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ES 2366 701 T3

DESCRIPCION
Técnicas in vitro para su uso con células madre

Referencias Cruzadas a Solicitudes Relacionadas

La presente solicitud reivindica beneficio de prioridad de:

(a) Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos 60/576.266 presentada el 1 de Junio de 2004, titulada
“Técnicas in vitro para su uso con células madre” y

(b) Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos 60/588.520, presentada el 15 julio de 2004, titulada
“Indicaciones para uso de células madre”.

Estas dos solicitudes se asignan al cesionario de la presente solicitud de patente.

Campo de lainvencién

La presente invencién se refiere en general a procedimientos y aparatos para el tratamiento de pacientes humanos
que padecen trastornos vasculares y especificamente a procedimientos y aparatos para facilitar la angiogénesis y/o
neovascularizacion y/o vasculogénesis.

Antecedentes de lainvencién

Debido al estrechamiento de las arterias por depoésitos grasos u otras anomalias vasculares se produce cierta
disfuncion arterial. Esto puede interferir con el flujo sanguineo y/o evitar que los tejidos y 6rganos se abastezcan con
suficientes nutrientes y oxigeno.

Los trastornos vasculares son afecciones habituales y pueden afectar gravemente a la calidad de vida de un
paciente. A pesar de avances considerables en la terapia médica y mejoras en los procedimientos de
revascularizacion para disfuncion arterial, tales como injerto de arteria coronaria, angioplastia de globo y
endoprotesis vasculares de los vasos coronarios, una proporciéon sustancial de pacientes padece enfermedad
derivada de disfuncion arterial.

Se han usado células progenitoras endoteliales (CPE) para tratar pacientes que padecen enfermedades vasculares.
En tales casos graves, cuando los farmacos o los procedimientos de revascularizacion directa ya no son eficaces o
no pueden usarse, se requieren terapias alternativas. Se han aplicado CPE a tejido isquémico. Las CPE tienen la
capacidad de diferenciarse para formar endotelio, la capa de células que forma los vasos sanguineos. Estas células
estan implicadas en los procesos de reendotelizacion, neovascularizacion, vasculogénesis y angiogénesis. Los
mecanismos por los que las CPE implantadas pueden convertirse en parte del proceso de curacion incluyen
autorrepoblacion, fusion con células del tejido dafiado y secrecion de citocinas y factores de crecimiento. La
repoblacion de CPE y su diferenciacion a células endoteliales maduras activa sus funciones en los procesos de
reendotelizacion, neovascularizacion, vasculogénesis y angiogénesis. Pruebas recientes sugieren que la fusion de
CPE con células de tejido dafiado potencia la regeneracion de funcion tisular. Ademas, después de la secrecion de
citocinas y factores de crecimiento, las CPE pueden influir en la supervivencia celular de células inherentes al tejido
y pueden ayudar a la movilizacién de células madre al tejido dafiado.

Una célula ancestro comun, el hemangioblasto, da lugar a precursores tanto endoteliales como hematopoyéticos
(células sanguineas). Esta célula ancestro se diferencia en células madre hematopoyéticas y angioblastos, que son
células precursoras mesodérmicas, que se diferencian para dar precursoras endoteliales. Estas células tienen la
capacidad de proliferar, migrar y diferenciarse en células endoteliales, pero no han adquirido aun marcadores
endoteliales maduros especificos. Después de su compromiso al linaje endotelial, los angioblastos se ensamblan en
un plexo vascular primitivo de venas y arterias, en un proceso llamado vasculogénesis. Esta vasculatura primitiva se
refina posteriormente en una red funcional por angiogénesis y por remodelacién y arteriogénesis de vasos de nueva
formacion. Se ha mostrado que las CPE se movilizan (es decir, migran en mayores numeros desde la médula ésea
(MO) a la circulacion) en pacientes con traumatismo vascular o infarto de miocardio agudo (IMA). (Véase, por
ejemplo, los siguientes dos articulos (a) Gill, M., S. Dias, y col. (2001), "Vascular trauma induces rapid but transient
mobilization of VEGFR2(+)AC133(+) endothelial precursor cells,” Circ Res 88(2): 167-74; y (b) Shintani, S., T.
Murohara, y col. (2001), "Mobilization of endothelial progenitor cells in patients with acute myocardial infarction,"
Circulation 103(23): 2776-9). En general, el uso de CPE se dirige a promover la formacion de derivaciones naturales
dentro del tejido isquémico o cicatrizado y aliviar de este modo la afeccion clinica de estos pacientes.

Numerosos experimentos con animales y ensayos clinicos han investigado el potencial de esta terapia para
aumentar el flujo sanguineo y producir un alivio asociado de sintomas isquémicos, segun se manifiesta por la mejora
de un paciente en su actuacion fisica.

Se han descrito diversas fuentes para CPE aut6logas para trasplante, incluyendo células madres aspiradas
directamente de la médula ésea (MO) y células madre de sangre periférica derivadas de MO.
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Las células progenitoras, o las células madre, incluyen células de médula 6sea que pueden multiplicarse, migrar y
diferenciarse en una amplia diversidad de tipos celulares. Las células madre hematopoyéticas de médula 0sea se
caracterizan porque son “positivas para CD34” (CD34+), es decir, que expresan el marcador CD34.

Se supone que la plasticidad de poblaciones bien definidas de progenitores hematopoyéticos les permite
transdiferenciarse en respuesta a estimulos ambientales presentes en el 6rgano diana y, mas especificamente, a
convertirse en células endoteliales.

El trasplante de médula 6sea es clinicamente atrayente debido a la relativa simplicidad del procedimiento médico.
Implica la aspiracion de médula 6sea de la cresta iliaca y la inmediata reinyeccion del aspirado o células
seleccionadas en la cicatriz post infarto. Sin embargo, el procedimiento es invasivo y debe realizarse con anestesia.

La primera prueba que indica la presencia de CPE en la circulacion del adulto se obtuvo cuando se mostré que
células sanguineas mononucleares de voluntarios humanos sanos adquirian el fenotipo de tipo célula endotelial in
vitro y se incorporaban a capilares in vivo (véase Asahara, T., T. Murohara, y col. (1997), "Isolation of putative
progenitor endotelial cells for angiogenesis,” Science 275(5302): 964-7).

Estas CPE potenciales se caracterizaron mediante expresion de CD34 y receptor de factor de crecimiento endotelial
vascular 2 (VEGFR-2/KDR), dos antigenos compartidos por progenitores endoteliales embrionarios y células madre
hematopoyéticas (HSC). Ademas de CD34, las células progenitoras hematopoyéticas tempranas expresan CD133.
(AC133), que no se expresa después de la diferenciacion. Actualmente, la definicibn ampliamente aceptada de CPE
en circulacioén es, para fines practicos, células CD34+/VEGFR-2+ 0 CD133+/VEGFR-2+.

Pueden obtenerse CPE de sangre periférica a partir de sangre de pacientes no tratados o de pacientes tratados para
aumentar la movilizaciéon de CPE usando citocinas tales como factor estimulador de colonias de granulocitos (G-
CSF), factor estimulador de colonias de monocitos y granulocitos (GM-CSF), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Los tratamientos de movilizacion se evitan
normalmente en pacientes que padecen trastornos derivados arteriales y hematologicos. También se ha indicado en
tratamientos tales como inhibidores de HMG CoA reductasa (estatinas) elevan los nimeros de CPE en circulacién.
Véase, por ejemplo:

1. Dimmeler S., y col. (2001), "HMG-CoA reductase inhibitors (statins) increase endothelial progenitor cells via
the PI 3-kinase/Akt pathway," J. Clin. Invest 108: 391-397.

2. Hyun-Jae, Hyo-Soo Kim, y col. (2003), "Effects of intracoronary infusion of peripheral blood stem-cells
mobilized with granulocyte-colony stimulating factor on left ventricular systolic function and restenosis after
coronary stenting in myocardial infraction: the MAGIC cell randomized clinical trial,” The Lancet 363: 751-756.

3. Brigit Assmus, Volker Schachinger y col., (2002), "Transplantation of progenitor cells and regeneration
enhancement in acute myocardial infraction (TOPCARE-AMI)," Circulation 106: 3009-3017.

4. Alexandra Aicher, Winfreid Brenner, y col., (2003), "Assessment of the tissue distribution of transplanted
human endothelial progenitor cells by radioactive labeling," Circulation 107: 2134-2139.

El procedimiento para retirar sangre periférica es mas simple y mas conveniente para el paciente que la retirada de
MO. El hecho de que las CPE puedan aislarse de sangre periférica es un factor importante adicional en la seleccion
del uso de estas células para terapia. El aislamiento de las células progenitoras de MO, que contiene muchos mas
tipos celulares, es también técnicamente mas dificil.

Los resultados de tratamientos con CPE y CMO muestran funcién cardiaca mejorada, mayor densidad capilar,
aumento notable en el nimero de vasos colaterales, mejora de la fraccion de eyeccién ventricular izquierda
ecocardiogréafica, reduccion en la cicatrizacion de area isquémica y prevencion de apoptosis de cardiomiocitos en
modelos de rata de infarto de miocardio. Ademas, se mostré una mejora del flujo sanguineo y la densidad capilar y
una tasa reducida de pérdida de extremidades en extremidades posteriores en un modelo de isquemia en ratones
desnudos.

Los siguientes articulos describen técnicas que pueden usarse en combinacion con técnicas descritas en el presente
documento:

(1) Kalka, C., H. Masuda, y col. (2000). "Vascular endothelial growth factor(165) gene transfer augments
circulating endothelial progenitor cells in human subjects.” Circ Res 86(12): 1198-202.

(2) Kawamoto, A., H. C. Gwon, y col. (2001). "Therapeutic potential of ex vivo expanded endothelial progenitor
cells for myocardial ischemia." Circulation 103(5): 634-7.

(3) Kawamoto, A., T. Tkebuchava, y col. (2003). "Intramyocardial transplantation of autologous endothelial
progenitor cells for therapeutic neovascularization of myocardial ischemia.” Circulation 107(3): 461-8.

(4) Kamihata, H., H. Matsubara, y col. (2001). "Implantation of bone marrow mononuclear cells into ischemic
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yocardium enhances collateral perfusion and regional function via side supply of angioblasts, angiogenic
ligands, and cytokines." Circulation 104(9): 1046-52.

(5) Kocher, A. A., M. D. Schuster, y col. (2001). "Neovascularization of ischemic myocardium by human
bonemarrow- derived angioblasts prevents cardiomyocyte apoptosis, reduces remodeling and improves cardiac
function."Nat Med 7(4):430-6.

Los siguientes articulos y capitulos de libros, que también se incorporan en el presente documento por referencia,
describen técnicas que pueden usarse en combinacion con técnicas descritas en el presente documento:

Flammera J y col. (2002). "The impact of ocular blood flow in glaucoma." Progress in Retinal and Eye Research
21: 359-393.

Zarbin MA (2004). "Current concepts in the pathogenesis of age-related macular degeneration." Arch
Ophthalmol. 122(4):598-614.

Frank RN (2004). "Diabetic retinopathy." N Engl J Med 350:48-58.

Singleton JR (2003). "Microvascular complications of impaired glucose tolerance.” Diabetes 52:2867-2873.
Bahlmann FH y col. (2004). "Erythropoietin regulates endothelial progenitor cells.” Blood 103(3):921-6.
Greenfield, Ed. (2001). "Surgery: scientific principles and practice.” Lippincot: Philadelphia, capitulo 107.

Kouwenhoven EA y col. (2000). "Etiology and pathophysiology of chronic transplant dysfunction." Transplant
Internat. 13(6):385-401.

Browne EZ y col. (1986). "Complications of skin grafts and pedicle flaps." Hand Clin.2:353-9.

Cheny col. (1991). "Four types of venous flaps for wound coverage: a clinical appraisal." J. Trauma 31(9):1286-
93.

Beatrice y col. (2004) Dermatol. Surg. 30(3):399.

Ferretti y col. (2003). "Angiogenesis and nerve regeneration in a model of human skin equivalent transplant.”
Life Sci. 73:1985-94.

Schechner y col. (2003). "Engraftment of a vascularized human skin equivalent." FASEB J. 17(15):2250-60.

Se ha llevado a cabo investigacion en seres humanos durante los Ultimos afios para examinar los beneficios
potenciales de usar CPE y otras células derivadas de médula dsea para tratar trastornos miocardicos. Estudios
recientes demuestran que la implantacion de células progenitoras autélogas después de infarto de miocardio agudo
parece limitar el dafio pos-infarto. Los siguientes ensayos clinicos se centran en los estudios que evaluaron la
seguridad y eficacia de células derivadas de sangre o derivadas de médula 6sea administradas en pacientes con
trastornos cardiacos.

Perin y col. llevaron a cabo un ensayo clinico que incluia 21 pacientes (14 en el grupo de tratamiento, 7 en el grupo
de control) que recibieron inyecciones transendocéardicas de CMO mononucleares autélogas (véase Perin, E. C., H.
F. Dohmann, y col. (2003), "Transendocardial, autologous bone marrow cell transplantation for severe, chronic
ischemic heart failure,” Circulation 107(18): 2294-302,). A los 4 meses, hubo una mejora en la fraccién de eyeccion,
una reduccioén en el volumen sistélico final y una mejora mecéanica significativa en los segmentos inyectados en los
pacientes tratados.

Otro grupo inyecté CPE autologas en la zona limite del infarto en seis pacientes que habian padecido infarto de
miocardio y que se habian sometido a injerto de derivacion de arteria coronaria. De tres a nueve meses después de
la cirugia, todos los pacientes estaban vivos y sanos Yy la funcion ventricular izquierda global se mejor6 en cuatro
pacientes. Los seis pacientes presentaron una mejora notable en la capacidad de ejercicio. Se indicé que las
exploraciones de perfusién miocardica habian mejorado sorprendentemente por andlisis cuantitativos en cinco de
seis pacientes. Los resultados de este estudio indican que la implantacion de CPE en el corazon probablemente
induce angiogénesis, mejorando de este modo la perfusidn del miocardio infartado. (Véase Stamm, C., B. Westphal,
y col. (2003), "Autologous bone-marrow stem-cell transplantation for myocardial regeneration,” Lancet 361(9351): 45-
6.).

El estudio de Trasplante de Células Progenitoras y Potenciacion de la Regeneracion en Infarto de Miocardio Agudo
(TOP-CARE-AMI) implicé el suministro de células progenitoras endoteliales en circulacion o células de médula 6sea
directamente en arterias coronarias después del infarto en pacientes con infarto de miocardio agudo con reperfusion
(Véase Assmus, B., V. Schachinger, y col. (2002), "Transplantation of Progenitor Cells and Regeneration
Enhancement in Acute Myocardial Infarction (TOPCARE-AMI)," Circulation 106(24): 3009-17). En los primeros 20
pacientes, 11 recibieron CPE y 9 recibieron CMO. A los 4 meses, el trasplante de células progenitoras dio como
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resultado un aumento significativo de la fraccién de eyeccion ventricular izquierda global, la ecocardiografia reveld
mejora del movimiento de la pared regional en la zona del infarto, reduccién de los volimenes ventriculares
izquierdos sistdlicos finales y mejora de la viabilidad miocéardica en la zona del infarto en comparacién con un grupo
de referencia igualado no aleatorio. No existieron acontecimientos adversos del tratamiento en ninguno de los
pacientes tales como arritmias o aumento en creatina quinasa y troponina. No hubo diferencia entre células
derivadas de sangre periférica y de MO.

Un estudio realizado por un equipo dirigido por Amit Patel de la Universidad de Pittsburg, implico a 20 pacientes con
insuficiencia cardiaca grave de los cuales a 10 se inyect6 en los vasos coronarios CPE derivadas de MO. En
seguimientos de uno, tres y seis meses, las tasas de fraccion de eyeccién de los pacientes con células madre
mejoraron significativamente en comparacién con los otros pacientes (véase resumen de American Association for
Thoracic Surgery, Toronto, Mayo 2004).

Los siguientes articulos también pueden ser de interés.
J. Folkman, Y. Shing, J. Biol. Chem. 267, 10931 (1992)
W. Brugger, S. Heimfeld, R. J. Berenson, R. Mertelsmann, L. Kanz, N. Engl J. Med. 333,283 (1995)
F. Katz, R. W. Tindle, D. R. Sutherland, M. D. Greaves, Leuk. Res. 9, 191 (1985)
R. G. Andrews, J. W. Singer, |. D. Bernstein, Blood 67, 842 (1986)

B. 1. Terman, M. Dougher-Vermazen, M. E. Carrion, D. Dimitrov, D. C. Armellino, y col, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 187, 1579 (1992)

B. Millauer, S. Wizigmann-Voos, H. Schnurch, R. Martinez, N. P. H. Moller, y col, Cell 72, 835 (1993)

J. C. Voyta, D. P. Via, C. E. Butterfield, B. R. Zetter, J. Cell Biol. 99, 2034 (1984)

P. J. Newman, M. C. Berndt, J. Gorski, G. C. White, S. Lyman, y col, Science 247, 1219 (1990)

T. N. Sato, Y. Tozawa, U. Deutsch, K. Wolburg-Buchholz, Y. Fujiwara, y col, Nature 376, 70 (1995)

H. Schnurch, W. Risau, Development 119, 957 (1993)

J. L. Liesveld, K. E. Frediani, A. W. Harbol, J. F. DiPersio, C. N. Abboud, Leukemia 8, 2111 (1994).

S. Takeshita, L. P. Zheng, E. Brogi, M. Kearney, L. Q. Pu, y col, J. Clin. Invest. 93, 662 (1994)

R. Baffour, J. Berman, J. L. Garb, S. W. Rhee, J. Kauffman, y col, J. Vasc. Surg. 16, 181 (1992)

J. M. Isner, A. Pieczek, R. Schainfeld, R. Blair, L. Haley, y col, Lancet 348, 370 (1996)

Y. Sato, K. Okamura, A. Morimoto, R. Hamanaka, K. Hamanaguchi, y col, Exp. Cell Res. 204, 223 (1993)
Los siguientes articulos también pueden ser de interés:

Badorff, C., R. P. Brandes, y col. (2003). "Transdifferentiation of blood-derived human adult endothelial
progenitor cells into functionally active cardiomyocytes." Circulation 107(7): 1024-32.

Bhattacharya, V., P. A. McSweeney, y col. (2000). "Enhanced endothelialization and microvessel formation in
polyester grafts seeded with CD34(+) bone marrow cells." Blood 95(2): 581-5.

Grant, M. B., W. S. May, y col. (2002). "Adult hematopoietic stem cells provide functional hemangioblast activity
during retinal neovascularization." Nat Med 8(6): 607-12.

Hirata, K., T. S. Li, y col. (2003). "Autologous bone marrow cell implantation as therapeutic angiogenesis for
ischemic hindlimb in diabetic rat model." Am J Physiol Heart Circ Physiol 284(1): H66-70.

Ikenaga, S., K. Hamano, y col. (2001). "Autologous bone marrow implantation induced angiogenesis and
improved deteriorated exercise capacity in a rat ischemic hindlimb model." J Surg Res 96(2): 277-83.

Kalka, C., H. Masuda, y col. (2000). "Transplantation of ex vivo expanded endothelial progenitor cells for
therapeutic neovascularization." Proc Natl Acad Sci USA 97(7): 3422-7.

Kaushal, S., G. E. Amiel, y col. (2001). "Functional small-diameter neovessels created using endothelial
progenitor cells expanded ex vivo." Nat Med 7(9): 1035-40.

Kornowski, R., M. B. Leon, y col. (2000). "Electromagnetic guidance for catheter-based transendocardial
injection: a platform for intramyocardial angiogenesis therapy. Results in normal and ischemic porcine models."
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J Am Coll Cardiol 35(4): 1031-9.

Li, R. K., Z. Q. Jia, y col. (1996). "Cardiomyocyte transplantation improves heart function." Ann Thorac Surg
62(3): 654-60; discussion 660-1.

Rajnoch, C., J. C. Chachques, y col. (2001). "Cellular therapy reverses myocardial dysfunction." J Thorac
Cardiovasc Surg 121(5): 871-8.

Schatteman, G. C., H. D. Hanlon, y col. (2000). "Blood-derived angioblasts accelerate blood-flow restoration in
diabetic mice." J Clin Invest 106(4): 571-8.

Shintani, S., T. Murohara, y col. (2001). "Augmentation of postnatal neovascularization with autologous bone
marrow transplantation.” Circulation 103(6): 897-903.

Strauer, B. E., M. Brehm, y col. (2002). "Repair of infarcted myocardium by autologous intracoronary
mononuclear bone marrow cell transplantation in humans." Circulation 106(15): 1913-8.

Taylor, D. A.,, B. Z. Atkins, y col. (1998). "Regenerating functional myocardium: improved performance after
skeletal myoblast transplantation.” Nat Med 4(8): 929-33.

Thompson, C. A,, B. A. Nasseri, y col. (2003). "Percutaneous transvenous cellular cardiomyoplasty. A novel
onsurgical approach for myocardial cell transplantation." J Am Coll Cardiol 41(11): 1964-71.

Tomita, S., R. K. Li, y col. (1999). "Autologous transplantation of bone marrow cells improves damaged heart
function."Circulation 100(19 Suppl): 11247-56.

Tomita, S., D. A. Mickle, y col. (2002). "Improved heart function with myogenesis and angiogenesis after
autologous porcine bone marrow stromal cell transplantation." J Thorac Cardiovasc Surg 123(6): 1132-40.

Wang y col. (2004). "Rosiglitazone facilitates angiogenic progenitor cell differentiation toward endothelial
lineage: a new paradigm in glitazone pleiotropy." Circulation 109(11): 1392-400.

Rupp y col. (2004). "Statin therapy in patients with coronary artery disease improves the impaired endothelial
progenitor cell differentiation into cardiomyogenic cells." Basic Res Cardiol. 99(1): 61-8.

Quirici y col. (2001). "Differentiation and expansion of endothelial cells from human bone marrow CD133(+)
cells."Br J Haematol. 115(1): 186-94.

Di Stefano y col. (2002) "Different growth conditions for peripheral blood endothelial progenitors." Cardiovasc
Radiat Med. 3(3-4): 172-5.

Akita y col. (2003). "Hypoxic preconditioning augments efficacy of human endothelial progenitor cells for
therapeutic neovascularization." Lab Invest. 83(1): 65-73.

Wang y col. (2004). "Mechanical, cellular, and molecular factors interact to modulate circulating endothelial cell
progenitors.” Am J Physiol Heart Circ Physiol. 286(5): H1985-93.

Bahlmann y col. (2003). "Endothelial progenitor cell proliferation and differentiation is regulated by
erythropoietin."Kidney Int. 64(5): 1648-52.

Heeschen y col. (2003). "Erythropoietin is a potent physiologic stimulus for endothelial progenitor cell
mobilization." Blood. 102(4): 1340-6.

Verma y col. (2004). "C-reactive protein attenuates endothelial progenitor cell survival, differentiation, and
function: Further evidence of a mechanistic link between C-reactive protein and cardiovascular disease."
Circulation. 109 (17): 2058-67.

Las Patentes de Estados Unidos 5.980.887, 6.569.428 y 6.676.937 de Isner y col., describen de forma general
productos farmacéuticos incluyendo progenitores de EC para su uso en procedimientos para regular la
angiogénesis, es decir, para potenciar o inhibir la formacion de vasos sanguineos en un paciente seleccionado y en
algunas realizaciones preferidas para dirigir un modulador de angiogénesis a localizaciones especificas. Por
ejemplo, los progenitores de EC pueden usarse para mejorar la angiogénesis o para suministrar un modulador de
angiogénesis, por ejemplo, agentes anti o pro angiogénicos, respectivamente a sitios de angiogénesis patolégica o
utilitaria. Adicionalmente, en otra realizacién, pueden usarse progenitores de EC para inducir reendotelizacion de un
vaso sanguineo lesionado y por lo tanto reducir la reestenosis inhibiendo indirectamente la proliferacion de células
de musculo liso.

La Patente de Estados Unidos N° 5.541.103 de Kanz y col., describe tratamientos de quimioterapia de dosis alta
para pacientes que padecen ciertos tipos de cancer. Para facilitar la recuperacion, se describe un procedimiento
para la expansién ex vivo de células progenitoras de sangre periférica, en el que las células CD34+ se enriquecen y
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cultivan en un medio que comprende IL-1, IL-3, IL-6, EPO y SCF. Las células progenitoras de sangre periférica
expandidas ex vivo pueden administrarse a pacientes de cancer después de la quimioterapia.

La Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2003/0199464 de Itescu describe un procedimiento
para tratar un trastorno del corazén de un sujeto que implica pérdida de cardiomiocitos. El procedimiento incluye
administrar al sujeto una cantidad de un agente descrito como eficaz para provocar proliferacion de cardiomiocitos
dentro del corazon del sujeto de modo que se trate de este modo el trastorno. En una realizacién, el agente son
células progenitoras endoteliales humanas. La solicitud también describe procedimientos para determinar la
susceptibilidad de un cardiomiocito en un sujeto a apoptosis.

La Publicacion de Patente de PCT WO 01/94420 de Itescu, describe un procedimiento para estimular
vasculogénesis de tejido dafiado por infarto de miocardio en un sujeto que comprende: (a) retirar células madre de
una localizacién en el sujeto; (b) recuperar células progenitoras endoteliales de las células madres; (c) introducir las
células progenitoras endoteliales de la etapa (b) en una localizacion diferente en el sujeto de modo que las
precursoras migran a y estimulan la revascularizacion del tejido. Las células madre pueden retirarse directamente o
por movilizacién. Las células progenitoras endoteliales pueden expandirse antes de la introduccion en el sujeto. Se
describe un procedimiento para inducir angiogénesis en tejido peri infarto. También se describe un procedimiento
para aumentar selectivamente el trafico de precursores de células endoteliales derivadas de médula 6sea humanas
al sitio de tejido dafiado por lesidn isquémica, que comprende: (a) administrar células progenitoras endoteliales a un
sujeto; (b) administrar quimiocinas al sujeto de modo que se atraiga de este modo precursores de células
endoteliales al tejido isquémico. También se describe un procedimiento para estimular vasculogénesis o
angiogénesis del tejido dafiado por infarto de miocardio en un sujeto que comprende inyectar células madre
alogénicas en un sujeto. También se describe un procedimiento para mejorar la funcién miocardica en un sujeto que
ha padecido un infarto de miocardio que comprende cualquiera de los presentes procedimientos. También se
describe un procedimiento para mejorar la funcion miocardica en un sujeto que ha padecido un infarto de miocardio
gue comprende inyectar G-CSF o anticuerpo anti-CXCR4 en el sujeto para movilizar las células progenitoras
endoteliales.

La Patente de Estados Unidos 5.199.942 de Gillis, describe un procedimiento para trasplante de células
hematopoyéticas autblogas de pacientes que reciben terapia citorreductora, que incluye: (1) obtener células
progenitoras hematopoyéticas de médula dsea o sangre periférica de un paciente antes de terapia citorreductora; (2)
expandir las células progenitoras hematopoyéticas ex vivo con un factor de crecimiento ex vivo seleccionado del
grupo que consiste en interleucina 3 (IL-3), factor Steel (SF), factor estimulador de colonias de macréfagos y
granulocitos (GM-CSF), interleucina 1 (IL-1), proteinas de fusion GM-CSF/IL-3 y combinaciones de las mismas, para
proporcionar una preparacion celular que comprende una poblacion expandida de células progenitoras; y (3)
administrar la preparacion celular al paciente simultineamente con o después de terapia citorreductora. El
procedimiento incluye opcionalmente un tratamiento preliminar con factor de crecimiento de reclutamiento para
reclutar células progenitoras hematopoyéticas en sangre periférica y un tratamiento posterior con un factor de
crecimiento de injerto para facilitar el injerto y proliferacion de células progenitoras hematopoyéticas administradas
en la preparacion celular. La patente también describe una composicion de medio de expansion de células
progenitoras hematopoyéticas que comprende medio celular, un factor de crecimiento ex vivo y suero autélogo.

La Patente de Estados Unidos 4.656.130 de Shoshan, describe una placa de crecimiento celular revestida de
colageno que incluye un sustrato revestido con un revestimiento estable de almacenamiento de fibrillas de colageno.
El procedimiento de preparar las placas de crecimiento celular revestidas con colageno comprende distribuir fibrillas
de colageno bioldgicamente activas suspendidas en agua destilada en una placa de cultivo tisular. A continuacion,
se coloca la placa que contiene la suspension de fibrilla de colageno en una campana de flujo laminar provista de
una corriente de aire estéril y luz ultravioleta. Las fibrillas sedimentan y se adhieren al fondo de la placa, el agua se
evapora en la corriente de aire estéril y se retira en la salida de la campana de flujo laminar y la luz ultravioleta
asegura que la capa fina resultante de fibrillas de colageno es estéril y estd lista para la inoculacion de células vivas.
El procedimiento se describe como productor de una placa de crecimiento celular pre revestida conveniente que
puede mantener un periodo de caducidad razonable cuando se mantiene a temperatura ambiente sin ninguna
reduccion significativa en las propiedades de soporte del crecimiento celular.

La Patente de Estados Unidos N° 5.932.473 de Swiderek y col., describe un sustrato de cultivo celular que se reviste
con una composicion que contiene un promotor de adhesién celular en una solucion salina. Un sustrato tal como
plastico, vidrio o fibras microporosas se reviste con una composicion que contiene aproximadamente 5 - 1000 ug/ml
de poli-D-lisina en una solucion salina de sulfato o citrato 0,005 - 0,5 M. Para proporcionar aproximadamente 50 -
500 ul de la composicién por cm? de sustrato. El sustrato revestido se aclara para retirar materiales ajenos y se seca
para obtener un sustrato revestido que tiene mayor periodo de validez y/o estabilidad. El sustrato revestido puede
esterilizarse aclarando con un medio de esterilizacion tal como etanol.

La Patente de Estados Unidos 6.040.182 de Septak describe procedimientos y materiales para la facilitacion de alta
capacidad de unioén a proteinas en superficies de plastico tratadas con cultivo tisular, tales como, por ejemplo, placas
de ensayo de poliestireno.

La Patente de Estados Unidos 4.450.231 de Ozkan describe un inmunoensayo de una muestra de un suero o
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similares para determinar complejos inmunes. Se describe un procedimiento que incluye producir en una base
plastica una capa de un polimero no proteinaceo, no iénico que se adherira a la base plastica y tiene la capacidad de
absorber complejos inmunes de la muestra, colocando una muestra de ensayo en la capa y tratando la capa para
producir un indicio de la cantidad de complejos inmunes. El polimero puede ser polietilenglicol, dextrano, cloruro de
polivinilo, un poliol polimérico o un aducto de polietilenglicol. Un producto para su uso en un ensayo tal es una placa
gue tiene pocillos o un tubo de ensayo formado de plastico, poliestireno y prefiriéndose cloruro de polivinilo, con una
capa de tal capa no iénica no proteinacea sobre los pocillos de la placa o la cavidad del tubo de ensayo.

La Publicacion de la Solicitud de Patente de Estados Unidos 2003/0229393 de Kutryk y col., describe composiciones
y procedimientos para producir un dispositivo médico tal como una endoproétesis vascular, un injerto de endoprotesis
vascular, un injerto vascular sintético o valvulas cardiacas, que se revisten con una matriz biocompatible que
incorpora anticuerpos, fragmentos de anticuerpo o moléculas pequefas, que reconocen, se unen a y/o interaccionan
con un antigeno de superficie de célula progenitora para inmovilizar las células en la superficie del dispositivo. El
revestimiento en el dispositivo también puede contener un compuesto o factor de crecimiento para promover que la
célula endotelial progenitora acelere la adherencia, crecimiento y diferenciacion de las células unidas en células
endoteliales maduras y funcionales sobre la superficie del dispositivo para evitar hiperplasia de la intima. Se
describen procedimientos para preparar tales dispositivos médicos, composiciones y procedimientos para tratar a un
mamifero con enfermedad vascular tal como reestenosis, ateroesclerosis u otros tipos de obstrucciones vasculares.

Sumario de lainvencién

La presente solicitud de patente detalla procedimientos para aislamiento, diferenciacion y expansion de células
madre de un tejido. Por ejemplo, las células madre pueden incluir células progenitoras endoteliales (CPE). Como
alternativa o adicionalmente, el tejido puede incluir sangre periférica humana. Normalmente, las células madre se
trasplantan al donante o a otro individuo (por ejemplo, para potenciar la vasculogénesis, angiogénesis y/o
neovascularizacién). La presente solicitud de patente proporciona protocolos para obtener un producto que contiene
nameros apropiados de CPE funcionales. Los procedimientos descritos incluyen: (a) Extraccion de subpoblaciones
celulares de un tejido; (b) expansion y diferenciacion de CPE en un cultivo durante 1-30 dias (0 3-30 04, 5,6, 7 u 8
dias) en medio de cultivo enriquecido; y/o (c) identificacidbn de componentes celulares del cultivo; (d) implantacién de
un numero apropiado de CPE en un paciente. Debe entenderse que mientras que en algunas realizaciones descritas
en el presente documento se refieren especificamente a CPE derivadas de sangre, el alcance de la presente
invencion incluye técnicas para su uso con células madre derivadas de una diversidad de tejidos corporales,
cambiando lo que deba cambiarse.

Para algunas aplicaciones, el procedimiento comprende recoger una muestra de sangre de un donante y/o un
paciente, aislar de la muestra células mononucleares de sangre periférica, separar una poblacion de células ricas en
CD31 y células progenitoras de la fraccion de células mononucleares y cultivar estas células en condiciones que
provocaran que las células progenitoras hematopoyéticas presentes en la mezcla de células se diferencien en CPE y
proliferen. Esta etapa de expansion ex vivo se usa normalmente debido a que el nimero de CPE en circulacién es
inferior a 0,1 %. Después de esta etapa de aumento, las células pueden implantarse por inyecciéon en vasos
sanguineos en el 6rgano diana, tales como los vasos coronarios o en el miocardio de un paciente.

Se proporciona por lo tanto un procedimiento para su uso con sangre extraida, incluyendo:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

aumentar el numero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,068 g/ml, cultivando las células de
segundo pase durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias.

Aplicar las células sanguineas al primer gradiente incluye aplicar las células sanguineas a un gradiente que incluye
copolimeros de sacarosa y epiclorohidrina tal como Ficoll-Paque Plus (TM) (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suecia) o Lymphoprep (TM) (Axis-Shield PoC AS, Oslo, Noruega) o que pueden obtenerse de otra fuente. En una
realizacion, el gradiente de densidad lo prepara in situ un técnico.

Aplicar las células del primer pase al segundo gradiente incluye aplicar las células del primer pase a un gradiente,
gue incluye una solucion acuosa de lodixanol tal como OptiPrep (TM) o Nycodenz (TM) (Axis-Shield PoC AS, Oslo,
Noruega).

Aplicar las células del primer pase al segundo gradiente incluye aplicar las células del primer pase a un gradiente,
incluyendo coloides de silice revestidos de polivinilpirrolidona tales como Percoll (TM) (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suecia).

Se proporciona adicionalmente un procedimiento para su uso con células madre extraidas, incluyendo:
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aplicar tejido que incluye las células madre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer
pase que tienen una densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

aplicar las células del segundo pase a un tercer gradiente adecuado para seleccionar células de tercer pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,068 g/ml; y

aumentar el nimero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,068 g/ml, cultivando las células de
tercer pase durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias.

El tercer gradiente es adecuado para seleccionar células que tienen una densidad entre 1,059 y 1,068 g/ml y en el
que aplicar las células del segundo pase al tercer gradiente incluye seleccionar las células que tienen una densidad
entre 1,059 y 1,068 g/ml.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células del primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; e

incubar las células del segundo pase en una superficie que incluye (por ejemplo revestida con) plasma y/o un
anticuerpo.

Se proporciona adicionalmente un procedimiento para su uso con sangre extraida que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; e

incubar las células del segundo pase en una superficie que incluye una molécula potenciadora del crecimiento
distinta de colageno o fibronectina.

Incubar las células del segundo pase incluye incubar las células del segundo pase en una superficie que incluye,
ademas de la molécula potenciadora del crecimiento al menos uno de: colageno y fibronectina.

Se proporciona adicionalmente un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

cultivar las células del segundo pase durante un periodo que dura entre 1 y 5 dias en un medio de cultivo que
incluye hasta un 5 % de suero (por ejemplo, sin suero, menos del 1 % de suero o entre el 1y 5 el % de suero).

AUn se proporciona adicionalmente un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

cultivar las células del segundo pase durante un periodo que dura entre 1 y 5 dias en un medio de cultivo que
incluye méas de o igual al 10 % de suero.

Cultivar las células del segundo pase incluye cultivar las células del segundo pase en un medio de cultivo que
incluye menos del 20 % de suero.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;
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aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

durante un periodo de tiempo de suero bajo, cultivar las células de segundo pase en un medio de cultivo que
incluye menos del 10 % de suero; y

durante un periodo de tiempo de suero alto, cultivar las células de segundo pase en un medio de cultivo que
incluye mas del 10 % de suero.

Cultivar las células del segundo pase durante el periodo de tiempo de suero bajo incluye cultivar las células del
segundo pase durante un tiempo de entre 1y 5 dias.

Cultivar las células del segundo pase durante el periodo de tiempo de suero alto incluye cultivar las células del
segundo pase durante un tiempo de entre 1y 30 dias.

Cultivar las células del segundo pase durante el periodo de tiempo de suero bajo se realiza antes de cultivar las
células de segundo pase durante el periodo de tiempo de suero alto.

Cultivar las células del segundo pase durante el periodo de tiempo de suero bajo se realiza después de cultivar las
células de segundo pase durante el periodo de tiempo de suero alto.

Se proporciona adicionalmente un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

durante un periodo de tiempo hipéxico y/o hipercapnico (H/H) que dura al menos 2 horas, cultivar las células
del segundo pase en condiciones H/H; y

durante un periodo de tiempo no H/H que dura al menos 1 dia, cultivar las células del segundo pase en
condiciones no H/H.

En el contexto de la presente solicitud de patente y en las reivindicaciones, el término hipercapnia se refiere a una
concentracion de CO; que es mayor del 5 %.

Los periodos de tiempo H/H y no H/H estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura menos de 30 dias y
cultivar las células del segundo pase en condiciones H/H incluye cultivar las células de segundo pase en condiciones
H/H durante los primeros dos dias del periodo de tiempo de cultivo.

Los periodos de tiempo H/H y no H/H estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura menos de 30 dias y
cultivar las células de segundo pase en condiciones H/H incluye cultivar las células de segundo pase en condiciones
H/H durante los ultimos dos dias del periodo de tiempo de cultivo.

Los periodos de tiempo H/H y no H/H estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura menos de 30 dias y
cultivar las células de segundo pase en condiciones H/H incluye cultivar las células de segundo pase en condiciones
H/H durante al menos dos horas entre los primeros dos dias y los ultimos dos dias del periodo de tiempo de cultivo.

Cultivar las células de segundo pase en condiciones H/H se realiza antes de cultivar las células de segundo pase en
condiciones no H/H.

Cultivar las células de segundo pase en condiciones H/H se realiza después de cultivar las células de segundo pase
en condiciones no H/H.

Se proporciona ademas un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

cultivar las células de segundo pase en un medio de cultivo que incluye al menos uno de los siguientes:
eritropoyetina, VEGF, IGF, FGF, una molécula de la familia de los estrogenos (por ejemplo, 17-B-estradiol,
estrona, estriol, un derivado de estradiol, valerato de estradiol, cipionato de estradiol, mestranol, quinestrol),
una molécula de la familia de la progestina (por ejemplo, progesterona, caroato de hidroxiprogesterona, acetato
de medroxiprogesterona), una estatina (por ejemplo, Simvastatina, Atorvastatina) y un agente antidiabético (por
ejemplo, Rosiglitazona).
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El agente antidiabético incluye Rosiglitazona y cultivar las células de segundo pase incluye cultivar las células de
segundo pase en un medio de cultivo que incluye Rosiglitazona.

La estatina incluye Simvastatina o Atorvastatina y cultivar las células de segundo pase incluye cultivar las células de
segundo pase en un medio de cultivo que incluye Simvastatina o Artorvastatina.

Las moléculas hormonales de las familias de estrégeno y progestina incluyen 17-p-estradiol y progesterona y cultivar
las células de segundo pase incluye cultivar las células de segundo pase en un medio de cultivo que incluye 17-f-
estradiol y/o progesterona.

Las moléculas hormonales de las familias del estrégeno y la progestina incluyen 17-B-estradiol y progesterona y
cultivar las células de segundo pase incluye cultivar las células de segundo pase en un medio de cultivo que incluye
17-B-estradiol y al que se afiade progesterona después de un cierto periodo.

Las moléculas hormonales de las familias del estrégeno y la progestina incluyen 17-B-estradiol y progesterona y
cultivar las células de segundo pase incluye cultivar las células de segundo pase en un medio de cultivo que incluye
progesterona y al que se afiade 17-B-estradiol después de un cierto periodo.

Se proporciona ademas adicionalmente un procedimiento para su uso con células madre extraidas, que incluye:

aplicar tejido que incluye las células madre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer
pase que tienen una densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

aumentar el numero de células que tienen una densidad entre 1,059 y 1,068 g/ml, cultivando las células de
segundo pase durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias.

El procedimiento incluye extraer las células madre de médula 6sea.
El procedimiento incluye movilizar las células madre de médula ésea para facilitar la extraccion de las células madre.

El procedimiento incluye extraer las células madre de sangre, sangre del cordén umbilical, un embrién, un feto o una
placenta.

Cultivar las células de segundo pase incluye:
cultivar las células de segundo pase en un primer recipiente durante una primera parte del periodo;

retirar al menos algunas de las células de segundo pase del primer recipiente al final de la primera parte del
periodo; y

cultivar, en un segundo recipiente durante una segunda parte del periodo, las células retiradas del primer
recipiente.

Retirar las al menos algunas de las células de segundo pase incluye seleccionar para retirada células que se
adhieren a una superficie del primer recipiente.

Retirar las al menos algunas de las células de segundo pase incluye seleccionar para retirada células que no se
adhieren a una superficie del primer recipiente.

El primer recipiente incluye en una superficie del mismo una molécula potenciadora del crecimiento y cultivar las
células en el primer recipiente incluye cultivar las células en el primer recipiente que incluye la molécula
potenciadora del crecimiento.

El segundo recipiente incluye en una superficie del mismo una molécula potenciadora del crecimiento y cultivar las
células en el segundo recipiente incluye cultivar las células en el segundo recipiente que incluye la molécula
potenciadora del crecimiento.

La molécula potenciadora del crecimiento se selecciona de la lista que consiste en: plasma (que puede ser autélogo,
alogénico o xenogénico), colageno, fibronectina, un factor de crecimiento y un anticuerpo para un receptor de
superficie de célula madre.

Se proporciona por lo tanto un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
11
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que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

aumentar el numero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,074 g/ml, cultivando las células de
segundo pase durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias; e identificar células progenitoras endoteliales en
las células cultivadas.

Aplicar la sangre al primer gradiente incluye aplicar la sangre a una solucion que incluye un copolimero de sacarosa
y epiclorohidrina.

Aplicar las células de primer pase al segundo gradiente incluye aplicar las células de primer pase a una solucién
acuosa de iodixanol.

Aplicar las células de primer pase al segundo gradiente incluye aplicar las células de primer pase a una solucién de
densidad gradual que incluye coloides de silice revestidos de polivinilpirrolidona.

Aplicar las células sanguineas al primer gradiente incluye aplicar las células sanguineas a un gradiente de tipo Ficoll.

Aplicar las células de primer pase al segundo gradiente incluye aplicar las células de primer pase a un gradiente de
tipo OptiPrep.

Aplicar las células de primer pase al segundo gradiente incluye aplicar las células de primer pase a un gradiente de
tipo Precoll.

También se proporciona un procedimiento para su uso con células madre extraidas, que incluye:

aplicar tejido que incluye las células madre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer
pase que tienen una densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

aplicar las células de segundo pase a un tercer gradiente adecuado para seleccionar células de tercer pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,068 g/ml;

aumentar el nimero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,068 g/ml, cultivando las células de
tercer pase durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias; e identificar las células progenitoras endoteliales en
las células cultivadas.

El tercer gradiente es adecuado para seleccionar células que tienen una densidad entre 1,059 y 1,068 g/ml y en el
que aplicar las células de segundo pase al tercer gradiente incluye seleccionar las células que tienen una densidad
entre 1,059y 1,068 g/ml.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

cultivar las células de segundo pase en una superficie que incluye plasma; e identificar células progenitoras en
la células cultivadas.

Cultivar incluye cultivar las células de segundo pase en la superficie, cuando la superficie esta revestida con plasma
autologo.

Cultivar incluye cultivar las células de segundo pase en la superficie, cuando la superficie esta revestida con al
menos un plasma seleccionado de la lista que consiste en: plasma alogénico y plasma xenogénico.

También se proporciona un procedimiento para su uso con tejido, que incluye:
cultivar el tejido en una superficie que incluye plasma.
El tejido incluye sangre. El plasma incluye plasma autélogo.
También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;
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aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

cultivar las células de segundo pase en una superficie que incluye un anticuerpo; e identificar células
progenitoras en las células cultivadas.

Las células progenitoras incluyen células progenitoras endoteliales (CPE) y en las que identificar las células
progenitoras incluye identificar las CPE.

Cultivar incluye cultivar las células de segundo pase en la superficie, cuando la superficie esta revestida con plasma
autdlogo.

Cultivar incluye cultivar las células de segundo pase en la superficie, cuando la superficie esta revestida con al
menos un plasma seleccionado de la lista que consiste en: plasma alogénico y plasma xenogénico.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

cultivar las células de segundo pase en una superficie que incluye una molécula potenciadora del crecimiento
distinta de colageno o fibronectina; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

Las células progenitoras incluyen células progenitoras endoteliales (CPE) y en las que identificar las células
progenitoras incluye identificar las CPE.

Cultivar las células de segundo pase incluye cultivar las células de segundo pase en una superficie que incluye,
ademas de la molécula potenciadora del crecimiento al menos uno de: colageno y fibronectina.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

cultivar las células de segundo pase durante un periodo que dura entre 1 y 5 dias en un medio de cultivo que
incluye hasta el 5 % de suero; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

Las células progenitoras incluyen células progenitoras endoteliales (CPE) y en las que identificar las células
progenitoras incluye identificar las CPE.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

cultivar las células de segundo pase durante un periodo que dura entre 1 y 5 dias en un medio de cultivo que
incluye mas del 10 % de suero; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

Cultivar las células de segundo pase incluye cultivar las células de segundo pase en un medio de cultivo que incluye
menos del 20 % de suero.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;
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aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

durante un periodo de tiempo de suero bajo, cultivar las células de segundo pase en un medio de cultivo que
incluye menos del 10 % de suero;

durante un periodo de tiempo de suero alto, cultivar las células de segundo pase en un medio de cultivo que
incluye mas del o igual al 10 % de suero; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

Cultivar las células de segundo pase durante el periodo de tiempo de suero bajo incluye cultivar las células de
segundo pase en un medio de cultivo que incluye hasta el 5 % de suero.

Cultivar las células de segundo pase durante el periodo de tiempo de suero bajo incluye cultivar las células de
segundo pase en un medio de cultivo sin suero.

Cultivar las células de segundo pase durante el periodo de tiempo de suero bajo incluye cultivar las células de
segundo pase durante un tiempo de entre 1 y 5 dias.

Cultivar las células de segundo pase durante el periodo de tiempo de suero alto incluye cultivar las células de
segundo pase durante un tiempo de entre 1y 30 dias.

Cultivar las células de segundo pase durante el periodo de tiempo de suero bajo se realiza antes de cultivar las
células de segundo pase durante el periodo de tiempo de suero alto.

Cultivar las células de segundo pase durante el periodo de tiempo de suero bajo se realiza después de cultivar las
células de segundo pase durante el periodo de tiempo de suero alto.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

durante un periodo de tiempo hipoxico que dura al menos 2 horas, cultivar las células de segundo pase en
condiciones hipdxicas;

durante un periodo de tiempo no hipéxico que dura al menos 1 dia, cultivar las células de segundo pase en
condiciones no hipoxicas; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

Las células progenitoras incluyen células progenitoras endoteliales (CPE) y en las que identificar las células
progenitoras incluye identificar las CPE.

Los periodos de tiempo hipoxicos y no hipoxicos estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura menos de
30 dias y en el que cultivar las células de segundo pase en condiciones hipdxicas incluye cultivar las células de
segundo pase en condiciones hipdxicas durante los primeros dos dias del periodo de tiempo de cultivo.

Los periodos de tiempo hipéxicos y no hipdxicos estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura menos de
30 dias y en el que cultivar las células de segundo pase en condiciones hipéxicas incluye cultivar las células de
segundo pase en condiciones hipoxicas durante los Ultimos dos dias del periodo de tiempo de cultivo.

Los periodos de tiempo hipoxicos y no hipoxicos estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura menos de
30 dias y en el que cultivar las células de segundo pase en condiciones hipoxicas incluye cultivar las células de
segundo pase en condiciones hipéxicas durante al menos dos horas entre los primeros dos dias y los Gltimos dos
dias del periodo de tiempo de cultivo.

Cultivar las células de segundo pase en condiciones hipdxicas se realiza antes de cultivar las células de segundo
pase en condiciones no hipoxicas.

Cultivar las células de segundo pase en condiciones hipoxicas se realiza después de cultivar las células de segundo
pase en condiciones no hipoxicas.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:
aplicar sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un primer intervalo de densidad deseado;
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aumentar el nimero de células que tienen un segundo intervalo de densidad deseado cultivando las células
seleccionadas en un medio que incluye estrégenos y posteriormente en un medio que incluye una progestina; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.
También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:
aplicar sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un primer intervalo de densidad deseado;

aumentar el nimero de células que tienen un segundo intervalo de densidad deseado cultivando las células
seleccionadas en un medio que incluye una progestina y posteriormente en un medio que incluye estrégeno; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.
También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:
aplicar sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un primer intervalo de densidad deseado;

aumentar el namero de células que tienen un segundo intervalo de densidad deseado cultivando las células
seleccionadas en un medio que incluye estrégeno y una progestina; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.
La progestina incluye progesterona.
El estrogeno incluye estradiol.
Cultivar incluye cultivar durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias.
También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

durante un periodo de tiempo hipercdpnico que dura al menos 2 horas, cultivar las células de segundo pase en
condiciones hipercapnicas, caracterizado el periodo de tiempo hipercapnico por un nivel de CO, mayor del 5 %);

durante un periodo de tiempo no hipercapnico que dura al menos 1 dia, cultivar las células de segundo pase en
condiciones no hipercépnicas, caracterizado el periodo de tiempo no hipercdpnico por un nivel de CO, menor o
igual al 5 %; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.
Establecer el nivel de CO; durante el periodo de tiempo hipercapnico para que sea al menos del 6 %.

Los periodos de tiempo hipercapnico y no hipercapnico estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura
menos de 30 dias y en el que cultivar las células de segundo pase en condiciones hipercapnicas incluye cultivar las
células de segundo pase en condiciones hipercapnicas durante los primeros dos dias del periodo de tiempo de
cultivo.

Los periodos de tiempo hipercapnico y no hipercapnico estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura
menos de 30 dias y en el que cultivar las células de segundo pase en condiciones hipercédpnicas incluye cultivar las
células de segundo pase en condiciones hipercapnicas durante los ultimos dos dias del periodo de tiempo de cultivo.

Los periodos de tiempo hipercapnico y no hipercapnico estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura
menos de 30 dias y en el que cultivar las células de segundo pase en condiciones hipercapnicas incluye cultivar las
células de segundo pase en condiciones hipercapnicas durante al menos 2 horas entre los primeros dos dias y los
ultimos dos dias del periodo de tiempo de cultivo.

Cultivar las células de segundo pase en condiciones hipercapnicas se realiza antes de cultivar las células de
segundo pase en condiciones no hipercapnicas.

Cultivar las células de segundo pase en condiciones hipercdpnicas se realiza después de cultivar las células de
segundo pase en condiciones no hipercapnicas.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
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densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

cultivar las células de segundo pase durante en un medio de cultivo que incluye al menos un agente
seleccionado de la lista que consiste en: eritropoyetina, VEGF, IGF, FGF, estrogeno, 17-B-estradiol, estrona,
estriol, un derivado de estradiol, valerato de estradiol, cipionato de estradiol, mestranol, quinestrol, progestina,
una molécula de la familia de progestina, progesterona, progesterona sintética, caroato de hidroxiprogesterona,
acetato de medroxiprogesterona, una estatina, simvastatina, atorvastatina, un agente antidiabético y
rosiglitazona; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.
También se proporciona un procedimiento para su uso con células madre extraidas, que incluye:

aplicar tejido que incluye las células madre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer
pase que tienen una densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

aumentar el nimero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,074 g/ml, cultivando las células de
segundo pase durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias; e identificar células progenitoras en las células
cultivadas.

Aplicar el tejido incluye aplicar sangre del corddn umbilical al primer gradiente.
Aplicar el tejido incluye aplicar células embrionarias al primer gradiente.
Aplicar el tejido incluye aplicar células placentarias al primer gradiente.
Aplicar el tejido incluye aplicar células fetales al primer gradiente.
Extraer las células madre de médula ésea.
Movilizar las células madre de médula 6sea para facilitar la extraccién de las células madre.
Extraer las células madre de sangre periférica.
Cultivar las células de segundo pase incluye:
cultivar las células de segundo pase en un primer recipiente durante una primera parte del periodo;

retirar al menos algunas de las células de segundo pase del primer recipiente al final de la primera parte del
periodo; y

cultivar, en un segundo recipiente durante una segunda parte del periodo, las células retiradas del primer
recipiente.

Retirar las al menos algunas células de segundo pase incluye seleccionar para retirada células que se adhieren a
una superficie del primer recipiente.

Retirar las al menos algunas de las células de segundo pase incluye seleccionar para retirada células que no se
adhieren a una superficie del primer recipiente.

El primer recipiente incluye en una superficie del mismo una molécula potenciadora del crecimiento y en el que
cultivar las células en el primer recipiente incluye cultivar las células en el primer recipiente que incluye la molécula
potenciadora del crecimiento.

La molécula potenciadora del crecimiento se selecciona de la lista que consiste en: plasma, colageno, fibronectina,
un factor de crecimiento y un anticuerpo para un receptor de superficie de célula madre.

El segundo recipiente incluye en una superficie del mismo una molécula potenciadora del crecimiento y en la que
cultivar las células en el segundo recipiente incluye cultivar las células en el segundo recipiente que incluye la
molécula potenciadora del crecimiento.

La molécula potenciadora del crecimiento se selecciona de la lista que consiste en: plasma, colageno, fibronectina,
un factor de crecimiento y un anticuerpo para un receptor de superficie de célula madre.
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También se proporciona un procedimiento para tratar una afeccidn, que incluye aplicar células progenitoras
endoteliales (CPE) a las cercanias del tejido o un espacio de un sujeto seleccionado de la lista que consiste en:
tejido de un nervio periférico del sujeto, tejido de un nervio del sistema nervioso central del sujeto, un nervio éptico
del sujeto, tejido coroide del sujeto, tejido retinal del sujeto, espacio subretinal del sujeto, tejido corneal de un sujeto,
tejido renal del sujeto, tejido de un hueso dafiado del sujeto, tejido del hueso fracturado del sujeto, tejido inflamado
del sujeto, tejido infectado del sujeto, tejido contusionado del sujeto, tejido dafiado, ulcerado o herido de piel, tejido
cerebral del sujeto, tejido de una extremidad del sujeto, tejido de un injerto de piel y tejido de un miembro amputado
reimplantado del sujeto.

El procedimiento incluye generar las CPE:

aplicando sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicando las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

aumentando el nimero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,074 g/ml, cultivando las células de
segundo pase durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias.

El procedimiento incluye generar las CPE:

aplicando tejido que incluye las células madre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de
primer pase que tienen una densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicando las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055 y 1,074 g/ml;

aplicando las células del segundo pase a un tercer gradiente adecuado para seleccionar células de tercer pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,068 g/ml; y

aumentando el nimero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,068 g/ml, cultivando las células del
tercer pase durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias.

El procedimiento incluye generar las CPE:

aplicando sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicando las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

cultivando las células de segundo pase en una superficie que incluye un anticuerpo.
El procedimiento incluye generar las CPE:

aplicando sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicando las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

cultivando las células de segundo pase en una superficie que incluye una molécula potenciadora del
crecimiento distinta de colageno o fibronectina.

El procedimiento incluye generar las CPE:

aplicando sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicando las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

cultivando las células de segundo pase durante un periodo que dura entre 1 y 5 dias en un medio de cultivo
que incluye hasta el 5 % de suero.

El procedimiento incluye generar las CPE:

aplicando sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;
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aplicando las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

cultivando las células de segundo pase durante un periodo que dura entre 1 y 5 dias en un medio de cultivo
que incluye mas del 10 % de suero.

El procedimiento incluye generar las CPE:

aplicando sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicando las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

durante un periodo de tiempo de suero bajo, cultivando las células de segundo pase en un medio de cultivo que
incluye menos del 10 % de suero; y

durante un periodo de tiempo de suero alto, cultivando las células de segundo pase en un medio de cultivo que
incluye mas del o igual al 10 % de suero.

El procedimiento incluye generar las CPE:

aplicando sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicando las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

durante un periodo de tiempo hipéxico que dura al menos 2 horas, cultivando las células de segundo pase en
condiciones hipoxicas; y

durante un periodo de tiempo no hipoxico que dura al menos 1 dia, cultivando las células de segundo pase en
condiciones no hipoxicas.

El procedimiento incluye generar las CPE:

aplicando sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicando las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055 y 1,074 g/ml;

durante un periodo de tiempo hipercapnico que dura al menos 2 horas, cultivando las células de segundo pase
en condiciones hipercapnicas, caracterizado el periodo de tiempo hipercapnico por un nivel de CO, mayor del 5
%;y

durante un periodo de tiempo no hipercapnico que dura al menos 1 dia, cultivando las células de segundo pase
en condiciones no hipercapnicas, caracterizado el periodo de tiempo no hipercapnico por un nivel de CO;
menor o igual al 5 %.

El procedimiento incluye generar las CPE:

aplicando sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicando las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y

cultivando las células de segundo pase en un medio de cultivo que incluye al menos un agente seleccionado de
la lista que consiste en: eritropoyetina, estrégeno, una molécula de la familia del estrégeno, 17-p-estradiol,
estrona, estriol, un derivado de estradiol, valerato de estradiol, cipionato de estradiol, mestranol, quinestrol,
progestina, una molécula de la familia de la progestina, progesterona, progesterona sintética, caroato de
hidroxiprogesterona, acetato de medroxiprogesterona, una estatina, simvastatina, atorvastatina, un agente
antidiabético y rosiglitazona,

aplicando el tejido que incluye las células madre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de
primer pase que tienen una densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicando las células de primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo
pase que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml; y
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aumentando el nimero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,074 g/ml, cultivando las células de
segundo pase durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

aumentar el numero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,074 g/ml, cultivando las células de
segundo pase durante un periodo que dura entre 1 y 30 dias; e identificar células progenitoras en las células
cultivadas.

Las células progenitoras incluyen células progenitoras endoteliales (CPE) y en las que identificar las células
progenitoras incluye identificar las CPE.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

dividir las células del primer pase en primera y segunda partes respectivas de las mismas;

aplicar la primera parte de las células de primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar
células de segundo pase que tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

mezclar la segunda parte de las células de primer pase con las células que tienen una densidad entre 1,055 y
1,074 g/ml;

aumentar el nimero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,074 g/ml cultivando las células de
segundo pase durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias; e identificar células progenitoras en las células
cultivadas.

Dividir las células de primer pase incluye establecer la primera parte para que sea mayor que la segunda parte.
Dividir las células de primer pase incluye establecer la primera parte para que sea menor que la segunda parte.
También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un primer intervalo de densidad deseado;

aumentar el namero de células que tienen un segundo intervalo de densidad deseado cultivando las células
seleccionadas durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

Aplicar la sangre al gradiente incluye aplicar sangre a un gradiente adecuado para seleccionar células que tienen
una densidad menor de 1,077 g/ml.

Aplicar la sangre al gradiente incluye aplicar sangre a un gradiente adecuado para seleccionar células que tengan
una densidad entre 1,055 y 1,074 g/ml.

Aumentar el nimero de células incluye cultivar las células durante un periodo que dura entre 4 y 8 dias.

Aplicar la sangre al gradiente incluye aplicar la sangre a una solucién que incluye un copolimero de sacarosa y
epiclorohidrina.

Aplicar la sangre al gradiente incluye aplicar la sangre a una solucion de densidad gradual que incluye coloides de
silice revestidos con polivinilpirrolidona.

Aplicar la sangre al gradiente incluye aplicar la sangre a una solucion acuosa de iodixanol.
Aplicar la sangre al gradiente incluye aplicar la sangre a un gradiente de tipo Ficoll.
Aplicar la sangre al gradiente incluye aplicar la sangre a un gradiente de tipo OptiPrep.
Aplicar la sangre al gradiente incluye aplicar la sangre a un gradiente Percoll.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:
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aplicar la sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un intervalo de densidad deseado;

cultivar las células seleccionadas durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias en una superficie que incluye
plasma autélogo; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.
También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:
aplicar sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un intervalo de densidad deseado;

cultivar las células seleccionadas en una superficie que incluye un anticuerpo; e identificar células progenitoras
en las células cultivadas.

Cultivar incluye cultivar las células en la superficie, cuando la superficie esta revestida con plasma autélogo.

Cultivar incluye cultivar las células en la superficie, cuando la superficie esta revestida con al menos un plasma
seleccionado de la lista que consiste en: plasma alogénico y plasma xenogénico.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:
aplicar sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un intervalo de densidad deseado;

cultivar las células seleccionadas en una superficie que incluye una molécula potenciadora del crecimiento
distinta de colageno o fibronectina; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

Cultivar las células incluye cultivar las células en una superficie que incluye, ademas de la molécula potenciadora de
crecimiento, al menos uno de: colageno y fibronectina.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:
aplicar la sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un intervalo de densidad deseado;

cultivar las células seleccionadas durante un periodo que dura entre 1 y 5 dias en un medio de cultivo que
incluye hasta el 5 % de suero; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.
También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:
aplicar sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un intervalo de densidad deseado;

cultivar las células seleccionadas durante un periodo que dura entre 1 y 5 dias en un medio de cultivo que
incluye mas del 10 % de suero; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.
Cultivar las células incluye cultivar las células en un medio de cultivo que incluye menos del 20 % de suero.
También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un intervalo de densidad deseado;

durante un periodo de tiempo de suero bajo, cultivar las células seleccionadas en un medio de cultivo que
incluye menos del 10 % de suero;

durante un periodo de tiempo de suero alto, cultivar las células seleccionadas en un medio de cultivo que
incluye mas del o igual al 10 % de suero; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

Cultivar las células durante el periodo de tiempo de suero bajo incluye cultivar las células en un medio de cultivo que
incluye hasta el 5 % de suero.

Cultivar las células durante el periodo de tiempo de suero bajo incluye cultivar las células en un medio de cultivo sin
suero.

Cultivar las células durante el periodo de tiempo de suero bajo incluye cultivar las células durante un tiempo entre 1
y 5 dias.
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Cultivar las células durante el periodo de tiempo de suero alto incluye cultivar las células durante un tiempo entre 1y
30 dias.

Cultivar las células durante el periodo de tiempo de suero bajo se realiza antes de cultivar las células durante el
periodo de tiempo de suero alto.

Cultivar las células durante el periodo de tiempo de suero bajo se realiza después de cultivar las células durante el
periodo de tiempo de suero alto.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:
aplicar la sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un intervalo de densidad deseado;

durante un periodo de tiempo hipoxico que dura al menos 2 horas, cultivar las células seleccionadas en
condiciones hipdxicas;

durante un periodo de tiempo no hip6xico que dura al menos 1 dia, cultivar las células seleccionadas en
condiciones no hipoxicas; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

Los periodos de tiempo hipoxico y no hipdxico estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura menos de
30 dias y en el que cultivar las células en condiciones hipdxicas incluye cultivar las células en condiciones hipodxicas
durante los primeros dos dias del periodo de tiempo del cultivo.

Los periodos de tiempo hipdxico y no hipéxico estadn dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura menos de
30 dias y en el que cultivar las células en condiciones hipéxicas incluye cultivar las células en condiciones hipdxicas
durante los ultimos dos dias del periodo de tiempo del cultivo.

Los periodos de tiempo hipdxico y no hipéxico estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura menos de
30 dias y en el que cultivar las células en condiciones hipdxicas incluye cultivar las células en condiciones hipoxicas
durante al menos 2 horas entre los primeros dos dias y los Ultimos dos dias del periodo de tiempo de cultivo.

Cultivar las células en condiciones hipoxicas se realiza antes de cultivar las células en condiciones no hipéxicas.
Cultivar las células en condiciones hipoxicas se realiza después de cultivar las células en condiciones no hipoxicas.
También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:

aplicar sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un intervalo de densidad deseado;

durante un periodo de tiempo hipercapnico que dura al menos 2 horas, cultivar las células seleccionadas en
condiciones hipercapnicas, caracterizandose el periodo de tiempo hipercapnico por un nivel de CO, mayor del
5 %;

durante un periodo de tiempo no hipercapnico que dura al menos 1 dia, cultivar las células seleccionadas en
condiciones no hipercépnicas, caracterizado el periodo de tiempo no hipercapnico por un nivel de CO, menor
del oigual al 5 %; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

El procedimiento incluye establecer el nivel de CO2 durante el periodo de tiempo hipercapnico para que sea de al
menos el 6 %.

Los periodos de tiempo hipercapnico y no hipercapnico estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura
menos de 30 dias y en el que cultivar las células en condiciones hipercapnicas incluye cultivar las células en
condiciones hipercapnicas durante los primeros dos dias del periodo de tiempo de cultivo.

Los periodos de tiempo hipercapnico y no hipercapnico estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura
menos de 30 dias, y en el que cultivar las células en condiciones hipercapnicas incluye cultivar las células en
condiciones hipercapnicas durante los ultimos dos dias del periodo de tiempo de cultivo.

Los periodos de tiempo hipercapnico y no hipercapnico estan dentro de un periodo de tiempo de cultivo que dura
menos de 30 dias y en el que cultivar las células en condiciones hipercapnicas incluye cultivar las células en
condiciones hipercapnicas durante al menos dos horas entre los primeros dos dias y los ultimos dos dias del periodo
de tiempo de cultivo.

Cultivar las células en condiciones hipercapnicas se realiza antes de cultivar las células en condiciones no
hipercépnicas.
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Cultivar las células en condiciones hipercdpnicas se realiza después de cultivar las células en condiciones no
hipercapnicas.

También se proporciona un procedimiento para su uso con sangre extraida, que incluye:
aplicar sangre a un gradiente para seleccionar células que tienen un primer intervalo de densidad deseado;

cultivar las células seleccionadas en un medio de cultivo que incluye al menos un agente seleccionado de la
lista que consiste en: VEGF, IGF, FGF, eritropoyetina, estrégeno, una molécula de la familia de estrégeno, 17-
B-estradiol, estrona, estriol, un derivado de estradiol, valerato de estradiol, cipionato de estradiol, mestranol,
quinestrol, progestina, una molécula de la familia de la progestina, progesterona, progesterona sintética,
caroato de hidroxiprogesterona, acetato de medroxiprogesterona, una estatina, simvastatina, atorvastatina, un
agente antidiabético y rosiglitazona; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.

Las células progenitoras incluyen células progenitoras endoteliales (CPE) y en las que identificar las células
progenitoras incluye identificar las CPE.

Aplicar la sangre al gradiente incluye aplicar sangre a un gradiente adecuado para seleccionar células que tienen
una densidad menor de 1,077 g/ml.

Aplicar la sangre al gradiente incluye aplicar sangre a un gradiente adecuado para seleccionar células que tienen
una densidad entre 1,055y 1,077 g/ml.

También se proporciona un procedimiento para su uso con células madre extraidas, que incluye:

aplicar tejido que incluye las células madre a un gradiente para seleccionar células que tienen un primer
intervalo de densidad deseado;

aumentar el nimero de células que tienen un segundo intervalo de densidad deseado, cultivando las células
seleccionadas durante un periodo que dura entre 3 y 30 dias; e

identificar células progenitoras en las células cultivadas.
Aplicar el tejido incluye aplicar sangre de cordén umbilical al gradiente.
Aplicar el tejido incluye aplicar células embrionarias al gradiente.
Aplicar el tejido incluye aplicar células fetales al gradiente.
Aplicar el tejido incluye aplicar células placentarias al gradiente.
El procedimiento incluye extraer las células madre de la médula 6sea.

El procedimiento incluye movilizar las células madre de la médula ésea para facilitar la extraccion de las células
madre.

El procedimiento incluye extraer las células madre de sangre.
El procedimiento incluye cultivar las células, que incluye:
cultivar las células en un primer recipiente durante una primera parte del periodo;
retirar al menos algunas de las células del primer recipiente al final de la primera parte del periodo; y

cultivar, en un segundo recipiente durante una segunda parte del periodo, las células retiradas del primer
recipiente.

El procedimiento incluye retirar las al menos algunas de las células seleccionado para su retirada las células que se
adhieren a una superficie del primer recipiente.

Retirar las al menos algunas de las células incluye seleccionar para su retirada células que no se adhieren a una
superficie del primer recipiente.

El primer recipiente incluye en una superficie del mismo una molécula potenciadora del crecimiento y en el que
cultivar las células en el primer recipiente incluye cultivar las células en el primer recipiente que incluye la molécula
potenciadora del crecimiento.

La molécula potenciadora del crecimiento se selecciona de la lista que consiste en: plasma, colageno, fibronectina,
un factor de crecimiento y un anticuerpo para un receptor de superficie de célula madre.
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El segundo recipiente incluye en una superficie del mismo una molécula potenciadora del crecimiento y en el que
cultivar las células en el segundo recipiente incluye cultivar las células en el segundo recipiente que incluye la
molécula potenciadora del crecimiento.

La molécula potenciadora del crecimiento se selecciona de la lista que consiste en: plasma, colageno, fibronectina,
un factor de crecimiento y un anticuerpo para un receptor de superficie de célula madre.

Descripcion detallada de las realizaciones

Se proporciona un procedimiento para aislar, diferenciar y cultivar células progenitoras endoteliales (CPE) de sangre
periférica humana. Las CPE normalmente se implantan en un paciente para inducir vasculogénesis, angiogénesis
y/o neovascularizacion. Normalmente, las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) separadas por un
gradiente de densidad tal como Ficoll se enriquecen adicionalmente mediante uno o mas gradientes de densidad
(tales como Percoll, OptiPrep o Nycodenz) y se permite después que se adhieran a placas de cultivo tisular. Las
células se cultivan normalmente durante 3-30 dias en un medio de cultivo enriquecido. En varios puntos temporales
durante el periodo de cultivo, se toman muestras para evaluacion fenotipica. Las células expandidas se recogen y se
guardan hasta implantacion en el paciente.

Se describen una serie de protocolos a continuacién en el presente documento que pueden usarse de forma
separada o en combinacion, segin sea apropiado, de acuerdo con realizaciones de la presente invencion. Debe
apreciarse que se proporcionan valores numéricos como ilustracién y no como limitacién. Normalmente, pero no
necesariamente, cada valor mostrado es un ejemplo seleccionado de un intervalo de valores que esta dentro del 25
% del valor mostrado. De forma similar, aunque se describen ciertas etapas con un alto nivel de especificidad, un
experto en la materia apreciara que pueden realizarse otras etapas, cambiando lo que deba cambiarse.

Protocolo para revestimiento de placa de cultivo tisular

Pueden revestirse recipientes adecuados, tales como placas de cultivo, con una o una combinacion de moléculas
potenciadoras del crecimiento de CPE. Las moléculas pueden comprender anticuerpos para receptores de superficie
de células progenitoras tales como CD34, CD133, Tie-2, VEGFR-2 (KDR), CD144 o moléculas tales como LDL,
VEGF, FGF, IGF o factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

Ejemplo 1: Revestir matraces T-75 con plasma autélogo
Para 20 matraces T-75: Preparar el dia de la preparacion celular

El revestimiento de superficie de matraces T-75 con el plasma puede realizarse usando plasma autélogo retirado de
la muestra tisular centrifugada o, como alternativa, con plasma de una fuente diferente, tal como plasma disponible
en el mercado de Chemicon de Temecula, CA, Estados Unidos.

Recoger plasma de la fraccion superior de tubos de Ficoll.
Llenar cada matraz con 2-5 ml de plasma.
Incubar a 37 °C durante al menos 30 minutos.
Descartar el plasma.
Lavar el matraz dos veces en 10 ml de PBS.
Los matraces estan listos para su uso.
Ejemplo 2: Revestir matraces T-75 con Fibronectina 25 pg/ml:

Para 20 matraces T-75: Preparar (a) el dia de la preparacion celular o (b) un dia antes del dia de la preparacion
celular.

Preparar 50 ml de solucidn de Fibronectina 25 pg/ml en PBS.
Afadir 250 pl de Fibronectina 5 mg/ml a 50 ml de PBS.
Llenar cada matraz con 2-5 ml de Fibronectina 25 pg/ml.
Incubar a 37 °C durante al menos 30 minutos.

Recoger la solucién de Fibronectina.

La solucion de Fibronectina puede volver a usarse si se almacena en tubos estériles de 50 ml a 4 °C,
normalmente durante hasta 1 semana.
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Lavar el matraz dos veces en PBS.

Mantener los matraces secos a temperatura ambiente.

Los matraces secos pueden guardarse durante una semana a temperatura ambiente (TA).
Ejemplo 3: Revestir matraces T-75 con Fibronectinay anti-CD34 5 pg/ml:

Para 20 matraces T-75: Preparar (a) el dia de la preparacion celular o (b) un dia antes del dia de la preparacion
celular.

Revestir los matraces con Fibronectina, como se ha descrito en el Ejemplo 1.
Preparar 25 ml de solucion Anti-CD34 5 pg/ml en PBS.

Afadir 125 pl de anti-CD34 1 mg/ml a 25 ml de PBS.

Llenar cada matraz con 5 ml de anti-CD34 5 pg/ml.

Incubar durante 2 h a 37 °C o durante una noche a 4 °C.

Retirar la solucién de anticuerpo.

Lavar el matraz dos veces en PBS.

Los matraces estéan listos para su uso.

Preparacién Celular

Mezclar la sangre invirtiendo suavemente la bolsa de sangre arriba y abajo.
Transferir sangre de la bolsa a un bote estéril de 500 ml.
Cargar la sangre en un gradiente de Ficoll.
Llenar los tubos con sangre hasta 50 ml.
Centrifugar los tubos durante 20 minutos a 1050 g a temperatura ambiente sin freno.
Recoger la mayor parte del plasma de la capa superior en tubos vacios de 50 ml.
Recoger la fraccién de anillo de glébulos blancos (por ejemplo, las CMSP) de cada tubo.
Transferir cada CMSP a un nuevo tubo de 50 ml, prellenado con 15-20 ml de PBS.
Ajustar el volumen a 30 ml por tubo usando PBS.
Centrifugar los tubos durante 15 minutos a 580 g, a temperatura ambiente y descartar el sobrenadante.
Mezclar suavemente el sedimento celular y resuspender con 1-5 ml de PBS.
Combinar los contenidos de cada cuatro tubos en un tubo de 50 ml y llenar ese tubo hasta 50 ml con PBS.
Por ejemplo:
(1) Preparar gradiente OptiPrep de 1,072 g/ml.
Para 36 ml de gradiente OptiPrep de 1,072 g/ml

Preparar gradiente de 1,072 g/ml mezclando juntos: (i) 25 ml de solucién de albumina de suero bovino o humano 0,5
%, NaCl 0,8 %, Hepes 10 mM, EDTA 1 mM (tamponado a pH 7,4) con (ii) 11 ml de mezcla de 10 ml de solucién de
OptiPrep + 5 ml de solucién de albimina de suero bovino o humano 0,5 %, NaCl 0,8 %, Hepes 10 mM, EDTA 1 mM
(tamponado a pH 7,4).

Mezclar: (a) 10 ml de células derivadas de las etapas de Preparacion Celular descritas anteriormente con (b) 10 ml
de mezcla de 10 ml de solucién de OptiPrep + 5 ml de solucién de albdmina de suero bovino o humano 0,5 %, NaCl
0,8 %, Hepes 10 mM, EDTA 1 mM (tamponado a pH 7,4).

Colocar sobre la mezcla de (a) y (b) 20 ml del gradiente de OptiPrep de 1,072 g/ml preparado en las etapas (i) y (ii) y

colocar sobre esto 1,5 ml de solucién de albumina de suero bovino o humano 0,5 %, NaCl 0,8 %, Hepes 10 mM,
EDTA 1 mM (tamponado a pH 7,4).
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Centrifugar durante 30 minutos a 700 g, por ejemplo, a temperatura ambiente o 4 °C, sin freno.

Recoger las células aisladas de la interfaz entre el gradiente y la solucion de albimina de suero bovino 0,5 %, NacCl
0,8 %, Hepes 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4.

Centrifugar 10 minutos a 395 g, a temperatura ambiente.
Descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 10 ml de medio de cultivo.
(2) Preparar gradiente de Percoll para densidad celular de 1,060-1,068 g/ml

Por ejemplo, para 30 ml de preparacion de gradiente de Percoll continua mezclar en un tubo de 50 ml: 13,5 ml de
Percoll (Amersham)

15,0 ml de modificacion de Agitador MEM

1,5 ml de solucion de sales de Earle 10x

Centrifugar 10 minutos a 14000 x g sin frenos en un rotor de angulo fijo.

Tomar cuidadosamente el gradiente fuera del rotor. El gradiente esta ahora listo para usar.
El tubo deberia poder resistir la centrifugacion a 14000 x g. Aplicar todas las células en el gradiente de Percoll.
Centrifugar 30 minutos a 400 x g sin frenos.

Recoger CMSP enriquecidas y transferirlas a un tubo de 50 ml.

Llenar el tubo con PBS, centrifugar 10 minutos a 300 x g.

Resuspender en 50 ml de PBS, centrifugar 10 minutos a 200 x g.

Resuspender en 50 ml de PBS, centrifugar 10 minutos a 200 x g.

Tomar una muestra de 50 ug para conteo celular

Preparacién de Suero

Puede obtenerse suero directamente del plasma coagulado del paciente (suero “del coagulo™) o prepararse a partir
de plasma generado de sangre pretratada con un anticoagulante.

Por ejemplo, para preparacion de suero a partir de sangre pretratada con un anticoagulante:

Tomar plasma que se recogid de la fraccién superior de los tubos de Ficoll (Véase la descripcion anterior de
Preparacion Celular).

Para cada 50 ml de plasma, afiadir 1,2 ml de CaCl,2H,O 0,8 M o cualquier otro inductor de coagulacion
biolégico/quimico tal como Cloruro Caélcico, Tromboplastina, péptidos agonistas de Trombina u otros para catalizar el
mecanismo de coagulacion.

Incubar durante 0,5-4 horas a 37 °C.

Centrifugar el plasma coagulado durante 10 minutos a 3500 g.

Recoger el suero en un nuevo tubo. No permitir que el codgulo se mezcle con el suero.

Usar suero recogido para preparacion de medio o recoger en alicuotas y guardar a -20 °C hasta su uso.
Conteo Celular
Prellenar cuatro placas de 96 pocillos con 50 pl de azul de Tripano (TB) cada uno.

Hacer diluciones 1:5 por transferencia de 20 ul de muestra de células a un pocillo que contenga TB y mezclar
suavemente pipeteando arriba y abajo.

Cargar 10 pl de células diluidas en cada una de las 2 camaras del hemocitometro.

Contar células transparentes (viables) y azules (muertas) que quedan en los 25 cuadrados de las camaras superior
e inferior.

Si se cuentan menos de 10 células, realizar una dilucién 1:2 por transferencia de 50 pl de muestra de células a 50 pl
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de TB.

Si se cuentan méas de 200 células, realizar una dilucién 1:25 por transferencia de 20 ul de suspensiones 1:5 a un
pocillo que contiene TB y mezclar suavemente pipeteando arriba y abajo.

Calcular el numero de células para cada camara de acuerdo con la siguiente ecuacion:
N° de células viable x 10.000 x Factor de dilucién = N° de células viable /ml
N° de células muertas x 10.000 x Factor de dilucién = N° de células muertas /ml
% de células muertas = N° de células muertas/(N° de células viables + N° de células muertas) x 100
% de células muertas normalmente no deberia exceder el 30 %.
Calcular el nimero de células medio.
Registrar los resultados del conteo.
Resumir los niumeros de células finales y el rendimiento de células/ml de sangre.

Preparacion del Medio

Calcular el volumen de medio necesario.
Preparar el medio de cultivo.
El medio deberia contener el 1-20 % de suero autélogo.

El medio puede contener los siguientes aditivos en diversas concentraciones de 0,5 pg/ml - 1ng/ml o 1 ng/ml -
100 pg/ml, por ejemplo, EPO (0,01-10 Ul/ml), IGF(1-100 ng/ml), FGF 10-100ng/ml, VEGF (0,5-20 ng/ml);
Heparina 5-100 Ul/ml; diferentes moléculas dependiendo de su peso y de la molaridad deseada pueden variar
de pg- ng o la molaridad correspondiente: moléculas de Estatina (por ejemplo simvastatina 5-500 pg/ml),
agentes antidiabéticos (por ejemplo, Rosiglitazona 5-500 ug/ml) y/o hormonas esteroides tales como un
estrégeno (por ejemplo,17-B-estradiol (2-2000 ng/ml) y una progestina (por ejemplo progesterona 2-2000 ng/ml)
y combinaciones de los mismos.

Se ha planteado la hipétesis de que las hormonas del sistema reproductor esteroides (por ejemplo, estrégenos y
progestinas) ejercen su efecto elevando los niveles en sangre de CPE. Por lo tanto, aplicar tales moléculas o
cualquier combinacion de las mismas puede aumentar el rendimiento de la produccién o la diferenciaciéon de las
progenitoras en CPE in vitro, particularmente cuando se someten células de sangre periférica a sus efectos.

Ejemplo para Medio de Bajo % de Suero

Para 100 ml de medio afiadir:
2 ul de VEGF 100 pg/ml (concentracion final de 10 pg/ml)
100 pl de Heparina 5000 U/ml (concentracion final de 5 U/ml)
5 ml de Suero Aut6logo
94,9 ml de medio sin suero

Ejemplo 1 para Medio de Alto % de Suero

Para 100 ml de medio afadir:
2 ul de VEGF 100 pg/ml (concentracion final de 10 pg/ml)
100 pl de Heparina 5000 U/ml (concentracion final de 5 U/ml)
20 ml de Suero Autélogo
79,9 ml de medio sin suero

Ejemplo 2 para Medio de Alto % de Suero

Para 100 ml de medio afiadir:

5 ul de VEGF 100 pg/ml (concentracion final de 10 ug/ml)
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100 pl de Heparina 5000 U/ml (concentracion final de 5 U/ml)
4 ul de Progesterona 5 mg/ml (concentracion final de 0,2 pg/ml)
10 ml de Suero Autélogo
89,9 ml de medio sin suero
Ejemplo 3 para Medio de Alto % de Suero
Para 100 ml de medio afiadir:
5 ul de VEGF 100 pg/ml (concentracion final de 10 pg/ml)
100 ul de Heparina 5000 U/ml (concentracion final de 5 U/ml)
4 ul de 17-B-estradiol 0,05 mg/ml (concentracion final de 0,002 pg/ml)
10 ml de Suero Autélogo
89,9 ml de medio sin suero
Ejemplo 3 para Medio de Alto % de Suero
Para 100 ml de medio afiadir:
5 ul de VEGF 100 pg/ml (concentracion final de 10 pg/ml)
100 pl de Heparina 5000 U/ml (concentracion final de 5 U/ml)
4 ul de Progesterona 0,05 mg/ml (concentracién final de 0,002 pg/ml)
4 ul de 17-B-estradiol 0,005 mg/ml (concentracion final de 0,0002 pg/ml)
10 ml de Suero Autdlogo
89,9 ml de medio sin suero
Ejemplo 4 para Medio de Alto % de Suero
Para 100 ml de medio afadir:
2 ul de VEGF 100 pg/ml (concentracion final de 10 pg/ml)
100 pl de Heparina 5000 U/ml (concentracion final de 5 U/ml)
330 ng de Simvastatina 570 uM (concentracion final de 0,95 uM)
10 ml de Suero Autdlogo
89,6 ml de medio sin suero
Cultivo
Dividir células de la suspension de células combinada.
Centrifugar los tubos durante 15 minutos a 500 g, temperatura ambiente, descartar el sobrenadante.
Mezclar suavemente el sedimento celular y resuspender las células a 5-50x10%/ml.
Sembrar 1-5x10° células/ml.
Incubar los matraces a 37 °C, CO, 5 %.

Incubar células en medio que contiene niveles bajo de suero (por ejemplo, hasta el 5 %). Como alternativa o
adicionalmente, usar niveles de suero altos (>10 %).

De acuerdo con una realizacion de la presente invencidn, las células se incuban en medio de suero bajo antes de
incubarse en medio de suero alto.

Como alternativa, las células se incuban en medio de suero bajo después de incubarse en medio de suero alto.
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De acuerdo con una realizacion, (a) se lleva a cabo incubacién en medio que comprende suero 0,5-5 % antes de
incubacién en medio de suero alto (>10 % de suero) y (b) se lleva a cabo incubacion en medio sin suero (i) antes de
la incubacién en el medio de suero 0,5 %-5 %, (ii) entre la incubacion en el medio que comprende suero 0,5-5% vy la
incubacién en el medio de suero alto y/o (iii) después de la incubacion en el medio de suero alto.

Como alternativa, (a) se lleva a cabo incubacién en medio que comprende suero 0,5-5 % después de incubacion en
el medio con suero alto (>10 % de suero) y (b) se lleva a cabo incubacion en medio sin suero (i) después de la
incubacién en el medio de suero 0,5 %-5 %, (ii) entre la incubacion en el medio de suero alto y la incubacién en el
medio que comprende suero 0,5-5 % y/o (iii) antes de la incubacion en el medio de suero alto.

En una realizacion, se llevan a cabo técnicas descritas en el presente documento con respecto a medio de suero
bajo usando medio sin suero.

Pueden obtenerse expansion y diferenciacion aumentada de células por exposicion del cultivo celular a hipoxia y/o
hipercapnia (H/H) durante 2-12 horas, 12-24 horas, 24-36 horas o 36-48 horas. Esto se realiza una 0 méas veces en
puntos diferentes durante el cultivo celular (Véase posteriormente para un protocolo de hipoxia aplicado a una
muestra).

En el contexto de la presente solicitud de patente y en las reivindicaciones, el término hipercapnia se refiere a una
concentracion de CO2 que es mayor del 5 %.

Después de los tres primeros dias de cultivo, las células se cultivan en un medio que contiene altos niveles de suero
(por ejemplo, >10 %).

Se realizan examenes de morfologia del cultivo.

Se realiza un recambio del medio cada 2-3 dias.

Por ejemplo, cuando las células se cultivan en matraces T-75:
1. Recoger células en tubos de 50 ml.
2. Llenar cada matraz con 5 ml de medio fresco.
3. Centrifugar los tubos durante 10 minutos a 450 g, a temperatura ambiente, descartar el sobrenadante.
4. Mezclar suavemente el sedimento celular y resuspender las células en 5 ml de medio fresco por matraz.
5. Devolver 5 ml de la suspensién celular a cada matraz.

6. Tomar muestras de células para separacion de células activadas por fluorescencia (FACS) y/o analisis
inmunohistolégico cada pocos dias (por ejemplo, los dias 6, 9, 13, 16, 20, 24 y 30).

7. Seguir y registrar la morfologia del cultivo siempre que se trate el cultivo.

8. Tomar muestras del medio de cultivo de placas de crecimiento para ensayos de esterilidad al comienzo y
final del procedimiento y cada 10 dias durante el periodo de cultivo.

9. Recoger todas las células cultivadas (Véase seccion posterior, “Recogida de células para tincion FACS”).

Hipoxia y/o hipercapnia aplicada

Para algunas aplicaciones, puede obtenerse un aumento de la expansion y diferenciacién de células por exposicion
del cultivo celular, durante 2-48 horas, a condiciones hipéxicas (por ejemplo, el 1-5 % o el 5-15 % de oxigeno) y/o a
condiciones hipercapnicas (por ejemplo, el 6-10 % de CO,). Esto se realiza normalmente una o mas veces, en
diferentes puntos durante el cultivo celular.

Por ejemplo:

El primer dia de cultivo, incubar matraces T-75 en un incubador controlado para oxigeno. Establecer la presion de
oxigeno al 5 % y/o establecer la concentraciéon de CO, a mas del 5 % (por ejemplo, 6 % - 8 % u 8 % - 10 %) y
mantenerla a este nivel durante 6 horas. Retirar los matraces del incubador y examinar el cultivo. Tomar una
muestra de las células y ensayar la viabilidad por procedimiento de exclusién de azul de Tripano. Establecer la
presién de oxigeno del incubador al 21 % y/o establecer la concentracion de CO; al 5 %. Reinsertar los matraces en
el incubador y continuar la incubacion durante el resto del periodo. Este procedimiento puede repetirse, por ejemplo,
una vez a la semana durante el periodo de cultivo y/o en un periodo de 24, 48 0 72 horas antes de la finalizacion del
cultivo.

En una realizacion, las células se cultivan en condiciones hipercapnicas antes de cultivarse en un ambiente de
menos o igual al 5 % de CO,. Como alternativa o adicionalmente, las células se cultivan en condiciones
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hipercépnicas después de cultivarse en un ambiente de menos del o igual al 5 % de CO,.

Volver a sembrar células adherentes, separadas y/o flotantes

Por ejemplo:

Para algunas aplicaciones, puede conseguirse un aumento de la expansion y diferenciacion de células volviendo a
sembrar células recogidas en nuevas placas prerrevestidas en medio de cultivo.

El tercer o cuarto dia de cultivo, recoger todas las células cultivadas (Véase seccidn posterior, “Recogida de células
para tincion de FACS"). Centrifugar los tubos durante 10 minutos a 450 g, a temperatura ambiente. Descartar el
sobrenadante. Después, mezclar suavemente el sedimento y resuspender las células en 10 ml de medio fresco por
matraz. Finalmente, sembrar células suspendidas en nuevos matraces T-75 prerrevestidos. Continuar cultivando las
células y realizar todas las demas actividades (por ejemplo, recambio de medio, inspeccion visual y/o citometria de
flujo), segun sea apropiado, como se describe en el presente documento.

Este procedimiento puede realizarse semanalmente durante el periodo de cultivo y/o en un periodo de 24, 48 o0 72
horas antes de la finalizacién del cultivo.

Conservacion Celular

Las células pueden mantenerse en un medio de conservacién o congeladas en tampén de congelaciéon hasta su
uso, por ejemplo, implantacién en el paciente.

Recogida de células paratincién de FACS

Recoger células en tubos de 50 ml.

Lavar cuidadosamente la superficie del matraz pipeteando con PBS frio, para separar células adherentes.
Recoger las células adherentes lavadas en tubos de 50 ml.

Afiadir 5 ml de PBS frio.

Separar las células adherentes restantes usando movimientos circulares suaves con un raspador de células.
Recoger las células separadas y afiadirlas al tubo.

Segun sea apropiado, afiadir 5 ml de EDTA e incubar a 37 °C durante 5 minutos. Recoger las células separadas y
afiadirlas al tubo.

Centrifugar el tubo durante 5 minutos a 450 g, a temperatura ambiente. Resuspender el sedimento en 2-5 ml de
PBS.

Contar las células y registrar los resultados del conteo.

Resumir los numeros de células finales y rendimientos/nimero de células sembradas para cada dia de
funcionamiento.

Dividir volimenes iguales de células para FACS.

Tincién de FACS

Lavar las células con PBS.

Centrifugar los tubos durante 5 minutos a 450 g, 4-8 °C.

Descartar totalmente el sobrenadante vertiendo el tampon y absorbiendo el resto en el tejido.
Mezclar suavemente el sedimento celular.

Afiadir reactivo de tincion (de acuerdo con la tabla de tincion) y mezclar el sedimento de células.
Incubar los tubos durante 15-30 minutos en agua helada en la oscuridad.

Lavar las células con PBS.

Centrifugar los tubos durante 5 minutos a 450 g, 4-8 °C.

Descartar totalmente el sobrenadante vertiendo el tampon y absorbiendo el resto en el tejido.
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Mezclar suavemente el sedimento celular.

Afadir 0,5 ml de PBS por tubo (0 menos, si el tubo contiene menos de 1x10° células).

Si los agregados son visibles, transferir la suspensién celular a través de una malla de 200 um.
Leer los resultados de la tincién usando una maquina de FACS.

Resumir y registrar los resultados de FACS.

Ensayo de formacién de colonias

1. Recoger las células cultivadas (Véase seccion, “Recogida de células para tincion de FACS”).

2. Suspender 100x10° células en 0,7 ml de medio enriquecido que contiene SCF 50 ng/ml, EPO 2 Ul/ml, IL-3 5
ng/ml y complemento de crecimiento de células endoteliales-BTI 25 mg/ml (ECGS) en M199.

3. A un tubo de fondo redondo afiadir los siguientes ingredientes y mezclar suavemente;
3.1. Metilcelulosa 2 % - 1,4 ml
3.2.FCS-0,9ml
3.3. Suspensién celular 0,7 ml

4. Sembrar cada mezcla de 3 ml en dos placas de Petri de 35 mm (1,5 ml en cada una).

5. Colocar ambas placas de Petri de 35 mm en una placa de Petri de 100 mm que contiene otra placa de Petri
de 35 mm precargada con ddH20.

6. Incubar en 37 °C, CO, 5 %, humedad del 97 %.
7. Puntuar las colonias después de 10-14 dias, usando un microscopio invertido.

Ensayo de formacién de tubo

1. Descongelar ECMatrix a 4 °C durante la noche.

2. Afadir 100 microlitros de tampén diluyente 10X a 900 microlitros de solucion de ECMatrix en un tubo de
microcentrifuga esteéril.

3. Mezclar suavemente; no pipetear aire en la solucion. Mantener la solucién en hielo para evitar la
solidificacion.

4. Transferir 40 microlitros de solucion de ECMatrix tamponada a cada pocillo de una placa de cultivo tisular de
96 pocillos que se ha preenfriado a 4 °C durante la noche.

5. Incubar a 37 °C durante al menos 1 hora para permitir que la solucién de matriz se solidifique.
6. Recoger las células cultivadas (Véase seccion, “Recogida de células para tincion de FACS").

7. Suspender las células a 0,15x10%ml en medio enriquecido que contiene suero Humano 10 %, complemento
de crecimiento de células Endoteliales-BTI (ECGS) 25 microgramos/ml y heparina 5 Ul/ml en M199.

8. Pipetear 150 microlitros de suspension celular por pocillo en la superficie de la ECMatrix polimerizada.
9. Incubar durante la noche a 37 °C, CO, 5 %, 97 % de humedad.
10. Inspeccionar la formacién de tubos en un microscopio de luz invertida a 40X-200X aumentos.

Especificaciones Celulares

Si las células van a trasplantarse a un ser humano, entonces deberian cumplirse normalmente las siguientes
condiciones:

(I) Las células deberian estar generalmente libres de cualquier contaminacion bacteriana o viral.

(Il) Las células deberian caracterizarse morfolégicamente como (a) mayores en tamafo que los linfocitos y/o
(b) alargadas, en forma de huso o de forma irregular y/o (c) granuladas o nucleadas oscuras y/o (d) con
estructuras de tipo flagelos o pseudépodos y/o (e) con forma de tipo fibroblasto o poligonal.

(1) La suspensioén celular final generalmente deberia contener al menos 1x10° células que expresan uno o
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més de los marcadores: CD31, CD34, CD133, CD34+CD133, KDR, CD34+KDR, CD144, factor de von
Willebrand, SH2 (CD105), SH3, fibronectina, colageno (tipos I, Il y IV), ICAM (tipo 1 o 2), VCAM1, Vimentina,
BMP-R IA, BMP-RII, CD44, integrina b1, actina aSM, MUC18 y/o ser positiva para la reaccion enzimatica Dil-
Ac-LDL.

Resultados obtenidos de acuerdo con realizaciones de la presente invencion

Ejemplo 1. Se llevé a cabo un aislamiento de dos pases de CPE en siete experimentos independientes usando Ficoll
(primer pase) y OptiPrep (segundo pase), como se ha descrito anteriormente. Los resultados en la Tabla 1 muestran
el enriquecimiento del porcentaje de células CD34+ en las células de segundo pase. El enriquecimiento se define
como el porcentaje de células CD34+ después del segundo pase dividido por el porcentaje de células CD34+
después del primer pase usando OptiPrep.

Tabla 1. Enriquecimiento de % de CD34 en las células de Segundo Pase

Namero de % de células CD34+ Factor de
experimento Primer Pase | Segundo Pase Enriquecimiento
1 0,2 0,49 2,5
2 <0,2 0,34 >1,7
3 <0,2 0,69 >3,5
4 <0,2 0,65 >3,3
5 <0,2 0,58 >2.9

6 <0,2 <0,2 -
7 <0,2 0,46 >2.3

Ejemplo 1. En un conjunto de experimentos separados, se evalué la capacidad de CPE enriquecidas de primer pase
para generar tubos usando un ensayo de formacion de tubos después de crecimiento in vitro en matraces T-75
revestidos con Fibronectina en presencia de medio que contenia niveles altos de suero (>10 % de suero autélogo o
suero no autélogo), VEGF 1, 2, 10 o 20 ng/ml y Heparina 5-25 Ul/ml. Se presentan imagenes de formacién de tubo
tipicas en la Figura 1. En estos experimentos realizados con sangre humana, usando el protocolo descrito
anteriormente en el presente documento, se tomaron imagenes usando un microscopio invertido (Nikon ECLIPSE
TS100) usando amplificaciones de x4 y x20.

La Figura 1 muestra el ensayo de formacion de tubos de enriquecimiento de CPE de primer pase en cultivo.

Ejemplo 2. En un conjunto de experimentos separados, se evalud el enriquecimiento de CPE de células de segundo
pase después de crecimiento in vitro en matraces T-75 revestidos con Fibronectina en presencia de medio que
contenia suero autdlogo, VEGF, b-FGF, IGF y Heparina. Se resumen los resultados de porcentaje de tincion de
citometria de flujo de veinte experimentos independientes en la Tabla para el ejemplo 2. En estos experimentos
realizados con sangre humana, usando el protocolo descrito anteriormente en el presente documento, los resultados
de tincién de FACS de células cultivadas en medios que contenian altos niveles de suero (>10 %) y VEGF 1, 2, 10 0
20 ng/ml produjeron los siguientes cambios en los niveles de tincion del dia 0 al dia 13:

Tabla para el ejemplo 2. Enriquecimiento de CPE de segundo pase después de trece dias de cultivo

Marcador % de células tefiidas el dia 0 % de células tefiidas el dia 13
CD45 85 % - 98 % 7,0% - 39,0 %
CD34 Indetectable (<1 %) hasta 17,7 %
CD133 Indetectable (<1 %) hasta 6,5 %
KDR Indetectable (<0,5 %) hasta 7.3 %

Ejemplo 3. En un conjunto de experimentos separados, se evalué el enriquecimiento de CPE de células de primer
pase después de crecimiento in vitro en matraces T-75 revestidos con Fibronectina en presencia de medio que
contenia suero autdlogo, VEGF y Heparina. Los resultados de porcentaje de tincion de citometria de flujo de
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experimentos independientes se resumen en la Tabla para el ejemplo 3. Estos experimentos se realizaron con
sangre humana, usando el protocolo descrito anteriormente en el presente documento. Antes de la incubacion las
células mostraban menos del 1 % de CD34. Se resumen los resultados de tincién de FACS de células cultivadas en
medios que contenian suero autélogo 5-20 % (normalmente 10 %); VEGF 1, 2, 10 o 20 ng/ml y Heparina 5-25 Ul/ml.
Se analizaron los siguientes marcadores de superficie: CD45 (un marcador panlinfocitico), los marcadores de células
madre/progenitoras CD34 y CD117 y los marcadores de células endoteliales/CPE CD133, KDR (VEGF-R), CD144 y
Dil-Ac-LDL.

Tabla para el ejemplo 3. Caracterizacion de CPE de primer pase cultivadas en matraces prerrevestidos con
Fibronectina en presencia de VEGF

Marcador Media (%) Error tipico N
CD45 89,36 0,85 83
CD34 11,62 1,11 87
CD117 7,01 1,09 45
CD133 2,85 0,46 41
KDR 1,79 0,38 85
CD144 10,33 1,50 3
DIL-Ac-LDL 7,97 0,42 3

Ejemplo 4. En un conjunto de experimentos separados, se evalud el enriquecimiento de CPE de células de primer
pase después de crecimiento in vitro en Matraces T-75 revestidos con plasma aut6logo en presencia de medio que
contenia suero autdlogo, VEFG y Heparina. Los resultados de porcentaje de tincion de citometria de flujo de 17
experimentos independientes se resumen en la Tabla para el ejemplo 4. Estos experimentos se realizaron con
sangre humana, usando el protocolo descrito anteriormente en el presente documento. Antes de la incubacion las
células mostraban menos del 1 % de CD34. Se resumen los resultados de tincién de FACS de células cultivadas en
medios que contenian suero autélogo 5-20 % (normalmente 10 %), VEGF 1, 2, 10 o 20 ng/ml y Heparina 5-25 Ul/ml.
Se analizaron los siguientes marcadores de superficie: CD45 (un marcador panlinfocitico), los marcadores de células
madre/progenitoras CD34 y CD117 y los marcadores de células endoteliales/CPE CD133 y KDR (VEGF-R).

Tabla para el ejemplo 4. Caracterizacién de CPE de primer pase cultivadas en matraces revestidos con

plasma
Marcador Media ET
CD45 89,46 1,75
CD34 6,94 1,29
CD117 4,25 0,72
CD133 2,03 0,57
KDR 1,31 0,39

Ejemplo 5. En un conjunto de experimentos separados, se evalué el enriquecimiento de CPE de células de primer
pase después de crecimiento in vitro en Matraces T-75 revestidos con plasma aut6logo en presencia de medio que
contenia suero autélogo, VEFG, progesterona y Heparina. Los resultados de porcentaje de tincidon de citometria de
flujo de 3 experimentos independientes se resumen en la Tabla para el ejemplo 5. Estos experimentos se realizaron
con sangre humana, usando el protocolo descrito anteriormente en el presente documento. Antes de la incubacién
las células mostraban menos del 1 % de CD34. Se resumen los resultados de tincion de FACS de células cultivadas
en medio que contenia suero autélogo 5-20 % (normalmente 10 %), VEGF 1, 2, 10 o 20 ng/ml, progesterona 0,02-2
microgramos/ml y Heparina 5-25 Ul/ml. Se analizaron los siguientes marcadores de superficie: CD45 (un marcador
panlinfocitico), los marcadores de células progenitoras/madre CD34 y CD117 y los marcadores de células
endoteliales/CPE CD133 y KDR (VEGF-R).
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Marcador Media ET
CD45 94,82 2,31
CD34 21,22 3,47
CD117 5,54 2,08
CD133 5,72 0,47
KDR 1,05 0,12

Ejemplo 6. En un conjunto de experimentos separados, se evalué el enriquecimiento de CPE de células de primer
pase después de crecimiento in vitro en Matraces T-75 revestidos con plasma autélogo en presencia de medio que
contenia suero aut6logo, VEFG, 17-beta-estradiol y Heparina. Los resultados de porcentaje de tincion de citometria
de flujo de 3 experimentos independientes se resumen en la Tabla para el ejemplo 6. Estos fueron experimentos
realizados con sangre humana, usando el protocolo descrito anteriormente en el presente documento. Antes de la
incubacion las células mostraban menos del 1 % de CD34. Se resumen los resultados de tincion de FACS de células
cultivadas en medio que contenia suero autélogo 5-20 % (normalmente 10 %), VEGF 1, 2, 10 o 20 ng/ml, 17-B-
estradiol 0,002-2 microgramos/ml y Heparina 5-25 Ul/ml. Se analizaron los siguientes marcadores de superficie:
CD45 (un marcador panlinfocitico), los marcadores de células progenitoras/madre CD34 y CD117 y los marcadores
de células endoteliales/CPE CD133 y KDR (VEGF-R).

Tabla para el ejemplo 6. Caracterizacién de CPE de primer pase cultivadas en matraces prerrevestidos con
plasma en presencia de 17-B-estradiol

Marcador media ET
CD45 96,14 0,38
CD34 4,12 0,05
CD117 1,41 0,27
CD133 1,77 0,88
KDR 0,28 0,20

Ejemplo 7. En un conjunto de experimentos separados, se evalud el enriquecimiento de CPE de células de primer
pase después de crecimiento in vitro en Matraces T-75 revestidos con plasma y anticuerpos anti-CD34 en presencia
de medio que contenia suero autélogo, VEFG y Heparina. Los resultados de porcentaje de tincion de citometria de
flujo de 2 experimentos independientes se presentan en la Tabla para el ejemplo 7. Estos fueron experimentos
realizados con sangre humana, usando el protocolo descrito anteriormente en el presente documento. Antes de la
incubacién las células mostraban menos del 1 % de CD34. Se presentan los resultados de tincion de FACS de
células cultivadas en medio que contenia FACS en células cultivadas en matraces T-75 revestidos con 5 ml de
plasma autélogo y CD34 antihumano 0,5-10 microgramos/ml en medio que contenia suero autélogo 5-20 %
(normalmente 10 %), VEGF 1, 2, 10 o 20 ng/ml y Heparina 5-25 Ul/ml. Se analizaron los siguientes marcadores de
superficie: CD45 (un marcador panlinfocitico), los marcadores de células progenitoras/madre CD34 y CD117 y los
marcadores de células endoteliales/CPE CD133 y KDR (VEGF-R).

Tabla para el ejemplo 7. Caracterizacion de CPE de primer pase cultivadas en matraces revestidos con anti-CD34 y
plasma

Marcador Exp. N° 1 Exp. N° 2
CD45 85,34 97,10
CD34 1,96 1,50
CD117 0,64 0,83
CD133 0,57 3,88
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Marcador Exp. N° 1 Exp. N° 2

KDR 0,24 0,54

Ejemplo 8. En un conjunto de experimentos separados, se evalué el enriquecimiento de CPE de células de primer
pase después de crecimiento in vitro en Matraces T-75 revestidos con Fibronectina en presencia de medio que
contenia suero autélogo, VEFG y Heparina en un ambiente humidificado con alto % de CO,. Los resultados de
porcentaje de tincion de citometria de flujo de 3 experimentos independientes se resumen en la Tabla para el
ejemplo 8. Estos experimentos se realizaron con sangre humana, usando el protocolo descrito anteriormente en el
presente documento. Antes de la incubacién las células mostraban menos de 1 % de CD34. Se presentan suero
autdlogo 5-20 % (normalmente 10 %), VEGF 1, 2, 10 o 20 ng/ml, 17-B-estradiol 0,002-2 microgramos/ml y Heparina
5-25 Ul/ml que se incubaron a 37 °C, CO; 6,5 - 125 % y 97 % de humedad. Se analizaron los siguientes
marcadores de superficie: CD45 (un marcador panlinfocitico), el marcador de células progenitoras/madre CD34 y el
marcador de células endoteliales/CPE CD133.

Tabla para el ejemplo 8. Caracterizacién de CPE de primer pase cultivadas en un ambiente himedo que
contiene condiciones hipercapnicas

Marcador Media ET

CD45 90,47 4,53
CD34 23,77 17,93
CD133 4,48 2,10

La pérdida parcial o completa del riego sanguineo a tejidos corporales (isquemia) es un mecanismo habitual en
muchas enfermedades como una causa 0 como una etapa intermedia responsable del resultado de la enfermedad.
Este déficit en abastecimiento conduce a que el tejido afectado se vuelva progresivamente incapaz de realizar sus
funciones, al comienzo de procesos patoldgicos resultantes de la privacién de nutrientes, principalmente oxigeno,
asi como acumulaciéon de metabolitos, tales como CO,. Si estos procesos son graves, con el tiempo conducen a
muerte celular y tisular.

La induccion de la formacion de nuevos vasos sanguineos para aumentar o reemplazar el riego sanguineo
deteriorado conduce a la restauracién de la funcion del tejido u 6rgano afectado y prevencién de la muerte de las
células afectadas. El principio de restaurar el riego sanguineo a un érgano empobrecido lo practican cardiélogos (por
ejemplo, en la cirugia de injerto de vaso coronario y angioplastia de globo) para restaurar el funcionamiento del
corazon y evitar deterioro adicional.

Este enfoque invasivo es generalmente posible solamente cuando se ocluyen vasos de tamafio medio y grande. Sin
embargo, en muchas enfermedades asociadas con una reduccion de vascularizacion, la oclusién se produce en
vasos pequefios no susceptibles de este tipo de intervencion.

En una realizacion de la presente invencion, se aportan CPE a un drgano o tejido privado de sangre para aumentar
o reemplazar la vascularizacion defectuosa creando nuevos vasos sanguineos en el 6rgano empobrecido usando
células progenitoras/madre endoteliales autélogas o no autdlogas inyectadas directamente en el tejido isquémico o
en vasos sanguineos permeables en la proximidad del tejido isquémico. Una creacién exitosa de una vasculatura tal
generalmente restaura la funcidn, evita deterioro adicional, detiene la formacion de procesos patologicos
secundarios a la privacion de riego sanguineo, y/o evita la muerte de células en el 6rgano afectado. Ademas, en
algunos casos, la formacién de vasos sanguineos controlada en ciertas regiones del 6rgano reduce la
vascularizacion patoldgica de otras regiones dentro del 6rgano que puede reducir la funcién del 6rgano.

En una realizacion de la presente invencion, proporcionar CPE a un érgano o tejido trata una o mas de las siguientes
afecciones relacionadas con isquemia. La mejora resultante del riego sanguineo deteriorado generalmente cura
parcial o completamente la enfermedad o conduce al cese o ralentizacion de la progresion de la afeccion.

. Glaucoma. Esta enfermedad consiste en muerte progresiva de fibras del nervio 6ptico asociadas con isquemia
de la cabeza del nervio éptico. Un tratamiento que conduce a la restauracion de la vasculatura de la cabeza del
nervio Optico generalmente detiene el proceso de enfermedad y restaura algunas de las funciones del nervio
Optico (al menos en las fibras del nervio éptico cuyos cuerpos celulares ain no han muerto, a pesar de que sus
axones estén afectados en la cabeza del nervio). En una realizacion de la presente invencién, inyectar CPE en
la cabeza del nervio 6ptico y/o en sus cercanias generalmente efectia la inducciéon de vasculatura deseada.
(Véase el articulo anteriormente mencionado de Flammera J y col.)

. Degeneracién macular relacionada con la edad. Esta enfermedad esta asociada con alteraciones circulatorias
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en la coroides, el tejido vascular sanguineo que aporta a las capas exteriores de la retina sus requisitos
metabolicos. Estas alteraciones deterioran la retina, conduciendo a su muerte progresiva con reduccion
posterior de las funciones visuales. En una realizacion de la presente invencién, inyectar CPE en la coroides
generalmente detiene el proceso de enfermedad y evita la ceguera. (Véase el articulo anteriormente
mencionado de Zarbin MA).

. Retinopatia diabética. Esta enfermedad es una enfermedad de vasos pequefios que conduce a isquemia local
en la retina y por lo tanto edema que perjudica la vision. Aunque se produce neovascularizacion, esta sucede
como resultado de isquemia y se produce en la region mas importante para la vision precisa, la macula,
perjudicando de este modo la vision. En una realizacion de la presente invencion, la induccion controlada de
crecimiento de vasos sanguineos por administracion de CPE a regiones adyacentes a, pero no en, la macula
reduce o elimina el crecimiento vascular y la formacion de edema en el area macular. Esta induccién controlada
inducida por CPE de crecimiento de vasos sanguineos normalmente proporciona suficiente sangre a la retina
para obviar la necesidad de la retina de vascularizar el area macular (véase el articulo anteriormente
mencionado de Frank RN y el articulo anteriormente mencionado de Singleton JR y col.).

. Nefropatia diabética. Esta enfermedad implica bloqueo aterosclerético de los vasos sanguineos del rifion y
destruccion de las estructuras filtradoras de sangre de los rifiones y por lo tanto insuficiencia renal, que
necesita didlisis. En una realizacién de la presente invencion, la induccién de vasos de reemplazo inyectando
CPE en los rifiones detiene el proceso. (Véase el articulo anteriormente mencionado de Bahlmann FH y col.
(2004)).

. Ausencia de union de huesos. Este suceso después de traumatismo y cirugia habitualmente resulta de riego
sanguineo insuficiente en el area de incision quirtrgica/fractura del hueso afectado. En una realizacién de la
presente invencion, la aplicacion local de CPE al area de incision quirlrgica/fractura del hueso afectado
restaura la vascularizacion y permite la curacion de la lesién.

. Ulceras cutaneas cronicas. Estas lesiones son un resultado del deterioro del riego sanguineo al area relevante
de la piel. En una realizacion de la presente invencion, la aplicacion local de CPE a Ulceras cutaneas crénicas
restaura el riego sanguineo y generalmente conduce a la curacion de la herida.

. Demencia vascular, post apoplejia. Esta afeccion resulta del cierre irreversible progresivo de los vasos
sanguineos en el cerebro. En una realizacion de la presente invencion, aportar al cerebro CPE restaura al
menos una parte de la circulacidon deteriorada y por lo tanto restaura la funcion cerebral y/o ralentiza el
deterioro de la funcion cerebral.

. Vasculopatia diabética. Esta oclusion progresiva de vasos pequefios en las extremidades es una causa
habitual de amputaciones quirdrgicas. En una realizacion de la presente invencion, tales amputaciones se
evitan restaurando la circulacion en los miembros afectados por la inyeccion local de CPE.

Como todos los trasplantes, los injertos de piel dependen del riego sanguineo para su supervivencia (véase, por
ejemplo, el libro anteriormente mencionado editado por Greenfield, y el articulo anteriormente mencionado de
Kouwenhoven EA y col.). Tanto los injertos libres como pliegues cutaneos pueden fracasar debido a vascularizacion
inadecuada. Los injertos libres requieren vascularizacion adecuada en el lecho y los pliegues requieren la
continuacion de su propio riego sanguineo hasta que puedan establecerse anastomosis locales (véase, por ejemplo,
los articulos anteriormente mencionados de Browne EZ y col., Chen y col. y Beatrice y col.). Esto es cierto también
para trasplantes hechos de piel artificial (véase, por ejemplo, el articulo anteriormente mencionado de Ferretti y col.).
En estos casos, la buena vascularizacién es una precondicion para la reinervacion optima del injerto.

La vascularizacién se induce por siembra de injertos cutaneos con CPE. Dicha vascularizacién inducida por CPE
generalmente aumenta la probabilidad de supervivencia del injerto cutaneo. Para algunas aplicaciones, esta técnica
de siembra de CPE se usa en combinacion con técnicas para trasplante de células endoteliales descritas en el
articulo anteriormente mencionado de Schechner y col., cambiando lo que deba cambiarse.

La vascularizacion se induce por siembra de un sitio de unién con CPE durante la reimplantacién de una extremidad
amputada. Tal siembra de CPE generalmente ayuda a restaurar la microcirculacion a la extremidad reimplantada.

Debe observarse que las indicaciones descritas en el presente documento anteriormente solo son ejemplos de los
usos terapéuticos de CPE. Otras afecciones en las que la circulacion sanguinea estd deteriorada se tratan por
aplicacion apropiada de CPE a localizaciones que tienen insuficientes vasos sanguineos o no tienen ninguno.

También se observa que las técnicas descritas en el presente documento con respecto a aumentar las poblaciones
de células madre antes de su administracion a pacientes cardiacos también pueden adaptarse para su uso con
pacientes que tengan cualquiera de las afecciones descritas anteriormente en el presente documento.

La seguridad y eficacia de las CPE enriquecidas de células de primer pase se evaluaron en un estudio clinico en
curso. Estos experimentos se realizaron con sangre autéloga de pacientes, usando el protocolo descrito
anteriormente en el presente documento.

35



10

15

20

25

30

35

ES 2366 701 T3

Se han admitido dieciséis pacientes con terapia farmacolégica maxima que padecen angina de pecho grave en el
ensayo clinico que se inici6 por TheraVitae y se realizé de acuerdo con una realizacion de la presente invencion. Los
pacientes se siguieron durante hasta 6 meses, como se realiza normalmente en ensayos clinicos cardiovasculares.
Cada paciente constituye su propio control, comparandose la condicién postratamiento al estado pretratamiento.
Algunos de los resultados de los primeros diez pacientes que se han seguido durante al menos tres meses se
presentan a continuacion. Deberia enfatizarse que los resultados presentados en el presente documento no son
completos y se realizara un analisis exhaustivo de los datos al final del ensayo clinico.

Seguridad - El tratamiento muestra un perfil de seguridad alto. Un namero limitado de pacientes desarrollo
acontecimientos adversos menores que se definieron como posiblemente relacionados con la terapia (tasa de
sedimentacion de eritrocitos elevada, dolor del pecho durante la angiografia). Estos hallazgos desaparecieron
después de un corto periodo sin afectar a la condicidn clinica del paciente.

Eficacia (véase tablas 1, 2 y 3) - La condicién clinica general de todos los pacientes mejord, como se muestra por la
mejora en la Escala de Calificacion para Angina de Pecho de la Sociedad Cardiovascular Canadiense (CCS),
mostrando mejor capacidad para ejercitarse. Todos los pacientes mejoraron su capacidad de caminar sin sintomas
cardiacos. Este hallazgo también estd apoyado por el aumento en carga de trabajo estimada, una evaluacion
objetiva de la capacidad de ejercicio realizada por exploracion sestamibi. Ambos resultados muestran alta
significacion estadistica.

Tabla I: Mejora clinica de pacientes segun se demuestra por la Escala de Calificacién para Angina de Pecho de la
Sociedad Cardiovascular Canadiense (CCS).

Valor medio antes del Valor medio después del Porcentaje medio de mejora|
tratamiento tratamiento
Puntuacién de CCS 1,92 1,00 52 %
P valor 0,0029

Tabla Il: Mejora clinica de los pacientes a los 3 meses, segun se demostré por ensayo de paseo de 6 minutos

Valores Absolutos Porcentaje
Numero total de pacientes que 10 100 %
mejoraron
Mejora - media (metros) 84 25 %
P valor 0,0003

Tabla lll: Mejora de los pacientes a los 3 meses, segiin se demostro por la carga de trabajo estimada (MET)

Valores Absolutos Porcentaje
Numero de pacientes que 7 78 %
mejoraron
Mejora — media 1,42 20 %
P valor 0,02

En una realizacion, las CPE producidas por cualquiera de las técnicas indicadas en cualquiera de las
reivindicaciones a continuacion en el presente documento se administran a un ser humano o animal.

En una realizaciéon, las CPE producidas por cualquiera de las técnicas indicadas en cualquiera de las
reivindicaciones a continuacion en el presente documento se usan en el tratamiento de un trastorno cardiaco y/o de
los vasos, para trata el envejecimiento, para tratar un trastorno sistémico o para tratar un trastorno multisistema.

Para algunas aplicaciones, las técnicas descritas en el presente documento se aplican a tejido animal.

Las personas expertas en la materia se daran cuenta que la presente invenciéon no esta limitada a lo que se ha
mostrado y descrito de modo particular anteriormente en el presente documento. En su lugar, el alcance de la
presente invencion incluye tanto combinaciones como subcombinaciones de las diversas caracteristicas descritas
anteriormente en el presente documento, asi como variaciones y modificaciones de las mismas que no estan en la
técnica anterior, que realizarian personas expertas en la materia tras la lectura de la descripcién anterior.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para su uso con sangre extraida, que comprende:

aplicar sangre a un primer gradiente adecuado para seleccionar células de primer pase que tienen una
densidad menor de 1,077 g/ml;

aplicar las células del primer pase a un segundo gradiente adecuado para seleccionar células de segundo pase
gue tienen una densidad entre 1,055y 1,074 g/ml;

aumentar el nimero de células que tienen una densidad entre 1,055 y 1,074 g/ml cultivando las células de
segundo pase durante un periodo que dura entre 1 y 30 dias en un medio de cultivo que comprende uno 0 mas
agentes seleccionados del grupo que consiste en: suero autdlogo, VEGF, b-FGF, IGF y heparina; para
proporcionar una poblacién de células cultivadas enriquecida en células progenitoras hematopoyéticas y en
particular en células progenitoras endoteliales (CPE).

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente identificar las CPE en la
poblacién de células cultivadas.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que las células de segundo pase se cultivan durante un
periodo que dura entre 3 y 30 dias.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el primer gradiente comprende una solucién que
incluye un copolimero de sacarosa y epiclorohidrina.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el segundo gradiente comprende una solucién
acuosa de iodixanol.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el segundo gradiente comprende una solucion de
densidad gradual que incluye coloides de silice revestidos de polivinilpirrolidona.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el primer gradiente comprende un gradiente de tipo
Ficoll.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el segundo gradiente comprende un gradiente de
tipo Percoll.
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