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DESCRIPCIÓN 

Composiciones celulares para uso en terapia 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere a composiciones de terapia celular y a los métodos de formulación de dichas 
composiciones.  5 

Antecedentes de la invención 

El desarrollo de terapias celulares es el objetivo de las investigaciones para el tratamiento de numerosas 
indicaciones con necesidades actualmente no satisfechas. Tales terapias administradas como una suspensión de 
células, idealmente requieren el uso de un vehículo que sea compatible con las células, no tóxico para el receptor y 
adecuado para el almacenamiento de la terapia durante un tiempo suficiente antes y durante la administración. 10 

La preservación de las terapias celulares en condiciones ambientales o de hipotermia (de 2ºC a 8ºC) es necesaria 
para los ensayos clínicos en fase temprana de las terapias alogénicas. También es más probable que se utilice para 
terapias celulares autólogas, que utilizan las propias células de los pacientes como material de partida.  

La crioconservación es probable que sea necesaria para el almacenamiento a largo plazo de las terapias celulares 
antes de la administración. Los ensayos multicéntricos en fase posterior requieren tiempos de almacenamiento 15 
sustancialmente más largos, lo que se puede lograr mediante el almacenamiento hipotérmico, cuando el producto de 
células terapéuticas es probable que sea fabricado y distribuido centralmente en un número de meses. En última 
instancia, la fabricación posterior a la autorización de los productos de terapia celular requerirá un almacenamiento 
durante numerosos años. 

El uso del crioprotector dimetilsulfóxido (DMSO) tiene una gran utilidad en la preservación de células en 20 
congeladores de nitrógeno líquido (~ -195°C). DMSO es un miembro de la clase de disolventes apróticos dipolares, 
que también incluye dimetilformamida, N-metil-2-pirrolidona y hexametilfosforamida, y es el crioprotector más común 
usado en la fabricación y en el almacenamiento de terapias celulares. Sin embargo, este disolvente es tóxico para el 
producto celular y, consecuentemente, para al paciente tratado (Hubel, 2001; Sauer-Heilborn et al., 2004). Por 
ejemplo, en los trasplantes de médula ósea, casi todos los pacientes que recibieron células con DMSO 25 
criopreservadas sufren efectos secundarios y un pequeño número experimenta complicaciones graves. Se han 
observado efectos directos durante la infusión y efectos secundarios de aparición tardía en una forma dependiente 
de la dosis. Los efectos descritos se produjeron cuando la formulación celular se administraba por vía sistémica de 
modo que se diluyen los ingredientes de la formulación y se distribuyen ampliamente. En contraste, la administración 
a través de la inyección directa en el tejido (por ejemplo, administración intracraneal, intramuscular o intracardíaca) 30 
aumentaría los efectos de toxicidad local. Los métodos para eliminar el contenido de DMSO de las células 
crioconservadas han reducido las complicaciones relacionadas con el DMSO y sus efectos secundarios (Syme et al., 
2004). Sin embargo, estos procesos eran ineficaces porque recuperan tan poco como el 60% del producto celular 
(Calmels et al., 2003).  

El uso de glicerol y trehalosa se ha demostrado eficaz en el almacenamiento de los espermatozoides 35 
crioconservados (Storey et al., 1998), sin embargo este método se ha encontrado que es ineficaz con diferentes 
tipos de células. 

Las formulaciones anteriores de células para administración se han basado en el medio del cultivo celular y en 
soluciones salinas modificadas. Aunque estas formulaciones sean adecuadas para administración, no conservan la 
viabilidad del producto celular durante más de unas pocas horas. Esto impide realizar los estudios clínicos, en los 40 
que el tiempo necesario para liberar el producto para la administración clínica, seguido por el transporte y el proceso 
potencialmente largo de implantación (hasta 9 horas en total) pueden hacer que las células no sean viables. Por lo 
tanto, hay una necesidad de aumentar la vida útil de estos productos más allá de este período de 9 horas con el fin 
de superar los obstáculos inmediatos de los primeros ensayos clínicos. Además, para que un producto de terapia 
celular sea comercialmente viable, se necesita una estrategia de almacenamiento de mucho más tiempo. 45 

El excipiente HypoThermosol®-FRS (HTS-FRS) (BioLife Solutions, Inc) es una solución de almacenamiento 
hipotérmico que fue desarrollado inicialmente como un líquido de perfusión que se utiliza durante el paro cardiaco 
junto con hipotermia profunda, con el fin de minimizar la lesión isquémica. HTS-FRS es una formulación disponible 
comercialmente diseñada para mediar en el nivel de necrosis post-almacenamiento y la apoptosis en células que 
experimentan periodos prolongados de preservación de hipotermia (2ºC -10ºC). 50 

El documento US6921633 describe un método de conservación de una célula, tejido u órgano por contacto de dicha 
célula, tejido u órgano con una solución de almacenamiento hipotérmico que comprende una composición que inhibe 
la apoptosis y una concentración suficiente de composición de vitrificación para vitrificar dicha solución. 
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El documento US6632666 describe una composición a base de gel para uso en el almacenamiento y transporte 
nanotérmico, hipotérmico o crioconservante de muestras de células que comprenden HTS-FRS y un agente 
gelificante. 

El documento WO2005/009766 describe una composición farmacéutica que comprende células del hígado, HTS y 
DMSO que se pueden almacenar a temperaturas criotérmicas. 5 

Después del almacenamiento de estas composiciones a temperaturas hipotérmicas o criotérmicas, se requiere un 
procesamiento sustancial del producto de terapia celular con el fin de eliminar los crioprotectores tóxicos antes de la 
administración. Esto puede conducir a pruebas de liberación adicional, lo que es a la vez costoso y complejo. 

Por lo tanto, hay una necesidad de composiciones y formulaciones que proporcionen una alternativa al DMSO y que 
se puedan almacenar a temperaturas criotérmicas y que sea utilizado como un vehículo para la administración 10 
directa de las terapias celulares.  

Sumario de la invención 

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invención proporciona una composición para uso en terapia, en la 
que la composición comprende: 

(i) Trolox, Na+, K+, Ca2+, Mg2+, Cl-, H2PO4
-, HEPES, lactobionato, sacarosa, manitol, glucosa, dextrano-40, 15 

adenosina, glutatión; y 

(ii) células madre o células progenitoras,  

y donde la composición no comprende un disolvente aprótico dipolar, en particular DMSO. 

De acuerdo con un segundo aspecto de la invención, un método de formulación de células madre o células 
progenitoras para la administración a un paciente comprende suspender las células en una composición según el 20 
primer aspecto de la invención. El método puede comprender además las siguientes etapas iniciales: 

(a) suspender las células en una composición de acuerdo con el primer aspecto de la invención;  

(b) almacenar la suspensión de células de la etapa (a) a una temperatura criotérmica; y 

(c) descongelar la suspensión de la etapa (b). 

La suspensión de células también se puede almacenar a una temperatura hipotérmica después de la etapa (b) o la 25 
etapa (c), es decir, la suspensión puede ser transferida de una temperatura criotérmica a una temperatura 
hipotérmica. 

De acuerdo con un tercer aspecto de la invención, un medicamento en una forma de dosis unitaria comprende la 
composición según el primer aspecto de la invención.  

Descripción detallada de los dibujos 30 

La presente invención se describe con referencia a los dibujos adjuntos en los que: 

La Figura 1 es un gráfico que muestra que la actividad metabólica de las células madre neurales formuladas en 
HypoThermosol®-FRS es comparable con la de las células madre formuladas en solución salina;  

La figura 2 es un gráfico que muestra la viabilidad de células madre neurales ejemplar durante los estudios de 
tiempo de conservación de 5 horas entre 2ºC y 8°C seguido de descongelación a temperatura ambiente durante un 35 
máximo de 4 horas; 

La Figura 3 es un gráfico que muestra el almacenamiento durante la noche de células madre neurales ejemplares en 
HTS-FRS durante 24 horas entre 2ºC y 8ºC seguido de 4 horas a temperatura ambiente; 

La figura 4 es un gráfico que muestra la viabilidad de células madre neurales ejemplar durante los estudios de 
tiempo de conservación de 9 días entre 2ºC y 8 °C; 40 

La Figura 5 es un gráfico que muestra la viabilidad de células madre neurales ejemplar durante los estudios de 
tiempo de conservación de 2 días a temperatura ambiente;  

La figura 6 es un gráfico que muestra la viabilidad de células progenitoras de la retina durante estudios de vida útil 
de 24 horas entre 2ºC y 8°C, en el que las células criopreservadas descongeladas se formulan en HTS-NIF sin una 
etapa de cultivo intermedia; 45 

La Figura 7 es un gráfico que muestra la criopreservación de células madre neurales ejemplares durante 4 días a -
80ºC en medios que contienen ya sea 10% de DMSO o HTS-FRS;  
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La Figura 8 es un gráfico que muestra la viabilidad de las células madre neurales ejemplar inmediatamente después 
de la descongelación y 4 horas después de la descongelación a temperatura ambiente, en el que las células fueron 
crioconservadas durante un mes en vapor de nitrógeno líquido en medio que contiene o bien 10% de DMSO o bien 
HTS-FRS; 

La Figura 9 es un gráfico que muestra la viabilidad de las células madre de la retina ejemplar inmediatamente 5 
después de la descongelación y 4 horas y 24 horas después de la descongelación a temperatura ambiente, en el 
que las células fueron crioconservadas durante un mes en vapor de nitrógeno líquido en medio que contiene o bien 
10% de DMSO o bien HTS- FRS; y 

La Figura 10 es un gráfico que muestra la viabilidad de las células madre mesenquimales ejemplar inmediatamente 
después de la descongelación y 4 horas después de la descongelación a temperatura ambiente, en el que las 10 
células fueron crioconservadas durante un mes en vapor de nitrógeno líquido en medio que contiene o bien 10% de 
DMSO o bien HTS-FRS.  

Descripcion detallada de la invencion 

La presente invención se refiere a composiciones celulares y métodos de formulación de composiciones celulares 
adecuados para la conservación a temperaturas criotérmicas, en las que las composiciones de células conservadas 15 
se pueden administrar directamente a un paciente después de la descongelación de las células. 

Tal como se utiliza en este documento, el término "paciente" se refiere a un mamífero, incluyendo un no primate (por 
ejemplo, una vaca, un cerdo, caballo, perro, gato, rata y ratón) y un primate (por ejemplo, un mono y un ser 
humano), y preferiblemente un ser humano.  

La presente invención proporciona composiciones adecuadas para uso terapéutico que comprende células madre y 20 
células progenitoras en suspensión en una solución de almacenamiento hipotérmico que comprende Trolox, Na+, K+, 
Ca2+, Mg2+, Cl-, H2PO4

-, HEPES, lactobionato, sacarosa, manitol, glucosa, dextrano 40, adenosina y glutatión y no 
contiene DMSO (sulfóxido de dimetilo, (CH3)2SO) u otros disolventes apróticos dipolares. La solución de 
almacenamiento hipotérmico está disponible comercialmente bajo los nombres comerciales HypoThermosol®, o 
HypoThermosol®-FRS (HTS-FRS) y es fabricada por BioLife Solutions, Inc. La composición de la invención es 25 
adecuada para el almacenamiento a temperaturas criotérmicas y, después de la descongelación, se puede 
administrar directamente a un paciente en necesidad de las células de la composición, sin necesidad de un 
procesamiento adicional o ensayos. 

La clase de disolventes apróticos dipolares que están excluidos de la composición de la presente invención incluye 
DMSO, dimetilformamida, N-metil-2-pirrolidona y hexametilfosforamida. Los miembros de esta clase son disolventes 30 
orgánicos altamente polares que disuelven compuestos polares y no polares. Estos disolventes son miscibles en una 
amplia gama de disolventes orgánicos, así como en agua y tienen puntos de ebullición relativamente altos. Estos 
disolventes están excluidos de la composición de la invención debido a que son tóxicos para el producto celular y 
posteriormente para al paciente tratado.  

La presente invención también proporciona un método para la formulación de células madre o células progenitoras 35 
para la administración clínica mediante la suspensión de dichas células en la solución de almacenamiento HTS-FRS. 
El método de la invención se basa en el sorprendente hallazgo de que las células suspendidas en HTS-FRS en 
ausencia de DMSO, u otros disolventes apróticos dipolares, pueden conservarse a temperaturas criotérmicas y 
posteriormente se pueden administrar directamente a un paciente. Las células formuladas para la administración 
clínica de acuerdo con la presente invención pueden ser recuperadas a partir de un sistema de cultivo celular. 40 
Alternativamente, las células criopreservadas se pueden recuperar del almacenamiento. En consecuencia, en una 
realización de la invención, antes de suspender las células en HTS-FRS para la administración directa a un paciente, 
los siguientes pasos iniciales se llevan a cabo:  

(a) las células se suspenden en HTS-FRS; 

(b) las células en suspensión de la etapa (a) se almacenan a una temperatura criotérmica; y 45 

(c) se descongelan las células en suspensión de la etapa (b).  

Después de la crioconservación (etapa (b)) o de la descongelación (etapa (c)), la suspensión de células también 
puede ser almacenada a una temperatura hipotérmica. 

Tal como se utiliza en este documento, la expresión "temperatura hipotérmica" se refiere a temperaturas dentro del 
intervalo de 2ºC a 8ºC.  50 

Tal como se utiliza en este documento, la expresión "temperaturas criotérmicas" se refiere a temperaturas por 
debajo de -20ºC, preferiblemente dentro del intervalo de -70ºC a -200ºC, y lo más preferiblemente dentro del 
intervalo de -80ºC a -196ºC. El término "crioconservación" se refiere al almacenamiento de las células a una 
temperatura dentro de estos intervalos. 
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Tal como se utiliza en este documento, la expresión "temperatura ambiente" se refiere a temperaturas dentro del 
intervalo de 15ºC a 25ºC. 

La presente invención también proporciona un medicamento en forma de dosis unitaria, que comprende células 
madre o células progenitoras en suspensión en HTS-FRS. El medicamento es adecuado para la administración 
directa a un paciente en necesidad del mismo, a través de cualquier medio de administración adecuado y, 5 
preferiblemente, a través de la implantación en el tejido o mediante administración sistémica.  

Las células utilizadas en la invención son células madre o células progenitoras. Preferiblemente, las células son 
células madre somáticas humanas o células progenitoras humanas, y más preferiblemente seleccionadas de células 
humanas madre hematopoyéticas, células madre mesenquimales, células madre neurales humanas (células 
neuroepiteliales) y células progenitoras de la retina humanas.  10 

Las células están presentes en la composición de la invención a una concentración en el intervalo de 20.000 a 
80.000 células/µl, preferiblemente de 40.000 a 60.000 células/µl. 

Las composiciones de células, formulaciones y medicamentos de acuerdo con la presente invención son adecuadas 
para la administración clínica a través de la implantación directa del tejido o por administración sistémica, incluyendo 
administración intraperitoneal, intravenosa, intraarterial e intramuscular. La formulación de células puede 15 
administrarse a través de cualquier método adecuado, se prefiere sin embargo la administración a través de una 
cánula de administración de células. 

Las células madre o progenitoras de la composición de la invención pueden estar comprendidas en matrices 
biocompatibles o microvehículos. La asociación de las células con matrices o microvehículos puede promover una 
mejor supervivencia celular en la inyección con agujas y, después de un trasplante, una mejor integración en el 20 
tejido del huésped. Las matrices o los microvehículos son preferiblemente sustancias biodegradables poliméricas, lo 
más preferiblemente poli(ácido D,L-láctico-co-glicólico) (PLGA), que se describe en Bible et al. (2009). 
Alternativamente, las matrices o los microvehículos pueden ser matrices lisas, macroporosas o microporosas que 
comprenden sustancias que incluyen poli-L-lactida (PLLA), colágeno, fibronectina, glicosaminoglicanos (GAG), 
fibrina, almidón, arabinogalactano de celulosa (goma de alerce), ácido algínico, agar, carragenina, quitina, ácido 25 
hialurónico, dextrano, goma de gelano, pululano, hidroxiapatita, polihidroxialcanoatos (PHA), hidrogeles u otros 
materiales de auto-ensamblaje tales como matrices fibrosas nanoestructuradas peptídicas. 

Las células madre o progenitoras pueden ser encapsuladas utilizando sustancias tales como el alginato (Tsang et 
al., 2007). Además, la encapsulación representa la macroencapsulación hecha por sustancias incluyendo quitosano, 
polietilenglicol (PEG), poli-L-lisina (PLL), poli-L-ornitina14, clorhidrato de poli(metilen-co-guanidina), Pluronics, 30 
fosfato de glicerol, ácido hialurónico, fosfato de celulosa, almidón, agarosa, carragenano, fibroína de seda, gelatina y 
goma gellan. Estas combinaciones de encapsulación de células pueden promover una mejor supervivencia de las 
células congeladas y asegurar el aislamiento físico temporal o permanente de las células madre o progenitoras y 
evitar cualquier potencial rechazo inmune de las células después del trasplante. 

Las composiciones de la presente invención son adecuadas para su uso en la terapia, incluyendo el tratamiento de: 35 
(i) enfermedades neurológicas, incluyendo discapacidad crónica por accidente cerebrovascular, accidente 
cerebrovascular agudo, lesión cerebral traumática, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, 
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrófica y enfermedades relacionadas; (ii) enfermedades de la 
vasculatura, incluyendo isquemia periférica, enfermedad arterial periférica, infarto de miocardio, enfermedad 
vascular inducida por diabetes y enfermedades relacionadas; (iii) enfermedades de la retina, incluyendo retinitis 40 
pigmentosa, degeneración macular relacionada con la edad, retinopatía diabética y enfermedades relacionadas; (iv) 
enfermedades autoinmunes incluyendo la enfermedad de Crohn, artritis reumatoide, diabetes mellitus tipo 1 y las 
enfermedades relacionadas; y (v) los cánceres hematológicos, incluyendo leucemias, linfomas, mielomas y 
enfermedades relacionadas. 

Las células formuladas de acuerdo con la presente invención no necesitan ser procesadas adicionalmente para 45 
eliminar el DMSO u otros compuestos tóxicos del medio de almacenamiento o de la preparación, ya que el producto 
es compatible con los dispositivos de adminstración de células y no es tóxico por administración clínica. 

La invención se describirá ahora con referencia al siguiente ejemplo no limitativo.  

Método 

Formulación de células madre neuronales, células progenitoras de la retina y células madre mesenquimales 50 

Se derivaron células madre neurales a partir de cerebro fetal humano y se mantuvieron en cultivo de tejidos como se 
describe en Pollock et al. (2006). Los cultivos de células progenitoras de la retina se obtuvieron a partir de retina fetal 
y fueron mantenidos en cultivos de tejido como se describe en Aftab et al. (2009). Las células madre 
mesenquimatosas humanas aisladas de la médula ósea retiradas de la cresta ilíaca posterior del hueso pélvico de 
voluntarios normales, se obtuvieron de Lonza (número de catálogo: PT-2501) y se cultivaron como se recomienda 55 
por el fabricante utilizando sus medios MSCGM (medios de crecimiento mesenquimales). Las células 
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proporcionadas en el paso 2 se cultivaron a través de 3 pasos utilizando tripsina/EDTA y densidades de siembra 
iniciales entre 5000-6000 células por cm2 antes de la formulación como se describe a continuación. 

Los cultivos de células se expandieron en matraces T hasta una confluencia de 70 a 90%. El medio gastado se 
aspiró y luego la monocapa de células se lavó con HBSS sin iones de magnesio o calcio (Invitrogen). El lavado se 
aspiró y luego las células se disociaron con tripsina bovina recombinante (Lonza TrypZean / EDTA) durante 5 5 
minutos a 37ºC. La suspensión celular disociada se mezcló con una solución de inhibidor de tripsina (0,55 mg/ml de 
inhibidor de tripsina de soja [Sigma], 1% de HSA [Grifols], 25 U/ml de nucleasa Benzon [VWR] en DMEM:F12 
[Invitrogen]) y se centrifugó durante 5 minutos a ~ 500 x g. El sobrenadante se aspiró y se lavó el sedimento celular 
en HypoThermosol®-FRS al 50% (BioLife Solutions, Inc) en DMEM:F12 seguido de centrifugación a ~500 x g 
durante 5 minutos. Después, el sedimento celular se suspendió en HypoThermosol®-FRS a una concentración de 10 
40.000 a 60.000 células/µL.  

Las células también se descongelaron a partir del medio de criopreservación (medio de cultivo suplementado con 
10% de DMSO [WAK-Chemie Medical]) en un baño de agua a 37ºC durante 2 minutos, luego se lavaron y se 
formularon en HypoThermosol®-FRS como anteriormente. 

Las muestras de control formuladas en solución salina que contienen Trolox se lavaron en DMEM:F12 en lugar de 15 
HypoThermosol®-FRS al 50% en DMEM:F12; a continuación, en suspensión en HBSS sin iones de magnesio o 
calcio suplementada con 0,5 mM de N-acetil cisteína y de 0,5 a 1 µM de Trolox ( Sigma). 

Las muestras de control formuladas en solución salina fueron lavadas en DMEM:F12 en lugar de HypoThermosol®-
FRS al 50% en DMEM: F12; a continuación, se suspendieron en HBSS sin iones de magnesio o calcio 
suplementadas con N-acetil cisteína 0,5 mM (Sigma).  20 

Comparación de las células formuladas en HypoThermosol®-FRS y solución salina 

La actividad metabólica de las células madre neurales formuladas en HypoThermosol®- FRS es comparable con las 
formuladas en solución salina. Las formulaciones de las células en HypoThermosol®-FRS o solución salina se 
almacenaron durante 1 hora; después se sometieron a un ensayo de la actividad metabólica (Dojindo CCK-8) 
durante 1 hora en cultivo. El resultado se normalizó para tener en cuenta el número de las células presentes 25 
mediante el uso de un ensayo de cuantificación de células (Invitrogen CyQUANT). Los datos muestran que las 
células formuladas en HypoThermosol®-FRS tienen una actividad metabólica comparable a las formuladas en 
solución salina (véase la Figura 1).  

Como se muestra en la Tabla 1, las células neuronales formuladas en solución salina y HTS-FRS dan lugar a 
cultivos con inmunorreactividad comparable respecto a los marcadores de fenotipo. Las formulaciones de las células 30 
en HypoThermosol®-NIF o solución salina se almacenaron hasta 8 durante horas. La inmunorreactividad de nestina 
de las formulaciones se midió entonces usando un anticuerpo fluorescente y citometría de flujo, y la 
inmunorreactividad se mantuvo por encima de un límite inferior del 93% predeterminado (solución salina = 99,9%; 
HypoThermosol®-FRS = 99,8%). Las muestras de las células formuladas se suspendieron en medio de cultivo de 
expansión y se sembraron en placas de cultivo de tejidos revestidas de laminina. Ambos cultivos producen células 35 
adherentes, sanas y con apariencia normal. Estas células se analizaron a continuación por inmunocitoquímica y se 
midieron estando por encima de un límite predeterminado del 95% del inmunorreactivo nestina. Tras la retirada de 
los mitógenos durante 7 días, las células madre se diferenciaron en fenotipos neuronales con inmunorreactividad 
con respecto a los marcadores de fenotipo dentro de los límites predeterminados (especificidades del marcador: 
GFAP = astrocitos; GAIC = oligodendrocitos; DCX y TUBB3 = neuronas). 40 

Tabla 1 

 Límites predeterminados  Solución salina HTS-FRS  Resultado 

Indiferenciado nestina ≥95%  99,7%  99,5%  paso 

7d retirada de mitógenos 

GFAP 6,2% -25,8%  18,4%  10,2%  paso 

GalC 8,3% -36,0%  28,2%  12,2%  paso  

DCX 3,6% -29,3%  9,0%  13,1%  paso  

TUBB3 83,8% -100%  99,3%  99,4%  paso  

 

Almacenamiento hipotérmico 

Los estudios de vida útil han evaluado la viabilidad de la línea de células madre neurales terapéuticas y de 
fabricación comercial CTX0E03 (Pollock et al., 2006), formulada en solución salina o utilizando el método descrito en 45 
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esta invención usando HTS-FRS. En general, las células se pueden almacenar entre 2ºC y 8ºC antes de la 
administración. Sin embargo, las condiciones de almacenamiento de las células serán a temperatura ambiente 
durante la administración, y este cambio de temperatura se ha tenido en cuenta durante los ensayos de vida útil. Los 
datos de todos los experimentos que emplean almacenamiento de 5 horas entre 2ºC y 8ºC, seguido por un cambio 
de temperatura hasta la temperatura ambiente se presentan en la Figura 2, lo que demuestra claramente el aumento 5 
en la vida útil viable ofrecida por HTS-FRS respecto a las formulaciones de solución salina. Cuando ha habido una 
comparación del proceso con células del mismo cultivo, el aumento medio de la viabilidad a las 7 horas otorgado por 
el proceso HTS- FRS respecto al proceso de HBSS + NAC es del 22,7% (viabilidad media de HBSS + NAC = 58,9%, 
viabilidad media de HTS -FRS = 81,6%). En cada ocasión hasta la fecha, la viabilidad de la formulación HTS-NIF de 
la presente invención se ha mantenido por encima del criterio de aceptación > 70%, según lo establecido por las 10 
autoridades reguladoras de los productos de células viables. 

Además, se ha mostrado el almacenamiento hipotérmico durante una noche de las células CTX0E03. Las 
formulaciones de células independientes se mantuvieron viables durante 24 horas entre 2ºC y 8ºC y después de 4 
horas más a temperatura ambiente para imitar las temperaturas de administración clínica (véase la Figura 3). 
Además, las células formuladas en HTS- FRS permanecen viables entre 2ºC y 8ºC durante un máximo de 7 días, en 15 
los que las células formuladas con solución salina no son viables a los 2 días (véase la Figura 4). Parte de las 
propiedades de conservación de las células de HTS-FRS se puede atribuir al derivado de la vitamina E, Trolox, que 
puede conservar las células madre neurales durante 2 días en solución salina a temperatura ambiente (véase la 
Figura 5). Estos datos muestran el exitoso almacenamiento a corto plazo y medio plazo de las terapias celulares en 
condiciones de hipotermia, siguiendo el método de esta invención. 20 

La Figura 6 muestra la viabilidad de células progenitoras de la retina durante estudios de vida útil de 24 horas a 
temperaturas hipotérmicas. Las células criopreservadas descongeladas se formulan en HTS-NIF sin ningún paso de 
cultivo inmediato.  

Almacenamiento criotérmico 

La criopreservación de células madre neurales, células progenitoras de la retina y células madre mesenquimales se 25 
ha logrado con éxito utilizando el método de la presente invención. Las células pueden formularse de acuerdo con el 
método de la invención y se almacenaron a -80ºC durante un máximo de 4 días, sin deterioro de la viabilidad celular 
(véanse las figuras 7-10). La solución no tóxica de HTS-FRS fue tan eficaz en el mantenimiento de la viabilidad de 
las células después de la crioconservación que se consiguió usando los métodos actuales que incorporan 10% de 
DMSO (véanse las figuras 8-10). Además, se ha demostrado que las células descongeladas de la invención 30 
mantienen su viabilidad después de la descongelación en HTS-FRS (véanse las figuras 8-10). Además, se ha 
demostrado que estas células descongeladas crecen en placas de cultivo de tejidos con la misma actividad biológica 
que las células criopreservadas utilizando 10% de DMSO.  

Compatibilidad del dispositivo 

Uno de los principales atributos de un excipiente aceptable para la administración de un producto de terapia celular 35 
es su compatibilidad con el aparato quirúrgico con el que será administrado en la clínica. Las diferencias en la 
viscosidad y la densidad de una terapia celular formulada de acuerdo con el método descrito en este documento y la 
solución salina, en teoría, podrían tener un impacto en la capacidad del vehículo de llevar a las células a través de la 
jeringa y en la administración de las células con cánulas. Sin embargo, como se muestra en la Tabla 2, las células 
formuladas en HypoThermosol®-FRS pasan a través de una cánula de administración de células con el mismo éxito 40 
que las formuladas en solución salina. La formulación de células (50.000 células/µl) se introduce en una jeringa de 
vidrio de 250 μl, y se expulsan 200 μl a través de una cánula de administración de células de 19 cm a una velocidad 
de 1 ó 5 μl/min. La viabilidad de las células se evaluó mediante exclusión de azul de tripán, y la concentración de las 
células se midió usando un hemocitómetro. Además, se midió la inmunorreactividad de nestina de las células 
usando un anticuerpo fluorescente y citometría de flujo. La viabilidad fue aceptable para cada formulación. La 45 
concentración de células se mantuvo constante. La inmunorreactividad de nestina se mantuvo por encima de un 
límite inferior del 93% predeterminado. Estos resultados corroboran además el uso de HTS-FRS como excipiente. 
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Tabla 2 

Velocidad de eyección  Criterios pasa/no pasa  Solución salina HTS-FRS  Resultados 

5 µl/min > 70% viables  96,4% viables 94,7% viables  paso  

 de 40.000 a 60.000 células/µl  51.156 células/µl  51.778 células/µl  paso 

 > 93,0% nestina+  96,6% nestina+  99,0% nestina+  paso 

1 µl/min > 70% viables  94,1% viables 93,9% viables  paso  

 de 40.000 a 60.000 células/µl  51.000 células/µl  50.689 células/µl  paso 

 > 93,0% nestina+  97,6% nestina+  99,2% nestina+  paso  

 

Viabilidad celular y ensayo de concentración 

Se mezclaron muestras de células 1:1 con azul de tripano al 0,4% (Sigma) y se cargaron en un hemocitómetro. Las 
células viables excluyen el tinte desde el citoplasma y son incoloras. Las células no viables que han perdido su 5 
integridad de membrana plasmática se tiñen de azul. La viabilidad y la concentración de la muestra se determinan 
contando las células dentro de una cuadrícula del hemocitómetro usando microscopía de contraste de fase con un 
objetivo 10 x. 

La formulación de las células madre humanas y de las células progenitoras de acuerdo con la presente invención 
prolonga la vida de almacenamiento viable del producto de la técnica anterior de aproximadamente 3 horas a al 10 
menos 24 horas cuando se almacena a entre 2ºC y 8ºC. Además, las células pueden tolerar la criopreservación en 
este mismo medio de almacenamiento a temperaturas menores de -70ºC durante más de 4 días y en condiciones de 
almacenamiento de nitrógeno líquido (~-195ºC) durante al menos 6 meses. Estas mejoras en el tiempo de 
conservación no tienen un impacto sobre las características del producto almacenado, lo que potencia que no les 
afecte.  15 

Toxicidad 

No se alteró la toxicidad de las terapias celulares formuladas de acuerdo con el método de esta invención. Cuando 
se implantaron en ratones no hubo ninguna toxicidad manifiesta asociada ya sea con el vehículo HypoThermosol®-
FRS o en la combinación con las células madre neurales. Estos estudios han incluido la administración intracraneal 
e intramuscular. Además, se ha completado un estudio de toxicidad en ratas, que no mostró diferencias entre la 20 
respuesta del sujeto frente a la administración intracraneal de la solución de HypoThermosol®-FRS o la solución 
salina y ninguna reacción evidente para cualquiera de las soluciones. 
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REIVINDICACIONES 

1. Una composición para uso en terapia que comprende:  

i) Trolox, Na+, K+, Ca2+, Mg2+, Cl-, H2PO4
-, HEPES, lactobionato, sacarosa, manitol, glucosa, dextrano 40, 

adenosina y glutatión; y  

ii) células madre neurales humanas o mesenquimales,  5 

en la que la composición no incluye un disolvente aprótico dipolar, en particular DMSO, y en la que la composición 
es adecuada para el almacenamiento a temperaturas criogénicas y, después de descongelar, es adecuada para la 
administración directa a un paciente sin requerir adicionales procesamientos.  

2. Una composición de acuerdo con la reivindicación 1, en la que las células están comprendidas en una matriz 
polimérica o micro-portadora, preferiblemente, en la que la matriz polimérica o el microvehículo es PLGA. 10 

3. Un método de formulación de células madre neurales humanas o mesenquimales o células progenitoras retinales 
humanas para la administración directa a un paciente que comprende suspender las células en una composición de 
acuerdo con la reivindicación 1(i), preferiblemente, en la que las células se recuperan de un sistema de cultivo 
celular.  

4. Un método de acuerdo con la reivindicación 3, en el que el método comprende las siguientes etapas iniciales:  15 

(a) suspender las células en una composición de acuerdo con la reivindicación 1 (i);  

(b) almacenar la suspensión de células de la etapa (a) a una temperatura criotérmica; y  

(c) descongelar la suspensión de la etapa (b).  

5. Un método de acuerdo con la reivindicación 4, en el que la etapa (b) se lleva a cabo a una temperatura entre -
70ºC y -200ºC, y preferiblemente entre -80ºC y -196ºC.  20 

6. Un método de acuerdo con la reivindicación 4 o la reivindicación 5, en el que la suspensión celular se almacena a 
una temperatura hipotérmica después de la etapa (b) o la etapa (c), preferiblemente, en el que el almacenamiento 
hipotérmico se lleva a cabo a una temperatura entre 2ºC y 8ºC.  

7. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en el que las células están comprendidas en 
una matriz polimérica o micro-portadora, preferiblemente, en la que la matriz polimérica o el microvehículo es PLGA. 25 

8. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en el que las células están encapsuladas. 

9. Un método de acuerdo con la reivindicación 8, en el que las células se encapsulan en una sustancia seleccionada 
a partir de alginato, quitosano, PEG, PLL, poli-L-ornitina14, clorhidrato de poli(metilen-co-guanidina), Pluronics, 
fosfato de glicerol, ácido hialurónico, fosfato de celulosa, almidón, agarosa, carragenano, fibroína de seda, gelatina y 
goma gellan.  30 

10. Un medicamento en una forma de dosis unitaria que comprende la composición de acuerdo con cualquiera de 
las reivindicaciones 1 ó 2.  

11. Un medicamento de acuerdo con la reivindicación 10, en el que el medicamento se administra directamente a un 
paciente en necesidad del mismo a través de la implantación en tejidos o la administración sistémica. 

35 
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