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DESCRIPCION
Poblacioén de células madre obtenidas de rifién, identificacion y uso terapéutico
Campo de la invencion
[0001] La presente invencion se refiere al campo de células madre y su uso.
Estado de la técnica

[0002] Se conoce bien que muchos drganos adultos contienen células madre pluripotenciales implicadas en el
mantenimiento de integridad de tejido y en procesos de reparacion.

[0003] La disponibilidad de células madre de rifion capaces de regenerar tejido renal después del dafio es muy
importante para la perspectiva de prevencion y terapia de cualquier tipo de dafio renal. De hecho, las enfermedades
de rifion agudas y crénicas representan una emergencia de salud publica debido a su pertinencia epidemiolégica y a
sus elevados costes implicados en tratamientos sustitutivos, tales como didlisis y trasplante.

Sumario de la invenciéon

[0004] La invencion hace disponibles células madre de rifién capaces de co-expresar marcadores CD 133 y CD 24
en su superficie

Breve descripcion de las figuras

[0005]
La Figura 1 muestra la co-expresion de marcadores de células madre CD24 y CD133 e identifica una
subpoblacién celular en la capsula de Bowman de rifiones adultos humanos.
La Figura 2 se refiere al aislamiento y caracterizacion de células CD24+ CD133+.
La Figura 3 muestra la capacidad proliferativa de células CD24+ CD133+ en comparacion con células
CD24- CD133-.
La Figura 4 muestra la diferenciacion de clones obtenidos a partir de células CD24+ CD133+ obtenidas a
partir de la capsula de Bowman con células epiteliales tubulares.
La Figura 5 muestra la diferenciacion de clones obtenidos a partir de células CD24+ CD133+ obtenidas a
partir de la capsula de Bowman con osteoblastos y adipocitos.
La Figura 6 muestra la adquisicion de propiedades fenotipicas funcionales neuronales por clones obtenidos
a partir de células CD24+ CD133+ obtenidas a partir de la capsula de Bowman.
La Figura 7 muestra células CD24+ CD133+ de rifion humano implantadas en rifiones de ratones SCID que
sufren de insuficiencia renal aguda (ARF) y la generacion de diferentes tipos de células tubulares.
La Figura 8 muestra que las células CD24+ CD133+ protegen a ratones tratados con glicerol del deterioro
de estructura y funcién de rifién.

Descripcion detallada de la invencién

[0006] La presente invencion permiten superar el problema mencionado anteriormente haciendo disponibles células
madre de rifién pluripotenciales.

[0007] De hecho, se ha observado de forma sorprendente que las células renales capaces de co-expresar los
marcadores CD133 y CD24 (CD24+ CD133+) en su superficie poseen capacidad de célula madre.

Identificacion y aislamiento de células madre de rifion

[0008] Veinte rifiones humanos normales se han examinado mediante microscopia confocal usando anticuerpos
monoclonales anti-CD24 y anti-CD133. CD24, un marcador de la poblacion de células progenitoras embrionarias de
rifidn, se observo que se expresaba selectivamente en células del epitelio parietal en la capsula de Bowman y en
una subpoblacion de células epiteliales tubulares. El anticuerpo monoclonal anti-CD133, que identifica
selectivamente células madre obtenidas a partir de diversos tejidos humanos, detectd una subpoblacion de células
de la capsula de Bowman y estructuras tubulares raras (Fig. 1). La inmunofluorescencia doble para CD24 y CD133
mostré que los dos marcadores identifican una subpoblacién de células de la capsula de Bowman que se localizan
mayormente a nivel del polo urinario del glomérulo y con frecuencia se extienden a la parte del tubulo mas cerca al
polo urinario (Fig. 1). Las mismas células también se marcaron con anticuerpo monoclonal anti-CD106. En conjunto,
estos resultados sugieren la existencia, en el rindn humano adulto, de una poblacién de células a nivel del epitelio de
la capsula de Bowman y una poblacion rara de células tubulares, en la que se co-expresan los diferentes
marcadores de células madre, como se muestra en la Figura 1, cuyas diversas imagenes se describen en lo
sucesivo en el presente documento con detalle:
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a) Tincion de inmunofluorescencia doble, que muestra expresion de CD24 (rojo) y CD133 (verde) en células
de la capsula de Bowman a partir de un rifion de un sujeto adulto humano. La superposicion de los dos
patrones de tincion (amarillo) muestra co-expresion de CD24 y CD133 en una subpoblacion de células
localizadas en el polo urinario (PU, Bar 50 um). To-pro-3 tifie por contraste los nucleos (azul).

b) Tincién de inmunofluorescencia doble, detectada a aumento mas elevado, que muestra la expresion de
CD24 (rojo) y CD133 (verde) en células de la capsula de Bowman. La superposicion de los dos patrones de
tincion muestra co-localizacion de CD24 y CD133 en el citoplasma y en la membrana de células frente al
glomérulo (G) mientras que Unicamente CD24 se expresa en la membrana basal (amarillo, Bar 10 um). To-
pro-3 tifie por contraste los nucleos (azul).

c) Deteccion de CD133 con dos anticuerpos monoclonales anti-CD133 diferentes. Anticuerpo 293C3 (rojo)
y anticuerpo AC133 (verde) tifien la misma subpoblacion de células en la capsula de Bowman. La imagen
superpuesta, que muestra ambos patrones de tincidon, muestra co-tincion de las mismas células (amairillo,
Bar 50 um). To-pro-3 tifie por contraste los nucleos (azul).

d) Deteccion de CD24 (rojo), CD133 (verde) y CD29 (azul) a nivel de los glomérulos. La tincion de CD29
permite la identificacion de la arteriola aferente (AA). La imagen superpuesta muestra que CD24 y CD133
se co-expresan de forma selectiva en una subpoblacién de células localizadas en el lado opuesto del polo
vascular (amarillo, Bar 50 pum).

e) Tincion de inmunofluorescencia triple, detectada a aumento mas elevado, que muestra expresion de
CD24 (rojo), CD133 (verde) y CD106 (azul) en células de la capsula. La imagen superpuesta muestra la co-
localizacion de CD24 y CD133 (amarillo) en el citoplasma y en la membrana de las células frente al
glomérulo (G), mientras que CD24 y CD106 (color purpura) se co-expresan en la membrana basal. Las
areas visibles de co-expresion de CD24, CD133 y CD106 estan tefiidas en blanco (Bar 10 um).

[0009] Después las células CD24+ CD133+ se aislaron con el fin de evaluar sus caracteristicas morfologicas y
funcionales. Para este propdsito, el componente cortical del tejido renal se separ6 del componente medular y se
sometio a trituracion. Los glomérulos se aislaron mediante una técnica de separacién convencional usando tamices
de diferente porosidad. Para evitar la destruccién de las células CD24+ CD133+ de la capsula de Bowman, la
suspension glomerular no se digirié sino que se cultivd directamente en placas de plastico que contenian EGM ®-
MV (Lonza Group, Walkersville, EE.UU.) complementado con FBS al 20%. Las células que salian de los glomérulos
cultivados se examinaron para determinar su capacidad de formar agregados celulares parecidos a neuroesferas y
su fenotipo de célula madre se evalu6é mediante microscopia confocal y analisis citofluorométrico como se muestra
en la Figura 2, las diversas imagenes de las cuales se describen a continuacion con detalle:

a) El primer panel de la izquierda muestra células en proliferacion que salen de un glomérulo encapsulado
en cultivo (40x). Imagenes posteriores obtenidas mediante microscopia confocal laser muestran que la
poblacion en proliferacion expresa CD24 (verde). To-pro-3 tifie por contraste los nucleos (azul). La imagen
superpuesta muestra que las células en proliferacion expresan cantidades notables de CD24 (Bar 100 um).
a) Tincion de inmunofluorescencia doble que detecta la expresion de CD24 (rojo) y CD133 (verde), que
muestra co-localizacion selectiva de los dos marcadores en la poblacién obtenida a partir de células
glomerulares en proliferacion. To-pro-3 tifie por contraste los nucleos (azul). La imagen superpuesta
muestra tincion de CD24 y CD133 intensa en las mismas células (amarillo, Bar 100 um).

c) El cultivo primario de células de la capsula de Bowman representa una poblacién homogénea que
comprende aproximadamente el 100% de células que expresan CD24, CD133, CD106, CD105 y CD44 y da
un resultado negativo para marcadores de células endoteliales CD31 y CD34. También se muestra un
analisis mediante citometria de flujo de un cultivo representativo.

d) Un cultivo primario a partir de células de la capsula de Bowman CD24+ CD133+ no expresa marcadores
de linaje de rifion, tales como CD35 o EMA-1, como se muestra mediante citometria de flujo en los primeros
dos paneles. Se muestra, mediante microscopia confocal, que las mismas células no expresan THG (tercer
panel) ni LTA (cuarto panel) (Bar 100 um). Tincién histoquimica negativa para fosfatasa alcalina (ultimo
panel). Se muestra un cultivo representativo.

e) Medicion de niveles de ARNm Oct-4 mediante “RT-PCR cuantitativa en tiempo real” en cultivos de
células endoteliales, células tubulares renales, células mesangiales, podocitos, células de musculo liso,
células CD24+ CD133+ y células HEK. Los resultados se expresan como la media + DT de mediciones por
triplicado realizadas en cultivos primarios de 5 donantes diferentes.

e) Medicion de niveles de ARNm Bml-1 mediante " RT-PCR cuantitativa en tiempo real” en cultivos de
células endoteliales, células tubulares renales, células mesangiales, podocitos, células de musculo liso,
células CD24+ CD133+ y células HEK. Los resultados se expresan como la media + DT de mediciones por
triplicado realizadas en cultivos primarios de 5 donantes diferentes.

[0010] Las células aisladas expresaban tanto CD24 como CD133, mientras que no expresaban ningin marcador
hematopoyético (CD34, CD45), endotelial (CD31, CD34), de podocitos o tubular (EMA-1, Lotus Tetragonolobus,
Dolichos Biflorus, fosfatasa alcalina) (Fig. 2).

[0011] Para definir mejor las caracteristicas de células madre de células aisladas, se evaluo la expresion de Oct-4,
un marcador de células madre embrionarias tipico, junto con la expresién de Bml-1, otro factor de la transcripcion
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que es critico para el mantenimiento de la capacidad de auto-renovacion de células madre y para la prevencion de
senectud celular, demostrando de ese modo la naturaleza de células madre de las células CD24+ CD133+ (Fig. 2).
Esta también es la primera descripcion de una poblacidon de células obtenidas de rifion que expresan factores de
transcripcion de células madre Oct-4 y Bml-1 en cultivo.

[0012] Para evaluar si las células CD24+ CD133+ también muestran propiedades funcionales de células madre,
dichas células se marcaron en cultivo con CFDA-SE y se sembraron en EGM®-MV complementado con FBS al
20%. Los datos de la proliferacion mostraron una capacidad mucho mas proliferativa de dichas células en
comparacion con otras células renales que no expresan la combinacién de los marcadores CD133 y CD24.

[0013] De hecho, las células CD24- CD133- (es decir, que no expresan CD133 ni CD24) se prepararon a partir de
tejido cortical renal adulto digerido con métodos enzimaticos (por ejemplo, colagenasa) para degradar el tejido
conectivo, seguido por separacion mediante métodos inmunolégicos, en particular métodos inmunomagnéticos.
Estas células después se sembraron en el mismo medio y, después de adhesion, las mismas se evaluaron mediante
analisis citofluorométrico. Cuando las células CD24+ CD133+ se sembraron con células CD24- CD133- en las
mismas placas de cultivo en una proporcion 1:1 y en medios diferentes, la proporcién entre células CD24+ CD133+ y
CD24- CD133- cambi6 a aproximadamente 9 a 1 después de Unicamente 10 dias de cultivo (Fig. 3). Para validar
aun mas la evidencia de que los cultivos de células CD24+ CD133+ muestran propiedades funcionales
caracteristicas de células madre, dichas células que salen de los glomérulos en cultivo se desprendieron y células
Unicas se clonaron mediante dilucion limitante en placas “multipocillo” revestidas con fibronectina. Las células CD24-
CD133-, obtenidas mediante separacion inmunomagnética y también clonadas mediante dilucion limitante en placas
“multipocillo” recubiertas con fibronectina, se usaron como control; Unicamente se evaluaron los pocillos que
contenian una célula unica. El potencial clonogénico se observé que era 41,3 + 14% para células CD24+ CD133+
obtenidas a partir de cultivos glomerulares y 2,1 + 1,9 para células CD24- CD133-. Se ha de observar que los clones
raros obtenidos a partir de las células CD24- CD133- se produjeron como resultado de una contaminacién de fondo
pequefia con células CD24+ CD133+.

[0014] Para evaluar la capacidad de células CD24+ CD133+ de diferenciarse en diversos tipos celulares, clones de
células CD24+ CD133+ individuales a partir de diferentes donantes se cultivaron en condiciones que favorecen la
diferenciacion tubulogénica, adipogénica, osteogénica y neurogénica.

[0015] La diferenciacion tubulogénica se obtuvo incubando los clones de células CD24+ CD133+ durante 30 dias en
medio de cultivo comercial REBM, que contenia SingleQuotes (hidrocortisona, hEGF, FBS, epinefrina, insulina,
triyodotironina, transferrina y gentamicina/anfotericina-B) (Cambrex Bio Science), complementado con 50 ng/ml de
HGF (Peprotech, Rocky Hill, NJ).

[0016] La diferenciacion osteogénica, adipogénica y neurogénica de clones de células CD24+ CD133+ se indujo
como se ha descrito previamente. Para la induccion osteogénica, células PEC CD24+ CD133+ se cultivaron en
medio a-MEM complementado con suero de caballo al 10%, que contenia demas dexametasona 100 nM, acido
ascorbico 50 uM y di B-glicerofosfato 2 mM (todos estos reactivos se obtuvieron en Sigma-Aldrich). EI medio de
cultivo se reemplazo dos veces a la semana durante 3 semanas. Para diferenciacion adipogénica, las células CD24+
CD133+ se incubaron en DMEM con alto contenido en glucosa (hg) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) que contenia
di suero fetal bovino al 10% (FBS), di dexametasona 1 pM, 1-metil-3-isobutilxantina 0,5 uM (IBMX), 10 ng/ml de
insulina e indometacina 100 uM (todos estos reactivos se obtuvieron en Sigma-Aldrich). Después de 72 horas, el
medio se cambi6 a DMEM hg con FBS al 10%, que contenia 10 pug/ml de insulina, durante 24 horas. Estos
tratamientos se repitieron tres veces. Después las células se mantuvieron en DMEM hg con FBS al 10% y 10 pg/ml
de insulina durante una semana adicional. Para diferenciacion neurogénica, las células CD24+ CD133+ se
sembraron en DMEM hg con FBS al 10%. Después de 24 horas, el medio de cultivo se reemplazé con DMEM hg
con FBS al 10%, que contenia B27 (Invitrogen), 10 ng/ml de di EGF (Peprotech) y 20 ng/ml de bFGF (Peprotech).
Cinco dias después, las células se lavaron y se incubaron en DMEM complementado con 5 ug/ml de insulina,
indometacina 200 uM e IBMX 0,5 mM, en ausencia de FBS, durante 5 horas. Se realiz6 tincion de rojo de Alizarina,
rojo O al aceite o fosfatasa alcalina como se ha descrito [véase Romagnani P. et al.: CD14+ CD34 low cells with
stem cell phenotypic and functional features are the major source of circulating endotelial progenitors. Cir. Res
97:314-322, 2005; Boquest AC et al.: Isolation and transcription profilling of purified uncultured human stromal stem
cells: alteration of gene expression after in vitro cell culture. Mol Biol Cell 16:1131-1141, 2005; Pittenger MF et al.:
Multilineage potential of adult human mesenchymal stem cells. Science 284:143-147, 1999].

[0017] La diferenciacion tubulogénica se ha demostrado en base a la evaluacién de adquisicion de caracteristicas de
marcadores de células epiteliales tubulares de rindn completamente diferenciadas, tales como fosfatasa alcalina,
aminopeptidasa A (principalmente expresada por células epiteliales del tubulo proximal), Co-transportador de Na-Cl
Sensible a Tiazida (expresado principalmente por células epiteliales de los tubulos distales), EMA-1, Lotus
Tetragonolobus, Dolichos Biflorus y aquaporinas 1 y 3. Estos marcadores se detectaron mediante microscopia
confocal, analisis citofluorométrico y determinacion de ARNm mediante RT-PCR cuantitativa (Fig. 4).

[0018] Los resultados se muestran en la Figura 4, las diversas imagenes de las cuales se describen a continuacion
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con detalle:

a) Fotomicrografias representativas de tincion histoquimica de fosfatasa alcalina de células CD24+ CD133+
antes (dia 0) y después (dia 30) de incubacion en medio de cultivo que favorece la diferenciacion tubular.
Aumento original: 65x, 80x y 320x, respectivamente.

b) Tinciéon de LTA antes (dia 0) y después (dia 30) de incubacion en medio de cultivo que favorece
diferenciacion tubular, evaluada mediante microscopia confocal (verde). La tincién azul To-pro-3 tifie por
contraste los nacleos (Bar 100 pum).

c) Expresion de THG antes (dia 0) y después (dia 30) de incubacion en medio de cultivo que favorece
diferenciacion tubular, evaluada por microscopia confocal (verde). La tincion azul To-pro-3 tifie por
contraste los nacleos (Bar 100 pum).

d) Tincion doble de LTA (verde) y THG (rojo) que muestra la coexistencia en el mismo clon de células que
co-expresan marcadores de diferentes segmentos tubulares (imagen superpuesta, amarillo) y células que
expresan marcadores tubulares proximales o distales (Bar 100 pum).

e) Medicion mediante RT-PCR de niveles de ARNm aumentados de marcadores tubulares después de 30
dias de cultivo en medio que favorece la diferenciacion tubular, en comparacién con valores obtenidos con
las mismas células antes de la diferenciacion. Las columnas representan valores medios + DT obtenidos
después de diferenciaciéon de 50 clones diferentes.

f) Izquierda: fotomicrografias representativas de imagenes de fluorescencia confocal. Imagenes registradas
a una longitud de onda de excitacion de 488 nm, antes y después de la adicién de angiotensina.

[0019] Il (1 uM) (Bar 20 um). Derecha: cinética de tiempo de cambios en intensidad de fluorescencia registrados en
5 células individuales de cada uno de los 10 clones diferentes examinados.

[0020] La diferenciacion adipogénica se demostré evaluando la adquisicion de la caracteristica de morfologia celular
y a partir de tincion positiva de vacuolas lipidicas con Rojo O al aceite. Ademas, la RT-PCR cuantitativa mostré un
aumento agudo de los niveles de ARNm de adiponectina (Fig. 5). La diferenciacion osteogénica se evalué a partir de
la capacidad de los clones celulares de formar colonias positivas a fosfatasa alcalina; en el transcurso de la
diferenciacion estas colonias se volvieron nédulos mineralizados, como se muestra mediante tincion de rojo de
Alizarina que detecta depositos con alto contenido en calcio celular. La osteogénesis se comprob6 adicionalmente
mediante el analisis de expresion de ARNm Runx2. Los resultados obtenidos a continuacion de la diferenciacion
adipogénica y osteogénica se muestran en la Fig. 5, las diversas imagenes de las cuales se describen a
continuacion con detalle:

aaa) lzquierda: fotomicrografias representativas de tincion histoquimica de Alizarina y fosfatasa alcalina
antes (dia 0) y después (dia 21) de incubacion de células CD24+ CD133+ en medio de cultivo que favorece
la diferenciacion osteogénica (x 100). Derecha: medicion de los niveles de ARNm Runx2 antes (dia 0) y
después (dia 21) de incubacion en el mismo medio de cultivo. Las columnas representan los valores de
media + DT obtenidos a partir de 50 clones diferentes.

b) Izquierda: fotomicrografias representativas de tinciéon histoquimica de rojo O al aceite antes (dia 0) y
después (dia 21) de incubaciéon de células CD24+ CD133+ en un medio de cultivo que favorece la
diferenciacion adipogénica (200x). Recuadro: algunas pocas células diferenciadas examinadas a aumento
mas elevado (320x). Derecha: medicion de niveles de ARNm de adiponectina el dia 0 y después de 21 dias
de incubacion en el mismo medio de cultivo. Las columnas representan valores de media + DT obtenidos a
partir de 50 clones diferentes.

[0021] La diferenciacion neurogénica se demostré en base a la adquisicion de morfologia similar a neurona y
expresion elevada, a niveles de ARNm y de proteina, de proteina tau, Proteina Asociada a Microtubulo (MAP-2),
enolasa especifica neuronal, nestina, colesterol-acetil transferasa, beta-tubulina 11l y neurofilamento 200. Ademas,
los estudios electrofisioldgicos hicieron posible demostrar que las células neuronales obtenidas de este modo
demostraron la presencia de canales de calcio y sodio dependientes de voltaje con caracteristicas completamente
similares a neurona, como se muestra en la Fig. 6, cuyas diversas imagenes se describen a continuacion con
detalle:

a) Ausencia de marcadores neuronales NF200, NFM, chat y MAP-2 antes de incubar las células CD24+
CD133+ en medios que favorecen la diferenciacion neurogénica evaluada mediante microscopia confocal.
To- pro-3 tifie por contraste los nucleos (Bar 100 um). Se muestra un experimento representativo.

B) Expresion fuerte de marcadores neuronales NF200, NFM, ChAT y MAP-2 después de diferenciacion de
células en el mismo medio (verde). Top-pro-3 tifie por contraste los nucleos (Bar 100 um). Se muestra un
experimento representativo.

c) Aumento mayor de un experimento representativo, que muestra la adquisicion de morfologia neuronal
tipica, asi como tincion de ChAT (verde) en células CD24+ CD133+ cultivadas en condiciones que
favorecen la diferenciacion neurogénica (Bar 100 pum).

d) Medicién mediante “RT-PCR cuantitativa en tiempo real” de niveles de ARNm aumentados para
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diferentes marcadores neuronales después de cultivar las células en condiciones que favorecen la
neurogénesis, en comparacion con valores de las mismas células antes de la diferenciacién neurogénica.
Las columnas representan los valores de media + DT obtenidos a partir de 50 clones diferentes.

e-h) Corrientes de Ca®*y Na* en neuronas obtenidas a partir de células CD24+ CD133+.

[0022] Corrientes representativas registradas a un potencial de -90 mV, se han aplicado impulsos de 1 s en una
escala de -80 a 50 mV con aumentos de 10 mV. Los datos se han adquirido a diferentes tiempos de toma de
muestras (50 us en los primeros 100 ms y 1 ms para la duraciéon restante del ensayo) con el fin de detectar
fendmenos rapidos y lentos y la cinética de tiempo de corriente de Ca®* de tipo L lca; para claridad, se presentan
Unicamente las sefiales de corriente registradas a - 60 -40 -20, 0, 20, 30 y 40 mV. f Curva Ics-V determinada en el
pico de corriente (n = 26). g Cinética de tiempo de la corriente de Na" Ina; se presentan Gnicamente las sefiales de
corriente registradas a —60, -40, -30, -20, -10, 0, 20 y 30 mV; la linea roja indica Ins inducido a 0 mV en presencia de
TTX (1 uM). h Curva Ina -V determinada en el pico de corriente (n = 26). f, h La linea continua superpuesta sobre los
datos representa la funcién de activacion: 15(V) = Gmax (V-Viwev) / {1+exp[(Va -V)/kJ]}, donde Gmax €s la conductancia
maxima, Vi es la inversion aparente de potencial, V; es el potencial que induce la mitad del aumento maximo de
conductancia y ks es el factor de pendiente. i Inactivacion de Ina evocada a un potencial de -90 mV; se presentan
Unicamente las sefiales sin pre-impulso (-90 mV) y con un pre-impulso de -70 -60, -30, -40 y 30 mV. j Curva de
inactivacion normalizada para Ina, la linea continua superpuesta sobre los datos representa la funcién de
inactivacion: I (V) = 1/{1+exp [-(V» - V)/ks ]}, donde V; es el potencial que desencadena la mitad de la corriente
maxima y kn es el factor de pendiente para la inactivacion. Para comparacion, la curva registrada a la derecha se
refiere a la activacion.

[0023] De acuerdo con la invencion, las células CD24+ CD133+ también se aislaron mediante purificacion con
separacion inmunomagnética a partir de tejido de rifién total digerido con colagenasa y lo mismo se realizé también
para células CD24- CD133-.

[0024] En este caso, las células de interés se obtuvieron mediante purificacion de la suspension de células,
obtenidas como se ha descrito anteriormente, para CD133 y después para CD24 o viceversa. De esta forma, es
posible obtener practicamente todas las células CD24+ CD133+. La poblacion obtenida mediante estos diversos
métodos consiste en una poblacion mixta de células de capsula de Bowman y de células obtenidas a partir de
tubulos de rifidn raros que expresan CD133 y CD24. En conjunto, la poblacion de células CD24+ CD133+
representa aproximadamente el 0,5-9% de todas las células de rifidn residentes y varia entre individuos. Todos los
experimentos descritos anteriormente también se repitieron con una poblacion CD24+ CD133+ obtenida con los
diversos métodos de separacion inmunomagnética enumerados anteriormente y confirmaron que los rifiones
contienen una poblacién de células madre adultas dotadas con capacidad regenerativa y de amplificacion,
caracterizadas por co-expresion de marcadores CD133 y CD24, obtenidas en su mayor parte a partir del polo
urinario de la capsula de Bowman y una parte mucho menor a partir de las células tubulares renales.

[0025] Ademas, la presente invencion se refiere a composiciones para uso terapéutico, que contienen células madre
de rifidn que son capaces, como se ha descrito anteriormente de co-expresar los marcadores CD133+ y CD24+ y
que estan dotadas de capacidad regenerativa tubulogénica, adipogénica, osteogénica y neurogénica.

[0026] Adicionalmente, la invencion se refiere al uso de dichas células para la preparacion de composiciones Utiles
para reparar el dafio de rifién.

[0027] Se ha usado un modelo de necrosis tubular aguda en ratones SCID para ensayar si las células madre
identificadas por los solicitantes, aisladas a partir de rifidn humano adulto, pueden regenerar tejido de rifion dafiado.
Este modelo implica la inyeccion intramuscular de glicerol hipertonico que provoca midlisis y hemdlisis masiva,
dando como resultado dafio tubular grave e insuficiencia renal aguda. El dafio tubular alcanza su pico el tercer dia
después de la inyeccion y luego espontaneamente regresa después de aproximadamente 10 dias. El alcance del
dafio inducido se evalué mediante tincion de hematoxilina/eosina, que muestra necrosis extensiva de células
epiteliales tubulares, la formacion de cilindros tubulares de hialina, pérdida del borde en cepillo de los tubulos
proximales y achatamiento del epitelio tubular. En el tercer y cuarto dia, un grupo de 8 ratones se inoculé en la vena
de la cola con 1,5 x 10° células CD24+ CD133+, mientras que otro grupo de 8 ratones se inoculd con solucion salina
y un tercer grupo de 8 ratones se inoculé con 1,5 x 10° células de rifién CD24- CD133-, usando el mismo
procedimiento. La integracion de células madre CD24+ CD133+ en los tubulos dafiados se demostré6 mediante el
uso de células marcadas con el colorante fluorescente PKH26 (rojo) y el marcaje simultaneo de tubulos proximales y
distales con LTA y “Aglutinina de Dolicholus Biflorus”, respectivamente. Ademas, la integracion de la poblaciéon de
células madre en las estructuras tubulares se confirmé mediante una técnica inmunohistoquimica que hizo uso del
antigeno HLA-I especifico de células humanas y citoqueratina como marcador de células epiteliales general. Al final,
se uso6 el método FISH para el cromosoma Y para detectar células de rifidn de donantes humanos macho inoculadas
en ratones SCID hembra. Los resultados de los tres métodos demostraron la integracion selectiva de células CD24+
CD133+ en tubulos renales de ratones SCID inyectados. No se pudo demostrar la integracion en ratones inyectados
con solucion salina o en aquellos inyectados con células de rifion humano CD24- CD133-, como se muestra en la
Fig. 7, cuyas imagenes diversas se describen a continuacion con detalle:
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a) Microscopia clasica que muestra tejido de rifion de un ratén normal tefiido con hematoxilina/eosina (H&E,
izquierda) o con faloidina (verde, derecha) (Bar 50 um).

b) Dafio tubular necrético observado después de inyeccion intramuscular de glicerol, como se muestra
mediante tincion de H&E (izquierda) o faloidina (derecha), la ultima mostrando pérdida del borde en cepillo
y achatamiento de las células epiteliales (verde, Bar 50 um).

c) Fotomicrografia representativa que muestra un corte de rifién a partir de un raton SCID con insuficiencia
renal aguda inyectado con células de rifion CD24- CD133- humanas; la tincion con LTA no muestra células
tefidas de rojo mediante microscopia confocal (Bar 20 um).

d) Fotomicrografia representativa que muestra un corte de rifién de un raton con insuficiencia renal aguda
inyectado con células CD24+ CD133+ tratado con marcador PKH26 (rojo), tefiido con LTA (verde), como se
muestra mediante microscopia confocal. Las flechas pequefias indican la presencia de muchas células
rojas. La flecha grande indica un tdbulo proximal (Bar 20 pum).

e) Aumento mayor del corte de rifion en d) que muestra la regeneracion de una estructura tubular proximal
(Bar 20 pum).

f) Aumento mayor de otro corte de rifidn obtenido a partir de un ratén SCID con insuficiencia renal aguda
inyectado con células PEC CD24+ CD133+ tratado con marcador PKH26 (rojo) y tefiido con DBA en la
superficie basal de dos estructuras tubulares (verdes), que muestra la regeneracion de una estructura de
tubulo colector (flecha). Otras estructuras tubulares tefiidas mediante PKH26, pero no el marcador de
conducto colector DBA, son visibles. (Bar 20 um).

g) Tincion inmunohistoquimica doble para citoqueratina (azul) y antigenos HLA de clase | humanos (rojo)
en rifiones de ratones SCID con insuficiencia renal aguda inducida por glicerol (ARF). Panel izquierdo:
ausencia de sefal roja en los tubulos de un corte de rifidn a partir de un raton inyectado con células CD24-
CD133-; paneles intermedio y derecho: tincion de células positivas para antigenos HLA de clase | humanos
(rojo, flecha) en tubulos que expresan citoqueratina (azul) de ratones SCID con insuficiencia renal aguda
(ARF) inducida por glicerol después de inyeccion de células PEC CD24+ CD133+.

h) Deteccion del cromosoma Y mediante técnica FISH en ratones de control inyectados con solucion salina
(panel izquierdo) y en rifiones de ratones hembra inyectados con células CD24+ CD133+ obtenidos a partir
de rifiones de macho humano (rojo, paneles intermedio y derecho) (Bar 20 um). La identificacion de esta
poblacion en el rifidn y la demostracion de su capacidad de reparacion, tiene implicaciones importantes en
el campo de la medicina regenerativa, para la terapia de patologias renales.

[0028] Finalmente, el potencial de reparacion in vivo de la poblacion de células madre de rifién pluripotenciales
CD24+ CD133+ y la consiguiente recuperacion de la funcionalidad de rifidn se ha evaluado mediante dos enfoques
experimentales diferentes. De hecho, se midi6 azotemia en diversos momentos a continuacién de la inyecciéon de
glicerol, tanto en ratones tratados con células CD24+ CD133+ como en aquellos inyectados con solucion salina. En
comparacion con los ratones inyectados con solucion salina, los ratones tratados con células CD24+ CD133+
mostraron, 14 dias después de la inyeccion con glicerol, valores de azotemia significativamente menores que eran
completamente comparables con valores medidos en los mismos ratones antes de la induccién de dafio renal.
Adicionalmente, la presencia de areas fibréticas se evalué mediante tincion “alfa-SMA” en los mismos ratones 14
dias después de la inyeccion de glicerol. El grupo de ratones sometidos a inyeccion de células CD24+ CD133+
mostré una extension significativamente menor de las areas fibréticas en comparacion con el grupo de ratones
inyectados con solucioén salina, como se muestra en la Fig. 8, cuyas imagenes diversas se describen a continuacion
con detalle:

a. Niveles de nitrogeno en sangre (BUN) se midieron en diversos intervalos en ratones tratados con glicerol
que recibieron solucion salina (linea roja) o células CD24+ CD133+ (linea negra). Las columnas
representan valores de media + DT. n = 8 para cada punto de tiempo; total 80 ratones. *p < 0,01 y **p <
0,001 frente a glicerol + solucion salina en los mismos momentos.

b. Comparacién de niveles de nitrogeno en sangre (BUN) entre ratones sanos (blanco), ratones tratados
con solucion salina (gris claro) y ratones tratados con células CD24+ CD133+ (gris oscuro) el dia 14.

c. Fotomicrografia representativa de rifiones de ratones tratados con solucion salina, tefiidos para la
presencia de a-SMA (verde). Los nucleos se tifien con To-Pro-3 (Bar 100 um).

d. Fotomicrografia representativa de rifiones de ratones tratados con células CD24+ CD133+ y tefiidos para
la presencia de a-SMA (verde). Los nucleos se tifien con To-pro-3 (Bar 100 um).
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REIVINDICACIONES
1. Células madre de rifidn caracterizadas por que las mismas co-expresan CD133 y CD24.

2. Células de rifidn de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizadas por que las mismas se originan a partir de la
capsula de Bowman.

3. Composicion que comprende células madre de rifién de acuerdo con las reivindicaciones 1y 2.
4. Proceso para aislamiento de células madre renales de acuerdo con las reivindicaciones 1y 2, en el que:

- los glomérulos renales se aislaron mediante una técnica de separacion convencional que emplea tamices
con permeabilidad diferente;

- la suspension glomerular obtenida de este modo se cultivé directamente en placas plasticas que
contenian EGM®-MV complementado con FBS al 20%;

- se aislaron las células que salen de los glomérulos en cultivo y expresan marcadores CD133 y CD24.

5. Proceso para el aislamiento de células de acuerdo con las reivindicaciones 1-2 mediante separacion
inmunomagnética a partir de tejido de rifidn completo digerido con colagenasa, usando marcadores CD133 y CD24.

6. Uso de poblacion de células madre de acuerdo con la reivindicacion 1-2 para la preparacion de una composicion
para reparacion de dafio de rifién.
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