rejvindicaciones 31 &

45,
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57. Un método para almacenar una preparacidn de
células hES y/o sus derivados en una condicién viable,

caracterizado porque comprende:

(a) tomar una preparacidn de células hES y/o sus
derivados preparada por el método de conformidad con la

reivindicacidén 31 & 45,
(b) anadir una agente de crioconcervacidédn y

(c) congelar las células a alrededor de -15 a

aproximadamente -72°C.

58. El métode para almacenar una preparacién de
células hES vy/o sus derivados de conformidad con 1la

reivindicacidn 57, caracterizado porgque la relacidn de la

‘cantidad del agente de criopreservacidn a agquella del

medio de cultivo es de aproximadamente 1:500 a alrededor

de 16:1000.

59. El método para almacenar una preparacidn de
células hES vy/o sus derivados de conformidad con la
reivindicacidén 57, caracterizado porque el almacenamiento

es en un recipiente biocompatible.

60. El método para almacenar una preparacidn de

células hES vy/o sus derivados de conformidad con 1la

209
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reivindicacién 57, caracterizado porque 1las células se

congelan a aproximadamente -18 a alrededor de -20°C.

6l. Uso de una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, las células
estan libres de productos animales, células alimentadoras,
factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia,
factor de crecimiento de fibroblastos o medios
acondicionados, en la preparacidén de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad, trastorno o condicidn en

un sujeto.

62. El uso de conformidad con la reivindicacién
61, en donde las células hES y/o sus derivados se producen
mediante el método de conformidad con la reivindicacién 31

6 45.

63. El1 uso de conformidad con la reivindicacidn
61, en donde la enfermedad, trastorno o condicién se
selecciona del grupo que cconsiste en cancer, apoplejia,
trastornos genéticos, trastornos hepaticos, trastornos de
desarrollo, trastornos degenerativos, trastornos
hereditariocs o trastornos traumdticos del sistema

nervioso, trastornos vasculares, enfermedades vy trastornos

o
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de la piel, trastornos autoinmunes, trastornos oculares,
trastornos renales, trastornos cardiacos, trastornos
musculoesqueléticos, trastornos reproductives Y de

fertilidad, artritis y trastornos hematicos.

64. El1 uso de conformidad con la reivindicacién
63, en donde los trastornos del sistema nervioso son
trastornos del sistema nervioso en desarrollo
seleccionados del grupo que consiste en Autismo, Paralisis
Cerebral, Paralisis de Erb, Retraso Mental y Paralisis

Supranuclear Progresiva.

65. El usc de conformidad con la reivindicacidn
63, en donde 1los trastornos del gistema nerviosc son
trastornos del sistema nervioso degenerativos
seleccionados del grupo gque consiste en Enfermedad de
Alzheimer, Degeneracidn Corticobasal, Sordefa (Atrofia del
Nervio Auditivo}, Demencia, Ataxia de Friedereich,
Enfermedad de Neuronas Motoras, Esclerosis Maltiple,
Atrofia Olivo Ponto Cerebelar, Mal de Parkinson y Ataxia

Espino Cerebelar.

66. El. uso de conformidad con la reivindicacién

63, en donde los trastornos del sistema nervioso son

1
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traumatismos del sistema nervioso seleccionados del grupo
que consiste en Daflo Cerebral, Coma, Encefalopatia Post
Choque Eléctrico, Encefalopatia Después de Vacuna contra
la Rabia, Dafic o Lesién de Mé&dula Espinal y Estado

Vegetativo.

67. El uso de conformidad con la reivindicacién
63, en donde los trastornos del sistema nervioso son

Accidente Cerebro Vascular o Apoplejia.

68. El uso de conformidad con la reivindicacidn
63, en donde los trastornos del sistema nervioso son
condiciones hereditarias seleccicnadas del grupo que
consiste en Enfermedad de Neuronas Espino Motoras

Hereditaria y Corea de Huntington.

69. E1 uso de conformidad con la reivindicacidn
63, en donde los trastornos hepaticos y renales se
seleccionan del grupo que consiste en Cirrosis del Higado,
Enfermedad Renal en Etapa Terminal, Sindrome Nefrdtico y

Enfermedad de Niemann Pick.

70. E1 uso de conformidad con la reivindicacidén
63, en donde los trastornos de la piel se seleccionan del

grupo que consiste en Artritis, Arterosclerosis,
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Quemaduras, Ulceras No Sanadoras, Llagas por Presidn,

Pscoriasis, Lupus Eritematoso Sistémico y Sarcoidosis.

71. E1 uso de conformidad con la reivindicacidn
63, en donde los trastornos autoinmunes se seleccionan del
grupo que consiste en Trombocitopenia, Lupus Eritematoso

Sistémico, Sarcoidosis y Colitis Ulcerativa.

72. El1 uso de conformidad con la reivindicacidn
63, en donde los trastornos genéticos se seleccionan del
grupo que consiste en Sindrome de Down, Espondilitis

Anquilosante, Talasemia y Corea de Huntington.

73. El1l uso de conformidad con la reivindicacidn
63, en donde los trastornos oculares se seleccionan del
grupo que consiste en Atrofia del Nervio Optico, Ptisis
Bulbi, Degeneracidn Macular, Retinitis Pigmentcsa,
Abrasién Corneal, Rechazo de Injerto Corneal y Ulceras

Corneales.

74. El1 uso de conformidad con la reivindicacién
63, en donde 1los trastornos musculoesqueléticocs se
seleccionan del grupo que consiste en Distrofia Muscular
de Duchenne, Distrofia Muscular Facio Escapular, Distrofia

del Cingulo de las Extremidades, Atrofia Muscular Espinal

299
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y Distrofia Muscular de Becker.

75. El1 uso de conformidad con la reivindicacidén
63, en donde los trastornos cardiacos se seleccionan del
grupo que consiste en Infarto del Miocardio, Bloqueo de
Ramificaciones "del Fasciculo Derecho, Cardiomiopatia
Restrictiva, Insuficiencia Cardiaca, Bradicardia de Senoc y

Enfermedad de Arteria Coronaria.

76. El1 uso de confofmidad con la reivindicacién
63, en donde los estados oncoldgicos se seleccionan del
grupo que consiste en Leucemia Mieloide Aguda,
Adenccarcinoma de la Glandula Adrenal, Astrocitoma,

Carcinoma Hepatocelular y Tumor de Médula Espinal.

77. El1 uso de conformidad con la reivindicacidén

63, en donde la enfermedad es Diabetes Mellitus.

78. Uso de una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados cultivados en
medios libres de productos animales, células
alimentadoras, medics acondicionados, factores de
crecimiento, factor inhibidor de 1leucemia, factor de
crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a

membrana o factor Steel soluble, en la preparacidén de un
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medicamento para su administracién mediante inyeccién
intramuscular ¢ inyeccidn intravenosa o inyeccidn epidural
c catéter epidural o inyeccidn retrobulbar o inyecciédn
subcuténea o} inyeccién intracardiaca o inyeccidn
intracistica o inyeccidn intratecal o mediante aplicacidn
tépica o aplicacidédn intralesional ¢ infusidén intravenosa,
o por medio de nebulizador, o por aspersidn, o mediante
rutas intravaginales, o mediante gotas locales para ©0jos y

oidoes.

79. E1 uso de conformidad con la reivindicacidn
78, en donde las células hES y/o sus derivados se producen
mediante el método de conformidad con la reivindicacidn 31
5 45.

80. El1 uso de conformidad con la reivindicacidn
78, en donde 1la cantidad terapéuticamente efectiva de

células hES vy/o sus derivados es de aproximadamente

750,000 a alrededeor de 160 millones de células.

81. El uso de conformidad con la reivindicacidn
78, en donde las células hES y/o sus derivados comprenden
progenitores de. células madre hematopoyéticas,

progenitores de células madre neurcnales, progenitores de
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células madre mesenquimdticas, progenitores de células
madre epiteliales, progenitores de células madre renales,
progenitores de células madre cardiacas © progenitores de

células madre hepaticas, o combinaciones de los mismos.

82. El uso de cﬁnformidad con la reivindicacidén
78, en donde la enfermedad se selecciona del grupo gue
consiste en <cancer, apoplejia, trastornos genéticos,
trastornos hepdticos, trastornos de desarrollo, trastornos
degenerativos, trastornos hereditarios o trastornos

traumaticos del sistema nervioso, trastornos wvasculares,

trastornos de la piel y enfermedades, trastornos
autoinmunes, trastornos oculares, trastornos renales,
trastornos cardiacos, trastornos musculoesqueléticos,

trastornos reproductivos y de fertilidad, artritis vy

trastornos hematicos.

83. El uso de conformidad con la reivindicacidn
78, en donde la enfermedad, trastorno o c¢ondicién se
selecciona del grupo que consiste en Leucemia Mieloide
Aguda, Adenocarcinoma, Artritis, Astrocitoma, Atrofia del
Nervio Auditivo, Autismo, Trastornos Autoinmunes,
enfermedad de  Alzheimer, Espondilitis Anquilosante,

Distrofia Muscular de Becker, Dailo Cerebral, Quemaduras,

J
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Accidente Cerebrovascular, Parialisis Cerebral, Coma,
Ulceras Corneales, Rechazo de Injerto Corneal,
Degeneracidn Cortico-Basal del Sistema Nervioso,

Enfermedad de Arterias Coronarias, Diabetes, Demencia,
Sindrome de Down, Distrofia Muscular de Duchenne,
Enfermedad Renal en Etapa Terminal, Pardlisis de Erb,
Distrofia  Muscular Fascio Escapular, Trastornos de
Fertilidad, Ataxia de Friederich, Insuficiencia Cardiaca,

Carcinoma Hepatocelular, Enfermedad de Neuronas Espino

‘Motoras Hereditaria, Corea de Huntington, Enfermedad de

Krabbe, Distrofia del Cingulec de - las Extremidades,
Cirrosis Hepatica, Degeneracidédn Macular, Retraso Mental,
Esclerosis ‘Maltiple, Enfermedad de Neurocnas Motoras,
Infarto del Miocardio, S8indrome Nefrético, Enfermedad de
Niemann Pick, Ulceracidén No Sanadora de 1la Piel, Atrofia
Olivo-Ponto Cerebelar, Atrofia del Nervio Optico, Mal de
Parﬁinson, Encefalopatia Post Choque Eléctrico,
Encefalopatia Post-Vacuna Contra 1la Rabia, Llagas por
Presidn, Paradlisis Supranuclear Progresiva, Psoriasis,
Ptisis Bulbki, Cardiomiopatia  Restrictiva, Retinitis
Pigmentosa, Bloque de Ramificacidn del Fasciculo Derecho,

Sarcoidosis, Bradicardia del Seno, Distrofia Muscular
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Espinal, Ataxia Espino Cerebeiar, Sindrome de Steven
Johnson, Lupus Eritematoso Sistémico, Trombocitopenia,
Talasemia, Colitis Ulcerativa, Estado Vegetativo, Fibrosis
Quistica, Enfermedad Pulmonar Intersticial, Azoospermia,

Insuficiencia Ovarica Primaria, Ulceras Aftosas,
Desequilibric Hormonal, Osteo-Artritis, Sindrome de Horner
y Osteogénica Imperfecta, junto con Canalopatia e

Hipogamaglobulinemia.

84. El1 uso de conformidad con la reivindicacidn
78, en donde la administracidén de células hES y/o sus
derivados no causa tumores, teratomas e} cambios

cromosdmicos.

85. Uso de células hES y/o sus derivados en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de
Lesién de Médula Espinal (SCI) de un sujeto mediante un

método que comprende:

(a) administrar alrededor de 750,000 a
aproximadamente 80 millones de células hES vy/o sus

derivados mediante inyeccidn subcutanea;

(b) repetir la etapa (a) después de un periodo

predeterminado y posteriormente administrar una cantidad

304



10

15

20

terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados

mediante inyeccidn intramuscular;

(c) administrar una cantidad terapéuticamente

efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las

células comprenden vprogenitores de células madre
neuroconales 0% progenitcres de células madre
hematopoyéticas, mediante inyeccién o infusién
intravenosa;

(d) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre
neuronales, mediante inyeccidén epidural y repetir la dosis
después de un periodo predeterminado dependiendo de 1la
condicién del sujeto evaluada por examenes clinicos y/o

neuroldégicos;

(e) administrar wuna cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre

neuronales, mediante inyeccidn caudal;

(f) administrar una cantidad terapéuticamente

efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las
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células comprenden progenitores de células madre
neuronales, mediante inyeccidén intratecal o catéter de

blogque subaracnoide;

(g) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre

neuronales mediante inyeccidén epidural o catéter epidural;

({h) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados mediante

inyeccibén espinal profunda sobre cada lado de la espina y

(i) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados mediante

infusidén intravenosa;

(j) en donde las etapas (a) e (b) se llevan a
cabo primero y las etapas restantes pueden llevarse a cabo

en cualquier orden.

86. El1 uso de conformidad con la reivindicacién
85, el cual comprende ademas repetir la etapa (f) seguida
por la etapa (g), hasta que el sujeto exhiba sefales

clinicas de recuperacién de la SCI.

87. El uso de conformidad con la reivindicacidn
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85, en donde las células hES y/o sus derivados se producen
mediante el método de conformidad con la reivindicacién 31

& 45.

88. El uso de conformidad con la reivindicacidn
85, en donde alrededor de 750,000 a aproximadamente 80
millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas Yy progenitores de células madre

neurcnalesg, se suspenden en 0.25 a 1.0 ml de una solucidn

biocompatible en la etapa (a) y etapa (b).

89. El uso de conformidad con la reivindicacidn
85, en donde aproximadamente 750,000 a alrededor de 11
millones de c¢élulas hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas Yy progenitores de células madre
neurcnales, se suspenden en 2.0 a 4.0 ml de una solucién

biccompatible en la etapa (f).

90. El uso de conformidad con la reivindicacidn
85, en donde alrededor de 750,000 a aproximadamente 80
millones de células hES y/c sus derivados, en donde las

células comprenden progenitores de células madre
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hematopoyéticas 34 progenitores de células madre
neuronales, se suspenden en 15 a 40 ml de una solucidn

biocompatible en la etapa (g).

91, El uso de confeormidad con la reivindicacidn
85, en donde el tratamiento de sujetos con SCI da como

resultadc la reduccién de uUlceras por decubito.

92. Uso de alrededor de 750,000 a
aproximadamente 160 wmillones de c¢élulas hES vy/o sus
derivados, en donde las células comprenden progenitores de
células madre neuronales y/o progenitores de células madre
hematopoyéticos, en la preparacidn de un medicamento para
administracién mediante inyeccidén intravenosa, inyeccidn
subcutdnea, inyeccidn intramuscular, inyeccidén intratecal,
infusién por catéter epidural o infusidn por catéter de
bloque subaracnoide, en el tratamiento de trastornos de
desarrollo, degenerativos, hereditarios y traumaticos del

sistema nervioso y atague cerebrovascular.

93. Usc de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde
las células comprenden progenitores de células madre

hematopoyéticas, en la preparacién de un medicamento para
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el tratamiento de trastornos de la piel mediante inyeccién

subcuténea o intravenosa.

94. El uso de conformidad con la reivindicacién
93, en donde las células hES y/o progenitores se mezclan
en un vehiculo bioccompatible que se aplicard a la piel

danada.

95. El uso de conformidad con la reivindicacién
94, en donde el vehiculo biocompatible es un gel,

unguento, pasta o aspersidén por aerosol.

96. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 80 millones de células hES y/o sus derivados en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de
Ulceras por declGbito mediante aplicacidn local o tdpica vy

por medio de inyeccidn intramuscular.

97. Uso de alrededor de 750,000 a
aproximadamente 160 millones de c¢élulas hES y/o sus
derivados, en la preparacidén de un medicamento para el
tratamiento de trastornos autoinmunes mediante inyeccidn
intramuscular, inyeccidn intravenocsa, inyeccidn
subcutanea, inyeccién intra-articular o infusidén

intravenosa o combinaciones de los mismos.
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98. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde

las células comprende progenitores de células madre

-neuronales y/o progenitores de células madre

hematopoyéticas, en la preparacién de un medicamento para
el tratamiento de trastornos genéticos mediante inyeccidn
intravenosa, inyéccién subcutanea, inyeccién
intramuscular, inyeccidén intratecal, infusidn por catéter
epidural o infusidn por catéter de bloque subaracnoide, o

combinaciones de los mismos.

99. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en la
preparacidén de un medicamento para el tratamiento de
gangrena mediante inyeccidn intravenosa, inyeccidn
intramuscular o aplicacién local en la unidn de tejido

viable y muerto o combinaciones de los mismos.

100. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/o sus derivados en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de
condiciocnes asociadas con envejecimiento mediante
inyeccidén intravencosa, inyeccidén subcutanea, inyeccidn

intramuscular, aplicacién local en suspensién o mezclado
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con un vehiculo biocompatible.

101. El1 uso de conformidad con la reivindicacién
100, en donde el vehiculo biocompatible es un gel,

ungluento, pasta o rocio de aerosol.

102. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de c¢élulas progenitoras productoras de
insulina embrionarias humanas, en 1la preparacidén de un
medicamento para el tratamiento de diabetes mwellitus

mediante inyeccidn intravenosa o intramuscular o ambas.

103. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde
las células comprenden progenitores de cé&lulas madre
hematopoyéticas, en la preparacidén de un medicamento para
tratar trastornos cardiovasculares mediante inyeccidn
intravenosa, inyeccidn subcutanea, inyeccidn
intramuscular, inyeccidédn intracardiaca, angiografia o

inyeccidn directa, o combinaciones de los mismos.

104. Uso de conformidad con 1la reivindicacidn

102, en donde la administracién es durante angiografia.

105. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor

de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde
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las células comprenden progenitores de células madre
hematopéyéticas, progenitores de células madre productoras
de alblimina y progenitores de células madre productoras de
bilirrubina, en la preparacién de un medicamento para el
tratamientc de trastornos hepaticos y renales mediante
inyeccidén intravenosa, inyeccidn subcuténea, inyecciédn
intramuscular, infusidén intravenosa o inyeccidn local, o

combinacicnes de las mismas.

106. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 milliones de células hES y/o sus derivados, en donde
las células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas, en la preparacidén de un medicamento para
el tratamiento de Fertilidad y Trastornos Reproductivos
mediante inyeccién intramuscular local, inyeccidn
intratesticular o a través de inyeccidn en piel subcuténea

cerca del epididimo, o combinaciones de los mismos.

107. Uso de alrededor de 750,000 a
aproximadamente 160 millones de c¢élulas hES y/o sus
derivados, en donde las células comprenden progenitores de
células madre neuronales y/o progenitores de células madre
hematopoyéticas, en la preparacién de un medicamento para

el tratamiento de Trastornos Musculoesqueléticos mediante
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inyeccidén intravenosa, 1inyeccidén subcutdnea, inyeccidn
intramuscular o 1infusién por catéter intravenoso, o)

combinacicones de las mismas.

108. Usc de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde
las células comprenden progenitores de c¢é&lulas madre
neuronales, progenitores de células madre hematopoyéticas
y/o progenitores de células madre mesenquimdticas, en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de
trastornos oculares mediante inyeccidn intravenosa local,
inyeccidn subcutanea, inyeccidén intramuscular, inyeccidn
retrobulbar, inyeccibn intravitrea o aplicacidn toépica, ©

combinaciones de los mismos.

109. El1 uso de conformidad con la reivindicacidén
108, en donde aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre

neuronales, se administran mediante inyeccién retrobulbar.

110. El uso de conformidad con la reivindicacidn
108, en donde aproximadamente 750,000 a alrededor de 160

millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
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células comprenden progenitores de células madre

neuronales se administran mediante inyeccidn intravitrea.

111. El1 uso de conformidad con la reivindicacidén
108, en donde alrededor de 750,000 a aproximadamente 160
millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre
mesenquimdticas, se aplican a lentes de contacto para el

tratamiento de abrasidn corneal.

112. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde
las células comprenden progenitores de células madre
neuronales y/o progenitores de células madre
hematopoyéticas, en la preparacidén de un medicamento para
el tratamiento de trastornos pulmonares mediante inyeccidn
intramuscular, inyeccién intravenosa, aspersidn o}

nebulizador, o combinaciones de los mismos.

113. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde
las células comprenden progenitores de células madre
neuronales y/o progenitores de células madre

hematopoyéticas, en la preparacidn de un medicamento para
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el tratamiento de trastornos hormonales mediante inyeccién
intramuscular o inyeccidn intravenosa, © combinaciones de

los mismos.

114. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde
las células comprenden progenitores de células madre
neuronales y/o progenitores de células madre
hematopoyéticas, en la preparacidén de un medicamentoc para
el tratamiento de Ulceras Aftosas mediante inyeccién
intramuscular o inyeccidn intravenosa, © combinaciones de

las mismas.

115. Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor
de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde
las células comprenden progenitores de células madre
neuronales y/o progenitores de células madre
hematopoyéticas, en la preparaciéh de un medicamento para
el tratamiento de osteoartritis de la rodilla y unién de
la cadera mediante inyeccidén intramuscular, inyeccidn
intravenosa ¢ inyeccidédn intra-articular, o combinaciones

de las mismas.

1ll6. Un métodec para probar el efecto de un
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compuesto en células hES y/o sus derivados, caracterizado
porque comprende cultivar células hES y/o sus derivados
obtenidas mediante el método de conformidad con 1la

reivindicacidén 31 & 45 en presencia del compuesto, vy

determinar el efecto del compuesto en las células.

117. Usc de las células hES y/o sus derivados
obtenidas wmediante el método de conformidad con la
reivindicacién 31 & 45, en la ©preparacién de un
medicamento para el suministro de un farmaco a un sujeto,
en donde las células absorben el farmaco en presencia del
fadrmaco, y en donde las células se administran a un sitio

en el sujeto, el farmacc es suministrado.
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21-27,
61-84,
92-116

Farma PCT/NSAI210 {continuacion de la segunda hoja) (Julio de 1992)
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C. (Continuacién) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERA QUE SON RELEVANTES

Categoria Cita del documento, con indicacién, en dende sea apropiado, de los pasajes relevantes Relevante para la Reiv. No.

Y EZASHI T ET AL: "Low 02 tensions and the 21-27,
prevention of differentiation of hES cells™ 61-84,
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES 92-116
OF THE UNITED STATES OF AMERICA 29 MAR 2005
UNITED STATES,
vol. 102, no. 13,
29 marzo 2005 (2005-03-29), paginas
4783-4788, XP002466326
ISSN: 0027-8424
resumen
pagina 4783, columna izquierda, parrafo 2 -
columna derecha, parrafo 2; figure 1
pagina 4787, columna derecha, parrafo 3
pagina 4788, columna derecha, parrafo 2

Y wo 20047007696 A {(NISTOR GABRIEL I [US]; 21-27,
KEIRSTEAD HANS S [US]; UNIV CALIFORNIA [US]) 61-84,
22 enero 2004 (2004-01-22) 92-116
resumen
pagina 3, renglones 15-25
pagina 10, rengldén 34 - pagina 20, renglén 2;
ejemplos. 1-5

Y WO 2004/081172 A (RELIANCE LIFE SCIENCES PVT LTD 21-27,
[IN]; TOTEY SATISH MAHADEORAO [IN]; RAV) 61-84,
23 septiembre 2004 (2004-09-23) 92-116
resumen
pagina 7, parrafo 18
pagina 8, parrafo 20 - pagina 11, parrafo
29
pagina 35, parrafo 94 - pagina 46, parrafo
129

Y ZHANG S-C ET AL: "In vitro 21-27, -
differentiation of transplantable neural 61-84,
precursors from human embryonic stem cells” 92-116

NATURE BIOTECHNOLOGY, NATURE PUBLISHING GROUP,
NEW YORK, NY, US,

vol. 19, no. 12, diciembre 2001 (2001-12),
paginas 1129-1133, XP002268706

ISSN: 1087-0156

resumen

pagina 1130, columna derecha, parrafo 2
pagina 1131, columna izquierda, parrafo 2
pagina 1132, columna derecha, parrafo 2
pagina 1133, columna derecha, parrafo 2

S .

Forma PCT/ISA/210 {continuacién de la segunda hoja) (Julio de 1692)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

2A

No. de solicitud internacional

PCT/IB2007/002292

C. (Continuacion) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERA QUE SON RELEVANTES

Categoria Cita del documento, con indicacion, en donde sea apropiado, de los pasajes relevantes Relevante para la Reiv. No.

Y REUBINOFF B E ET AL: "Neural progenitors from 21-27,
human embryonic stem cells” 61-84,
NATURE BIOTECHNCOLOGY, NATURE PUBLISHING 92-116
GROUP, NEW YORK, NY, US,
vol. 19, no. 12, diciembre 2001 (2001-12),
paginas 1134-1140, xP002971362
ISSN: 1087-0156

~ resumen

pagina 1138, columna derecha, parrafo 1
- pagina 1139, columna izquierda, parrafo 2
MCDONALD J W ET AL: "TRANSPLANTED EMBRYONIC
STEM CELLS SURVIVE, DIFFERENTIATE AND
PROMOTE RECOVERY IN INJURED RAT SPINAL CORD"
NATURE MEDICINE, NATURE AMERICA, NEW YORK, US,
vol. S, no. 12, diciembre 1999 (1999-12), 21-27,
paginas 1410-1412, xXpP002933176 61-84,
ISSN: 1078-8956 92-116
citado en la solicitud
resumen
pagina 1411, columna izquierda, parrafo 4 -
pagina 1412, columna derecha, parrafo 4
HARPER J M ET AL: "Axonal growth of embryonic 21-27,
stem cell-derived motoneurons in vitro and in 61-84,
motoneuron-injured adult 92-116
rats”
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA 04
MAY 2004 UNITED STATES,
vol. 101, no. 18, 4 mMayo 2004 (2004-05-04),
paginas 7123-7128, XP002466977
ISSN: 0027-8424
citado en la solicitud 21-27,
resumen 61-84,
pagina 7123, columna izquierda, parrafo 1 - 92-116

columna derecha, parrafo 2; figures

1-3

pagina 7127, columna derecha, parrafo 2 -
pagina 7128, columna derecha, parrafo

2

_/__
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C. (Continuacién) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERA QUE SON RELEVANTES

Categoria Cita del documento, con indicacion, en donde sea apropiado, de los pasajes relevantes Relevante para la Reiv. No.

Y KERR D A ET AL: "Human embryonic germ cell 21-27,
derivatives facilitate motor recovery of rats 61-84,
with diffuse motor neuron injury'" JOURNAL OF 92-116
NEUROSCIENCE 15 JUN 2003 UNITED STATES,
vol. 23, no. 12,
15 Junio 2003 (2003-06-15), paginas
5131-5140, xP002466978
ISSN: 0270-6474
citado en la solicitud
resumen
pagina 5138, columna derecha, parrafo 3
- pagina 5139, columna derecha, parrafo 1

Y Us 2002/019046 Al (CARPENTER MELISSA K [US] ET 21-27,
AL) 14 Febrero 2002 (2002-02-14) 61-84,

92-116

gggina 2, parrafo 23 - pagina 3, parrafo
pagina 6, parrafo 73 - pagina 11, parrafo 119;
ejemplos 1-5

Y WO 2005/099758 A (STANDARD OIL CO [US]; KOFIDIS 21-27,
THECDORQOS [DE] TRUSTEES THE LELAND STAND) 27 61-84,
octubre 2005 (2005-10-27) 92-116
resumen
pagina 1, renglones 5-10
pagina 7, renglén 6 - pagina 10, renglon 20;
ejemplos I-Vv

Y -—- 21-27,
GERECHT-NIR S ET AL: "The promise of human 61-84,
embryonic stem cells” 92-116
BAILLIERE'S BEST PRACTICE AND RESEARCH. CLINICAL
OBSTETRICS AND GYNAECOLOGY, BAILLIERE TINDALL,
LONDON, GB,
vel. 18, no. 6, diciembre 2004 (2004- 12)
paginas 843- 852 XP004664903
ISSN: 1521-6934
todo el documento

Y -———- 21-27,
SCHULDINER MAYA ET AL: "Effects of ei?ht growth 61-84,
factors on the differentiation of cells derived 92-116

from human embryonic stem cells"

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES
OF USA, NATIONAL ACADEMY OF SCIENCE, WASHINGTON,
DC, US,

vo1 97 no. 21,

10 octubre 2000 (2000-10-10), paginas
11307-11312, xp002184277

ISSN: 0027-8424

todo el documento

Forma PCT/ISA/210 (continuacion de |a segunda hoja) (Julio de 1992)
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C. (Continuaci¢n) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERA QUE SON RELEVANTES

Categoria Cita del documento, con indicacién, en donde sea apropiado, de los pasajes relevantes Relevante para la Reiv. No.
Y RICHARDS M ET AL: "An efficient and safe 21-27,
Xeno-Free Cryopreservation method for the 61-84,
storage of human embryonic stem cells" STEM 92-116
CELLS, ALPHAMED PRESS, DAYTON, OH,
us,
vol. 22, no. 5, 2004, paginas 779-789,
XP002376917
ISSN: 1066-5099
todo el documento
A ' -———- 31-52
HONG S H ET AL: "Expression of estrogen
receptor-[alphal and -[beta], glucoccorticoid
receptor, and progesterone receptor genes in
human embryonic stem cells and embryoid bodies"”
MOLECULES AND CELLS 31 DEC 2004 GERMANY,
vol. 18, no. 3,
31 diciembre 2004 (2004-12-31), paginas 320-325,
XP002466327
ISSN: 1016-8478
todo el documento
A -——- 31-52
SHI Q J ET AL: "Novel role of human chorionic
gonadotropin in differentiation of human
cytotrophoblasts"”
ENDOCRINOLOGY 1993 UNITED STATES,
vol. 132, no. 3, 1993, paginas 1387-1395,
XP002466328
ISSN: 0013-7227
todo el documento
A : -———- 31-52
GERAMI-NAINI BEHZAD ET AL: “"Trophoblast
differentiation in embryoid bodies derived from
human embryonic stem cells."” ENDOCRINOLOGY APR
2004,
vol. 145, no. 4, April 2004 (2004-04), paginas
1517-1524, xP002466329
ISSN: 0013-7227
todo el documento
Y _ -

G.S. MUDUR: "BIG WONDER CELLS MESS - Medical
research guiderenglones in India leave doctors
free to do what they wish" INTERNET CITATION,
[OonTine]

20 noviembre 2005 (2005-11-20), XP002466330
Retrieved from the Internet:
URL:http://www.telegraphindia.com/1051120/
asp/opinion/story_5496960.asp>

todo el documento

_/__

Forma PCT/ISA/210 (continuacidn de la segunda hoja) (Julio de 1992}
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Relevante para la Reiv. No.

T

"The stem Cell 'Miracles'"

INTERNET CITATION, [Online]

23 Mayo 2006 (2006-05-23), paginas 1-5,
XP002466331

Retrieved from the Internet:
URL:http://sci.rutgers.edu/forum/showthrea
d.php?t=57401>

todo el documento

MANNELLO F ET AL: "Concise review: No
breakthroughs for human mesenchymal and
embryonic stem cell culture: Conditioned
medium, feeder layer, or feeder-free; medium
with fetal calf serum, human serum, or enriched
plasma; serum-free, serum replacement

“Inonconditioned medium, or ad hoc formula? All

that glitters is not go" STEM CELLS 2007 UNITED
STATES,

vol. 25, no. 7, 2007, paginas 1603-1609,
XP002466979

ISSN: 1066-5099

todo el documento

SKOTTMAN HELI ET AL: "Culture conditions for
human embryonic stem cells” REPRODUCTION
(CAMBRIDGE) ,

vol. 132, no. 5, noviembre 2006 (2006-11),
paginas 691-698, XP002466980

ISSN: 1470-1626

todo el documento

DE SOUSA PAUL A ET AL: "The road to

providing human embryo stem cells for
therapeutic use: the UK experience”
REPRODUCTION (CAMBRIDGE),

vol. 132, no. 5, noviembre 2006 (2006-11),
paginas 681-689, XP002466981

ISSN: 1470-1626

todo el documento

GRUEN LORI ET AL: "Concise review: Scientific
and ethical roadblocks to human embryonic stem
cell therapy"

STEM CELLS (MIAMISBURG),

vol. 24, no. 10, octubre 2006 (2006-10),
paginas 2162-2169, xP002466982

ISSN: 1066-5099

todo el documento

Forma PCTNSA/210 {continuacion de ia segunda hoja) (Julic de 1982)
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Bloque Il Observaciones cuando ciertas reivindicaciones se encontraron inescrutables (Continuacién del item 2 de la
primera hoja)

Este Reporte de Busqueda Internacional no ha sidc establecido con respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo 17(2)(a) por
las siguientes razones:

1. Nos. de reivindicaciones:
porque se refieren a materia que no se requirié buscar por esta Autoridad, a saber:

Aunque las reivindicaciones 61-114 estan dirigidas a un metodo de tratamiento del cuerpo
humano/animal, la blsqueda se ha llevado a cabo y con base en los supuestos efectos del
compuesto/composicién.

2. O Nos. de reivindicaciones:

porque se refieren a partes de la Solicitud Internacional que no cumplen con los requerimientos prescritos a tal grado de que
no se pudo llevar a cabo ninguna Busqueda Internacional significativa, especificamente:

3. O Nos. de reivindicaciones:

porque son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de acuerdo con la segunda y tercera frases de la Regla
6.4(a). e

Bloque Il Observaciones cuando carece unidad de invencion (Continuacion del item 3 de la primera hoja)

a Autoridad de Busqueda Internacional encontro varios inventores en esta solicitud internacional, como sigue

1. O Ya que se pagaron a tiempo por el solicitante todas las cuotas de busqueda adicionales requeridas, este Reporte de
Busqueda Intermacional cubre todas las reivindicaciones escrutables.

2. O Yaque todas las reivindicaciones escrutables pudieron escrutarse sin esfuerzo que justificara una cuota adicional, esta
Autoridad no solicité el pago de ninguna cuota adicional.

3. O Yaque sdlo algunas de las cuotas de busqueda adicionales requeridas se pagaron a tiempo por el solicitante, este Reporte
de Busqueda Internacional cubre solo las reivindicaciones para las cuales se pagaron cuotas, especificamente las
reivindicaciones Nos.:

4. O No se pagaron a tiempo por el solicitante las cuotas de busqueda adicionales requeridas. En consecuencia, este Reporte de
Blsqueda Internacional esta restringido a la invencion mencionada primero en |as reivindicaciones; esta cubierta por las
Reivindicaciones Nos.:

Aclaracién acerca de la Protesta O Las tarifas de bisqueda adicionales estaban acompafadas

por la protesta del solicitante y, cuando aplica, el pago de una
tarifa de protesta

O Las tarifas de busqueda adicionales estaban acompariadas por
la protesta del solicitante pero el pago de tarifa de protesta
aplicable no fue pagado dentro de! tiempo limite especificado
en la invitacion.

O Ninguna protesta acompafi6 al pago de las tarifas de
Busgueda adicionales.

Forma PCT/ISA/210 (continuacion de la primera hoja (1)) (Abril de 2005)
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No. de solicitud internacional

PCT/IB2007/002292

Documento de patente Fecha de Miembro(s) de la familia de patentes Fecha de publicacion
citado en &l reporte de publicacién
busqueda
WO 0218549 A 07-03-2002 AU 785428 B2 17-05-2007
AU 6556501 A 07-03-2002
CN 1350059 A 22-05-2002
US 2002045259 Al 18-04-2002
WO 2004007696 A 22-01-2004 AU 2003250477 Al 02-02-2004
CA 2489203 Al 22-01-2004
EP 1523549 A2 20-04-2005
GB 2407822 A 11-05-2005
JP 2005532079 T 27-10-2005
Us 2004009593 Al 15-01-2004
US 2005101014 Al 12-05-2005
WO 2004081172 A 23-09-2004 AU 2004219851 Al 23-09-2004
: - BR PI0408733 A 07-03-2006
CA 2518577 Al 23-09-2004
EP 1613726 A2 11-01-2006
JP 2006521807 T 28-09-2006
KR 20060010725 A 02-02-2006
US 2006211109 Al 21-09-2006
US 2002019046 Al 14-02-2002  NINGUNO
WO 2005099758 A 27-10-2005 NINGUNO

Forma PCTASA210 (continuacion de la primera hoja (1){Julic 1992)
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

REIVINDICACIONES MODIFICADAS
Recibidas por la Oficina Internacional el 11 de abril 2008 (11.04.08)

factor Steel asociado a membrana y/o factor Steel soluble o medios
acondicionados, que se obtienen al atrapar las células’hES y/o sus derivados en una
estructura o matriz biocompatible y selectivamente permeable.

La composicion de materia de conformidad con la reivindicacion 22, caracterizada
porque las células hES ¥/o sus derivados comprenden progenitores de células
madre hematopoyéticas.

La composicion de materia de conformidad con la reivindicacion 22, caracterizada
porque las células hES y/o sus derivados comprenden progenitores de células

madre neuronales.

-La composicion de materia de conformidad con la reivindicacion 22, caracterizada -

porque las células hES y/o sus derivados comprenden una combinacién de células
madre hematopoyéticas y progenitores de células madre neuronales.:

‘La composicién de materia de conformidad con la reivindicacion 22, caracterizada
porque la estructura o matriz biocompatible y selectivamente permeable se -

selecciona del grupo que consiste en biopolimeros, polipéptidos, proteinas,
polisacaridos, fibronectina, coldgeno, laminina, queratina, fibrina, fibrindgeno,
acido hialurénico, sulfato de heparina, sulfato de condroitina, agarosa y gelatina.

La composicion de materia de conformidad con la reivindicacion 22, caracterizada -

porque las células hES y/o sus derivados son atrapados en una mezcla de agarosa y
colageno o en una mezcla de agarosa y gelatina.

Un método para aislar células hES, caracterizado porque comprende:

(a) colectar un embrion de 2 a 7 dias de edad en un medio que consista en medio
esencial minimo,

{b) aislar células hES del embrién por medios mecanicos.

El método de conformidad con la reivindicacion 28, caracterizado porque el
embrion es un embrion de 2 dias de edad.

El método de conformidad con la reivindicacion 28, caracterizado porque los
medios mecanicos son agitacion.

Un método para expandir células hES libres de productos animales, células -

alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia,

combinaciones de minerales complementarios, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos,

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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37. El método para expandir células hES de conformidad con la reivindicacion 31,
.caracterizado porque las c€lulas hES usadas se aislan de un embrion de 3 dias de .
edad mediante medios mecanicos.

38. 'El método para expandir células hES de conformidad con la reivindicacion 31,
-caracterizado porque comprende ademas la etapa de probar las células madre
expandidas para cualquier contaminacion.

39. El método para expandir células hES de conformidad con la reivindicacion 31,
caracterizado porque el proceso de cultivo se lleva a cabo en recipientes
biocompatibles.

40. El método para expandir células hES de conformidad con la reivindicacién 31,
caracterizado porque la relacion de la alicuota de células madre incubadas al medio
de células es aproximadamente 1:3.5 a alrededor de 1:35. ’

41. El método para expandir células hES de conformidad con la reivindicacion 31,

caracterizado porque la incubacion se lleva a cabo en un ambiente sustancialmente
anaerdbico.
42, El método para expandir células hES de conformidad con la reivindicacion 41,

caracterizado porque la incubacion se lleva a cabo en un recipiente biocompatible
en donde el volumen es casi completamente ocupado por ¢l medio y el recipiente
se mantiene en una posicion vertical.

43. Un método para diferenciar parcialmente células hES libres de productos animales,
células alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia,
combinaciones de minerales complementarios, suplementos de aminoécidos, -
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel
asociado a membrana, factor Steel soluble y medios acondicionados, caracterizado
porque comprende las etapas de:

(a) introducir células hES en un medio de cultivo de células que consiste en medio
esencial minimo e

(b) incubar las células madre a una temperatura de alrededor de 34°C a’
aproximadamente 38°C en un ambiente de aproximadamente 3.5% a alrededor -
de 6% de dioxido de carbono durante alrededor de 12 horas a aproximadamente

48 horas.

44. El método para diferenciar parcialmente células hES de conformidad con la
reivindicacidn 43, caracterizado porque el medio de cultivo de células es RPMI o
DMEM.

45. El método para diferenciar parcialmente células hES de conformidad con la-

reivindicacién 43, caracterizado porque la incubacién se lleva a cabo en un .
incubador de cultivo de células con camisa de agua.

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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55.

56.

57.

58.

59.

60.

6l1.

(d) almacenar la preparacion a alrededor de -15°C a aproximadamente -72°C y

(e) descongelar la preparacion almacenada naturalmente antes de su
transplantacioén,

en donde la viabilidad de las células es de al menos 40% luego de descongelarlas.

El proceso para preparar una preparacion lista para usarse de células hES y/o sus
derivados para transplante a humanos de conformidad con la reivindicacidn 53 o

54, caracterizado porque comprende ademas probar la preparacion para cualquier .

contaminante antes del transplante.

El proceso para preparar una preparacion lista para usarse de células hES y/o sus
_derivados para transplante en humanos de conformidad con la reivindicacion 53,

caracterizado porque las células hES y/o sus derivados obtenidos en (a) se
producen mediante los métodos de conformidad con las reivindicaciones 31 6 45.

‘Un método para almacenar una preparacion de células hES y/o sus derivados en

una condicidn viable, caracterizado porque comprende:

(a) tomar una preparacion de células hES y/o sus derivados preparada por ¢l
método de conformidad con la reivindicacion 31 6 45,

(b) anadir una agente de crioconservacion y
(c)  congelar las células a alrededor de -15 a aproximadamente -72°C.

El método para almacenar una preparacién de células hES y/o sus derivados de
conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque la relacion de la

cantidad del agente de criopreservacion a aquella del medio de cultivo es de

aproximadamente 1:500 a alrededor de 16:1000.

El método para almacenar una preparacion de células hES y/o sus derivados de
conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el almacenamiento es
en un recipiente biocompatible.

El método para almacenar una preparacién de células hES y/o sus derivados de
conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque las células se congelan
a aproximadamente -18 a alrededor de -20°C, ‘

Uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados,

las células estan libres de productos animales, células

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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62.

63.

64.

65.

66.

67.

alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, factor de

crecimiento de fibroblastos o medios acondicionados, en la preparacion de un

‘medicamento para el tratamiento de una enfermedad, trastorno o condicion en un -

sujeto,

El uso de conformidad con la reivindicacion 61, en donde las células hES y/o sus
derivados se producen mediante el método de conformidad con la reivindicacion
3106 45.

El uso de conformidad con la reivindicacion 61, en donde la enfermedad, trastorno .

o condicidn se selecciona del grupo que consiste en cancer, apoplejia, trastornos

genéticos, trastornos hepaticos, trastornos de desarrollo, trastornos degenerativos, -

trastornos hereditarios o trastornos traumaticos del sistema nervioso, trastornos

vasculares, enfermedades y trastornos de la piel, trastornos autoinmunes, trastornos

oculares, trastornos renales, trastornos cardiacos, trastornos musculoesqueléticos,
trastornos reproductivos y de fertilidad, artritis y trastornos hematicos.

El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los trastornos del sistema
nervioso son trastornos del sistema nervioso en desarrollo seleccionados del grupo
que consiste en Autismo, Paralisis Cerebral, Paralisis de Erb, Retraso Mental y
Paralisis Supranuclear Progresiva.

El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los trastornos dél sistema
nervioso son trastornos del sistema nervioso degenerativos seleccionados del grupo

que consiste en Enfermedad de Alzheimer, Degeneracion Corticobasal, Sordera -

(Atrofia del Nervio Auditivo), Demencia, Ataxia de Friedereich, Enfermedad de

Neuronas Motoras, Esclerosis Multiple, Atrofia Olivo Ponto Cerebelar, Mal de-
‘Parkinson y Ataxia Espino Cerebelar.

El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los trastornos del sistema

nervioso son traumatismos del sistema nervioso seleccionados del grupo que

‘consiste en Dafo Cerebral, Coma, Encefalopatia Post Choque Eléctrico, -
Encefalopatia Después de Vacuna contra la Rabia, Dafio o Lesién de Médula

Espinal y Estado Vegetativo.

El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los trastornos del sistema
nervioso son Accidente Cerebro Vascular o Apoplejia.
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69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los trastornos del sistema
nervioso son condiciones hereditarias seleccionadas del grupo que consiste en
Enfermedad de Neuronas Espino Motoras Hereditaria y Corea de Huntington.

El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los trastornos hepaticos y
renales se seleccionan del grupo que consiste en Cirrosis del Higado, Enfermedad
Renal en Etapa Terminal, Sindrome Nefrotico y Enfermedad de Niemann Pick.

El uso de conformidad con la reivindicacién 63, en donde los trastornos de la piel -
se seleccionan del grupo que consiste en Artritis, Arterosclerosis, Quemaduras,
Ulceras No Sanadoras, Llagas por Presidn, Psoriasis, Lupus Eritematoso Sistémico -

y Sarcoidosis.

El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los trastornos
autocinmunes se seleccionan del grupo que consiste en Trombocitopenia, Lupus

_' Eritematoso Sistémico, Sarcoidosis y Colitis Ulcerativa.

El uso de conformidad con la reivindicacién 63, en donde los trastornos genéticos -
se seleccionan del grupo que consiste en Sindrome de Down, Espondilitis
Anquilosante, Talasemia y Corea de Huntington.

El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los trastornos oculares se
seleccionan del grupo que consiste en Atrofia del Nervio Optico, Ptisis Bulbi,
Degeneracion Macular, Retinitis Pigmentosa, Abrasiéon Corneal, Rechazo de
Injerto Corneal y Ulceras Corneales.

El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los trastornos.
musculoesqueléticos se seleccionan del grupo que consiste en Distrofia Muscular
de Duchenne, Distrofia Muscular Facio Escapular, Distrofia del Cingulo de las
Extremidades, Atrofia Muscular Espinal y Distrofia Muscular de Becker.

El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los trastornos cardiacos
se seleccionan del grupo que consiste en Infarto del Miocardio, Bloqueo de
Ramificaciones del Fasciculo Derecho, Cardiomiopatia Restrictiva, Insuficiencia
Cardiaca, Bradicardia de Seno y Enfermedad de Arteria Coronaria.
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76. El uso de conformidad con la reivindicacion 63, en donde los estados oncologicos
.se seleccionan del grupo que consiste en Leucemia Mieloide Aguda,
Adenocarcinoma de la Glandula Adrenal, Astrocitoma, Carcinoma Hepatocelular y
Tumor de Médula Espinal. '

77. El uso de conformidad con la reivindicacién 63, en donde la enfermedad es
Diabetes Mellitus. '

78. Uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados
cultivados en medios libres de productos animales, células alimentadoras, medios
acondicicnados, factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, factor de
crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a membrana .o factor Steel
soluble, en la preparacion de un medicamento para su administracién mediante -
inyeccién intramuscular o inyeccion intravenosa o inyeccion epidural o catéter
epidural o inyeccién retrobulbar o inyeccidn subcutdnea o inyeccion intracardiaca o
inyeccién intracistica o inyeccion intratecal o mediante aplicacién tdpica o
aplicacion intralesional o infusion intravenosa, o por medio de nebulizador, o por
aspersion, o mediante rutas intravaginales, o mediante gotas locales para ojos y

oidos.

79. El uso de conformidad con la reivindicacion 78, en donde las células hES y/o sus
derivados se producen mediante el método de conformidad con la reivindicacidn
316 45.

80. El uso de conformidad con la reivindicacion 78, en donde la cantidad

terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados es de aproximadamente .
750,000 a alrededor de 160 millones de células.

81. "El uso de conformidad con la reivindicacion 78, en donde las células hES y/o sus
derivados comprenden progenitores de c€lulas madre hematopoyéticas,
progenitores de células madre neuronales, progenitores de células madre
‘mesenquimaticas, progenitores de células madre epiteliales, progenitores de células
madre renales, progenitores de células madre cardiacas o progenitores de células
madre hepaticas, o combinaciones de los mismos.

82. El uso de conformidad con la reivindicacién 78, en donde la enfermedad se
selecciona del grupo que consiste en cancer, apoplejia, trastornos genéticos, -
trastornos hepaticos, trastornos de desarrollo, trastornos degenerativos, trastornos -
hereditarios o trastornos traumaticos del sistema nervioso, trastornos vasculares,
trastornos de la piel y enfermedades, trastornos autoinmunes, trastornos oculares, -
trastornos renales, trastornos cardiacos, trastornos musculoesqueléticos, trastornos
reproductivos y de fertilidad, artritis y trastornos hematicos.
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84,

El uso de conformidad con la reivindicacion 78, en donde la enfermedad, trastorno
o condicidn se selecciona del grupo que consiste en Leucemia Mieloide Aguda,
Adenocarcinoma, Artritis, Astrocitoma, Atrofia del Nervio Auditivo, Autismo,
Trastornos Autoinmunes, enfermedad de Alzheimer, Espondilitis Anquilosante,
Distrofia Muscular de Becker, Dafio Cerebral, Quemaduras, Accidente
Cerebrovascular, Paralisis Cerebral, Coma, Ulceras Corneales, Rechazo de Injerto

Comeal, Degeneracion Cortico-Basal del Sistema Nervioso, Enfermedad de .

Arterias Coronarias, Diabetes, Demencia, Sindrome de Down, Distrofia Muscular

de Duchenne, Enfermedad Renal en Etapa Terminal, Pardlisis de Erb, Distrofia .

Muscular Fascio Escapular, Trastornos de Fertilidad, Ataxia de Friederich,

‘Insuficiencia Cardiaca, Carcinoma Hepatocelular, Enfermedad de Neuronas Espino -

Motoras Hereditaria, Corea de Huntington, Enfermedad de Krabbe, Distrofia del
Cingulo de las Extremidades, Cirrosis Hepatica, Degeneracion Macular, Retraso

‘Mental, Esclerosis Multiple, Enfermedad de Neuronas Motoras, Infarto del
Miocardio, Sindrome Nefrotico, Enfermedad de Niemann Pick, Ulceracion No

Sanadora de la Piel, Atrofia Olivo-Ponto Cerebelar, Atrofia del Nervio Optico, Mal
de Parkinson, Encefalopatia Post Choque Eléctrico, Encefalopatia Post-Vacuna
Contra la Rabia, Llagas por Presién, Paralisis Supranuclear Progresiva, Psoriasis,

Ptisis Bulbi, Cardiomiopatia Restrictiva, Retinitis Pigmentosa, Bloque de -
Ramificacion del Fasciculo Derecho, Sarcoidosis, Bradicardia del Seno, Distrofia

Muscular Espinal, Ataxia Espino Cerebelar, Sindrome de Steven Johnson, Lupus

Eritematoso Sistémico, Trombocitopenia, Talasemia, Colitis Ulcerativa, Estado
Vegetativo, Fibrosis Quistica, Enfermedad Pulmonar Intersticial, Azoospermia, .

Insuficiencia Ovérica Primaria, Ulceras Aftosas, Desequilibrio Hormonal, Osteo-
Artritis, Sindrome de Horner y Osteogénica Imperfecta, junto con Canalopatia e
Hipogamaglobulinemia.

El uso de conformidad con la reivindicacion 78, en donde la administracion de
células hES y/o sus derivados no causa tumores, teratomas o cambios
Cromosomicos.
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85.

"Uso de células hES y/o sus derivados en la preparacion de un medicamento para el

tratamiento de Lesion de Médula Espinal (SCI) de un sujeto mediante un método
que comprende:

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(B

(g)

(h)

administrar alrededor de 750,000 a aproximadamente 80 millones de células
hES y/o sus derivados mediante inyeccién subcutdnea;

repetir la etapa (a) después de un periodo predeterminado y posteriormente -
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus
derivados mediante inyeccion intramuscular;

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus
derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
neuronales y progenitores de células madre hematopoyéticas, mediante
inyeccion o infusion intravenosa;

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus
derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
neuronales, mediante inyeccion epidural y repetir la dosis después de un
periodo predeterminado dependiendo de la condicidn del sujeto evaluada por
examenes clinicos y/o neuroldgicos;

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus
derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
neuronales, mediante inyeccion caudal; '

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus -
derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
neuronales, mediante inyeccion intratecal o catéter de bloque subaracnoide;

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus
derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
neuronales mediante inyeccion epidural o catéter epidural;

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus
derivados mediante inyeccidon espinal profunda sobre cada lado de la espina .

y

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)



WO 2007/141657 PCT/1B2007/002292

86.

87.

88.

89.

90.

92.

(i)  administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de celulas hES y/o sus
derivados mediante infusién intravenosa,

(1)) en donde las etapas (a) e (b) se llevan a cabo primero y las etapas restantes
pueden llevarse a cabo en cualquier orden.

El uso de conformidad con la reivindicacién 85, el cual comprende ademas repetir
la etapa (f) seguida por la etapa (g), hasta que el sujeto exhiba sefiales clinicas de
recuperacion de la SCI.

El uso de conformidad con la reivindicacién 85, en donde las células hES y/o sus

derivados se producen mediante el método de conformidad con la reivindicaciéon

31 645.

El uso de conformidad con la reivindicaciéon 85, en donde alrededor de 750,000 a
aproximadamente 80 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las

-células comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas y progenitores
de células madre neuronales, se suspenden en 0.25 a 1.0 ml de una solucion -

biocompatible en la etapa (a) y etapa (b).

El uso de conformidad con la reivindicacion 85, en donde aproximadamente

750,000 a alrededor de 11 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las

células comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas y progenitores
de células madre neuronales, se suspenden en 2.0 a 4.0 ml de una solucidn
biocompatible en la etapa (f).

El uso de conformidad con la reivindicacion 85, en donde alrededor de 750,000 a

aproximadamente 80 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
cé¢lulas comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas y progenitores
de células madre neuronales, se suspenden en 15 a 40 ml de una solucién
biocompatible en la etapa (g).

El uso de conformidad con la reivindicacion 85, en donde el tratamiento de sujetos
con SCI da como resultado la reduccién de Glceras por dectubito.

Uso de alrededor de 750,000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
neuronales y/o progenitores de células madre hematopoyéticos, en la preparacion de

un medicamento para administracién mediante inyeccion intravenosa, inyeccion

subcutanea,
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93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

inyeccidén intramuscular, inyeccion intratecal, infusién por catéter epidural o

.infusion por catéter de bloque subaracnoide, en el tratamiento de trastornos de
-desarrollo, degenerativos, hereditarios y traumaticos del sistema nervioso y ataque

cerebrovascular.

Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre

hematopoyéticas, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de

trastornos de la piel mediante inyeccidn subcutanea o intravenosa.

El uso de conformidad con la reivindicacién 93, en donde las células hES v/o _

progenitores se mezclan en un vehiculo biocompatible que se aplicara a la piel
dafada.

El uso de conformidad con la reivindicacion 94, en donde el vehiculo
biocompatible es un gel, ungiiento, pasta o aspersion por aerosol.

Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 80 millones de células hES y/o
sus derivados en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de ulceras
por decibito mediante aplicacion local o tdpica y por medio de inyeccion
intramuscular.

Uso de alrededor de 750,000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de

trastornos autoinmunes mediante inyeccidn intramuscular, inyeccidn intravenosa, -

inyeccion subcutanea, inyeccidn intra-articular o infusion intravenosa o
combinaciones de los mismos.

.Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o

sus derivados, en donde las células comprende progenitores de células madre
neuronales y/o progenitores de células madre hematopoyéticas, en la preparacién

“de un medicamento para el tratamiento de trastornos genéticos mediante inyeccion -
intravenosa, inyeccién subcutdnea, inyeccién intramuscular, inyeccion intratecal,

infusion por catéter epidural o infusion por catéter de bloque subaracnoide, o
combinaciones de los mismos.

Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o

sus derivados, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de -
gangrena mediante inyeccion intravenosa, inyeccion intramuscular o aplicacion

local en la unién de tejido viable y muerto o combinaciones de los mismos.

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)



333

WO 2007/141657 PCT/IB2007/002292

100.  Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o
sus derivados en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
condiciones asociadas con envejecimiento mediante inyeccion intravenosa,
inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular, aplicacidon local en suspension o
mezclado con un vehiculo biocompatible.

101.  El uso de conformidad con la reivindicaciéon 100, en donde el vehiculo
biocompatible es un gel, ungiiento, pasta o rocio de aerosol.

102, Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células
progenitoras productoras de insulina embrionarias humanas, en la preparacién de
-un medicamento para el tratamiento de diabetes mellitus mediante inyeccion .
intravenosa o intramuscular o ambas.

103.  Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de ¢¢lulas hES y/o
.sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas, en la preparacion de un medicamento para tratar trastornos
cardiovasculares mediante inyeccion intravenosa, inyeccion subcutdnea, inyeccion
intramuscular, inyeccion intracardiaca, angiografia o inyecciéon directa, o
combinaciones de los mismos.

104. Uso de conformidad con la reivindicacion 102, en donde la administracion es .
durante angiografia.

105.  Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre .
hematopoyéticas, progenitores de células madre productoras de albumina y
progenitores de células madre productoras de bilirrubina, en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de trastornos hepaticos y renales mediante
inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular, infusién
intravenosa o inyeccion local, o combinaciones de las mismas.

106.  Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
Fertilidad y Trastornos Reproductivos mediante inyeccién intramuscular local,
inyeccion intratesticular o a través de inyeccion en piel subcutdnea cerca del -
epididimo, o combinaciones de los mismos.
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109.

110.
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112.

Uso de alrededor de 750,000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
neuronales y/o progenitores de células madre hematopoyéticas, en la preparacién
de un medicamento para el tratamiento de Trastornos Musculoesqueléticos .
mediante inyeccion intravenosa, inyeccién subcutdnea, inyeccion intramuscular o -
infusion por catéter intravenoso, o combinaciones de las mismas.

Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de ¢élulas hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre -
neuronales, progenitores de células madre hematopoyéticas y/o progenitores de
células madre mesenquimaticas, en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de trastornos oculares mediante inyeccion intravenosa local, inyeccidn
subcutanea, inyeccidn intramuscular, inyeccion retrobulbar, inyeccion intravitrea o
aplicacion topica, o combinaciones de los mismos.

El uso de conformidad con la reivindicacion 108, en donde aproximadamente
750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales, se administran
mediante inyeccidn retrobulbar.

El uso de conformidad con la reivindicacion 108, en donde aproximadamente

750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales se administran

mediante inyeccidn intravitrea.

El uso de conformidad con la reivindicacion 108, en donde alrededor de 750,000 a
aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus derivados, en donde las

‘c€lulas comprenden progenitores de células madre mesenquimaticas, se aplican a

lentes de contacto para el tratamiento de abrasion corneal.

Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
neuronales y/o progenitores de células madre hematopoyéticas, en la preparacion .
de un medicamento para el tratamiento de trastornos pulmonares mediante -
inyeccion intramuscular, inyeccidn intravenosa, aspersion o nebulizador, o
combinaciones de los mismos.
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116.
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Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
neuronales y/o progenitores de células madre hematopoyéticas, en la preparacién
de un medicamento para el tratamiento de trastornos hormonales mediante
inyeccion intramuscular o inyeccion intravenosa, o combinaciones de los mismos.

Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre
neuronales y/o progenitores de células madre hematopoyéticas, en la préparacion .
de un medicamento para el tratamiento de Ulceras Aftosas mediante inyeccion

-intramuscular o inyeccidn intravenosa, o combinaciones de las mismas.

Uso de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160 millones de células hES y/o

.sus derivados, en donde las células comprenden progenitores de células madre .
‘neuronales y/o progenitores de células madre hematopoyéticas, en la preparacion

de un medicamento para el tratamiento de osteoartritis de la rodilla y unidn de la
cadera mediante inyeccidn intramuscular, inyeccidn intravenosa o inyeccion intra-
articular, o combinaciones de las mismas.

Un método para probar el efecto de un compuesto en células hES y/o sus .
derivados, caracterizado porque comprende cultivar células hES y/o sus derivados
obtenidas mediante el método de conformidad con la reivindicacién 31 6 45 en
presencia del compuesto, y determinar el efecto del compuesto en las células.

Uso de las células hES y/o sus derivados obtenidas mediante el método de
conformidad con la reivindicacion 31 6 45, en la preparacion de un medicamento
para el suministro de un farmaco a un sujeto, en donde las células absorben el
farmaco en presencia del farmaco, y en donde las células se administran a un sitio
en el sujeto, el farmaco es suministrado.
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AU. AZ.BA. BB, BG, BR.BW,BY. BZ. CA, CH, CN 24 abril 2008

{54) Titulo: COMPOSICIONES QUL COMPRENDEN CELULAS MADRE EMBRIONARIAS HUMANAS Y SUS DERIVADOS. METODOS
DE USC Y METODOS DE PREPARACION

(57) Resumen: La presenle invencion se reficre a una composicion farmacéutica que comprende preparaciones de células madre embrionarias
humanas (hIS) y sus derivados. y a métados para su transplante ¢n ¢l cuerpo humano. en donde el transplante da como resultado la inversion clinica
dc sintomas, cura. cstabilizacion o detencién de degencracion de una amplia variedad de condiciones. enfermedades y trastornos médicos
actualmente incurables y terminales. La invencién se reficre ademds a procesos nuevos para preparar lineas de células madre nucvas que estan
libres de productos animales. células alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de ileucemia, combinaciones de minerales
complementarios. suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos. factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a membrana.
factor Steel soluble ¥ medios acondicionados. Esta invencion se refiere ademas al aislamiento, cultivo, mantenimiento, expansion. diferenciacion,
almacenamiento y conservacion de ¢stas células madre.
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A. CLASIFICACION DEL TEMA

De acuerdo a la Clasificacién de Patentes Internacional (IPC) o a la clasificacion nacicnal y a la IPC.

INV. A61K35/48  A61K35/12  CI2N5/06 A61P25/00

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido por los simbolos de clasificacion):

AB1K

Documentacion buscada diferente a la documentaciéon minima, a la extension que tales documentos estan incluidos en los campos buscados.

Base de datos electrdnicos consultados durante |a busqueda internacional (nombre de la base de datos y, en donde sea practico, términos de
busqueda utilizados).

EPO-Internal, EMBASE, BIOSIS, WPI Data

C. DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERA QUE SON RELEVANTES

Categoria* Cita del documento, con indicacion, en donde sea apropiado, de los pasajes relevantes Relevante para la Reiv.
No.
X WANG W-H ET AL: "Human embryonic stem 28,29
ce1é rgng]ones are contaminated: what should
we do?

HUMAN REPRODUCTION 2005 UNITED KINGDOM,
vol. 20, no. 11, 2005, paginas 2987-2989,

XP002466325
ISSN: 0268-1161 1460-2350 .
todo el documento 21-27,
30,
61-84,
92-116
pagina 2988, columna izquierda, Ultimo parrafo
Documentos adicionales se enlistan en la continuacion del bloaue C Vease familia de patentes anexa.
* Categorias especiales de los documentos citados “T" documento posterior publicado después de la fecha de presentacion internacio-
“A" documento que define el estado general de la técnica el cual no se considera nal o fecha de prioridad y no en conflicto con la solicitud, pero citado para
ser de padicular relevancia. entender el principio o teoria fundamental de |a invencién
“E” documento anterior publicado en o después de la fecha de presentacién “X" documento de relevancia particular; la invencion reivindicada no puede ser
internacionai. considerada nueva 0 no se puede considerar que involucre una etapa inventiva
“L" documento el cual puede arrojar dudas sobre la(s) eivindicacion(es) de cuando el documento es considerado de manera aislada.
prioridad o el cual se cita para establecer la fecha de publicacién de otra cita u Y™ documento de particular relevancia; no se puede considerar que la invencidn
otra razon especial (como se especifica) involucre una etapa inventiva cuando el documento es combinado con uno o
“Q" documento que se refiere a una descripcion oral, uso, exhibicién u otro medio mas de tales documentos, tal combinacidn seria obvia para una persona
“F" documento publicado antes de la fecha de presentacion internacional pero experimentada en la técnica.
después de la fecha de prioridad reivindicada. ‘y" documento miembro de la misma familia de patentes.
Fecha de la terminacion real de la busqueda internacional Fecha de envio del reporte de busqueda internacional
4 febrero 2008 18/02/2008
Nombre y direccion de correspondencia de la ISA/US Funcionario Autorizado

Oficina Europea de Patentes, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl.

Fax (+31-70) 340-3016 MATEO ROSELL, A

Forma PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio de 1992)
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C. (Continuacion) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERA QUE SON RELEVANTES

Categoria

Cita del documento, con indicacion, en donde sea apropiado, de los pasajes relevantes

X

Y

wo 02/18549 A (MARIA BIOTECH CO LTD [KR])
7 marzo 2002 (2002-03-07)
Abstract

pagina 10, renglon 23 - pagina 12, renglén 5
pagina 14, rengldon 28 - pagina 15, renglon 1
pagina 17, renglon 21 - pagina 19, renglon 31;
ejemplo 7

AMIT M ET AL: "Feeder Layer- and

Seq*m—Free Culture of Human Embryonic Stem
Cells"”

BIOLOGY OF REPRODUCTION 2004 UNITED STATES,
vol. 70, no. 3, 2004, paginas 837-845,
XP002466324

ISSN: 0006-3363

resumen

pagina 837, columna izquierda, parrafo 1 -
pagina 838, columna izquierda, parrafo 1
pagina 842, columna izquierda, parrafo 2 -
pagina 844, columna derecha, ultimo parrafo
KLIMANSKAYA I ET AL: "Human embryonic

stem cells derived without feeder cells"
LANCET THE, LANCET LIMITED. LONDON, GB,

vol. 365, no. 9471,

7 Mayo 2005 (2005-05-07), paginas 1636-1641,
XP004882308

ISSN: 0140-6736

resumen

pagina 1636, columna izquierda, parrafo 1 -
pagina 1638, columna derecha, ultimo parrafo
pagina 1640, columna derecha, parrafo 2 -
pagina 1641, columna izquierda, parrafo 2
STOJKOVIC P ET AL: "HUMAN-SERUM MATRIX
SUPPORTS UNDIFFERENTIATED GROWTH OF HUMAN
EMBRYONIC STEM CELLS"

STEM CELLS, ALPHAMED PRESS, DAYTON, OH,

us,

vol. 23, no. 7, agosto 2005 (2005-08),
paginas 895-902, xP009065121

ISSN: 1066-5099

resumen

pagina 895, columna izquierda, parrafo 1 -
pagina 896, columna derecha, parrafo 1
pagina 900, columna izquierda, parrafo 1 -
pagina 901, columna derecha, parrafo 1

Sl .

.| Relevante para la Reiv. No.

28,29

21-27,
30,
61-84,
92-116

21-27
61-84,
92-116

21-27,
61-84,
92-116

21-27,
61-84,
92-116

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) {Julic da 1992)
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C. (Continuacion) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERA QUE SON RELEVANTES

Categoria

Cita del documento, con indicacidn, en donde sea apropiado, de ios pasajes relevanies

Reisvante para la Reiv. No.

Y

EZASHI T ET AL: "Low 02 tensions and the
prevention of differentiation of hES cells”
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES
OF THE UNITED STATES OF AMERICA 29 MAR 2005
UNITED STATES,

vol. 102, no. 13,

29 marzo 2005 (2005-03-29), paginas
4783-4788, XP002466326

ISSN: (0027-8424

resumen

pagina 4783, columna 1zqu1erda parrafo 2 -
columna derecha, parrafo 2; figure 1

pagina 4787, columna derecha parrafo 3
pagina 4788, columna derecha, parrafo 2

WO 2004/007696 A (NISTOR GABRIEL I [US];
KEIRSTEAD HANS S [US]; UNIV CALIFORNIA [US])
22 enero 2004 (2004-01-22)
resumen

pagina 3, renglones 15-25
pagina 10, renglon 34 - pagina 20, renglén 2;
ejemplos 1-5

WO 2004/081172 A (RELIANCE LIFE SCIENCES PVT LTD
[IN]; TOTEY SATISH MAHADEORAO [IN]; RAV)

23 septiembre 2004 (2004-09-23)

resumen

pagina 7, parrafo 18

pag1na 8 parrafo 20 - pagina 11, parrafo

Egg1na 35, parrafo 94 - pagina 46, parrafo

ZHANG S-C ET AL: "In vitro

differentiation of transplantable neural
precursors from human embryonic stem cells"
NATURE BIOTECHNOLOGY, NATURE PUBLISHING GROUP,
NEW YORK, NY, US,

vol. 19, no. 12, diciembre 2001 (2001-12),
paginas 1129- 1133 XP002268706

ISSN: 1087-0156

resumen
pagina 1130,
pagina 1131,
pagina 1132,
pagina 1133,

columna derecha, parrafo 2
columna 1zqu1erda parrafo 2
columna derecha, parrafo 2
columna derecha, parrafo 2

- -

21-27,
61-84,
92-116

21-27,
61-84,
92-116

21-27,
61-84,
92-116

21-27,
61-84,
92-116

Forma PCTASA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Julio de 1892)
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C. (Continuacion) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERA QUE SCN RELEVANTES

Categoria Cita del documento. con indicacion, en donde sea apropiado, de los pasajes relevantes Relevante para la Reiv. No,

Y REUBINOFF B E ET AL: "Neural progenitors from 21-27,
human embryonic stem cells" 61-84,
NATURE BIOTECHNOLOGY, NATURE PUBLISHING 92-116
GROUP, NEW YORK, NY, US,
vol. 19, no. 12, diciembre 2001 (2001-12),
paginas 1134-1140, xP002971362
ISSN: 1087-0156
resumen
pagina 1138, columna derecha, parrafo 1
- pagina 1139, columna izquierda, parrafo 2
MCDONALD J W ET AL: "TRANSPLANTED EMBRYONIC
STEM CELLS SURVIVE, DIFFERENTIATE AND
PROMOTE RECOVERY IN INJURED RAT SPINAL CORD"
NATURE MEDICINE, NATURE AMERICA, NEW YORK, US,
voel. 5, no. 12, diciembre 1999 (1999-12), 21-27,
paginas 1410-1412, XP002933176 61-84,
ISSN: 1078-8956 92-116
citado en la solicitud
resumen
pagina 1411, columna izquierda, parrafo 4 -
pagina 1412, columna derecha, parrafo 4
HARPER J M ET AL: "Axonal growth of embryonic 21-27,
stem cell-derived motoneurons in vitro and in 61-84,
motoneuron-injured adult 92-116
rats"
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA 04
MAY 2004 UNITED STATES,
vol. 101, no. 18, 4 Mayo 2004 (2004-05-04),
paginas 7123-7128, XP002466977
ISSN: 0027-8424
citado en la solicitud 21-27,
resumen 61-84,
pagina 7123, columna izquierda, parrafo 1 - 92-116

columna derecha, parrafo 2; figures

1-3

pagina 7127, columna derecha, parrafo 2 -
gégina 7128, columna derecha, parrafo

-/--
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C. (Continuacidon) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERA QUE SON RELEVANTES

Categoria Cita del documento, con indicacion, en donde sea apropiado, de los pasajes relevantes Relevante para la Reiv. No.
Y KERR D A ET AL: "Human embryonic germ cell 21-27,
derivatives facilitate motor recovery of rats 61-84,
with diffuse motor neuron injury" JOURNAL OF 92-116
NEUROSCIENCE 15 JUN 2003 UNITED STATES,
vol. 23, no. 12,
15 Junio 2003 (2003-06-15), paginas
5131-5140, xP002466978
ISSN: 0270-6474
citado en la solicitud
resumen
pagina 5138, columna derecha, parrafo 3
- pagina 5139, columna derecha, parrafo 1
Y us 2002/019046 Al (CARPENTER MELISSA K [US] ET 21-27,
AL) 14 Febrero 2002 (2002-02-14) 61-84,
92-116
gggina 2, parrafo 23 - pagina 3, parrafo
pagina 6, parrafoc 73 - pagina 11, parrafo 119;
ejemplos 1-5
Y WO 2005/099758 A (STANDARD OIL cO [US]: KOFIDIS 21-27,
THEODOROS [DE] TRUSTEES THE LELAND STAND) 27 61-84,
octubre 2005 (2005-10-27), 92-116
resumen
pagina 1, renglones 5-10
pagina 7, rengldn 6 - pagina 10, rengloén 20;
ejemplos I-v
Y -~ 21-27,
GERECHT-NIR S ET AL: "The promise of human 61-84,
embryonic stem cells” 92-116
BAILLIERE'S BEST PRACTICE AND RESEARCH. CLINICAL
OBSTETRICS AND GYNAECOLOGY, BAILLIERE TINDALL,
LONDON, GBE,
vol. 18, no. 6, diciembre 2004 (2004-12),
paginas 843-852, xXP004664903
ISSN: 1521-6934
todo el documento '
Y -—— 21-27,
SCHULDINER MAYA ET AL: "Effects of eight growth 61-84,
factors on the differentiation of ce1?s derived 92-116

from human embryonic stem cells™

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES

OF USA, NATIONAL ACADEMY OF SCIENCE, WASHINGTON,
DC, US,

vol. 97, no. 21,

10 octubre 2000 (2000-10-10), pdginas
11307-11312, xXP0Q02184277

ISSN: 0027-8424

todo el documento

Forma PCT/ASA/210 {continuacion de la segunda hoja) (Julio de 1992)
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C. (Continuacién) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERA QUE SON RELEVANTES

Categoria

Cita del documento, con indicacion. en donde sea apropiado, de los pasajes relevantes

Relevante para ia Reiv. No.

RICHARDS M ET AL: "An efficient and safe
Xeno-Free Cryopreservation method for the
storage of human embryonic stem cells” STEM
CELLS, ALPHAMED PRESS, DAYTON, OH,

us,

vol. 22, no. 5, 2004, paginas 779-789,
XP002376917

ISSN: 1066-5099

todo el documento

HONG S H ET AL: "Expression of estrogen
receptor-[alpha] and -[beta], glucocorticoid
receptor, and progesterone receptor genes 1in
human embryonic stem cells and embryoid bodies'
MOLECULES AND CELLS 31 DEC 2004 GERMANY,

vol. 18, no. 3,

31 diciembre 2004 (2004-12-31), paginas 320-325,
XP002466327

ISSN: 1016-8478

todo el documento

SHI Q J ET AL: "Novel role of human chorionic

gonadetropin 1in differentiation of human

cytotrophoblasts"”

ENDOCRINOLOGY 1993 UNITED STATES,

vol. 132, no. 3, 1993, paginas 1387-1395,

XP002466328

ISSN: 0013-7227

todo el documento

GERAMI-NAINI BEHZAD ET AL: "Trophoblast

differentiation in embryoid bodies derived from

gggan embryonic stem cells."” ENDOCRINOLOGY APR
4,

vol. 145, no. 4, April 2004 (2004-04), paginas

1517-1524, xP002466329

ISSN: 0013-7227

todo el documento

G.S. MUDUR: "BIG WONDER CELLS MESS - Medical

research guiderenglones in India leave doctors

free to do what they wish" INTERNET CITATION,

[onTline]

20 noviembre 2005 (2005-11-20), XP002466330

Retrieved from the Internet:

URL:http://www.telegraphindia.com/1051120/

asp/opinion/story_5496960.asp>

todo el documento

_/__

21-27,
61-84,
92-116

31-52

31-52

31-52

Forma PCT#SA/210 {continuacidn de la segunda hoja) (Julio de 1992)
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Categoria Cita del documento, con indicacion, en donde sea apropiado, de los pasajes relevantes

Relevante para la Reiv. No.

T "The Stem cell 'Miracles'"

INTERNET CITATION, [Online]

23 Mayo 2006 (2006-05-23), paginas 1-5,
XP002466331

Retrieved from the Internet:
URL:http://sci.rutgers.edu/forum/showthrea
d.php?t=57401>

todo el documento

T " IMANNELLO F ET AL: "Concise review: No
breakthroughs for human mesenchymal and
embryonic stem cell culture: Conditioned
medium, feeder layer, or feeder-free; medium
with fetal calf serum, human serum, or enriched
plasma; serum-free, serum replacement
nonconditioned medium, or ad hoc formula? A1l
that glitters is not go" STEM CELLS 2007 UNITED
STATES, .

vol. 25, no. 7, 2007, paginas 1603-1609,
XP002466979

ISSN: 1066-5099

todo el documento

T SKOTTMAN HELI ET AL: "culture conditions for
human embryonic stem cells" REPRODUCTICN
(CAMBRIDGE),

vol. 132, no. 5, noviembre 2006 (2006-11),
paginas 691-698, XP002466980

ISSN: 1470-1626

‘|todo el documento

T DE SOUSA PAUL A ET AL: "The road to

providing human embryo stem cells for
therapeutic use: the UK experience”
REPRODUCTION (CAMBRIDGE),

vol. 132, no. 5, noviembre 2006 (2006-11),
paginas 681-689, XP002466981

ISSN: 1470-1626

todo el documento

T GRUEN LORI ET AL: "Concise review: Scientific
and ethical roadblocks to human embryonic stem
cell therapy”

STEM CELLS (MIAMISBURG),

vol. 24, no. 10, octubre 2006 (2006-10),
paginas 2162-2169, XP002466982

ISSN: 1066-5099

todo el documento

Forma PCT/ISA/210 (continuacion de la segunda hoja) (Julio de 1992}
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Bloque Il Observaciones cuando ciertas reivindicaciones se encontraron inescrutables (Continuacién del item 2 de |la
primera hoja)

Este Reporte de Blusqueda Internacional no ha sido establecido con respecto a ciertas relwndicac:ones bajo el Articulo 17(2)(a) por
las siguientes razones:

1. Nos. de reivindicaciones:
porgque se refieren a materia que no se requirié buscar por esta Autoridad, a saber:

-Aunque las reivindicaciones 61-114 estan dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal, la busqueda se ha llevade a cabo y con base en los supuestos efectos del
compuesto/composicién.

2. O Nos. de reivindicaciones: ]
porque se refieren a partes de la Solicitud Internacional que no cumplen con los requerimientos prescritos a tal grado de que
no se pudo llevar a cabo ninguna Busqueda Internacional significativa, especificamente:

3. O Nos. de reivindicaciones:
porque son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de acuerdo con la segunda y tercera frases de la Regia
6.4(a).

Bloque Il Observaciones cuando carece unidad de invencién (Continuacion del item 3 de la primera hoja)

a Autoridad de Busqueda Internacional encontré varios inventores en esta solicitud internacional, como sigue .

1. O Ya que se pagaron a tiempo por el salicitante todas las cuotas de busqueda adicionales requeridas, este Repone de
Busqueda Internacional cubre todas las reivindicaciones escrutables.

2. O Yaquelodas las reivindicaciones escrutables pudieron escrutarse sin esfuerzo que justificara una cuota adicional, ‘esta
Autoridad no solicité el pago de mnguna cuota adicional.

3. O Yague solo algunas de las cuotas de busqueda adicionales requeridas se pagaron a tiempo por el solicitante, este Reporte
de Busqueda Internacional cubre sélo las reivindicaciones para las cuales se pagaron cuotas, especn‘"camente las
_reivindicaciones Nos.:

4. O No se pagaron a tiempo por el solicitante las cuotas de busqueda adicionales requeridas. En consecuencia, este Reporte de
Busqueda Internacional esta restringido a la invencién mencionada primero en las reivindicaciones; esta cubierta por las
Reivindicaciones Nos.:

Aclaracion acerca de la Protesta O Las tarifas de busqueda adicionales estaban acomparnadas

por la protesta del solicitante y, cuando aplica. el pago de una
tarifa de protesta

O Las tarifas de busqueda adicicnales estaban acompafadas por
la protesta del solicitante pero el pago de tarifa de protesta
aplicable no fue pagado dentro del tlempo limite especificado
en fa invitacion,

O Ninguna protesta acomparid al pago de las tarifas de
Busqueda adicionales.

Forma PCT/ISA/210 {(continuacion de la primera hoja (1)) (Abril de 2005)
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No. de solicitud internacional

Informacion acerca de los miembros de la familia de patentes PCT/! 820071002292
Documento de patente Fecha de Miembro(s) de la familia de patentes Fecha de publicacidn
citado en el reporte de publicacion '

busqueda

WO 0218549 A 07-03-2002 AU 785428 BZ 17-05~2007
AU 6556501 A 07-03-2002
CN 1350059 A 22-05-2002
Us 2002045259 Al 18-04-2002
WO 2004007696 A 22-01-2004 AU 2003250477 Al 02-02-2004
CA 2489203 Al 22-01-2004
EP 1523549 AZ 20-04-2005
GB 2407822 A 11-05-2005
JP 2005532079 T 27-10-2005
Us 2004009593 Al 15-01-2004
US 2005101014 Al 12-05-2005
WO 2004081172 A 23-09-2004 AU 2004219851 Al 23-09-2004
: BR PI0408733 A 07-03-2006
CA 2518577 Al 23-09-2004
EP . 1613726 A2 11-01-2006
JP 2006521807 T 28-09-2006
KR 20060010725 A 02-02-2006
UsS 2006211109 Al 21-09-2006

US 2002019046 Al 14-02-2002  NINGUNO

A 27-10-2005 NINGUNO

WO 2005099758

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de |a primera hoja (1))(Julio 1982)



WO 2007/141657 A2 (Cédiso de barras)

20

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA BAJO EL TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacion Mundial De La Propiedad Intelectual
Oficina Internacional

(43) Fecha de publicacién internacional:

P
13 Diciembre 2007 (13.12.2007) .~

PCT

(Cédigo de barras)

(10) Numero de Publicacion Internacional:

WO 2007/141657 A2

(51) Clasificacion’ de patente internacional:
A6IK 35748 (2006.01) CI12N 5/06 (2006.01)
AGIK 35/12 (2006.01) A61P 25/00 (2006.01)

(21) Niimero de solicitud internacional; PCT/IB2007/002292

(22) Fecha de presentacién internacional; 6 marzo 2007

(06.03.2007)
(25) Idioma de Presentacion: Inglés
(26) [dioma de Publicacion: Inglés

(30) Datos de prioridad:

582/DEL/2006 7 Marzo 2006 (07.03.2006) IN
1500/DEL2006 _ 26 Junio 2006 (26.06.2006) IN
60/844.350 14 Septiembre 2006 (14.09.2006) US

(71) Solicitante e
(72) Inventor: SHROFF, Geeta [IN/IN]; 487 Hardevpuri, Gautam
Nagar, New Delhi 115049 (IN).

(81) Estados designados: (a menos que se indique lo contrario, para
cada tipo desproleccion nacional disponible). AE, AG, AL, AM, AT,
AU, AZ, BA, BB, BG, BR. BW,BY, BZ, CA, CH.CN

CO, CR. CU. CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, Fl, GB, GD, GE.
GH, GM. GT. HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
KR, KZ, LA, LC. LK, LR, LS, LT. LU, LY. MA, MD, ME, MG. MK.
MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NL. NO, NZ, OM, PG. PH, PL. PT.
RO, RS, RU, SC, SD. SE. SG. SK, SL. SM, SV, SY. TJ. TM. TN. TR,
TT, TZ, UA, UG, US. UZ,. VC, VN. ZA , ZM, ZW.

(84) Estados designados: (a menos que se indique lo contrario, para
cada tipo de proteccion regional disponible): Patente ARIPO (BW, GH.
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), Patente
Euroasiatica (AM, AZ, BY, KG, KZ. MD. RU, Tl, TM), Patente Europea
(AT, BE. BG, CH. CY, CZ, DE, DK. EE, ES, FI. FR, GB. GR, HU, IE. IS.
IT,"LT, LU, LV, MC, MT, NL, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), Patenic
OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML. MR, NL, SN,
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. de sintomas, cura, estabilizacién o detencion de degencracion de una amplia variedad de condiciones, enfermedades y trastornos médicos

actualmente incurables y terminales. La invencidn se refiere ademas a procesos nucvos para preparar lineas de células madre nucvas que estan
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factor Steel soluble y medios acondicionados. Esta invencidn se refiere ademas al aislamiento, cultivo, mantenimiento, expansion. diferenciacion.

almacenamiento y conservacién de estas células madre.
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COMPOSICIONES QUE COMPRENDEN CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

HUMANAS Y SUS DERIVADOS, METODOS DE USO Y METODOS DE

PREPARACION

Antecedentes de la invencidn

Campo de la invenciédn

La presente invencidén se refiere a composiciones
farmacéuticas que comprenden células madre embrionarias
humanas (hES) © sus derivados, las células madre estan libres
de productos animales, c¢élulas alimentadoras, 'factores de
crebimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones de
minerales cecmplementarios, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimieﬁto de
fibrolastos, factor Steel asociado a membrana, factor Steel
soluble y medios acondicionados, para usarse en el
tratamiento de enfermedades, condiciones o trastornos médicés
actualmente incurables ¢ terminales. Mas particularmente, la
invencién se refiere a métodos de tratamiento de trastornos
clinicos y condiciones terminales o© actualmente incurables
usando células hES por medio de un protocolo de transplante.
La 1invencidén se refiere ademas a procesos nuevos para
preparar lineas de células madre nuevas las cuales estén
lib;es de productos animales, células alimentadoras, factores
de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones

de minerales complementarios, suplementos de aminoacidos,

29|
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suplementos vitaminicos, factor de crecimiento ae
fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor Stéel
soluble y medios acondicionados. Esta invenciéﬁ se refiere
ademas al aislamiento, cultivo, mantenimiento, expansioén,
diferenciacidén, almacenamiento y conservacidén de las. células

madre.

Técnica anterior

Un gran numero de trastornos, condiciones vy
enfermedades médicas humanas son va sea actualmente
incurables a través de las terapias de farmaco, cirugia o
métodos de transplante existentes, o son terminales.

Las células madre tienen la capacidad de dividirse
para generar células “hijas” que conservan las propiedades de
la c¢élula madre, o de producir hijas que empiezan "a
diferenciarse en un tipo de célula més especializado, o de
producir una célula hija de cada tipo. Las células madre son
entonces cruciales para el crecimiento y desarrollo humano
normal, y debido a sus caracteristicas intrinsecas también
50n fuentes potenciales de células nuevas para la
regeneracién de tejidc dariado o enfermo. Las células madre
estan presentes en todas las etapas de desarrollo y en muchos
(posiblemente la mayoria) tejidos del adulto. Células madre
de diferentes tejidos, y de diferentes etapas de desarrollo,

varian en términos del numero y tipo de células a las cuales

DX,
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dan c¢rigen normalmente. Las principales clases de células
madre de acuerdo con esta clasificacidn son las células madre
embrionarias, células madre somdticas y células germinales
embrionarias.

En las primeras etapas después de la fertilizacidn
(hasta la octava etapa celular), todas las <c¢élulas del
embridén son totipotentes (es decir, tienen la capacidad de
desarrollarse en cada tipo de célula requerida para él
desérrollo completo, incluyendo tejidos extra—embribnariés
tales come la placenta y el corddn umbilical).l Después de

aproximadamente dos a cinco dias se alcanza la etapa de

blastocisto. Dentro de esta bola de 50-100 células descansa
la masa celular interna, 1la cual se desarrollarida en el
embrién adecuado. La masa celular interna comprende

aproximadamente un cuarto de todas las celulas eh esta etapa
de desarrollo y una clase uUnica de células madre; las células
madre embrionarias. Las célu;as madre embricnarias tienen la
capacidad innata o potencial de diferenciarse en cada uno de
los 200 y tantos tipos de células del cuerpo y se describen
como pluripotentes. La capacidad de 1las células hES para
contribulr a todos los tipos de tejidos en desarrcollo aun rio
ha sido completamente establecida, pero pueden hacerse crecer
durante largos periodos de tiempo en cultivo y expandirse en
numero sin cambiar sus genotipos o fenotipos celulares, vy

conservando su estado pluripotente bajo estas condiciones.
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Después de la etapa de blastocisto, las células
madre comprenden una proporcidén descendente de células en el
embrién, feto y cuerpo adulto. Muchos si no es que ia
mayoria de los tejidos en el feto y adulto contienen células
madre, las cuales, en su ubicacién normal, tienen el
potencial de diferenciarse en un numero limitado de tipos de
células especificos para de esta manera regenerar el tejido
en el cual residen normalmente. Estas células madre (células
madre somaticas) son multipotentes y pueden tener un
potencial méds restringidc gue las células madre embrionarias
toda vez que normalmente dan origen a algunos pero no todos
los tipos de células del cuerpo humano. Las principales
fuentes de células madre somaticas son la meédula &sea vy
sangre de corddn del feto y adulto. |

Las c¢élulas madre embrionarias sirven como Qn
excélente Sistema in vitro para estudiar eventos de
diferenciacidén celular, tamizado de farmacos yy como  una
fuente primaria de células diferenciadas especializadas para
aplicaciones terapéuticas regeneradoras futuras.

Las celulas madre embrionarias, al ser
pluripotentes, tienen el potencial de desarrcllo de dar
origen a cualquier tipo de célula diferenciadal Asi, wuna
enfermedad que resulte de la falla o desregulacidén, ya sea
genética o adquirida, de tipos de células especificas es

potencialmente tratable por el transplante de células hES o

2
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sus derivados mediante reemplazo de las células defectuosasly
regeneracién del oOrgano o teﬂido afectado y también al
estimular el tejido latente y que muere.

Se ha sugerido que el transplante de células hES o
sus derivados en el cuerpo humano tiene el potencial como un
medioc para resolver necesidades médicas no satisfechas.

Se ha considerado ampliamente que el transplante de
células hES revclucionard el tratamiento de una amplia
variedad de enfermedades, condiciones y trastornos pero,
hasta la fecha, los estudios han sido restringidos a estudios
preclinicos en ratones vy pfimates. Es cuestionable si los
resultados observados en modelos con animales son
verdaderamente representatives de los eventos que pudierén
ocurrir después del transplante de estas células en el
humano. Ademds, sin el wuso c¢clinico del céncepto, las
composiciones farmacéuticas, protocolos, rutas de
administracién y dosis de administraciédn de las células madre
siguen sin definir vy sin probarse. Mas aun, aungue las
células madre humanas derivadas de fuentes qgue no son un
embridén o xenotransplante de células, tejidos y 6rganos de
otras especies han sido usadas en el escenario clinicp, estés
intentos han sido ampliamente inexitosos o presentan una
variedad de efectcs secundarios debilitadores.

La presente invencidén proporcicna el tfansplante de

una composicién farmacéutica que comprende células hES vy/o
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sus derivados en humanos que sufren de una variedad de
condiciones, enfermedades o trastornos actualmente incurables
o} términales.

La patente de E.U.A. No. 5,453,457 describe una
composicidén que cdmprende células pluripotentes de mamifero

no murino derivadas de una célula germinal primordial y que

incluyen factor de crecimiento de fibroblasto bédsico, factor

Steel asociado a membrana, factor Steel soluble vy factér
inhibidor de leucemia.

L.a patente de E.U.A. No. 6,800,480 reclama una
composicidn que comprende células hES no diferenciadas que
proliferan en una matriz extracelular.

La solicitud de patente de E.U.A. No. 2003/0017587
describe la expansidn in vitro de células madre embrionarias
no diferenciadas obtenidas de un feto abortadec o de
blastocistos en etapa de corte frescos o congelados usando un
medio de cultivo que no requiere células alimentadoras. Una
vez aisladas, las células madre embrionarias son introducidés
en un medio de cultivo de células complementado con factores

de crecimiento, suero bovino fetal, factor de crecimiento

neuronal, factor inhibidor de leucemia, factor de crecimiento .

de fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor
Steel soluble o medios acondicionados gue no son deseables en
vista de potenciales efectos secundarios después de su

transplante en un paciente. Igualmente, 1la mencionada
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solicitud de patente no dice nada acerca del protcoccolo gue se
usara para el tratamiento de trastornos genéticos o clinicos
excepto que el paciente requiere de una dosis de cada tipo de
célula.

La solicitud de patente de E.U.A. 2004/0071665
proporciona un método terapéutico que emplea células madre de
mamifero para el tratamiento de cardiopatologias; Este
ejemplo proporciona células madre embrionarias diferenciadas
para formar un racimo cardiomiogénico, cultivada sobre
célﬁlas alimentadoras y 1luego inyectado en tres sitios del
corazdn de un ratdn que tiene infarto del miocardio.

La solicitud de patente de E.U.A. No. 200470107453
describe un método para obtener, mantener y diferenciar
células madre adultas y su uso en tratamiento terapéutico.

La solicitud de patente de E.U.A. No. 2005/0124003
describe un método para obtener, mantener y diferenciar
células madre fetales y su uso en tratamiento terapéutico.

En particular, y de relevancia particular para la
presente invencién, el transplante de células madre
embrionarias en modelos de Lesién de Médula Espinal (SCI) en
ratdn han mostrado claramente su futuro potencial -como un
tratamiento de primera linea de SCI aguda (McDonald et al.,
(1999) Nature Med. 5:1410; Kerr et al., (2003) J. Neurosci.
23:5131; Roy et al., (2004) Nature Biotechnology, 22:297;

Hori et al., (2003) Stem Cells, 21:405; Harper, (2004) Proc.
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Natl. Acad. Sci. 101:7123). A pesar de la‘ eficacia
demostrada en modelos c¢on animales, el escepticismo con
respecto a problemas de rechaéo de injerto contra huésped, la
necesidad potencial de administracién de por vida de
inmunosupresores y la formacién de tumores y teratomas han
retrasado las autorizaciones para reproducir la seguridad vy
eficacia preclinica en pruebas con humanos exﬁerimentales.
Un problema adicional gque enfrenta el disefio de estudios
clinicos y de particular relevancia para la presente
invencién es que, hasta el momento, no hay protocolos o
programas de administracidén establecidos, no hay estudios de
lo gue pudiera ser una dosis terapéuticamente efectiﬁa ¢ una
composicién farmacéutica activa, o qué tipos de células o
cembinaciones de células deben usarse.

Por lo tanto un objetivo de la presente invencidn
es desarrollar composiciones farmacéuticas que comprendan
células hES y sus derivados las cuales estén libres de
productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones de
minerales complementarios, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor Steel
soluble y medios acondiciconados suspendidos en una solucidn
biocompatible, portadora o matriz, entonces adecuada para uso

humano.
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Otro objetivo mas de la presente invencidn es
desarrollar un protocolo para el tratamiento de trastornos
actualmente incurables © terminales.

Un objetivo més de 1la presente invencidén es
desarrollar un protocolo para el tratamiento de SCI (Lesidn
de Médula Espinal).

Las composiciones de 1la presente invencidn son
simples de preparar, seguras, econdmicas, eficientes,
facilmente transportables, escalables, tienen uﬁa vida util
adecuada y estan libres de efectos secundarios tales como
reacciones antigeno-anticuerpo, enervaciones abeirantes,
tumorigenicidad, formacidén de teratomas o rechazo de injerto
contra huésped. Asimismo, la presente invencidén requiere de
sélo un embridén y por consiguiente el suministro:continuo de
embriones humanos no se reqguiere. Igualmente, el protocolo
para tratamiento de acuerdo con la presente invencién no
requiere el wuso de inmunosupresores, y no depende de
tipificaéién de HLA, no depende de raza, género o edad del
sujeto tratado para el tratamiento efectivo de las
enfermedades, condicicnes o© trastornos, no tiene regresién 'y
no tiene la necesidad de un entrenamiento anterior en 1la
técnica de administracidén. El tratamiento de sujetos con las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la practica de 1la
presente invencidén es por lo tanto posible en cualquier

instalacién clinica adecuadamente eguipada a nivel mundial.

A
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Para transplantar células madre  embrionarias
huménas en humanos para propdsitos terapéuticos es importanﬁe
que estas células estén libres de contaminacién tal como
bacterias, virus, priones o tiroides. La adopcién de
practicas de laboratorio operacicnales estandares tales coﬁo
adecuadas practicas de fabricacién vy clinicas. reducen el
riesgo de estas contaminacionés a un nivel aceptable.

Los riesgos para el paciente existen, no obstante,
a través de metodologias de cultivo de células existentes.

Un gran riesgo es que los componentes del medio de
cultivo de células, mantenidos en el producto farmacéutico
para su administracién a sujetos humanos, se administren vy
por lo tanto representen un riesgo para el paciente a través
de efectos secundarios hasta el momento no anticipados que ﬁo
hubieran podido ser anticipados a través de estudios de
“seguridad” en pruebas con animales.

La eliminacidén de este riesgo es por 1lo tanto
deseable.

Las caracteristicas de una fuente de cultivo de
células madre embrionarias para su administracidén a sujetos
humanos ha sido identificada como teniendo él siguiente
disefio: son capaces de proliferacidén durante un periodo de
tiempo extendido sin diferenciacién, mantienen un cariotipo
en el cual todas las caracteristicas del donador se conservan

fielmente durante el cultivo, mantienen el potencial de
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diferenciarse en derivados del endcdermo, mesodermo vy
ectodermo a través del cultive, no se diferenciaran cuando
sean cultivadas en ausencia de factores exdgenos, no daran
origen a teratomas, no serdn inmunogénicas, no ‘formaran
conexiones aberrantes vy tejido ectdpico, actuaran en el
tejido dafiado y no se dividiran continuamente in vivo sino
que. estadn programadas para hacerlo en un ciclo de vida
natural. No debe haber contaminantes presentes en la
metodologia de cultiveo y la linea de células descrita en ia
-~ '
invencién.

El principal impulso de investigacién hasta ahora
ha sido desarrollar condiciones de cultivo que satisfagén
estos reguerimientos, pero hasta la fecha ninguna de estas
condiciones han sido esperanzadoras o validadas a través de
pruebas clinicas. En particular, 1la investigacidén hasta la
fecha se ha enfocado en la eliminacidén del requerimientos de
células alimentédoras de ratén como una matriz para el
crecimiento y des-diferenciacién de un cultivo de células
madre embriconarias humanas. El remedio parcial de
proporciocnar factores de crecimiento desconocidos a través de
la remocidn de células alimentadoras y la suplementacidén de
“medios acondicionados” también ha revelado un riesgo
ina;eptable en el medio de cultivo ideal. Las éélulas madre
embrionarias humanas cultivadas en presencia de mediods

acondicionados alimentadores conservan aun un  riesgo
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inherente de contaminacién y por lo tanto un riesgo
inaéeptable durante su transplante a humanos.

Un factor adicional en el disefio de condiciones de
cultivo de células madre embrionarias humanas degtinadas para
su administracién a humanos es la cuestidn de complementos
exdégenos residuales en los medios que pudieran estar
presentes en la composicidn farmacéutica administrada pero
gue son esencliales durante la fase de expansidén celular.

Estos incluyen factor de crecimiento de
fibroblastos, factor inhibidor de leucemia, factor Steel

asociado a membrana, factor Steel soluble, suero, albulminas u

suplementos de albumina, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, transferrinas o suplementos de
transferrina, antioxidantes, insulina o sustitutos de-

insulina, precursores de coldgeno © sustitutos de precursor

de - colageno, elementos residuales, residuos de “medios
acondicionades”, productos animales, células alimentadoras,
factores de crecimiento, combinaciones de minerales

complementarios, suplementos de amincdcidos vy suplementds
vitaminicos.

Los residuos de estos suplementos adicionales se
ven como riesgos innecesarios para la seguridad de los
pacientes durante el transplante de células madre
embrionarias humanas en estos sujetos. Ademas, la

suplementacidén de estos factores en el medio de cultivo se

e

bl



10

15

20

25

13

anade al riesgo de contaminacidén del amblente y se afiade al
costo futuro de una terapia con células madre y por lo tanto
limita su capacidad de aplicacidén en una amplia gama de
enfermedades, condiciones © trastornos médicos.

Un numero de enfoques han sido adoptados pafa
reducir estos riesgos incluyendo: las patentes de ﬁ.U.A.'y
solicitudes Nos. 5,843,780; 5,690,926; 6,642,048; 6,800,480;
5,166,065; 6,200,806; 5,453,357; 6,090,622; " 6,562,619;
6,921,632, 2006/0073587 y 2002/076747.

Sin embargo, ninguno de estos enfoques ofrecen un
sistema para 1la produccidn de un producto farmacéutico que
contenga células madre embricnarias humanas y sus derivados
el cual esté libre de factores potencialmente Contaminantés

que pudieran afectar la eficacia y seguridad de células madre

embrionarias humanas % sSus derivados después de

administracidén a humanos.

Es por lo tanto otro objetive de la invencién
desarrcollar un sistema de cultivo de células simplificado
para la expansién de las células hES y sus derivados en un
estado sustancilalmente no diferenciado para producir asi un
producto farmacéutico que esté listo para usarse en una
amplia variedad de trastornos médicos.

Ma&s particularmente, un objetivo de 1la presente
invencidén es proporcionar una técnica de cultive que produzéa

una linea de células madre 1libre de productos animales,
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células alimentadoras, factores de crecimiento, factor
inhibidor de leucemia, . combinaciones de minerales
complementarios, suplementos de aminoéacidos, suplementos

vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor
Steel asociado a membrana, factor Steel soluble y medios

acondicionados.

Breve descripcién de la invencién

La presente invencidn proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden células hES y/o sus derivadocs, vy
el usc de las células hES y sus derivados para trétar una
amplia variedad de condiciones, enfermedades y trastornos en
las que las células madre se introducen en el cuerpb humano
mediante una variedad de rutas de administracién,
aplicaciones tépicas o insercidn intralesional.

La presente invencidn proporciona ademas un método
para tratar un sujeto que sufra de una enfermedad, trastorno
o condicién terminal o actualmente incurable, que comprende
un programa de administracidn de una cantidad
terapéuticamente efectiva de células hES o sus derivados
mediante inyeccidn intramuscular, intravenosa, caudai,
intravitrea, intraestriatial, intraparenguimal, intratecal,
epidural, retrobulbar, subcutéanea, intracardiaca,
intracistica, intra-articular o 1intratecal, infusidn por

catéter epiddral, infusidén por catéter de - bloque

o4
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subaracnoide, infusidn intravencsa, por medio de nebulizador,
por medio de aspersor, por medio de rutas intravaginales, por
medic de gotas oculares vy éticas locales, y un programa de
administracidén de las células hES y sus derivados tépicamenpe
0 intralesionalmente.

Es preferible usar células hES o sus derivados que
estén libres de productos animales, c¢élulas alimentadoras,

factores de <crecimiento, factor inhibidor de leucemia,

combinaciones de minerales complementarios, suplementos

vitaminicos, suplementos aminoacidos, factor de crecimiento
de fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor
Steel soluble y medios acondicionados, para evitar cualquier
probabilidad de contaminacidén vy posibilidadesi de efectos
secundarios negativos. Las células hES y sus derivados
pueden obtenerse a través de cualquier metodologia de cultivo
de células conocida y aprobada, la cual estéd libre de células
alimentadoras, y libre de contaminacidén de cualquier fuente vy
segura para transplante a humanos. Los derivados. de hES

incluyen células diferenciadas més del cuerpc humano.

La presente invencidn proporciona | ademés
composiciones farmacéuticas para el tratamiento de
enfermedades, trastornos o) condiciones terminales ‘o)
actualmente incurables que comprende una cantidad

terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados,

en donde las células hES o sus derivados esté&n libres de
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productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones de
minerales complementarios, suplementos de amiﬁoécidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor Steel asociado a membrana, factor Steel
soluble y medios acondicionados, suspendidos en una solucidn
farmacéuticamente aceptable y biocompatible o cualquier otro
vehiculo portador.

La presente invencidn incluye también células hEs
y/o sus derivados libres de productos animales, células
alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibideor de
leucemia, combinaciones de minerales complementariocs,

suplementos de aminoacideos, suplementos vitaminicos, factor

de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a
membrana, factor Steel soluble vy medios acondicionados,
atrapados en un material o matriz biocompatible. El material

biocompatible o matriz puede seleccionarse de biopolimeros,
incluyendo polipéptidos o) proteinas, polisacéridos,
incluyendo fibronectina, varios tipos de colageno, laminita,
queratina, fibrina, fibrindgeno, &cido hialurénico, sulfato
de heparina, sulfato de condroitina, agarosa o gelatina.

Las composiciones de la presente invencidn pueden
estar en una forma de farmaco listo para usar en las cuales
las <células madre tienen viabilidad adecuada; es decizx,

tienen una viabilidad lc suficientemente alta como para ser
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utiles en uno o mas métodos de la presente invencidén. En una
modalidad, las células madre tienen una viabilidad de mas de
aproximadamente 40%, por ejemplo mas de lalrededor ‘de 50%,
60%, 70% u B80%. Las composiciones pueden incluir ademds un
agente antimicreobiano, agente antibacteriano, preducto
hormonal u otro agente farmacéutico.

Para ©preparar Ias composiciones, alrededof de
750;000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o uﬁo
o mas de sus derivados tales como progenitores de células
madre hematopoyéticas, prcgenitores de células madre
neuronales, progenitores de células madre mesenquiméticaé,
progenitores de células madre productcras de insulina,
progenitores de células madre de hepatocitos, progenitores de
células madre cardiacas, progenitores de células madre
epiteliales o mezclas de los mismos se suspenden en
aproximadamente 0.25 mL a alrededor de 100 ml de un vehiculo
portador. En una modalidad, aproximadamente 750,000 a
alrededor de 80 millones de células hES se suspenden en
alrededor de 0.25 ml a aproximadamente 10 ml del .vehicuio
portador. En enriquecimiento para tipos progenitores de
célﬁlas madre diferenciados especificos en una poblacidn és
una pricridad, aungue una proporcidén de célulés madre no
diferenciadas ‘'permanecera en la composicidn., En una
modalidad, la porcidén de células madre no diferenciadas seré

de no mas de aproximadamente 80% de la poblacidén total de
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célﬁlas. En otra modalidad, la porcidén de células madre no
diferenciadas serd de no més de alrededor de 40% de la
poblacién total de células.

Las enfermedades terminales y otros trastornos o
condiciones que pueden ser tratados o reducidos de acuerdo
con la presente invencidn incluyen, sin limitacidn, cancer,
trastornos hepaticos y renales, tfastornos del sistema
nervioso, trastornos de la piel, trastornos autoinmunes,
trastornos genéticos, trastornos cculares, trastornos
musculoesqueléticos, trastornos de fertilidad y reproductivos
y trastornos cardiovasculares y sin limitacidén incluyen
Leucemnia Mieloide Aguda, Adenocarcinoma, Artritis,
Astrocitoma, Atrofia del Nervio Auditivo, Autismo, Trastornos
Autoinmunes, enfermedad de Alzheimer, Espondilitis
Anguilosante, Distrofia Muscular de Becker, Darfio Cerebral,
Quemaduras, Accidente Cerebrovascular, Pardlisis Cerebral,
Coma, Ulceras Corneales, Rechazo de Injerto Corneal,
Degeneracidn Cortico-Basal del Sistema Nervioso, Enfermedéd
de Arterias Coronarias, Diabetes, Demencia, Sindrome de Down,
Distrofia Muscular de Duchenne, Enfermedad Renél en Etapa
Terminal, Paralisis de Erb, Distrofia Muscular FPascio
Escapular, Trastornos de Fertilidad, Ataxia de Friederich,
Insuficiencia Cardiaca, Carcinoma Hepatocelular, Enfermedad
de Neurcnas Espino Motoras Hereditaria, Corea de Huntington,

Enfermedad de  Krabbe, Distrofia del Cingulo de las
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Extremidades, Cirrosis Hepatica, Degeneracidn Macular,
Retraso Mental, Esclerosis Multiple, Enfermedad de Neuroconas
Motoras, Infarto del Miocardio, Sindrome Néfrético,
Enfermedad de Niemann Pick, Ulceracidén No Sanadora de la
Piel, Atrofia O0Olivo-Ponto Cerebelar, Atrofia dell Nervio
Optico, Mal de Parkinson, Encefalopatia Post Choqde
Eléctrico, Encefalopatia Post-Vacuna Contra la Rabia, Llagas
por. Pfesién, Paralisis Supranuclear Progresiva, Pscoriasis,
Ptisis Bulbi, Cardiomiopatia Restfictiva, Retinitis
Pigmentosa, Blogque de Ramificacidn del Fasciculc Derecho,
Sarcoidosis, Bradicardia del Seno, Distrofia Muscular
Espinal, Ataxia Espino Cerebelar, Sindrome de Steven Johnson,
Lupus Eritematoso Sistémico, Trombocitopenia, Talasemié,
Colitis Ulcerativa, Estado Vegetativo, Fibrosis Quistica,
Enfermedad Pulmonar Intersticial, Azoospermia, Insuficiencia
Ovarica Primaria, Ulceras Aftosas, Desequilibrio Hormonal,
Osteo-Artritis, Sindrome de Horner y Osteogénica Imperfecta,
junto con Canalopatia e Hipogamaglobulinemia.

Méas especificamente, la presente invencidn
proporciona un método de tratamiento de SCI en un sujeto, que
comprende:

a) administrar aproximadamente 750,000 a alrededdr
de 80 millones de células hES y/o sus derivados mediante
inyeccidén subcutanea;

b) repetir la etapa (a) después de un periodo
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predeterminado y posteriormente administrar celulas hES y/o
sus derivados mediante inyec;ién intramuscular;

c) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las
células cocmprenden progenitores de células madre‘neuronales-y
progenitores de <c¢élulas madre hematopoyéticas, mediante
inyeccién o infusidn intravenosa;

d) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES vy/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales,
mediante inyeccidén epidural y repetir la dosis después de un
periodo predeterminado dependiendo de la condicidn dei sujeto
evaluada por examen clinico y/o neuroldgico;

e) administrar una cantidad terépéuticamente
efeétiva de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronales,
mediante inyeccidn caudal;

f) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre neuronaleé,
mediante inyeccidn intratecal o catéter de blogue
subaracnoide;

g) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en donde las

células comprenden progenitores de células madre neuronales,
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mediante inyeccién epidural o catéter epidural;

h) administrar una cantidad terapeuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados mediante inyecci@n
espinal profunda sobre cada ladoc de la espina y

i) administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados mediante infusidn
infravenosa;

en donde las etapas (a) e (b) se llevan a cabo
primero y las etapas restantes pueden llevarse a -cabo en
cualquier orden. En una modalidad, la etapa (f) se repite
seguida por la etapa (g), al menos una vez, hasta gue el
sujeto exhiba serfiales clinicas de recuperacidn de la SCI.

La invencidn proporciona también un método para
tratar un sujeto con una enfermedad, trastorno y condicién
que comprende administrar ‘una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados cultivadcs en medio
libre de procductos animales, células alimentadoras; medios
acondicionados, factores de crecimiento, factor inhibideor de
leucemia, factor de crecimiento de fibroblastos, factbr Steel
asociado a membrana o factor Steel soluble, mediante
inyeccidén intramuscular e inyeccidn intravenosa’ ¢ inyeccidn
intfaepidural o catéter epidural o 1inyeccidén retrobulbar
inyeccidén subcutdnea o inyeccidén intracardiaca o inyeccién
intracistica o inyeccidén intratecal o mediante ablicacién

tépica o aplicacién intralesional. En una mocdalidad, la
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enfermedad, trastornoec o condicidn es una enfermedad,
trastorno o congicién terminal o actualmente incurable.

La invencién propcrciona también un método para
tratamiento de trastornos del sistema nervioso en desarrollo,
degenerativos, hereditarios y traumaticos \% ataque
cerebrovascular que comprende la administracidén de alrededor
de 750,000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o
sus derivados, en donde las células comprenden progenitores
de células madre neuronales y progenitores de células madre

hematopoyéticas solos © en combinacién, mediante inyeccidn

intravenosa, inyeccidn subcutanea, inyeccidn intramuscular,

inyeccidn intratecal, infusidén por catéter epidural e

infusidn por catéter de bloque subaracnoide,

La inﬁencién proporciona también un méﬁodo para el
tratamiento de trastornos de la piel que comprende 'ia
administracidén de aproximadamente 750,000 a alrededor de 160
millones de c¢élulas hES y/o sus derivados, en donde las
células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas, mediante inyeccidn subcutédnea o intravenosa,

La invencidén proporciona también un método de
tratamiento  de uUlceras ©por decubito gue comprende la
administracidén de alrededor de 750,000 a aproximadamente 160
millones de células hES y/o sus derivados mediante aplicacién
local o tépica y mediante inyeccidén intramuscular.

La invencidén proporciona también un método de
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