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DESCRIPCION
Composiciones novedosas de solucion que contiene factor celular y su uso para tratar heridas
Campo de la invencion

El campo de la invencion se refiere a composiciones novedosas de solucion que contiene factor celular
(mencionadas en este documento como composiciones "CFS"), incluyendo composiciones novedosas de solucion
que tienen factor celular de liberacién sostenida (mencionadas en este documento como composiciones "SR-CFS"),
métodos de fabricacion de dichas composiciones novedosas y usos de las mismas.

Antecedentes de lainvencion

Muchas citocinas individuales y factores de crecimiento se han evaluado para su utilidad terapéutica en el
tratamiento de muchas enfermedades, trastornos y lesiones variadas. Desafortunadamente, los resultados
Unicamente han sido parcialmente prometedores. Por ejemplo, se ha demostrado que PDGF-BB es Uutil en el
tratamiento de Ulceras diabéticas en los pies; GM-CSF esta comercializado en Europa tanto para Ulceras venosas
como para Ulceras diabéticas en los pies; y HGH (hormona del crecimiento humano) esta comercializada en Estados
unidos para quemaduras pediatricas. Los fracasos incluyen BDNF, CNTF e IGF-1 que se han evaluado todos en
ensayos clinicos disefiados para ensayar su eficacia en el tratamiento de ALS, cada uno con resultados
decepcionantes; TGFB2 fue insatisfactorio en un estudio fase 2 para Ulceras venosas; y el tratamiento de
combinacion de IGF-1 y PDGF fue insatisfactorio en Ulceras diabéticas en los pies.

Aungue no esta claro el porqué muchas de estas citocinas individuales y factores de crecimiento han fracasado en
clinica, una teoria es que las proteinas se estaban administrando en dosis que no eran fisiol6gicas, es decir, dosis
muy elevadas en comparacion con los niveles fisioldgicos normalmente encontrados in vivo. Ademas, a causa de la
interaccion compleja entre las citocinas y los factores de crecimiento en un nicho fisiol6gico dado, la aplicacion de
solamente un factor, especialmente uno a niveles inusualmente elevados, no puede recrear el nicho fisiolégico y, de
hecho, puede alterar gravemente su delicado equilibrio.

Acrecentando su escaso éxito en clinica, las citocinas y los factores de crecimiento y otros agentes terapéuticos de
base proteinica son tipicamente mas dificiles de administrar a los pacientes que otros agentes farmacéuticos. Como
la eficacia de una proteina esta relacionada con su forma, los agentes terapéuticos de base proteinica no pueden
someterse a condiciones que podrian causar el desplegamiento o la desnaturalizaciéon de la proteina o proteinas
contenidas en los mismos. Por consiguiente, es necesario un cuidado especial en la preparacion, almacenamiento y
administracion de los agentes terapéuticos de base proteinica.

Ademas de evitar cualquier desnaturalizacion de la proteina, a menudo es deseable poder controlar la cantidad de la
proteina administrada a un paciente en el tiempo. Esto ayuda a evitar concentraciones de proteina en el paciente
gue sean indeseablemente elevada o bajas o que fluctien demasiado desde un nivel deseado, y en su lugar ayuda
a mantener un nivel constante del agente terapéutico en el paciente. Para abordar esto, se han desarrollado o
actualmente estan en desarrollo formulaciones de liberacion sostenida para muchos agentes terapéuticos,
incluyendo agentes terapéuticos de base proteinica. Los agentes terapéuticos de base proteinica de liberacion
sostenida pueden administrarse por una diversidad de métodos, incluyendo, aunque sin limitacion, suministro oral de
comprimidos o capsulas, inhalacién de polvos, implante, incorporacion en una matriz o0 aplicacidon topica de un
agente terapéutico encapsulado desde el que se libera de forma gradual la proteina en el tiempo.

La preparacion de dichas formulaciones de liberacion sostenida es variada. Un proceso incluye mezclar la proteina
con un disolvente orgéanico. Por ejemplo, una formulacién en polvo puede prepararse pulverizando una mezcla de la
proteina y un disolvente organico en nitroégeno liquido. Otro proceso implica mezclar la proteina con una solucion de
un polimero bioerosionable/biodegradable en un disolvente organico, provocando la formacion de microparticulas
gue contienen la proteina y el polimero por coagulacién de la mezcla. En otro proceso mas, las proteinas,
formulaciones en polvo o microparticulas pueden mezclarse con un disolvente organico para producir un liquido o
gel que puede inyectarse en un paciente o aplicarse de forma topica. Desafortunadamente, los inconvenientes para
usar disolventes orgénicos son su tendencia a causar desnaturalizacion de la proteina.

Se han usado aditivos para estabilizar las proteinas en presencia de un disolvente organico desnaturalizante. Estos
aditivos incluyen tensioactivos (véase la patente de Estados Unidos n.° 5.096.885), aminoacidos (véase la patente
de Estados Unidos n.° 4.297.344), polioles (véase la patente de Estados Unidos n.° 5.589.167), polimeros naturales
(véase el documento WO 8903671), polimeros sintéticos (véase Pharm. Res. 8:285 291, 1991), y metales (véase la
patente de Estados Unidos n.° 6.191.107 B1).

Hasta la fecha, no hay ningln agente terapéutico de base proteinica (es decir, citocinas y factores de crecimiento)
disponibles que recree de forma eficaz o imite la combinacion compleja y los niveles fisiolégicos de las citocinas y
factores de crecimiento fisiolégicamente relevantes encontrados de forma natural en el organismo en estados de
salud y enfermedad o lesion. Cada agente terapéutico de base proteinica actualmente disponible administra una
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dosis muchisimo mayor que los niveles de esas citocinas o factores de crecimiento encontrados normalmente en el
organismo. Ademas, nadie ha podido aun administrar estas citocinas y factores de crecimiento fisiol6gicamente
relevantes a niveles fisioldgicos. Ademas, nadie ha podido aln administrar estas citocinas y factores de crecimiento
fisiolégicamente relevantes a niveles fisiolégicos en una formulacién de liberacion sostenida. Por lo tanto, los
solicitantes presentan con la presente por primera vez la presente invencién cuyo objetivo es satisfacer la necesidad
médica insatisfecha de proporcionar factores de crecimiento y citocinas fisiologicamente relevantes a niveles
fisiolégicos (composiciones CFS) y, en algunos casos, suministrar esos factores de crecimiento y citocinas
fisiolégicamente relevantes a niveles fisioldgicos usando una formulacién de liberaciéon sostenida (composiciones
SR-CFS).

Breve sumario de la invenciéon

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar composiciones novedosas de solucion que tiene factor celular
(CFS) que recreen la combinacién compleja y Unica y los niveles fisiolégicos de dichas citocinas y factores de
crecimiento encontrados en nichos biolégicos. Un objetivo adicional de la presente invenciéon es proporcionar
composiciones novedosas de solucidn que contiene factor celular de liberaciéon sostenida (SR-CFS) que contengan
la combinacion compleja y Unica y los niveles fisiolégicos de las citocinas y factores de crecimiento encontrados de
forma natural en nichos fisiolégicos. Como los factores celulares estan presentes en niveles comparables a los
niveles fisiolégicos encontrados en el organismo, son 6ptimos para su uso en aplicaciones terapéuticas que
requieren intervencion para mantener, iniciar, reemplazar, acelerar o influir de otro modo en los procesos
bioguimicos y biolégicos implicados en el tratamiento y/o curacion de una enfermedad y/o lesion. En el caso de las
composiciones SR-CFS, los factores celulares se liberan lentamente en el tiempo para proporcionar un nivel
fisiolégico continuo, constante de dichos factores para optimizar la curacién y/o la recuperacion.

Ademas de las composiciones CFS novedosas descritas en este documento, un objetivo de la invencién también es
proporcionar métodos para generar dichas composiciones CFS novedosas, incluyendo la combinacion de
composiciones derivadas de células (es decir, composiciones ECS combinadas y ACCS combinadas) y
composiciones SR-CFS, asi como usos terapéuticos de las mismas.

Las composiciones derivadas de células combinadas poseen varias propiedades y caracteristicas importantes
incluyendo variabilidad disminuida en los niveles de factores celulares fisiolégicamente relevantes necesarios para el
efecto terapéutico en comparacion con composiciones no combinadas. Los factores celulares estan presentes en
niveles comparables a los niveles fisiolégicos encontradas en el organismo y, por tanto, son 6ptimos para su uso en
aplicaciones terapéuticas que requieren intervencion para mantener, iniciar, remplazar, acelerar o influir de otro
modo en los procesos bioquimicos y bioldgicos implicados en el tratamiento y/o la curacién de una enfermedad y/o
lesion. Los métodos novedosos descritos en este documento de combinacion de composiciones derivadas de
células para disminuir la variabilidad tienen el efecto de optimizar los niveles de factores secretados de modo que
puede conseguirse su potencial terapéutico completo en cada combinacion. Ademas del valor terapéutico de dichas
composiciones combinadas, el método de combinacion de muestras para disminuir la variabilidad de una
composicion no combinada a otra tiene las ventajas comerciales importantes de aumentar los rendimientos de
produccién minimizando el rechazo de la composicién no combinada por fracaso en cumplir las especificaciones del
producto y, por consiguiente, disminuir los costes de produccion y aumentar las ganancias.

Por consiguiente, un primer aspecto de la invencién es una composicion de solucién de citocina celular derivada de
amnios que comprende concentraciones fisioldgicas de VEGF, TGFB2, angiogenina, PDGF, TIMP-1 y TIMP-2, en la
que la concentracion fisiolégica es ~5,0-16 ng/ml para VEGF, ~3,5-4,5 ng/ml para angiogenina, ~100-165 pg/ml para
PDGF, ~2,5-2,7 ng/ml para TGFB2, ~0,68 mg/ml para TIMP-1 y ~1,04 mg/ml para TIMP-2, en la que la composicion
de solucion de citocina celular derivada de aminos se puede obtener por el método de:

(a) aislar células epiteliales del amnios a partir del amnios de una placenta;

(b) seleccionar células AMP de las células epiteliales del amnios;

(c) cultivar las células AMP en medio de base no animal, en el que el medio se suplementa con albumina
humana de calidad clinica afiadida hasta una concentracién de un 10 % hasta que alcancen confluencia;

(d) cambiar el medio de cultivo;

(e) cultivar las células en el medio durante 1, 2, 3, 4, 50 6 dias; y

(f) recoger el medio de cultivo de la etapa (e) para obtener solucién de citocina celular derivada de amnios;

en el que el medio de la etapa (c) es Stemline | o Il, Optipro, IMDM o DMEM.

El aspecto dos de la invencion es la composicion del primer aspecto en la que la etapa (f) se repite una pluralidad de
veces Y la solucién de citocina celular derivada de amnios de la etapa (f) se combina para crear una solucién de
citocina celular derivada de amnios combinada.

El aspecto tres de la invencién es la composicién de la parte (c) del primer aspecto, en la que el medio es sin suero.

El aspecto cuatro de la invencion es la composicién de una cualquiera del primer, segundo o tercer aspecto, en la
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que el medio basal se complementa ademas con EGF a una concentracion entre 0 y 1 pug/ml.

El aspecto cinco de la invencién es una composicion de liberaciéon sostenida que comprende la solucién de citocina
celular derivada de amnios de uno cualquiera del primer o segundo aspecto.

El aspecto seis de la invencidon es un método de generacion de una composicion de liberacion sostenida del quinto
aspecto, que comprende las etapas de combinar una composicién de soluciéon que contiene factor celular con un
agente que puede lograr la liberacién sostenida de la composicién de solucion que contiene factor celular.

El aspecto siete de la invencién es una composicion farmacéutica que comprende la composiciéon de uno cualquiera
del primer al quinto aspecto.

El aspecto ocho de la invencion es una composicion de uno cualquiera del primer al quinto aspecto o séptimo
aspecto, para su uso en un método de aceleracién de la curacién de heridas.

Definiciones

Como se define es este documento, "aislado" se refiere a material retirado de su entorno original y, por tanto,
alterado "por la mano del hombre" de su estado natural.

Como se usa en este documento, la expresién "marcador proteinico” significa cualquier molécula de proteina
caracteristica de la membrana plasmatica de una célula o en algunos casos de un tipo celular especifico.

Como se usa en este documento, "enriquecido” significa concentrar selectivamente o aumentar la cantidad de uno o
mas materiales por eliminacién de los materiales no deseados o seleccion y separacion de los materiales deseables
de una mezcla (es decir, células diferentes con marcadores celulares especificos de una poblaciéon celular
heterogénea en que no todas las células en la poblacién expresan el marcador).

Como se usa en este documento, la expresion "sustancialmente purificado" significa una poblacion de células
sustancialmente homogénea para un marcador particular o combinacién de marcadores. Por sustancialmente
homogéneo se entiende al menos un 90 %, y preferiblemente un 95 % homogéneo para un marcador particular o
combinacién de marcadores.

El término "placenta”, como se usa en este documento, significa placenta tanto pretérmino como a término.

Como se usa en este documento, la expresion "células totipotentes” tendra el siguiente significado. En mamiferos,
las células totipotentes tienen el potencial de llegar a ser cualquier tipo de célula en el organismo adulto; cualquier
tipo o tipos celulares de las membranas extraembrionarias (por ejemplo, placenta). Las células totipotentes son el
ovulo fertilizado y aproximadamente las primeras cuatro células producidas por su escision.

Como se usa en este documento, la expresion "células madre pluripotentes” tendra el siguiente significado. Células
madre pluripotentes son células madre verdaderas con el potencial de generar cualquier célula diferenciada en el
organismo, pero no pueden contribuir a generar los componentes de las membranas extraembrionarias que derivan
del trofoblasto. EI amnios se desarrolla a partir del epiblasto, no del trofoblasto. Se han confirmado hasta la fecha
tres tipos de células madre pluripotentes: células madre embrionarias (ES) (también pueden ser totipotentes en
primates), células germinales embrionarias (EG) y células de carcinoma embrionario (EC). Las células EC pueden
aislarse de teratocarcinomas, un tumor que se produce ocasionalmente en la génada de un feto. A diferencia de las
otras dos, son habitualmente aneuploides.

Como se usa en este documento, la expresion "células madre multipotentes” son células madre verdaderas, pero
pueden diferenciarse Unicamente en una cantidad limitada de tipos. Por ejemplo, la médula 6sea contiene células
madre multipotentes que dan lugar a todas las células de la sangre, pero no pueden diferenciarse en otros tipos
celulares.

Como se usa en este documento, la expresion "tejido extraembrionario” significa tejido ubicado fuera del cuerpo
embrionario que esta implicado en la proteccion, nutricion, eliminacién de residuos, etc. del embrién. El tejido
extraembrionario se descarte en el nacimiento. El tejido extraembrionario incluye, aunque sin limitacion, el amnios, el
corion (trofoblasto y mesodermo extraembrionario incluyendo el cordén umbilical y los vasos), el saco vitelino, liquido
alantoideo y amniético (incluyendo todos los componentes contenidos en los mismos). El tejido extraembrionario y
las células derivadas del mismo tienen el mismo genotipo que el embrién en desarrollo.

Como se usa en este documento, la expresién "células secretoras de citocinas extraembrionarias” o "células ECS"
significa una poblacion de células derivada del tejido extraembrionario que tiene las caracteristicas de secretar una
combinacién unica de citocinas fisiol6gicamente relevantes de una manera temporal fisioldgicamente relevante en el
espacio extracelular o en el medio de cultivo circundante y que no se ha cultivado en presencia de ningun producto
de origen animal, haciendo que estas y los productos celulares derivados de las mismas sean adecuados para uso
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clinico humano. En una realizacion, las células ECS secretan al menos una citocina seleccionada de VEGF,
angiogenina, PDGF y TGFB2 y al menos un inhibidor de MMP. En una realizacion especifica, el inhibidor de MMP se
selecciona de TIMP-1 y TIMP-2. En otra realizacion, las células ECS secretan mas de una citocina seleccionadas de
VEGF, angiogenina, PDGF y TGFB2 y mas de un inhibidor de MMP. En una realizacion especifica, el inhibidor de
MMP se selecciona de TIMP-1 y TIMP-2. En una realizacién preferida, las células ECS secretan las citocinas VEGF,
angiogenina, PDGF y TGFB2 y los inhibidores de MMP TIMP-1 y/o TIMP-2. El intervalo fisiolégico de la citocina o
citocinas en la combinacién Unica es el siguiente: ~5-16 ng/ml para VEGF, ~3,5-4,5 ng/ml para angiogenina, ~100-
165 pg/ml para PDGF, ~2,5-2,7 ng/ml para TGFB2, ~0,68 mg/ml para TIMP-1 y ~1,04 mg/ml para TIMP-2. Las
células ECS opcionalmente pueden expresar timosina 4. Las células ECS pueden seleccionarse de poblaciones de
células y composiciones descritas en esta solicitud y en los documentos US2003/0235563, US2004/0161419,
US2005/0124003, solicitudes provisionales de Estados Unidos n.° 60/666.949, 60/699.257, 60/742.067, 60/813.759,
solicitud de Estados Unidos n.° 11/333.849, solicitud de Estados Unidos n.° 11/392.892, documento
PCTUS06/011392, documento US2006/0078993, documento PCT/US00/40052, patente de Estados Unidos n.°
7.045.148, documentos US2004/0048372 y US2003/0032179.

Como se usa en este documento, la expresion "célula progenitora multipotente derivada de amnios" o "célula AMP"
significa una poblacion especifica de células ECS que son células epiteliales derivadas del amnios. Ademas de las
caracteristicas descritas anteriormente para células ECS, las células AMP tienen las siguientes caracteristicas. No
se han cultivado en presencia de ningun producto de origen animal, haciendo que estas y los productos celulares
derivados de las mismas sean adecuados para uso clinico humano. Crecen sin capas de alimentacion, no expresan
la telomerasa proteinica y son no tumorigénicas. Las células AMP no expresan el marcador de célula madre
hematopoyética proteina CD34. La ausencia de células CD34 positivas en esta poblacién indica que los aislados no
estan contaminados con células madre hematopoyéticas tales como sangre de cordén umbilical o fibroblastos
embrionarios. Casi el 100 % de las células reacciona con anticuerpos contra citoqueratinas de baja masa molecular,
lo que confirma su naturaleza epitelial. Las células AMP recién aisladas no reaccionaran con anticuerpos contra los
marcadores de células madre/progenitoras c-kit (CD117) y Thy-1 (CD90). Se conocen en la técnica varios
procedimientos usados para obtener células de placenta completa a término o pretérmino (véase, por ejemplo, el
documento US 2004/0110287; Anker et al., 2005, Stem Cells 22:1338-1345; Ramkumar et al., 1995, Am. J. Ob. Gyn.
172:493-500). Sin embargo, los métodos usados en este documento proporcionan composiciones y poblaciones de
células mejoradas. Las células AMP se han descrito previamente como "células derivadas de amnios" (véanse las
solicitudes de provisionales de Estados Unidos n.° 60/666.949, 60/699.257, 60/742.067, la solicitud provisional de
Estados Unidos n.° 60/813.759, la solicitud de Estados Unidos n.° 11/333.849, la solicitud de Estados Unidos n.°
11/392.892 y el documento PCTUS06/011392).

Por el término "sin componentes animales” cuando se hace referencia a determinadas composiciones, condiciones
de crecimiento, medio de cultivo, etc. descritos en este documento, se entiende que no se usa ningun material de
origen animal, tal como suero de origen animal, diferente de materiales humanos de calidad clinica, tal como
proteinas humanas producidas de forma recombinante, en la preparacion, crecimiento, cultivo, expansion,
almacenamiento o formulacion de determinada composicion o proceso.

Por la expresion "sin suero” cuando se hace referencia a determinadas composiciones, condiciones de crecimiento,
medio de cultivo, etc. descritos en este documento, se entiende que no se usa ningun suero de origen animal (es
decir, que no sea de origen no humano) en la preparacion, crecimiento, cultivo, expansion, almacenamiento o
formulacion de determinada composicion o proceso.

Por el término "expandido”, en referencia a composiciones celulares, significa que la poblacion celular constituye una
concentracion significativamente mayor de células de la que se obtiene métodos previos. Por ejemplo, el nivel de
células por gramo de tejido amniético en composiciones expandidas de células AMP es al menos 50 y hasta 150
veces mayor que la cantidad de células en el cultivo primario después de 5 pases, en comparacion con un aumento
de aproximadamente 20 veces en dichas células usando métodos previos. En otro ejemplo, el nivel de células por
gramo de tejido amniotico en composiciones expandidas de células AMP es al menos 30 y hasta 100 veces mayor
que la cantidad de células en el cultivo primario después de 3 pases. Por consiguiente, una poblacién "expandida"
tiene una mejora de al menos 2 veces y hasta de 10 veces en las cantidades de células por gramo de tejido
amniotico sobre los métodos previos. El término "expandido” pretende cubrir Gnicamente aquellas situaciones en que
una persona ha intervenido para elevar la cantidad de células.

Como se usa en este documento, el término "pase" significa una técnica de cultivo celular en que las células que
crecen en cultivo que han obtenido confluencia o estan cerca de la confluencia en un recipiente de cultivo tisular se
retiran del recipiente, se diluyen con medio de cultivo fresco (es decir, diluido 1:5) y se colocan en un nuevo
recipiente de cultivo tisular para permitir su crecimiento continuado y viabilidad. Por ejemplo, las células aisladas del
amnios se mencionan como células primarias. Dichas células se expanden en cultivo haciéndolas crecer en el medio
de cultivo descrito en este documento. Cuando dichas células primarias se subcultivan, cada ronda de subcultivo se
menciona como un pase. Como se usa en este documento, "cultivo primario” significa la poblacién celular recién
aislada.

Como se usa en este documento, "medio acondicionado" es un medio en que una célula o poblacion de células
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especificas se ha cultivado, y después se ha retirado. Cuando las células se cultivan en un medio, pueden secretar
factores celulares que pueden proporcionar apoyo o afectar al comportamiento de otras células. Dichos factores
incluyen, aunque sin limitacion, hormonas, citocinas, matriz extracelular (ECM), proteinas, vesiculas, anticuerpos,
qguimiocinas, receptores, inhibidores y granulos. El medio que contiene los factores celulares es el medio
acondicionado. Se describen ejemplos de métodos de preparacion de medios acondicionados en la patente de
Estados Unidos 6.372.494. Como se usa en este documento, el medio acondicionado también se refiere a
componentes, tales como proteinas, que se recuperan y/o purifican del medio acondicionado o de células ECS,
incluyendo células AMP.

Como se usa en este documento, la expresidon composicion de "solucién que contiene factor celular* o "CFS"
significa una composicién que tiene concentraciones fisioldgicas de uno o mas factores seleccionados de VEGF,
angiogenina, PDGF y TGFB2 y al menos un inhibidor de MMP. Los ejemplos de inhibidores de MMP adecuados
incluyen, aunque sin limitacion, TIMP-1 y TIMP-2. Las composiciones CFS incluyen medios acondicionados
derivados de células ECS, composiciones de solucion de citocina celular derivada de amnios (véase la definicion a
continuacién), composiciones de solucién de citocina fisiolégica (véase la definicion a continuacion) y formulaciones
de liberacion sostenida de dichas composiciones CFS.

Como se usa en este documento, la expresion "solucion de citocina celular derivada de amnios" o "ACCS" significa
medio acondicionado que se ha obtenido de células AMP o de células AMP expandidas. La solucion de citocina
celular derivada de amnios o ACCS se ha mencionado previamente como "suspension de citocinas derivada de
amnios".

Como se usa en este documento, la expresion composicion de "solucién de citocinas fisioldgicas" o "PCS" significa
una composicién que no se obtiene de células y que tiene concentraciones fisioldgicas de uno o mas factores
seleccionados de VEGF, angiogenina, PDGF y TGFB2 y al menos un inhibidor de MMP. Los ejemplos de inhibidores
de MMP adecuados incluyen, aunque sin limitacion, TIMP-1 y TIMP-2.

Como se usa en este documento, el término "suspension" significa un liquido que contiene componentes
dispersados, es decir, citocinas. Los componentes dispersados pueden estar completamente solubilizados,
parcialmente solubilizados, suspendidos o dispersados de otro modo en el liquido. Los liquidos adecuados incluyen,
aungue sin limitacion, agua, soluciones osméticas tales como soluciones salinas y/o de azlcar, medios de cultivo
celular y otras soluciones acuosas 0 ho acuosas.

El término "lisado" como se usa en este documento se refiere a la composicion obtenida cuando las células, por
ejemplo, células AMP, se lisan y opcionalmente los desechos celulares (por ejemplo, membranas celulares) se
retiran. Esto puede conseguirse por medios mecéanicos, por congelaciéon y descongelacién, por sonicacion, mediante
el uso de detergentes, tales como EDTA o por digestiébn enzimética usando, por ejemplo, hialuronidasa, dispasa,
proteasas y nucleasas.

La expresion "fisiolégico" o "nivel fisioldgico”, como se usa en este documento, significa el nivel en que una
sustancia en un sistema vivo se encuentra y que es relevante para el funcionamiento apropiado de un proceso
bioquimico y/o biolégico.

Como se usa en este documento, el término "combinado” significa una pluralidad de composiciones que se han
combinado para crear una nueva composicion que tiene caracteristicas mas constantes o coherentes en
comparaciéon con las composiciones no combinadas. Por ejemplo, la ACCS combinada tiene caracteristicas mas
constantes o coherentes en comparacion con ACCS no combinada. Los ejemplos de composiciones combinadas
incluyen "combinaciones SP" (mas de un conjunto de ACCS/una placenta), "combinaciones MP1" (una coleccién de
ACCS/placenta, mltiples placentas) y "combinaciones MP2" (mas de una coleccién de ACCS/placenta, multiples
placentas).

Como se usa en este documento, el término "sustrato" significa un recubrimiento definido sobre una superficie a la
que se adhieren las células, sobre la que crece y/o a la que migran. Como se usa en este documento, el término
"matriz" significa una sustancia en que crecen las células o sobre la que pueden definirse 0 no en sus componentes.
La matriz incluye sustancias tanto biolégicas como no biolégicas. Como se usa en este documento, el término
"armazon” significa una estructura tridimensional (3D) (sustrato y/o matriz) en que o sobre la que crecen las células.
Puede estar compuesto de componentes biolégicos, componentes sintéticos o una combinacién de ambos. Ademas,
puede construirse de forma natural por las células o construirse de forma artificial. Ademas, el armazon puede
contener componentes que tienen actividad biolégica en condiciones apropiadas.

La expresion "producto celular" o "productos celulares”, como se usa en este documento, se refiere a todas y cada
una de las sustancias generadas y secretadas por una célula, incluyendo, aunque sin limitacién, factores proteinicos
(es decir, factores de crecimiento, factores de diferenciacién, factores de injerto, citocinas, morfégenos, proteasas
(es decir, para promover la deslaminacion celular enddgena, inhibidores de proteasa), componentes de la matriz
extracelular (es decir, fibronectina, etc.).
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La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" significa esa cantidad de un agente terapéutico necesaria para
conseguir un efecto fisiolégico deseado (es decir, curacién de heridas acelerada).

Como se usa en este documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable” significa que los componentes,
ademas del agente terapéutico, que comprende la formulacion, son adecuados para su administracion al paciente
gue se estéa tratando de acuerdo con la presente invencion.

Como se usa en este documento, la expresion "componente terapéutico” significa un componente de la composicién
que ejerce un beneficio terapéutico cuando se administra la composicion al sujeto.

Como se usa en este documento, la expresion "proteina terapéutica” incluye una amplia gama de proteinas
biolégicamente activas incluyendo, aunque sin limitacion, factores de crecimiento, enzimas, hormonas, citocinas,
inhibidores de citocinas, factores de coagulacion sanguinea, factores peptidicos de crecimiento y diferenciacion.

Como se usa en este documento, el término "tejido" se refiere a una agregacion de células especializadas de forma
similar unificadas en la realizacién de una funcién particular.

Como se usa en este documento, los términos "uno” o "una" significa uno o més; al menos uno.

Como se usa en este documento, el término "complementario” significa conjuntamente, junto con, ademas de, en
combinacion con y similares.

Como se usa en este documento, el término "coadministrar" puede incluir administracién simultdnea o secuencial de
dos 0 més agentes.

Como se usa en este documento, el término "agente" significa un agente activo o un agente inactivo. Por la
expresion "agente activo" se entiende un agente que puede tener un efecto fisiologico cuando se administra a un
sujeto. Los ejemplos no limitantes de agentes activos incluyen factores de crecimiento, citocinas, antibidticos,
células, medios acondicionados de células, etc. por la expresién "agente inactivo" se entiende un agente que no
tiene un efecto fisiolégico cuando se administra. Dichos agentes pueden llamarse de forma alternativa "excipientes
farmacéuticamente aceptables". Los ejemplos no limitantes incluyen cdpsulas de liberacion en el tiempo y similares.

Las expresiones "administracion parenteral” y "administrado por via parenteral” estan reconocidas en la técnica y se
refieren a modos de administracion diferentes de administracion enteral y topica, habitualmente por inyeccion e
incluye, sin limitacion, inyeccion o infusion intravenosa, intramuscular, intrarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intrarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intramedular, epidural, intracerebral e intraesternal.

Las expresiones "liberacidon sostenida”, "liberacién prolongada”, "liberacion en el tiempo", "liberacion controlada” o
"liberacién continua”, como se usan en este documento, significan un agente, tipicamente un agente terapéutico o
farmaco, que se formula para disolverse lentamente y liberarse en el tiempo.

Los términos "bioerosionable" o "bioerosion”, como se usan en este documento, significan una combinacion de
procesos fisicos (es decir, disolucién) y quimicos (es decir, escision de enlaces quimicos) que provocan la
descomposicion de una sustancia.

Los términos "biodegradable" o "biodegradacion”, como se usan en este documento, significan un agente biolégico
(es decir, una enzima, microbio o célula) que es responsable de la descomposiciéon de una sustancia.

Los términos "biorreabsorbible" o "bioabsorbible”, como se usan en este documento, significan la eliminaciéon de un
producto de descomposicion por actividad celular (es decir, fagocitosis).

Como se usa en este documento, el término "nanoparticula” significa particulas de menos de 100 nm de diametro
que muestran propiedades nuevas o0 potenciadas dependientes del tamafio en comparaciéon con particulas mas
grandes del mismo material.

"Tratamiento”, "tratar" o "que trata", como se usan en este documento, cubre cualquier tratamiento de una
enfermedad o afeccion de un mamifero, particularmente un ser humano, e incluye: (a) prevenir que aparezca la
enfermedad o la afecciéon en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad o afeccién, pero ain no se ha
diagnosticado que la tenga; (b) inhibir la enfermedad o la afeccién, es decir, detener su desarrollo; (c) aliviar y/o
mejorar la enfermedad o la afeccién, es decir causar la regresion de la enfermedad o afeccién; o (d) curar la
enfermedad o la afeccion, es decir, detener su desarrollo o progresién. La poblacién de sujetos tratada por las
composiciones de la invencién incluye sujetos que padecen la afeccion o la enfermedad indeseable, asi como
sujetos en riesgo de desarrollo de la afeccion o la enfermedad.

Como se usa en este documento, una "herida" es cualquier alteracion, de cualquier causa, de la anatomia normal
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(anatomia interna y/o externa) incluyendo, aunque sin limitacion, lesiones traumaticas tales como lesiones
mecanicas (es decir, contusion, penetracion), térmicas, quimicas, eléctricas, por radiacion, por conmocién y por
incision; lesién provocada tales como cirugia operatoria y hernias de incisiéon resultantes, fistulas, etc.; heridas
agudas, heridas cronicas, heridas infectadas y heridas estériles, asi como heridas asociadas con estados
patolégicos (es decir, Ulceras causadas por neuropatia diabética o Ulceras del sistema gastrointestinal o
genitourinario). Una herida es dindmica y el proceso de curacién es un conjunto de procesos celulares integrados e
interrelacionados que empiezan en el momento de la formacion de la herida y continGan mas alla del cierre inicial de
la herida hasta llegar a una cicatriz estable. Estos procesos celulares estan mediados 0 modulados por sustancias
humorales incluyendo, aunque sin limitacién, citocinas, linfoquinas, factores de crecimiento y hormonas. De acuerdo
con la presente invencion, "curacién de heridas" se refiere a mejora, por alguna forma de intervencion, de los
procesos celulares naturales y sustancias humorales de reparacion tisular de modo que la curacién sea mas rapida,
y/o el area curada resultante tenga menos cicatrizacion y/o el area herida posea fuerza tisular que es mas cercana a
la de un tejido no lesionado y/o el tejido herido obtenga algin grado de recuperacion funcional.

Como se usa en este documento, la expresion "modelo animal convencional para curacién de heridas" se refiere a
cualquier modelo animal aceptado en la técnica para la curacion de heridas en que las composiciones de la
invencion muestran eficacia, medida por curacion de heridas acelerada. Los ejemplos no limitantes de modelos
adecuados se describen en Hayward PG, Robson MC: Animal models of wound contraction. En Barbul A, et al.:
Clinical and Experimental Approaches to Dermal and Epidermal Repair: Normal and Chronic Wounds. John Wiley &
Sons, Nueva York, 1990; DelBecarro, et al.: The use of specific thromboxane inhibitors to preserve the dermal
microcirculation after burning. Surgery 87: 137-141, 1980; Robson, et al.: Increasing dermal perfusion after burning
by decreasing thromboxane production. J Trauma 20: 722-725, 1980; Polo, et al.: An in vivo model of human
proliferative scar. J Surg Res 74: 187-195, 1998.). Los expertos en la materia son conscientes de otros modelos
adecuados.

Descripcion detallada

De acuerdo con la presente invenciobn pueden emplearse técnicas convencionales de biologia molecular,
microbiologia y ADN recombinante dentro de las habilidades de la técnica. Dichas técnicas se explican
completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., 2001, "Molecular Cloning: A Laboratory
Manual"; Ausubel, ed., 1994, "Current Protocols in Molecular Biology" Volumenes I-lll; Celis, ed., 1994, "Cell Biology:
A Laboratory Handbook" Volimenes I-lII; Coligan, ed., 1994, "Current Protocols in Immunology" Volimenes I-lIl; Gait
ed., 1984, "Oligonucleotide Synthesis"; Hames & Higgins eds., 1985, "Nucleic Acid Hybridization"; Hames & Higgins,
eds., 1984, "Transcription And Translation”; Freshney, ed., 1986, "Animal Cell Culture"; IRL Press, 1986, "Immobilized
Cells And Enzymes"; Perbal, 1984, "A Practical Guide To Molecular Cloning".

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la decena de la unidad
del limite inferior salvo que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de ese
intervalo y cualquier otro valor indicado o intermedio en ese intervalo indicado esté divulgado. También se divulgan
los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios que pueden incluirse independientemente en los
intervalos mas pequefios, sujetos a cualquier limite excluido especificamente en el intervalo indicado. Cuando el
intervalo indicado incluye uno o ambos limites, también se divulgan intervalos que excluyen cualquiera de esos dos
limites incluidos.

Salvo que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que el habitualmente comprendido por un experto en la materia a la que pertenece esta invencion.
Aunqgue también puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en este documento
en la practica o ensayo de la presente invencion, ahora se describen los métodos y materiales preferidos.

Debe apreciarse que como se usa en este documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares

"uno”, " la" incluyen referencias plurales salvo que el contexto indique claramente lo contrario.

una"y "el",
Obtencién y cultivo de células

Células ECS- Se describen en la técnicas diversos métodos para aislar células a partir del tejido extraembrionario,
que entonces pueden usarse para producir las células ECS de la presente invencién (véanse, por ejemplo, el
documento US2003/0235563, el documento US2004/0161419, el documento US2005/0124003, la solicitudes
provisionales de Estados Unidos n.° 60/666.949, 60/699.257, 60/742.067, 60/813.759, la solicitud de Estados unidos
n.° 11/333.849, la solicitud de Estados Unidos n.° 11/392.892, el documento PCTUS06/011392, el documento
US2006/0078993, el documento PCT/US00/40052, la patente de Estados Unidos n.° 7.045.148, el documento
US2004/0048372 y el documento US2003/0032179).

Identificacion de células ECS- Una vez aislado el tejido extraembrionario, es necesario identificar las células en el
tejido que tienen las caracteristicas asociadas con células ECS (véase la definicion anterior). Por ejemplo, las
células se ensayan para su capacidad de secretar una combinacién Unica de citocinas en el espacio extracelular o
en el medio de cultivo circundante. Las células adecuadas son aquellas en que se produce la citocina o citocinas en
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el intervalo fisiolégico de ~5,0-16 ng/ml para VEGF, ~3,5-4,5 ng/ml paras angiogenina, ~100-165 pg/ml para PDGF,
~2,5-2,7 ng/ml para TGFB2, ~0,68 mg/ml para TIMP-1 y ~1,04 mg/ml para TIMP-2. Las células adecuadas
opcionalmente pueden secretar timosina 34.

Células AMP- En una realizacién particular, se preparan composiciones de células AMP usando las etapas de a)
recuperacion del amnios de la placenta, b) disociacion de las células epiteliales del amnios de la membrana
amniodtica, c) aislamiento de las células AMP de las células epiteliales del amnios, d) cultivo de las células AMP en
un medio basal con la adicién de una proteina humana derivada de forma natural o producida de forma
recombinante; y opcionalmente d) proliferacién adicional de las células usando aditivos y/o factores de crecimiento
adicionales. Los detalles estan contenidos en la publicacion de Estados Unidos n.° 2006-0222634-A1.

Las células AMP se cultivan de la siguiente manera: las células AMP se cultivan en un medio basal. Dicho medio
incluye, aunque sin limitacién, Epilife (Cascade Biologicals), Opti-pro, VP-SFM, IMDM, Advanced DMEM, K/O
DMEM, 293 SFM Il (todos hechos por Gibco; Invitrogen), HPGM, Pro 293S-CDM, Pro 293A-CDM, UltraMDCK,
UltraCulture (todos hechos por Cambrex), Stemline | y Stemline Il (ambos hechos por Sigma-Aldrich), DMEM,
DMEM/F-12, F12 de Ham, M199, y otros medios basales comparables. Dichos medios pueden contener
opcionalmente proteina humana de calidad clinica o pueden complementarse con proteina humana de calidad
clinica. Como se usa en este documento, una "proteina humana" es una que se produce de forma natural o una que
se produce usando tecnologia recombinante. En determinadas realizaciones especificas, "proteina humana" también
significa que incluye un liquido humano o derivado o preparacién del mismo, tal como suero o liquido amniético
humano, que contiene proteina humana.

En una realizacion mas preferida, las células se cultivan usando un sistema que esta libre de productos animales
gue evitan la xenocontaminacion. En esta realizacion, el medio de cultivo es Stemline | o I, Opti-pro, IMDM o
DMEM, y se complementa opcionalmente con albimina humana de calidad clinica afiadida hasta concentraciones
de un 10 %. En realizaciones preferidas, el medio es sin suero ademas de ser sin componentes animales.

Opcionalmente, se usan otros factores. En una divulgacion, se usa factor de crecimiento epidérmico (EGF) a una
concentracion entre 0-1 mg/ml. En una divulgacion preferida, la concentracion de EGF es de aproximadamente
10 ng/ml. Los factores de crecimiento alternativos que pueden usarse incluyen, aunque sin limitacion, TGFa o
TGFBo (5 ng/ml; intervalo de 0,1-100 ng/ml), activina A, toxina colérica (preferiblemente a un nivel de
aproximadamente 0,1 mg/ml; intervalo de 0-10 mg/ml), transferrina (5 mg/ml; intervalo de 0,1-100 mg/ml), factores
de crecimiento de fibroblastos (bFGF 40 ng/ml (intervalo de 0-200 ng/ml), aFGF, FGF-4, FGF-8; (todos en el
intervalo de 0-200 ng/ml), proteinas morfogénicas dseas (es decir, BMP-4) u otros factores de crecimiento que se
sabe que potencian la proliferacion celular. Todos los suplementos son de calidad clinica.

Generacion de medio acondicionado de solucién que contiene factor celular

La generacién del medio acondicionado de ECS se obtiene como se describe a continuacion para ACCS, excepto
gue se usan células ECS.

Generacion de ACCS- Las células AMP de la invencién pueden usarse para generar ACCS. En una divulgacion, las
células AMP se aislan como se describe en este documento y se siembran 1 x 10° células/ml en matraces T75 que
contienen entre 5-30 ml de medio de cultivo, preferiblemente entre 10-25 ml de medio de cultivo y mucho mas
preferiblemente aproximadamente 10 ml de medio de cultivo. Las células se cultivan hasta que son confluyentes, el
medio se cambia y en una realizacion, se recogela ACCS 1 dia después de la confluencia. En otra realizacion, el
medio se cambia y la ACCS se recoge 2 dias después de la confluencia. En otra realizacion, el medio se cambia y la
ACCS se recoge 4 dias después de la confluencia. En otra realizacién, el medio se cambia y la ACCS se recoge 5
dias después de la confluencia. En una realizacion preferida, el medio se cambia y la ACCS se recoge 3 dias
después de la confluencia. En otra realizacién preferida, el medio se cambia y la ACCS se recoge 3, 4, 5, 6 0 mas
dias después de la confluencia. Los expertos en la materia reconoceran que también se contemplan otros medios
para recoger la ACCS de los cultivos de células AMP, tal como usando otros recipientes de cultivo tisular incluyendo,
aunque sin limitacion, fabricas celulares, matraces, fibras huecas o aparato de cultivo en suspension, o recogiendo
la ACCS de cultivos subconfluyentes y/o de proliferacion activa. También se contempla que la ACCS se
crioconserve después de la recogida. También se contempla que la ACCS se liofilice después de la recogida.
También se contempla por la invencion que la ACCS se formule para liberacion sostenida después de la recogida.
También se contempla que la producciéon de ACCS se aumente en escala para la generacion de producto suficiente
para ensayo clinico y para comercializacion. Los expertos en la materia estan familiarizados con las metodologias de
crioconservacion y liofilizacion, y de formulacién de liberacion sostenida.

También se contempla que las composiciones CFS tales como ACCS y ACCS combinada, se diluyan con diluyente
apropiado antes de su uso. los diluyentes apropiados incluyen, sin limitacion, solucién salina normal, PBS, solucién
de lactato de Ringer, medio de cultivo celular, medio de cultivo celular acondicionado, agua y similares. dichas
diluciones pueden ser 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:10, 1:100, etc. Ademas, las diluciones pueden ser de menos de 1:2 (es
decir, 1:1, 1:0.5, etc.). La dilucion apropiada requerida dependera del uso pretendido y, por lo tanto, tendrd que
determinarse empiricamente por los expertos en la materia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2702 809 T3

Las composiciones CFS de la invencion, incluyendo ACCS y ACCS combinada, se caracterizan por ensayo de las
citocinas fisiol6gicamente relevantes en el intervalo fisiolégicamente relevante de ~5,0-16 ng/ml para VEGF, ~3,5-
4,5 ng/ml paras angiogenina, ~100-165 pg/ml para PDGF, ~2,5-2,7 ng/ml para TGFp2, ~0,68 mg/ml| para TIMP-1 y
~1,04 mg/ml para TIMP-2. La ACCS y la ACCS combinada se ensayan opcionalmente para la presencia de timosina

B4.
Generacion de composiciones de solucién de citocinas fisiolégicas (PCS)

Una forma no obtenida de células de ACCS (mencionada en este documento como composicion de soluciéon de
citocinas fisioldgicas ("PCS") se genera combinando niveles fisioldgicos de uno o mas de VEGF, angiogenina,
PDGF, TGFB2, y uno o mas inhibidores de MMP (es decir, TIMP-1 y/o TIMP-2) en un vehiculo. Opcionalmente, la
PCS contiene timosinap4. Los niveles fisiolégicos para estas citocinas son los mismos que los encontrados en
ACCS. Los vehiculos adecuados incluyen solucién salina normal, PBS, solucién de lactato de Ringer, medio de
cultivo celular, medio de cultivo celular acondicionado, agua, etc. Dichas composiciones son adecuadas para
crioconservacion, liofilizacion, formulacion de liberacién sostenida, aumento de escala y similares. se contempla que
la PCS puede producirse de modo que contenga niveles mas concentrados de los factores que los encontrados en
ACCS y que pueda diluirse posteriormente con diluyente apropiado antes de su uso. Los diluyentes apropiados
incluyen, sin limitacién, solucién salina normal, PBS, soluciéon de lactato de Ringer, medio de cultivo celular, medio
de cultivo celular acondicionado, agua y similares. dichas diluciones pueden ser 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:10, 1:100, etc.
Dichas diluciones también pueden ser de menos de 1:2 (es decir, 1:1, 1:0.5, etc.). La dilucion apropiada requerida
dependera del uso pretendido y, por lo tanto, tendra que determinarse empiricamente por los expertos en la materia.

Las composiciones de la invencién pueden prepararse en una diversidad de formas dependiendo de su uso
pretendido. Por ejemplo, una composicién puede ser un liquido que comprende un agente de la invencion, es decir,
ACCS o ACCS combinada. Una composicion liquida también incluye un gel. La composicion liquida puede ser
acuosa o estar en forma de una pomada, ungiliento, crema o similar. La composicion liquida también puede
formularse de tal manera que sea adecuada para una aplicacion por pulverizador o aerosol.

Una suspensién acuosa Util puede contener uno o mas polimeros como agentes de suspension. Los polimeros Utiles
incluyen polimeros solubles en agua tales como polimeros celulésicos y polimeros insolubles en agua tales como
polimeros que contienen carboxilo reticulados. Una suspension acuosa o0 solucién/suspensién es preferiblemente
viscosa y mucoadhesiva, o incluso mas preferiblemente, tanto como viscosa como mucoadhesiva.

Composiciones de liberacion sostenida

Las composiciones CFS, incluyendo, aunque sin limitacién, ACCS, ACCS combinada y PCS, pueden formularse
como composiciones CFS de liberacion sostenida (mencionadas en este documento como "SR-CFS"). Los expertos
en la materia estan familiarizados con las metodologias para crear composiciones de liberacion sostenida de
agentes terapéuticos, incluyendo agentes terapéuticos basados en proteina tales como ACCS, ACCS combinada o
PCS.

La SR-CFS, incluyendo, aunque sin limitacion, SR-ACCS y SR-PCS, puede prepararse por cualquiera de los
métodos descritos en este documento. Por ejemplo, la tecnologia de formulacién en liposomas multivesiculares es
util para la liberacion sostenida de agentes terapéuticos proteinicos y peptidicos. Qui, J., et al., (ACTA Pharmacol
Sin, 2005, 26(11):1395-401) describe esta metodologia para la formulacién de interferon alfa-2b de liberacién
sostenida. Vyas, S.P., et al., (Drug Dev Ind Pharm, 2006, 32(6):699-707) describe la encapsulacion de interferdn alfa
pegilado en liposomas multivesiculares. La ACCS (incluyendo ACCS combinada) y PCS son adecuadas para su uso
en formulacién de liberacién sostenida en liposomas multivesiculares.

La tecnologia de nanoparticulas también es util para crear SR-CFS. Por ejemplo, Packhaeuser, C.B., et al., (J
Control Release, 2007, 123(2):131-40) describe sistemas de deposito parenterales biodegradables basados en
nanoparticulas de dialquilaminoalquil-amina-poli(alcohol vinilico)-g-poli(lactido-co-glicélido) cargadas con insulina y
concluyen que los depdsitos basados en nanoparticulas son candidatos adecuados para el disefio de dispositivos de
liberacion controlada para macromoléculas bioactivas (es decir, proteinas). Dailey, L.A., et al., (Pharm Res 2003,
20(12):2011-20) describe nanoparticulas biodegradables sin tensioactivo para tratamiento por aerosol que se basa
en los polimeros ramificados DEAPA-PVAL-g-PLGA y concluye que DEAPA-PVAL-g-PLGA son sistemas de
suministro de farmacos versatiles. La ACCS (incluyendo ACCS combinada) y PCS son adecuadas para su uso en
formulaciones de liberacién sostenida basadas en nanoparticulas.

Las formulaciones de liberacion sostenida basadas en polimeros con también muy Utiles. Chan, Y.P., et al., (Expert
Opin Drug Deliv, 2007, 4(4):441-51) proporciona una revision del sistema Medusa (Flamel Technologies), que se usa
para la liberacién sostenida de tratamientos proteinicos y peptidicos. Hasta ahora, el sistema Medusa se ha aplicado
a inyeccién subcutanea de IL-2 e IFN-alfa(2b), en modelos animales (ratas, perros, monos) y en ensayos clinicos en
pacientes con cancer renal (IL-2) y con hepatitis C (IFN-alfa(2b)). Chavanpatil, M.D., et al., (Pharm Res, 2007,
24(4):803-10) describe nanoparticulas de tensioactivo-polimero como una plataforma novedosa para suministro
celular sostenido y potenciado de moléculas solubles en agua. Takeuchi, H., et al., (Adv Drug Deliv Res,

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2702 809 T3

2001,47(1):39-54) describe sistemas nanoparticulados mucoadhesivos para el suministro de farmacos peptidicos,
incluyendo liposomas y nanoparticulas poliméricas. Wong, H.L., et al., (Pharm Res, 2006, 23(7):1574-85) describe
un nuevo sistema hibrido de polimero-lipido que ha demostrado aumentar la citotoxicidad de doxorrubicina contra
células cancerosas de mama resistentes a multiples farmacos. Las composiciones CFS, incluyendo, aunque sin
limitacion, ACCS (incluyendo ACCS combinada) y PCS son adecuadas para su uso en las metodologias de
formulacién de liberacion sostenida mencionadas anteriormente.

Ademas, otras metodologias de liberacion sostenida conocidas para los expertos en la materia, aunque no se
describen especificamente en este documento, también son adecuadas para su uso con las composiciones CFS.

Composiciones farmacéuticas de composiciones CFS incluyendo, aunque sin limitacién, ACCS, ACCS
combinada, PCS, SR-ACCS (incluyendo ACCS combinada) y SR-PCS

La presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas de composiciones CFS y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La expresion "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia
reguladora del gobierno Federal o estatal o enumerado en la farmacopea de Estados Unidos u otra farmacopea
generalmente reconocida para su uso en animales, y mas particularmente, en seres humanos. EIl término "vehiculo”
se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra la composicién. Dichos vehiculos
farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo aquellos de origen del petréleo,
animal, vegetal o sintético, tal como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y
similares. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta,
arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche
desnatada en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares. La composicion, si se desea, también puede
contener cantidades minimas de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tamponantes del pH. Estas
composiciones pueden adoptar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, comprimidos, pildoras, capsulas,
polvos, formulaciones de liberacion sostenida y similares. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados se
describen en "Remington’s Pharmaceutical Sciences" por E. W. Martin, y también otros que son conocidos para los
expertos en la materia.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden formularse como formas neutras o salinas. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen aquellas formadas con grupos amino libres tales como los derivados de
acido clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartérico, etc., y aquellas formadas con grupos carboxilo libres tales
como las derivadas de hidroxido de sodio, potasio, amonio, calcio, férrico, isopropilamina, trietilamina, 2-etilamino
etanol, histidina, procaina, etc.

Kits de tratamiento que comprenden composiciones CFS incluyendo, aunque sin limitacion, ACCS, ACCS
combinada, PCS, SR-ACCS (incluyendo ACCS combinada) y SR-PCS

También se divulga un articulo de fabricacién que comprende material de envasado y una composicion farmacéutica
de la invencién contenida dentro del material de envasado, en el que la composicién farmacéutica composiciones
CFS. El material de envasado comprende una etiqueta o prospecto que indica que las composiciones CFS
contenidas en el mismo pueden usarse para aplicaciones terapéuticas tales como, por ejemplo, curacion de heridas.

Formulacioén, dosificacion y administracion de composiciones CFS incluyendo, aunque sin limitacién, ACCS,
ACCS combinada, PCS, SR-ACCS (incluyendo ACCS combinada) y SR-PCS

Las composiciones que comprenden composiciones CFS pueden administrarse a un sujeto para proporcionar
diversas funciones celulares o tisulares, por ejemplo, para acelerar la curaciéon de heridas. Como se usa en este
documento, "sujeto” puede significar un ser humano o un animal no humano.

Dichas composiciones pueden formularse de cualquier manera convencional usando uno o mas vehiculos
fisiolégicamente aceptables que opcionalmente comprenden excipientes y auxiliares. La formulacién apropiada
depende de la via de administracion elegida. Las composiciones pueden envasarse con instrucciones escritas para
su uso terapéutico. Las composiciones también pueden administrarse al destinatario en uno o mas vehiculos
fisiolégicamente aceptables. Los vehiculos para composiciones CFS pueden incluir, aunque sin limitacion,
soluciones de solucién salina normal, solucién salina tamponada con fosfato (PBS), solucidon de lactato de Ringer
gue contiene una mezcla de sales en concentraciones fisiologicas, o0 medio de cultivo celular.

Ademas, un experto en la materia puede determinar facilmente la dosis apropiada de las composiciones CFS para
un proposito particular. Una dosis preferida esta en el intervalo de aproximadamente 0,1 a 1000 microgramos por
centimetro cuadrado de area aplicada. Otros intervalos de dosis preferidos son de 1,0 a 50.0 microgramos/area
aplicada. Se ha descubierto que cantidades relativamente pequefias de las composiciones CFS son
terapéuticamente Utiles. Una ejemplificacion de dicha utilidad terapéutica es la capacidad de ACCS (incluyendo
ACCS combinada) de acelerar la curacion de heridas (para detalles véase la publicacion de Estados Unidos n.°
2006/0222634 y la publicacién de Estados Unidos n.° 2007/1231297). Un experto en la materia también reconocera
gue la cantidad de dosis ha administrar también tiene que determinarse empiricamente basandose en, por ejemplo,
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la gravedad y tipo de enfermedad, trastorno o lesidon que se esta tratando. Por ejemplo, una dosis es suficiente para
obtener un efecto terapéutico (es decir, acelerar la curacion de heridas). Otras divulgaciones contemplan 2, 3, 4 o
mas dosis para efecto terapéutico.

Los expertos en la materia reconoceran que una dosis preferida es una que produce un efecto terapéutico (una
cantidad terapéuticamente eficaz) tal como acelerar la curacién de heridas, en un paciente que lo necesita. Por
supuesto, las dosis apropiadas de las composiciones CFS requeriran determinacion empirica en el momento de uso
basandose en varias variables incluyendo, aunque sin limitacion, la gravedad y el tipo de lesion, trastorno o afeccién
que se esta tratando; la edad, peso, género, salud del paciente; otras medicaciones y tratamientos que se estan
administrando al paciente; y similares. Un experto en la materia también reconocera que la cantidad de dosis
(régimen de dosificacion) a administrar también tiene que determinarse empiricamente basandose en, por ejemplo,
la gravedad y el tipo de lesidn, trastorno o afeccion que se esta tratando. Ademas, un experto en la materia reconoce
qgue la frecuencia de dosificacion tiene que determinarse empiricamente basandose en la gravedad y el tipo de
lesion, trastorno o afeccidn que se esta tratando. En determinadas divulgaciones, una dosis se administra cada dia
durante una cantidad dada de dias (es decir, una vez al dia durante 7 dias, etc.). En otras divulgaciones, pueden
administrarse multiples dosis en un dia (cada 4 horas, etc.). También se contemplan mdultiples dosis por dia durante
multiples dias.

En divulgaciones adicionales, al menos un agente adicional puede combinarse con las composiciones CFS. Dichos
agentes pueden actuar de forma sinérgica con las composiciones CFS de la invencién para potenciar el efecto
terapéutico. Dichos agentes incluyen, aunque sin limitacion, factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas,
anticuerpos, inhibidores, antibiéticos, agentes inmunosupresores, esteroides, antifiungicos, antiviricos u otros tipos
celulares (es decir, células madre o células de tipo células madre, por ejemplo, células AMP). Los agentes inactivos
incluyen vehiculos, diluyentes, estabilizantes, agentes gelificantes, vehiculos de suministro, ECM (naturales
sintéticas), armazones y similares. Cuando las composiciones CFS se administran conjuntamente con otros agentes
farmacéuticamente activos, pueden necesitarse incluso menos de las composiciones CFS para que sean
terapéuticamente eficaces.

Las composiciones CFS pueden administrarse por inyeccién en un sitio diana de un sujeto, preferiblemente
mediante un dispositivo de suministro, tal como un tubo, por ejemplo, catéter. En una divulgacion preferida, el tubo
contiene ademas una aguja, por ejemplo, una jeringa, a través de la que pueden introducirse las composiciones CFS
en el sujeto en una ubicacion deseada. Ejemplos no limitantes especificos de administracion de las composiciones
CFS a los sujetos también pueden incluir la administracion por inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular,
inyeccién intravenosa, inyeccion intrarterial, inyeccién intracardiaca, inyeccion intradérmica, inyeccion intratecal,
inyeccion epidural, inyeccion intraperitoneal o inyeccion intracerebral. También se contemplan las infusiones (es
decir, infusion subdural, intratecal o intracerebral). Si la administracion es intravenosa, puede prepararse una
suspension liquida inyectable y administrarse mediante un goteo continuo 0 como un bolo. En algunos casos,
pueden ser apropiado administrar las composiciones CFS usando una bomba de infusién.

La cronologia de administracion de las composiciones CFS dependera del tipo y la gravedad de la enfermedad,
trastorno o lesion que se esta tratando. En una divulgacién, las composiciones CFS se administran lo méas pronto
posibles después del diagnostico o la lesion. En otra divulgacion, las composiciones CFS se administran mas de una
vez después del diagndstico o lesion. En determinadas divulgaciones, cuando se requiere cirugia, las composiciones
CFS se administran en el momento de la cirugia. En otras divulgaciones mas, las composiciones CFS se
administran en el momento de, asi como después de la cirugia. Dicha administracion posquirirgica puede adoptar la
forma de una Unica administracién o de multiples administraciones.

Las composiciones CFS también pueden insertarse en un dispositivo de suministro, por ejemplo, una jeringa, en
diferentes formas. Por ejemplo, las composiciones CFS pueden ser parte de una solucién contenida en dicho
dispositivo de suministro. Como se usa en este documento, el término "soluciéon" incluye un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos y diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen solucién salina,
soluciones de tampon acuoso, disolventes y/o medios de dispersion. El uso de dichos vehiculos y diluyentes es bien
conocido en la técnica. La solucién es preferiblemente estéril y fluida en la medida que exista una facil capacidad de
inyeccion. Preferiblemente, la solucion es estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y
opcionalmente puede conservarse frente a la accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y
hongos mediante el uso de, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal y similares. Las
soluciones de la invencién pueden prepararse incorporando las composiciones CFS en un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable y, segun se requiera, otros ingredientes enumerados anteriormente.

Las composiciones CFS pueden administrarse sistémicamente (por ejemplo, por via intravenosa), de forma local
(por ejemplo, por aplicacién directa bajo visualizacion durante cirugia) o de forma tépica. Para dicha administracién,
las composiciones pueden estar en una preparacion de suspension liquida inyectable o en un medio biocompatible
que es inyectable en forma liquida y se vuelve semisélido en el sitio del tejido dafiado. También puede usarse un
dispositivo de suministro endoscoépico controlable.

Las matrices de soporte en que pueden incorporarse o incrustarse las composiciones de CFS incluyen matrices que
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son compatibles con el destinatario y que se degradan en productos que no son dafiinos para el destinatario.

Las matrices biodegradables naturales y/o sintéticas son ejemplos de dichas matrices. Las matrices biodegradables
naturales incluyen coagulos de plasma, por ejemplo, derivados de un mamifero, colageno, fibronectina y matrices de
laminina. El material de matriz sintético adecuado debe ser biocompatible para impedir complicaciones
inmunolégicas. También debe ser reabsorbible. La matriz debe poderse configurar en una diversidad de formas y
debe tener suficiente resistencia para evitar que se hunda tras el implante. Los estudios recientes indican que los
polimeros de poliéster biodegradables hechos de acido poliglicélico cumplen todos estos criterios (Vacanti, et al., J.
Ped. Surg. 23:3-9 (1988); Cima, et al., Biotechnol. Bio- eng. 38:145 (1991); Vacanti, et al., Plast. Reconstr. Surg.
88:753-9 (1991)). Otras matrices de soporte biodegradable sintéticas incluyen polimeros sintéticos tales como
polianhidridos, poliortoésteres y poli(acido lactico). Ejemplos adicionales de polimeros sintéticos y métodos de
incorporacion o incrustaciéon de composiciones en estas matrices también son conocidos en la técnica. Véanse, por
ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 4.298.002 y 5.308.701.

Una de las ventajas de una matriz polimérica biodegradable es que las composiciones CFS pueden incorporarse
directamente en la matriz de soporte de modo que se liberen lentamente segln se degrada la matriz de soporte in
vivo. Ademas de las composiciones CFS, otros factores, incluyendo nutrientes, factores de crecimiento, inductores
de la diferenciacion o desdiferenciacién (es decir, que causan que las células diferenciadas pierden las
caracteristicas de diferenciacion y adquieren caracteristicas tales como proliferacion y una funcién mas general),
productos de secrecion, inmunomoduladores, inhibidores de la inflacién, factores de regresion, compuestos
biol6gicamente activos que potencian o permiten el crecimiento interior de la red linfatica o fibras nerviosas, acido
hialurénico y farmacos, que son conocidos para los expertos en la materia y estan disponibles en el mercado con
instrucciones en cuanto a lo que constituye una cantidad eficaz, de proveedores tales como Collaborative Research,
Sigma Chemical Co., factores de crecimiento tales como factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de
crecimiento de tipo factor de crecimiento epidérmico de union a heparina (HB-EGF), podrian incorporarse en la
matriz o proporcionarse junto con la matriz. Asimismo, los polimeros que contienen péptidos tales como el péptido
de adhesion RGD (Arg-Gly-Asp) pueden sintetizarse para su uso en la formacion de matrices (véanse, por ejemplo,
las patentes de Estados Unidos n.° 4.988.621, 4.792.525, 5.965.997, 4.879.237 y 4.789.734).

En otro ejemplo, las composiciones CFS pueden incorporarse en una matriz de gel (tal como Gelfoam de Upjohn
Company). Se ha desarrollado una diversidad de tecnologias de encapsulacién (por ejemplo, Lacy et al., Science
254:1782-84 (1991); Sullivan et al., Science 252:718-712 (1991); documento WO 91/10470; documento WO
91/10425; patente de Estados Unidos n.° 5.837.234; patente de Estados Unidos n.° 5.011.472; patente de Estados
Unidos n.° 4.892.538). Durante procedimientos de cirugia abierta que implican el acceso fisico directo a un tejido
enfermo o dafiado, todas las formas descritas de las preparaciones de suministro de composicién CFS son opciones
disponibles. Estas composiciones pueden administrarse repetidamente a intervalos hasta que se consiga un efecto
terapéutico deseado, es decir, curacion de heridas acelerada.

Las matrices tridimensionales a usar son matrices estructurales que proporcionan un armazén para guiar el proceso
de curacion y formacién de tejido. Los armazones pueden adoptar formas que varian desde fibras, geles, telas,
laminas de tipo esponja y estructuras 3D complejas con poros y canales fabricadas usando estrategias de
fabricacion de formas sin sélido (SFFF) complejas. Como se usa en este documento, la expresién "armazon”
significa una estructura tridimensional (3D) (sustrato y/o matriz). Puede estar compuesto de componentes biolégicos,
componentes sintéticos o una combinacion de ambos. Ademas, puede construirse de forma natural por las células o
construirse de forma artificial. Ademas, el armazon puede contener componentes que tienen actividad bioldgica en
condiciones apropiadas. La estructura del armazén puede incluir una malla, una esponja o formarse a partir de un
hidrogel.

El disefio y la construccién de la armadura para formar una matriz tridimensional es de suma importancia. La matriz
debe ser un molde poroso inyectable, adaptable, no téxico, para el crecimiento interior vascular. Los poros deben
permitir el crecimiento interior vascular. Estos son poros generalmente interconectados en el intervalo entre
aproximadamente 100 y 300 micrémetros, es decir, que tienen un espaciado intersticial entre 100 y 300
micrometros, aunque pueden usarse aberturas mas grandes. La matriz debe conformarse para maximizar el area
superficial, para permitir la difusion adecuada de nutrientes, gases y factores de crecimiento. Actualmente, se
prefiere una estructura porosa que es relativamente resiste a la compresién, aunque se ha demostrado que incluso
si se comprimen uno o dos de los tipicamente seis lados la matriz, esa matriz aln es eficaz para producir
crecimiento tisular.

La matriz polimérica puede hacerse flexible o rigida, dependiendo de la forma, estructura y funcion final deseadas.
Para la reparacion de un defecto, por ejemplo, se corta una esterilla fibrosa flexible para que se aproxime al defecto
completo, entonces se ajusta al defecto preparado quirGrgicamente segun lo necesario durante el implante. Una
ventaja de usar las matrices fibrosas es la facilidad de recolocacién y reordenamiento de las estructuras en el
momento del implante.

También se divulga el suministro de composiciones CFS junto con cualquiera de las matrices de soporte anteriores,
asi como membranas derivadas de amnios. Dichas membranas pueden obtenerse como un subproducto del
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proceso descrito en este documento para la recuperacion de células AMP, o por otros métodos, tal como se
describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 6.326.019 que describe un método para generar,
almacenar y usar un injerto quirdrgico de membrana amniética humana, el documento US 2003/0235580 que
describe membranas amniéticas reconstituidas y recombinantes para el suministro sostenido de moléculas
terapéuticas, proteinas o metabolitos, a un sitio en un hospedados, el documento U.S. 2004/0181240, que describe
una membrana amniética que cubre una superficie tisular que puede evitar adhesiones, excluir bacterias o inhibir
actividad bacteriana, o para promover la curacion y crecimiento de tejido, y la patente de Estados Unidos n.°
4.361.552, que se refiere a la preparacion de membranas amniodticas reticuladas y a su uso en métodos para tratar
quemaduras y heridas. De acuerdo con la presente invencion, las composiciones CFS pueden incorporarse en
dichas membranas.

Usos terapéuticos ejemplares de composiciones CFS que incluyen, aunque sin limitacién, ACCS, ACCS
combinada, PCS, SR-ACCS (incluyendo ACCS combinada) y SR-PCS

Curacion de heridas - Las composiciones CFS de la presente invencion son eficaces en acelerar la curacion de
heridas en heridas causadas por varias fuentes, incluyendo, aunque sin limitacion, lesiones incisivas, por
compresion, térmicas, por radiacion, penetrantes, por conmocién, agudas, cronicas, infectadas y estériles. La
presente invencion se basa en el descubrimiento de que las composiciones CFS pueden acelerar el proceso de
curacioén de heridas para todos los tipos de herida, particularmente cuando se administran de forma topica, es decir,
a la superficie del sitio de la herida. Usando las composiciones CFS, todos los tipos de herida, mecéanicas o
térmicas, agudas o croénicas, infectadas o estériles, experimentan curacion mas rapidamente que heridas similares
gue se dejan curar de forma natural o que se tratan con los métodos actualmente disponibles. Una "cantidad
terapéuticamente eficaz" de un agente terapéutico dentro del significado de la presente invencion se determinara por
el médico o veterinario que atiende al paciente. Dichas cantidades se averiguan facilmente por un experto en la
materia y posibilitaran una curacion de heridas acelerada cuando se administran de acuerdo con la presente
invencion. Los factores que influyen en esa cantidad terapéuticamente eficaz incluiran la actividad especifica del
agente terapéutico que se esta usando, el tipo de herida (mecanica o térmica, grosor completo o parcial, etc.), el
tamafio de la herida, la profundidad de la herida (si el grosor es completo), la ausencia o la presencia de infeccion, el
tiempo que ha pasado desde que se produjo la lesion y la edad, estado fisico, existencia de otras enfermedades
patolégicas y estado nutritivo del paciente. Adicionalmente, otra medicacion que pueda estar recibiendo el paciente
afectara a la determinacion de la cantidad terapéuticamente eficaz del agente terapéutico a administrar.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a los expertos en la materia una divulgacién y descripcion
completas de la manera en que generar las composiciones y métodos de la invencion, y no pretenden limitar el
alcance de lo que los autores de la invencién consideran su invencion. Se han hecho esfuerzos por asegurar la
precision con respecto a los nimeros usados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero deben justificar
algunos errores experimentales y desviaciones. Salvo que se indique de otro modo, las partes son partes en peso, la
masa molecular es masa molecular promedio, la temperatura es en grados Celsius y la presion es atmosférica o casi
atmosférica.

Ejemplo 1: preparacion de composiciones de células AMP

Recuperacion de células AMP - Las células AMP se disociaron de membrana amniética de partida usando los
agentes de disociacion PXXIIl y tripsina. El intervalo de peso promedio del amnios fue 18-27 g. El nimero de células
recuperadas por gramo de amnios fue de aproximadamente 10-15 x 10° para disociacion con PXXIIl y 5-8 x 10° para
disociacion con tripsina.

Método de obtencion de células AMP seleccionadas: las células se sembraron en placa inmediatamente después del
aislamiento del amnios. Después de ~2 dias en cultivo se retiraron las células no adherentes y se mantuvieron las
células adherentes. Esta adhesion a un recipiente de cultivo tisular de plastico es el método de seleccién usado para
obtener la poblacion deseada de células AMP. Las células AMP adherentes y no adherentes parecen tener un perfil
de expresion de marcadores de superficie celular similar, pero las células adherentes tienen mayor viabilidad y son
la poblacién deseada de células. Las células AMP adherentes se cultivaron hasta que alcanzaron ~120 000-150 000
células/cm®. En este punto, los cultivos eran confluyentes. Los cultivos celulares adecuados alcanzardn esta
cantidad de células entre ~5-14 dias. Obtener este criterio es un indicador del potencial proliferativo de las células
AMP y las células que no consiguen este criterio no se seleccionan para analisis y uso adicional. Una vez que las
células AMP alcanzaron ~120 000-150 000 células/cm?, se recogieron y crioconservaron. Este punto temporal de
recogida se llama p0.

Ejemplo 2: generacién de ACCS
Las células AMP de la invencion pueden usarse para generar ACCS, incluyendo ACCS combinada. Las células AMP

se aislaron como se describe anteriormente y ~1 X 10° células/ml se sembraron en matraces T75 gue contienen
~10 ml de medio de cultivo. Las células se cultivaron hasta que fueron confluyentes, el medio se cambio y se recogi6é
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la ACCS tres dias después de la confluencia. Los expertos en la materia reconoceran que también se contemplan
otros medios para recoger ACCS de los cultivos confluyentes, tal como usando otros recipientes de cultivo tisular
incluyendo, aunque sin limitacion, fabricas celulares, matraces, fibras huecas o aparato de cultivo en suspension,
etc. (véase la descripcion detallada anteriormente). También se contempla que la ACCS se crioconserve, liofilice o
formule para liberaciéon sostenida después de su recogida. También se contempla que la ACCS se recoja en un
punto temporal diferente (véase la descripcion detallada para los detalles).

Ejemplo 3: generacién de ACCS combinada

La ACCS se obtuvo esencialmente como se describe anteriormente. En determinadas realizaciones, la ACCS se
recogio multiples veces de un cultivo de células AMP derivado de una placenta y estos mltiples conjuntos de ACCS
se combinaron juntas. Dichas combinaciones se mencionan como "combinaciones SP" (mas de un conjunto de
ACCS/una placenta). En otra realizacion, los cultivos de células AMP se obtuvieron de varias placentas, es decir, de
5 0 10 placentas. Las células AMP de cada placenta se cultivaron y se recogié un conjunto de ACCS de cada cultivo
y después se combinaron todos. Estas combinaciones se llaman "combinaciones MP1" (un conjunto ACCS/placenta,
multiples placentas). En otra realizacién mas, los cultivos de células AMP se obtuvieron de varias placentas, es
decir, de 5 o 10 placentas. Las células AMP de cada placenta se cultivaron y se realizé mas de un conjunto de
ACCS de cada cultivo de células AMP y después se combinaron. Estas combinaciones se llamaron "combinaciones
MP2" (mas de un conjunto de ACCS/ placenta, miltiples placentas).

Ejemplo 4: deteccién de citocinas en ACCS no combinada y combinada usando ELISA

Se realizan ELISA convencionales conocidos para los expertos en la materia en ACCS de células AMP obtenidas de
10 placentas diferentes. Ademas de ensayar cada muestra ACCS individualmente, también se ensayaron muestras
ACCS combinadas para determinar si se reduce la variabilidad de los resultados de ELISA entre las muestras. La
ACCS se obtiene como se describe anteriormente. Las combinaciones se hacen de la siguiente manera: la
combinacion 1 estd compuesta de ACCS de las placentas 1-5; la combinacién 2 est4d compuesta de ACCS de las
placentas 6-10 y la combinacion 3 estd compuesta de ACCS de las placentas 1-10. Ademas, se realiza ELISA de las
combinaciones SP, MP1y MP2.

Ejemplo 5: generacion de composiciones PCS

Se producen las siguientes composiciones PCS combinando la citocina o factor indicado a niveles fisioldgicos en un
vehiculo:

Composicion A: VEGF y TIMP-1

Composicion B: VEGF, angiogenina y TIMP-1

Composicion C: VEGF, angiogenina, PDGF-BB y TIMP-1
Composicion D: VEGF, angiogenina, PDGF-BB, TGFB2 y TIMP-1
Composicion E: VEGF y TIMP-2

Composicion F: VEGF, angiogenina y TIMP-2

Composicion G: VEGF, angiogenina, PDGF-BB y TIMP-2
Composicion H: VEGF, angiogenina, PDGF-BB, TGFB2 y TIMP-2
Composicion I: VEGF, TIMP-1 y TIMP-2

Composicion J: VEGF, angiogenina, TIMP-1 y TIMP-2
Composicion K: VEGF, angiogenina, PDGF-BB, TIMP-1y TIMP-2
Composicion L: VEGF, angiogenina, PDGF-BB, TGFB2, TIMP-1 y TIMP-2
Composicion M: angiogenina y TIMP-1

Composicion N: angiogenina, PDGF-BB y TIMP-1

Composicion O: angiogenina, PDGF-BB, y TIMP-1

Composicion P: angiogenina y TIMP-2

Composicién Q: angiogenina, PDGF-BB y TIMP-2

Composicién R: angiogenina, PDGF-BB, TGFB2 y TIMP-2
Composicién S: angiogenina, PDGF-BB, TGFB2, TIMP-1y TIMP-2
Composicién T: PDGF-BB y TIMP-1

Composicién U: PDGF-BB, TGFB2 y TIMP-1

Composicion V: PDGF-BB y TIMP-2

Composicion W: PDGF-BB, TGFB2 y TIMP-2

Composicion X: PDGF-BB, TIMP-1 y TIMP-2

Composicion Y: PDGF-BB, TGFR2, TIMP-1 y TIMP-2

Las composiciones A-Y opcionalmente contienen timosina B4. Los expertos en la materia reconoceran que en
determinadas realizaciones pueden ser adecuados otros inhibidores de MMP (es decir, TIMP-3, TIMP-4 o
inhibidores de MPP sintéticos) (J. Frederick Woessner, Jr., J. Clin. Invest. 108(6): 799-800 (2001); Brew, K., et al.,
Biochim Biophys Acta. 7 de marzo de 2000;1477(1-2):267-83).
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El VEGF, la angiogenina, PDGF-BB, TGFB2, TIMP-1 y TIMP-2 se afiaden a los siguientes niveles fisioldgicos: ~5-
16 ng/ml para VEGF, ~3,5-4,5 ng/ml para angiogenina, ~100-165 pg/ml para PDGF, ~2,5-2,7 ng/ml para TGF(2,
~0,68 mg/ml para TIMP-1 y ~104 mg/ml para TIMP-2. El VEGF puede obtenerse de Invitrogen, catalogo n.°
PHGO0144, PHG0145, PHG0146, PHG0141 o PHGO0143; la angiogenina puede obtenerse de R&D Systems, catalogo
n.° 265-AN-050 o 265-AN-250; PDGF-BB puede obtenerse de Invitrogen, catalogo n.° PHG0044, n.° PHGO0045, n.°
PHGO0046, n.° PHG0041, n.° PHG0043; TGFB2 puede obtenerse de Invitrogen, catalogo n.° PHG9114; TIMP-1
puede obtenerse de R&D Systems, catalogo n.° 970-TM-010; y TIMP-2 puede obtenerse de R&D Systems, catalogo
n.° 971-TM-010. VEGF, angiogenina, PDGF-BB, TGFB2, TIMP-1 y TIMP-2 se afiaden a un vehiculo tal como
solucion salina normal, PBS, solucién de lactato de Ringer, medio de cultivo celular, agua u otra soluciéon acuosa
adecuada conocida para los expertos en la materia.

Las composiciones PCS se ensayan en modelos animales convencionales para la curacion de heridas para evaluar
la actividad (véanse las definiciones anteriormente para modelos animales convencionales para curacién de
heridas).

Ejemplo 6: generacion de composiciones CFS de liberacion sostenida

Las composiciones SR-ACCS, tales como, por ejemplo, AR-ACCS (incluyendo ACCS combinada) o SR-PCS, se
producen combinando composiciones CFS con cualquiera de las tecnologias de formulacion de liberacién sostenida
descritas en este documento (véase la descripcion detallada) o conocidos de otro modo para los expertos en la
materia.

Ejemplo 7: efectos de ACCS en un modelo animal de curacion de heridas cronicas

Un modelo animal aceptado en la técnica para herida de granulacion cronica se us6 para estudiar los efectos de
ACCS sobre la curacion de heridas cronicas (Hayward PG, Robson MC: Animal models of wound contraction. En
Barbul A, et al.: Clinical and Experimental Approaches to Dermal and Epidermal Repair: Normal and Chronic
Wounds. John Wiley & Sons, Nueva York, 1990.).

Resultados: la ACCS fue eficaz en no permitir la proliferacion de biocarga bacteriana tisular. La ACCS permitié una
curacién acelerada de la herida de granulacion significativamente mas rapida que en los grupos de control
infectados no tratados.

Ejemplo 8: uso de composiciones CFS PCS, SR-ACCS y SR-PCS en un modelo animal de curacién de
heridas cronicas

Un modelo animal aceptado en la técnica para herida de granulaciéon crénica (Hayward PG, Robson MC: Animal
models of wound contraction. En Barbul A, et al.: Clinical and Experimental Approaches to Dermal and Epidermal
Repair: Normal and Chronic Wounds. John Wiley & Sons, Nueva York, 1990) se usé para estudiar los efectos de las
composiciones CFS PCS, SR-ACCS o SR-PCS de la invencién sobre la curacién de heridas cronicas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon de solucién de citocinas celulares derivada de amnios que comprende concentraciones
fisiolégicas de VEGF, TGFf32, angiogenina, PDGF, TIMP-1 y TIMP-2, en la que la concentracion fisioldgica es ~5,0-
16 ng/ml para VEGF, ~3,5-4,5 ng/ml para angiogenina, ~100-165 pg/ml para PDGF, ~2,5-2,7 ng/ml para TGFB2,
~0,68 mg/ml para TIMP-1 y ~104 mg/ml para TIMP-2, en la que la composicion de solucion de citocinas celulares
derivada de amnios se obtiene por el método de:

(a) aislamiento de células epiteliales de amnios del amnios de una placenta;

(b) seleccion de células AMP de las células epiteliales del amnios;

(c) cultivo de las células AMP en medio que no es de base animal, en la que el medio se complementa con
albumina humana de calidad clinica hasta una concentracion de un 10 % hasta que alcanzan confluencia;

(d) cambio del medio de cultivo;

(e) cultivo de las células en el medio durante 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias; y

(f) recogida del medio de cultivo de la etapa (e) para obtener solucién de citocinas celulares derivada de amnios;

en la que el medio de la etapa (c) es Stemline | o II, Opti-pro, IMDM o DMEM.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que la etapa (f) se repite una pluralidad de veces y la solucion de
citocinas celulares derivada de amnios obtenida en la etapa (f) se combina para crear una solucién de citocinas
celulares derivada de amnios combinada.

3. La composicion de la reivindicacion 1(c), en la que el medio es sin suero.

4. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el medio basal se complementa
ademas con EGF a una concentracion de entre 0 y 1 pg/ml.

5. Una composicion de liberacién sostenida que comprende la solucion de citocinas celulares derivada de amnios de
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2.

6. Un método de generacion de una composicion de liberacion sostenida de la reivindicacion 5, que comprende las
etapas de combinar una composicion de soluciéon que contiene factor celular con un agente que puede lograr la
liberacién sostenida de la composicion de solucién que contiene factor celular.

7. Una composicion farmacéutica que comprende la composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

8. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o 7, para su uso en un método de aceleracién de
la curacion de heridas.
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