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DESCRIPCION
Uso de células madre placentarias en el tratamiento de la lesion renal aguda
1. Introduccion

En la presente memoria se proporcionan métodos de uso de células madre placentarias humanas en el tratamiento
de sujetos que tienen una lesion renal aguda (LRA).

2. Antecedentes

La lesion renal aguda (LRA) es una afeccion caracterizada por la pérdida de la funcion renal provocada por diversas
causas. En general, la LRA puede estar provocada por la exposicion de los rifiones a sustancias dafiinas y/o la
obstruccion del tracto urinario. Las causas especificas de LRA incluyen una enfermedad, lesiéon por aplastamiento,
agentes de contraste, y antibidticos. La LRA se puede diagnosticar basandose en el analisis de los niveles, p.gj., de
nitrégeno ureico en sangre y creatinina, o basandose en la incapacidad de los rifiones de producir una cantidad
suficiente de orina. No existen terapias especificas que sean capaces de atenuar la lesion renal aguda o acelerar la
recuperacion de la lesion renal aguda; en su lugar, los tratamientos existentes de la lesion renal aguda son de
naturaleza sintomatica. Véase Bellomo et al., 2012, Lancet 380:356-366. Asi, en el campo médico existe la
necesidad de composiciones y métodos mejorados para tratar la LRA.

3. Sumario

En un aspecto, en la presente memoria se proporcionan células madre placentarias para el uso en un método de
tratamiento de la lesidn renal aguda (LRA) en un sujeto que tiene LRA, en el que dicha LRA es el resultado de un
traumatismo directo en uno o mas de los rifiones del sujeto.

En una realizacion, en la presente memoria se proporciona un método de tratamiento de LRA en un sujeto que tiene
LRA, que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias, en el
que la cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para provocar una mejora detectable de uno o
mas sintomas de LRA, o una reduccién de la progresién de uno o mas sintomas de LRA, en el sujeto. En otro
aspecto, en la presente memoria se proporciona el uso de células madre placentarias en la fabricacion de un
medicamento para tratar la LRA.

En ofro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método de prevencion de un sintoma y/o una
complicacion asociados a LRA en un sujeto que tiene LRA. En una realizaciéon, en la presente memoria se
proporciona un método de prevencion de un sintoma y/o una complicacién de LRA en un sujeto que tiene LRA, que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias, en el que la
cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para prevenir el inicio de uno o mas sintomas y/o
complicaciones de LRA en el sujeto.

En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias administradas a un
sujeto que tiene LRA de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria es una cantidad suficiente para
provocar una mejora detectable en, o una reduccién en la progresion de, uno o mas de los siguientes sintomas de
LRA en el sujeto: fatiga, heces sanguinolentas, halitosis, sabor metalico en la boca, cardenales, temblor de manos,
tension arterial elevada, hemorragias nasales, hipo, convulsiones, disnea, cambios en el patréon de micciones (p.gj.,
pérdida de la capacidad de orinar con regularidad, o miccién frecuente por la noche), pérdida del apetito, cefalea,
nauseas y vomitos, latidos irregulares, dolor lumbar (p.ej., provocado por la trombosis de los vasos sanguineos
renales o la inflamaciéon del rifion), sed, vejiga palpable, acumulacion de liquido en las extremidades (edema
periférico) y los pulmones (edema pulmonar), y/o taponamiento cardiaco.

En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz de las células madre placentarias administradas a un
sujeto que tiene LRA de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria es una cantidad suficiente para
provocar uno o mas de lo siguiente en el sujeto: un incremento de la tasa de filtracién glomerular, una disminucion
del nivel de creatinina en suero, una disminucién del nivel de creatinina en orina, un incremento del aclaramiento de
creatinina, una disminucion de los niveles de nitrdgeno ureico en sangre (BUN), una disminucion de la excrecion
fraccional de sodio (el porcentaje de sodio filtrado por el rifién que se excreta en la orina), y/o una estabilizacion de la
produccién de orina (p.ej., un incremento de la produccion de orina). En ciertas realizaciones, la cantidad
terapéuticamente eficaz de las células madre placentarias administradas a un sujeto que tiene LRA de acuerdo con
los métodos descritos en la presente memoria es una cantidad suficiente para provocar una disminucién del dafio
renal en el sujeto asociado a LRA. Por ejemplo, los rifiones del sujeto muestran menos hemorragia (sangrado), un
numero menor de infiltrados de células mononucleares, y/o menos necrosis (p.ej., necrosis del epitelio tubular).

En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento de LRA descritos en la presente memoria comprenden la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias y una segunda terapia (p.€j.,
un segundo agente terapéutico) a un sujeto. El segundo agente terapéutico puede ser un agente usado en el
tratamiento de LRA o un agente usado en el tratamiento de una enfermedad o afeccidon que contribuye o que
provoca la LRA en el sujeto. En ciertas realizaciones, la segunda terapia es un esteroide, un antibiético, un diurético,
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un agente inmunomodulador, o un agente inmunosupresor. En una realizacion especifica, la segunda terapia es la
didlisis. En otra realizacion especifica, la segunda terapia es una terapia usada en el tratamiento de la hipertensién
arterial, p.ej., un diurético, un beta-bloqueante, un inhibidor de ACE, un bloqueante de receptores de angiotensina I,
un bloqueante de canales de calcio, un alfa-bloqueante, un antagonista de receptores alfa-2, un receptor adrenérgico
periférico, o un vasodilatador.

En una realizacion especifica, a un sujeto que tiene LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en la
presente memoria se le administran células madre placentarias en combinacion con un agente anti-trombético, p.ej.,
dextrano, heparina, dicumarol, aspirina, clopidogrel, dipiridamol, y abciximab. En otra realizacién especifica, a un
sujeto que tiene LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria se le administran células
madre placentarias en combinacién con un agente antiinflamatorio, p.ej., DMSO, aspirina, ibuprofeno, naproxeno. En
otra realizacion especifica, a un sujeto que tiene LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en la presente
memoria se le administran células madre placentarias en combinacién con un agente anti-trombético y un agente
anti-inflamatorio. De acuerdo con tales realizaciones, se pueden administrar las células madre placentarias a un
sujeto antes, después, o simultaneamente con la administracién del agente anti-trombdtico y/o un agente anti-
inflamatorio. En una realizacion especifica, se administran las células madre placentarias a un sujeto que tiene LRA
de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria en una composicion que comprende un agente anti-
trombdético y un agente anti-inflamatorio. En otra realizacion especifica, se administran las células madre placentarias
a un sujeto que tiene LRA de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria en una composicion que
comprende dextrano y DMSO.

La cantidad terapéuticamente eficaz de las células madre placentarias administradas a un sujeto de acuerdo con los
métodos descritos en la presente memoria se puede proporcionar mediante cualquier via considerada adecuada, lo
que incluye, sin limitacion, la administracion intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intraventricular, intramuscular,
transdérmica, o subcutanea. En una realizacion especifica, las células madre placentarias se administran al sujeto
de manera sistémica. En otra realizacion especifica, las células madre placentarias se administran al sujeto de
manera parenteral. En otra realizacion especifica, las células madre placentarias se administran al sujeto de manera
intravenosa. En ofra realizacion especifica, las células madre placentarias se administran al sujeto de manera
subcutanea. En otra realizaciéon especifica, la cantidad terapéuticamente eficaz de las células madre placentarias se
administra al sujeto directamente en el lugar de la lesién (p.ej., directamente en el area lesionada de un rifién), p.ej.,
las células madre placentarias se administran de manera local.

En una realizacion especifica, las células madre placentarias usadas de acuerdo con los métodos descritos en la
presente memoria son CD10*, CD34:, CD105*, CD200*. En otra realizacién especifica, las células madre
placentarias usadas de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria expresan CD200 y no expresan
HLA-G; o expresan CD73, CD105, y CD200; o expresan CD200 y OCT-4 (POU5F1*); o expresan CD73 y CD105 y
no expresan HLA-G.

3.1 Definiciones

Tal como se usa en la presente memoria, el término "alrededor de", cuando se refiere a un valor numérico sefalado,
indica un valor dentro de mas o menos el 10% del valor numérico sefialado.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz", cuando se refiere a las
células madre placentarias descritas en la presente memoria, significa un nimero particular de células placentarias,
por ejemplo, un nimero de células madre placentarias que se administra en una o mas dosis que es suficiente, p.ej.,
para provocar una mejora detectable, reducir la gravedad, o reducir la progresion, de uno o mas sintomas y/o
complicaciones de la LRA.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "derivado" significa aislado o de otra manera purificado. Por
ejemplo, las células adherentes derivadas de placenta se aislan de la placenta. El término "derivado" abarca las
células que se cultivan a partir de células aisladas directamente de un tejido, p.ej., la placenta, y las células
cultivadas o expandidas a partir de aislamientos primarios.

Tal como se usa en la presente memoria, "inmunolocalizacién" significa la deteccion de un compuesto, p.gj., un
marcador celular, mediante el uso de una proteina inmunitaria, p.ej., un anticuerpo o fragmento del mismo, por
ejemplo, en citometria de flujo, clasificacion celular activada por fluorescencia, clasificacion celular magnética,
hibridacion in situ, inmunohistoquimica, o similares.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "SH2" se refiere a un anticuerpo que se une a un epitopo del
marcador CD105. Asi, las células que se denominan SH2* son CD105".

Tal como se usan en la presente memoria, los términos "SH3" y SH4" se refieren a anticuerpos que se unen a
epitopos presentes en el marcador CD73. Asi, las células que se denominan SH3* y/o SH4* son CD73"*.

Tal como se usa en la presente memoria, "OCT-4" es equivalente a POU5F1.

Tal como se usa en la presente memoria, una célula madre esta "aislada" si al menos un 50%, 60%, 70%, 80%,
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90%, 95%, o al menos un 99% de las otras células con las que la célula madre esta asociada de manera natural se
separan de la célula madre, p.ej., durante la recogida y/o el cultivo de la célula madre. Una poblacion de células
"aisladas" significa una poblacién de células que estan separadas sustancialmente de las otras células del tejido,
p.ej., la placenta, del que deriva la poblacion de células. En ciertas realizaciones, una poblacion, p.ej. de células
madre, esta "aislada" si al menos un 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, o al menos un 99% de las células con las
que la poblacién de células madre estan asociadas de manera natural se separan de la poblacién de células madre,
p.ej. durante la recogida y/o el cultivo de la poblacion de células madre.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "célula madre placentaria" se refiere a una célula madre o
célula progenitora que se obtiene, p.ej., se aisla, de una placenta de mamifero, independientemente de la
morfologia, los marcadores de la superficie celular, o el nUmero de pases tras un cultivo primario, que se adhiere a
un sustrato de cultivo de tejidos (p.€j., el plastico de cultivo de tejidos o una placa de cultivo de tejidos revestida de
fibronectina). La expresion "célula madre placentaria”, tal como se usa en la presente memoria, no se refiere, sin
embargo, a un trofoblasto, un citotrofoblasto, célula germinal embrionaria, o célula madre embrionaria, tal como
entienden esas células las personas de experiencia en la técnica. Una célula se considera una "célula madre" si la
célula conserva al menos un atributo de una célula madre, p.ej. un marcador o perfil de expresion génica asociado a
uno o mas tipos de células madre; la capacidad de replicarse al menos 10-40 veces en cultivo; la multipotencia, p.ej.,
la capacidad de diferenciarse, in vitro, in vivo o ambos, hasta células de una o mas de las tres capas germinales; la
ausencia de caracteristicas de las células adultas (es decir, diferenciadas), o similares. Las expresiones "célula
madre placentaria” y "célula madre derivada de placenta" se pueden usar de manera intercambiable. A menos que
se indique de otra manera en la presente memoria, el término "placentario” incluye el cordéon umbilical. Las células
madre placentarias descritas en la presente memoria, en ciertas realizaciones, son multipotentes in vitro (es decir,
las células se diferencian in vitro en condiciones de diferenciacion), multipotentes in vivo (es decir, las células se
diferencian in vivo), o ambas.

Tal como se usa en la presente memoria, una célula madre es "positiva" para un marcador particular cuando ese
marcador es detectable. Por ejemplo, una célula madre placentaria es positiva, p.ej., para CD73 porque CD73 es
detectable en las células madre placentarias en una cantidad detectablemente mayor que el fondo (en comparacion,
p.ej. con un control de isotipo o un control negativo experimental para cualquier ensayo concreto). Una célula
también es positiva para un marcador cuando se puede usar ese marcador para distinguir la célula de al menos otro
tipo de célula, o se puede usar para seleccionar o aislar la célula cuando esta presente o lo expresa la célula.

4. Descripcion Detallada
4.1 Métodos de Tratamiento de la Lesion Renal Aguda

En la presente memoria se proporcionan métodos de tratamiento de la lesion renal aguda (LRA) en un sujeto, que
comprenden administrar al sujeto una cantidad eficaz de células madre placentarias. En ciertas realizaciones, los
métodos de tratamiento de LRA proporcionados en la presente memoria dan como resultado la mejora detectable de
uno o mas sintomas o complicaciones de LRA en el sujeto. En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento de
LRA proporcionados en la presente memoria dan como resultado la prevencion del inicio de uno o mas sintomas o
complicaciones de LRA en el sujeto.

En una realizacion, en la presente memoria se proporciona un método de tratamiento de LRA en un sujeto que tiene
LRA, que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias, en el
que la cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para provocar una mejora detectable de uno o
mas sintomas y/o complicaciones de LRA, o una reducciéon de la progresidn de uno o mas sintomas y/o
complicaciones de LRA, en el sujeto.

En otra realizacién, en la presente memoria se proporciona un método de prevenciéon de un sintoma y/o una
complicacion de LRA en un sujeto que tiene LRA, que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre placentarias, en el que la cantidad terapéuticamente eficaz es una
cantidad suficiente para prevenir el inicio de uno o mas sintomas y/o complicaciones de LRA en el sujeto.

Los sujetos que tienen LRA tratados de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria pueden tener
LRA debido a cualquier causa de LRA. En ciertas realizaciones, la LRA en un sujeto tratado de acuerdo con los
métodos descritos en la presente memoria esta provocada por un traumatismo directo en uno o mas de los rifiones
del sujeto, p.egj., el contacto de uno o mas rifiones de un sujeto que tiene LRA con algo que provoca un traumatismo
en el rifién (p.ej., una contusion en el/los rifidn(es)). En ciertas realizaciones, el/los sintoma(s) de LRA en un sujeto
tratado de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria esta(n) provocado(s) por algo distinto de un
traumatismo directo, p.ej., la LRA es el resultado de la existencia de otra afeccion o enfermedad en el sujeto (p.€j., la
otra afeccion o enfermedad es la causa subyacente de la LRA). En ciertas realizaciones, los sujetos que tienen LRA
tratados de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria tienen una LRA provocada por uno o mas
(p-€j., una combinacién) de lo siguiente: necrosis tubular aguda (NTA), enfermedad renal autoinmunitaria, un coagulo
sanguineo de colesterol (émbolos de colesterol), flujo sanguineo disminuido debido a tension arterial baja (p.€j.,
provocada por una quemadura, deshidratacion, hemorragia, lesion, choque séptico, enfermedad, o cirugia), un
trastorno que provoca la coagulacion dentro de los vasos sanguineos del rifion, una infeccion que lesiona
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directamente el rifidn (p.ej., pielonefrits o septicemia aguda), complicaciones del embarazo (tales como
desprendimiento de la placenta o placenta previa), y/o bloqueo del tracto urinario.

En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias administradas a un
sujeto que tiene LRA de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria es una cantidad suficiente para
provocar una mejora detectable en, o una reduccién en la progresion de, uno o mas de los siguientes sintomas de
LRA en el sujeto: fatiga, heces sanguinolentas, halitosis, sabor metalico en la boca, cardenales, temblor de manos,
tension arterial elevada, hemorragias nasales, hipo, convulsiones, disnea, cambios en el patréon de micciones (p.gj.,
pérdida de la capacidad de orinar con regularidad, o miccién frecuente por la noche), pérdida del apetito, cefalea,
nauseas y vomitos, latidos irregulares, dolor lumbar (p.ej., provocado por la trombosis de los vasos sanguineos
renales o la inflamacién del rifion), sed, vejiga palpable, acumulacidon de liquido en las extremidades (edema
periférico) y los pulmones (edema pulmonar), y/o taponamiento cardiaco.

En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz de las células madre placentarias administradas a un
sujeto que tiene LRA de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria es una cantidad suficiente para
prevenir el inicio, o la progresién, de uno o mas de los siguientes sintomas de LRA en el sujeto: fatiga, heces
sanguinolentas, halitosis, sabor metalico en la boca, cardenales, temblor de manos, tension arterial elevada,
hemorragias nasales, hipo, convulsiones, disnea, cambios en el patrén de micciones (p.ej., pérdida de la capacidad
de orinar con regularidad, o miccién frecuente por la noche), pérdida del apetito, cefalea, nauseas y vémitos, latidos
irregulares, dolor lumbar (p.ej., provocado por la trombosis de los vasos sanguineos renales o la inflamacion del
rifién), sed, vejiga palpable, acumulacion de liquido en las extremidades (edema periférico) y los pulmones (edema
pulmonar), y/o taponamiento cardiaco.

La determinacion de la mejora, o una reduccion en la progresion, de uno o mas sintomas y/o complicaciones de
LRA, puede incluir parametros medibles objetivamente, tales como un incremento de la tasa de filtracion glomerular,
una disminucion del nivel de creatinina en suero, una disminucion del nivel de creatinina en orina, un incremento del
aclaramiento de creatinina, una disminucion de los niveles de nitrégeno ureico en sangre (BUN), una disminucion de
la excrecion fraccional de sodio (el porcentaje de sodio filtrado por el rifién que se excreta en la orina), y/o una
estabilizaciéon de la produccion de orina (p.€j., un incremento de la produccidon de orina); y parametros medibles
subjetivamente, tales como el bienestar del paciente, la percepcion del paciente de la mejora de un sintoma de LRA,
la percepcioén de reduccion del dolor o molestia asociada a LRA, y similares.

La tasa de filtracién glomerular (TFG) se refiere al caudal de liquido filtrado a través del rifidn y, en ciertas
realizaciones, se puede usar para estudiar la eficacia de los métodos de tratamiento descritos en la presente
memoria. Sin desear limitarse por la teoria, los sujetos que tienen LRA muestran una tasa de filtracion glomerular
disminuida, p.ej., en comparacion con los sujetos que no tienen LRA. En ciertas realizaciones, una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para incrementar la tasa de
filtracion glomerular de un sujeto que tiene LRA. En una realizacién especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz
de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para incrementar la tasa de filtracion glomerular de
un sujeto que tiene LRA durante al menos 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses,
6 meses, 9 meses, 0 12 meses. En otra realizacion especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz de células
madre placentarias es una cantidad que es suficiente para incrementar la tasa de filtracion glomerular de un sujeto
que tiene LRA durante el tratamiento, p.ej., mientras se administran al sujeto las células madre placentarias de
acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria. En otra realizaciéon especifica, una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para incrementar la tasa de
filtracion glomerular de un sujeto que tiene LRA en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, o 75%. En otra realizaciéon especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz de células
madre placentarias es una cantidad que es suficiente para incrementar la tasa de filtracion glomerular de un sujeto
que tiene LRA en un 5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-30%, 30%-35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-
50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, o mas del 75%. La tasa de filtracion glomerular se
puede determinar mediante cualquier método conocido para el técnico experto (véase, p.ej., Hjorth, 2002, Pediatric
Nephrology 17:847-851).

La creatinina se filtra principalmente de la sangre en los rifiones por medio de la filtracion glomerular y la secrecion
tubular proximal. Los niveles de creatinina en la sangre (p.gj., en el suero o plasma sanguineo) y orina se elevaran si
el filtrado del rifidon es deficiente. En ciertas realizaciones, una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre
placentarias es una cantidad que es suficiente para disminuir los niveles de creatinina en la sangre (p.€j., en el suero
o plasma sanguineo) y/o la orina de un sujeto que tiene LRA. En una realizacion especifica, una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para disminuir los niveles
de creatinina en la sangre (p.€j., en el suero o plasma sanguineo) y/o la orina de un sujeto que tiene LRA durante al
menos 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 9 meses, 0 12 meses.
En otra realizacién especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad
que es suficiente para disminuir los niveles de creatinina en la sangre (p.ej., en el suero o plasma sanguineo) y/o la
orina de un sujeto que tiene LRA durante el tratamiento, p.ej., mientras se administran al sujeto las células madre
placentarias de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria. En otra realizacién especifica, una
cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para disminuir los
niveles de creatinina en la sangre (p.ej., en el suero o plasma sanguineo) y/o la orina de un sujeto que tiene LRA en
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al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, o 75%. En otra
realizacién especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es
suficiente para disminuir los niveles de creatinina en la sangre (p.€j., en el suero o plasma sanguineo) y/o la orina de
un sujeto que tiene LRA en un 5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-30%, 30%-35%, 35%-40%, 40%-
45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, o mas del 75%.

Se pueden determinar los niveles de creatinina en la sangre mediante el uso de ensayos de aclaramiento de
creatinina, que son muy conocidos en la técnica. En una realizacion especifica, una cantidad terapéuticamente
eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para incrementar el aclaramiento de
creatinina en un sujeto que tiene LRA durante al menos 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2
meses, 3 meses, 6 meses, 9 meses, 0 12 meses. En otra realizacién especifica, una cantidad terapéuticamente
eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para incrementar el aclaramiento de
creatinina en un sujeto que tiene LRA durante el tratamiento, p.ej., mientras se administran al sujeto las células
madre placentarias de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria. En otra realizacién especifica,
una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para
incrementar el aclaramiento de creatinina en un sujeto que tiene LRA en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, o 75%. En otra realizacién especifica, una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para incrementar el
aclaramiento de creatinina en un sujeto que tiene LRA en un 5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-30%,
30%-35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, o mas del 75%.

Los ensayos de nitrégeno ureico en sangre (BUN) miden la cantidad de nitrégeno ureico, un producto residual del
metabolismo de las proteinas, en la sangre. En los sujetos sanos, la urea se elimina del torrente sanguineo en los
rinones. Asi, se puede usar la medida de los niveles de nitrégeno ureico en sangre para estudiar la eficacia de los
métodos de tratamiento descritos en la presente memoria. En una realizacion especifica, una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para disminuir los niveles
de BUN en un sujeto que tiene LRA durante al menos 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2
meses, 3 meses, 6 meses, 9 meses, 0 12 meses. En otra realizacién especifica, una cantidad terapéuticamente
eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para disminuir los niveles de BUN en un
sujeto que tiene LRA durante el tratamiento, p.ej., mientras se administran al sujeto las células madre placentarias
de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria. En otra realizaciéon especifica, una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para disminuir los niveles
de BUN en un sujeto que tiene LRA en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, o 75%. En ofra realizacion especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre
placentarias es una cantidad que es suficiente para disminuir los niveles de BUN en un sujeto que tiene LRA en un
5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-30%, 30%-35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-
60%, 60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, o mas del 75%.

La excrecion fraccional de sodio (Na*) representa el porcentaje de carga filtrada de Na* que se excreta en la orina, y
es una medida de la reabsorcién de Na* en el tubulo proximal del rifndn. En una realizacién especifica, una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para disminuir la excreciéon
fraccional de sodio en un sujeto que tiene LRA durante al menos 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 1
mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 9 meses, 0 12 meses. En ofra realizacién especifica, una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para disminuir la excrecién
fraccional de sodio en un sujeto que tiene LRA durante el tratamiento, p.ej., mientras se administran al sujeto las
células madre placentarias de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria. En otra realizacion
especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente
para disminuir la excrecion fraccional de sodio en un sujeto que tiene LRA en al menos un 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, o 75%. En otra realizacion especifica, una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para disminuir la excreciéon
fraccional de sodio en un sujeto que tiene LRA en un 5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-30%, 30%-
35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, o0 mas del 75%.

Sin pretender limitarse por la teoria, la produccion de orina se puede ver afectada en los sujetos que tienen LRA. En
ciertas realizaciones, la administracion de células madre placentarias a un sujeto que tiene LRA de acuerdo con los
métodos descritos en la presente memoria da como resultado la estabilizacion de la produccion de orina del sujeto,
p.ej., la produccion de orina del sujeto se estabiliza en niveles normales para el sujeto o dentro del 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, o 75% de los niveles normales para el sujeto. En una
realizacion, un sujeto que padece LRA tiene una produccién de orina disminuida como resultado de la LRA. En una
realizaciéon especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es
suficiente para incrementar la produccion de orina en un sujeto que tiene LRA durante al menos 1 semana, 2
semanas, 3 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 9 meses, o 12 meses. En otra realizacion
especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente
para incrementar la produccion de orina en un sujeto que tiene LRA durante el tratamiento, p.ej., mientras se
administran al sujeto las células madre placentarias de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria.
En otra realizacién especifica, una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad
que es suficiente para incrementar la produccion de orina en un sujeto que tiene LRA en al menos un 5%, 10%,
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15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, o 75%. En otra realizacién especifica, una
cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias es una cantidad que es suficiente para incrementar
la produccion de orina en un sujeto que tiene LRA en un 5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-25%, 25%-30%, 30%-
35%, 35%-40%, 40%-45%, 45%-50%, 50%-55%, 55%-60%, 60%-65%, 65%-70%, 70%-75%, o mas del 75%.

En una realizacién especifica, en la presente memoria se proporciona un método de tratamiento de LRA que
comprende: (i) administrar células madre placentarias a un individuo que tiene LRA; (ii) determinar la tasa de
filtracion glomerular de dicho individuo tras la administracion de las células madre placentarias; y (iii) si la tasa de
filtracion glomerular se incrementa alrededor del 5%, 10%, 15%, 20%, o 25%, o alrededor del 5-10%, 10-20%, 20-
30%, en comparacion con la tasa de filtracion glomerular de dicho individuo antes de la administracion de las células
madre placentarias, repetir la administracion de las células madre placentarias. En ciertas realizaciones, si la tasa de
filtracion glomerular no se incrementa tras la administracion de las células madre placentarias, se puede incrementar
la dosis de las células madre placentarias administradas. En ciertas realizaciones, si la tasa de filtracion glomerular
no se incrementa tras la administracion de las células madre placentarias, se puede incrementar la frecuencia de
administracion de las células madre placentarias administradas.

En una realizacién especifica, en la presente memoria se proporciona un método de tratamiento de LRA que
comprende: (i) administrar células madre placentarias a un individuo que tiene LRA; (ii) determinar los niveles de
creatinina en la sangre (p.gj., en el suero o plasma sanguineo) y/o la orina de dicho individuo tras la administracion
de las células madre placentarias; y (iii) si los niveles de creatinina en la sangre (p.ej., en el suero o plasma
sanguineo) y/o la orina disminuyen alrededor del 5%, 10%, 15%, 20%, o 25%, o alrededor del 5-10%, 10-20%, 20-
30%, en comparacioén con los niveles de creatinina en la sangre (p.ej., en el suero o plasma sanguineo) y/o la orina
de dicho individuo antes de la administracion de las células madre placentarias, repetir la administracion de las
células madre placentarias. En ciertas realizaciones, si los niveles de creatinina en la sangre (p.ej., en el suero o
plasma sanguineo) y/o la orina no disminuyen tras la administracion de las células madre placentarias, se puede
incrementar la dosis de las células madre placentarias administradas. En ciertas realizaciones, si los niveles de
creatinina en la sangre (p.€j., en el suero o plasma sanguineo) y/o la orina no disminuyen tras la administracion de
las células madre placentarias, se puede incrementar la frecuencia de administracion de las células madre
placentarias administradas.

En una realizacién especifica, en la presente memoria se proporciona un método de tratamiento de LRA que
comprende: (i) administrar células madre placentarias a un individuo que tiene LRA; (ii) determinar el aclaramiento
de creatinina de dicho individuo tras la administracion de las células madre placentarias; y (iii) si el aclaramiento de
creatinina se incrementa alrededor del 5%, 10%, 15%, 20%, o 25%, o alrededor del 5-10%, 10-20%, 20-30%, en
comparaciéon con el aclaramiento de creatinina de dicho individuo antes de la administracién de las células madre
placentarias, repetir la administracion de las células madre placentarias. En ciertas realizaciones, si el aclaramiento
de creatinina no se incrementa tras la administraciéon de las células madre placentarias, se puede incrementar la
dosis de las células madre placentarias administradas. En ciertas realizaciones, si el aclaramiento de creatinina no
se incrementa tras la administracion de las células madre placentarias, se puede incrementar la frecuencia de
administracion de las células madre placentarias administradas.

En una realizacién especifica, en la presente memoria se proporciona un método de tratamiento de LRA que
comprende: (i) administrar células madre placentarias a un individuo que tiene LRA; (ii) determinar los niveles de
nitrégeno ureico en sangre (BUN) de dicho individuo tras la administracion de las células madre placentarias; y (iii) si
los niveles de BUN disminuyen alrededor del 5%, 10%, 15%, 20%, o 25%, o alrededor del 5-10%, 10-20%, 20-30%,
en comparaciéon con los niveles de BUN de dicho individuo antes de la administraciéon de las células madre
placentarias, repetir la administracion de las células madre placentarias. En ciertas realizaciones, si los niveles de
BUN no disminuyen tras la administracion de las células madre placentarias, se puede incrementar la dosis de las
células madre placentarias administradas. En ciertas realizaciones, si los niveles de BUN no disminuyen tras la
administracion de las células madre placentarias, se puede incrementar la frecuencia de administracion de las
células madre placentarias administradas.

En una realizacién especifica, en la presente memoria se proporciona un método de tratamiento de LRA que
comprende: (i) administrar células madre placentarias a un individuo que tiene LRA; (ii) determinar la excrecion
fraccional de sodio de dicho individuo tras la administracion de las células madre placentarias; y (iii) si la excrecion
fraccional de sodio disminuye alrededor del 5%, 10%, 15%, 20%, o 25%, o alrededor del 5-10%, 10-20%, 20-30%,
en comparacion con la excrecion fraccional de sodio de dicho individuo antes de la administracién de las células
madre placentarias, repetir la administraciéon de las células madre placentarias. En ciertas realizaciones, si la
excrecion fraccional de sodio no disminuye tras la administracion de las células madre placentarias, se puede
incrementar la dosis de las células madre placentarias administradas. En ciertas realizaciones, si la excrecion
fraccional de sodio no disminuye tras la administracion de las células madre placentarias, se puede incrementar la
frecuencia de administracion de las células madre placentarias administradas.

En una realizacién especifica, en la presente memoria se proporciona un método de tratamiento de LRA que
comprende: (i) administrar células madre placentarias a un individuo que tiene LRA,; (ii) determinar la produccion de
orina de dicho individuo tras la administracion de las células madre placentarias; y (iii) si la produccion de orina se
incrementa alrededor del 5%, 10%, 15%, 20%, o 25%, o alrededor del 5-10%, 10-20%, 20-30%, en comparacién con
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la produccién de orina de dicho individuo antes de la administracién de las células madre placentarias, repetir la
administracion de las células madre placentarias. En ciertas realizaciones, si la produccion de orina no se
incrementa tras la administracion de las células madre placentarias, se puede incrementar la dosis de las células
madre placentarias administradas. En ciertas realizaciones, si la produccion de orina no se incrementa tras la
administracion de las células madre placentarias, se puede incrementar la frecuencia de administracion de las
células madre placentarias administradas.

En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz de las células madre placentarias administradas a un
sujeto que tiene LRA de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria es una cantidad suficiente para
provocar una disminucion del dafo renal en el sujeto asociado a LRA. Por ejemplo, los rifiones del sujeto muestran
menos hemorragia (sangrado), un nimero menor de infiltrados de células mononucleares, y/o menos necrosis (p.€j.,
necrosis del epitelio tubular).

En ciertas realizaciones, el sujeto que padece LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en la presente
memoria tiene una edad de menos de 18 afios. En una realizacion especifica, el sujeto que padece LRA tratado de
acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria tiene una edad de menos de 13 afos. En otra realizacion
especifica, el sujeto que padece LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria tiene
una edad de menos de 12, menos de 11, menos de 10, menos de 9, menos de 8, menos de 7, menos de 6, 0 menos
de 5 afos. En otra realizacion especifica, el sujeto que padece LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en
la presente memoria tiene una edad de 1-3 afios, 3-5 afos, 5-7 afios, 7-9 afios, 9-11 afos, 11-13 afos, 13-15 afios,
15-20 arfios, 20-25 afios, 25-30 afos, o mas de 30 afios. En otra realizacion especifica, el sujeto que padece LRA
tratado de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria tiene una edad de 30-35 aios, 35-40 afos,
40-45 afos, 45-50 afios, 50-55 afios, 55-60 afios, 0 mas de 60 afios. En otra realizacion especifica, el sujeto que
padece LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria tiene una edad de 60-65 afios,
65-70 anos, 70-75 afos, 75-80 afios, o mas de 80 afos.

En ciertas realizaciones, el sujeto que padece LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en la presente
memoria tiene una enfermedad renal terminal. En ciertas realizaciones, el sujeto que padece LRA tratado de
acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria se somete a dialisis.

En ciertas realizaciones, los métodos de tratamiento de LRA descritos en la presente memoria comprenden la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de células madre placentarias y una segunda terapia (p.€j.,
un segundo agente terapéutico) a un sujeto. El segundo agente terapéutico puede ser un agente usado en el
tratamiento de LRA o un agente usado en el tratamiento de una enfermedad o afeccidon que contribuye o que
provoca la LRA en el sujeto. En ciertas realizaciones, la segunda terapia es un esteroide, un antibidtico, un diurético,
un agente inmunomodulador, o un agente inmunosupresor. En una realizacion especifica, la segunda terapia es la
didlisis. En otra realizacion especifica, la segunda terapia es una terapia usada en el tratamiento de la hipertensién
arterial, p.ej., un diurético, un beta-bloqueante, un inhibidor de ACE, un bloqueante de receptores de angiotensina Il,
un bloqueante de canales de calcio, un alfa-bloqueante, un antagonista de receptores alfa-2, un receptor adrenérgico
periférico, o un vasodilatador. De acuerdo con tales realizaciones, las células madre placentarias se pueden
administrar a un sujeto antes, después, o simultaneamente con la administracion de la segunda terapia. "Antes" o
"después"” significa que las células madre placentarias se administran con una separacion de tiempo de mas de
alrededor de 15 minutos, tal como mas de alrededor de cualquiera de 20, 30, 40, 50, 60, o mas minutos respecto de
la segunda terapia. "Simultaneamente" significa que la administracion de las células madre placentarias coincide o
se da dentro de alrededor de 15 minutos de la administracion de la segunda terapia.

En una realizacion especifica, a un sujeto que tiene LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en la
presente memoria se le administran células madre placentarias en combinacion con un agente anti-trombético, p.ej.,
dextrano, heparina, dicumarol, aspirina, clopidogrel, dipiridamol, y abciximab. En otra realizacién especifica, a un
sujeto que tiene LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria se le administran células
madre placentarias en combinacién con un agente antiinflamatorio, p.ej., DMSO, aspirina, ibuprofeno, naproxeno. En
otra realizacion especifica, a un sujeto que tiene LRA tratado de acuerdo con los métodos descritos en la presente
memoria se le administran células madre placentarias en combinacién con un agente anti-trombético y un agente
anti-inflamatorio. De acuerdo con tales realizaciones, se pueden administrar las células madre placentarias a un
sujeto antes, después, o simultaneamente con la administracién del agente anti-trombdtico y/o un agente anti-
inflamatorio. En una realizacion especifica, se administran las células madre placentarias a un sujeto que tiene LRA
de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria en una composicion que comprende un agente anti-
trombdético y un agente anti-inflamatorio. En otra realizacion especifica, se administran las células madre placentarias
a un sujeto que tiene LRA de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria en una composicion que
comprende dextrano y DMSO.

Un sujeto que tiene, o que experimenta, un sintoma o complicacion asociado a LRA se puede tratar con células
madre placentarias (y, opcionalmente, uno o mas agentes terapéuticos adicionales) en cualquier momento durante la
progresion de la LRA, o en cualquier momento antes de que se presente un sintoma o complicacién de LRA. Por
ejemplo, un sujeto se puede tratar inmediatamente después de que se presente un sintoma o complicacion de LRA,
oen1,2,3,4,5, 6 dias desde la presentacién de un sintoma o complicacion de LRA,o0en 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10,
11, 12, 13, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 dias 0 mas desde la presentacién de un sintoma o
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complicacién de LRA, oen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas afios desde la presentacion de un sintoma o
complicacion de LRA. El sujeto se puede tratar una vez, o multiples veces durante el desarrollo clinico de la LRA. De
acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria para tratar LRA, se puede tratar a un sujeto que tiene
LRA con células madre placentarias, y, opcionalmente, uno o mas agentes terapéuticos, continuamente, para
prevenir el inicio de un sintoma o complicacion de LRA, p.ej., se pueden administrar células madre placentarias al
sujeto seguin un régimen especifico (p.ej., cada dia, cada dos dias, una vez a la semana, dos veces a la semana,
tres veces a la semana, cada dos semanas, cada tres semanas, cada cuatro semanas, una vez al mes, cada tres
meses, cada seis meses, o0 anualmente).

En una realizacién, se administra una dosis de alrededor de 300 millones de células madre placentarias a un sujeto
que tiene LRA. La dosis, sin embargo, puede variar segun las caracteristicas fisicas del sujeto, p.ej., el peso, y
puede oscilar de 1 millon a 10.000 millones de células madre placentarias por dosis, entre 10 millones y 10.000
millones por dosis, o entre 100 millones y 500 millones de células madre placentarias por dosis. En una realizacion,
una dosis de células madre placentarias usada de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria esta
contenida en una bolsa de sangre o bolsa similar, adecuada para una inyeccion rapida o administracion mediante
catéter. Las células madre placentarias usadas de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria se
pueden administrar en una Unica dosis, o en multiples dosis. Cuando las células madre placentarias se administran
en multiples dosis de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria, las dosis pueden ser parte de un
régimen terapéutico disefiado para prevenir la existencia o progresion de uno o mas sintomas o complicaciones de
LRA, para reducir la gravedad de uno o mas sintomas o complicaciones de LRA, o para tratar o mejorar uno o mas
sintomas o complicaciones de LRA. En otra realizacién, se administra una dosis de alrededor de, al menos, o como
maximo, 1 x 10%,5x 105, 1 x 10%,5x 108, 1 x 107,5x 107, 1 x 108, 5x 108, 1 x 10% 5x 109, 1 x 10'°, 5 x 10'°, 1 x 10"
células madre placentarias a un sujeto que tiene LRA.

Las células madre placentarias Utiles en los métodos descritos en la presente memoria pueden ser cualquiera de las
células madre placentarias descritas en la presente memoria (véase la Seccion 4.2). En una realizacion especifica,
las células madre placentarias usadas de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria son células
madre placentarias CD10*, CD34-, CD105*. En otra realizacion especifica, las células madre placentarias CD10*,
CD34-, CD105* son ademas CD200*. En otra realizacién especifica, las células madre placentarias usadas en los
métodos descritos en la presente memoria expresan CD200 y no expresan HLA-G; expresan CD73, CD105, y
CD200; expresan CD200 y OCT-4; o expresan CD73 y CD105 y no expresan HLA-G; o cualquier combinacion de lo
anterior. En una realizacion especifica, las células madre placentarias usadas en los métodos descritos en la
presente memoria son células madre placentarias CD10*, CD105*, CD200*, CD34". En otra realizacién especifica,
las células madre placentarias usadas en los métodos descritos en la presente memoria son CD117-.

En una realizacion, las células madre placentarias usadas de acuerdo con los métodos descritos en la presente
memoria son de un banco de células, p.€j., un banco de células madre placentarias.

4.2 Células Madre Placentarias y Poblaciones de Células Madre Placentarias

Las células madre placentarias para el uso en los métodos descritos en la presente memoria pueden ser de origen
fetal o materno (es decir, puede tener el genotipo de la madre o del feto). Las poblaciones de células madre
placentarias, o las poblaciones de células que comprenden células madre placentarias, pueden comprender células
madre placentarias que son de origen Unicamente fetal o materno, o pueden comprender una poblacion mixta de
células madre placentarias de origen tanto fetal como materno. Las células madre placentarias, y las poblaciones de
células que comprenden las células madre placentarias, se pueden identificar y seleccionar por las caracteristicas
morfolégicas, de marcadores, y de cultivo discutidas mas adelante.

Las células madre placentarias aisladas, p.ej., células madre placentarias multipotentes aisladas, y las poblaciones
de tales células madre placentarias aisladas, utiles en los métodos descritos en la presente memoria, son células
madre placentarias humanas adherentes a la superficie del cultivo de tejidos que tienen caracteristicas de las células
multipotentes o las células madre, y que expresan una diversidad de marcadores que se pueden usar para identificar
y/o aislar las células, o las poblaciones de células que comprenden las células madre. Las células madre
placentarias aisladas, y las poblaciones de células placentarias (p.ej., dos o mas células madre placentarias
aisladas) descritas en la presente memoria incluyen las células madre placentarias y las poblaciones de células que
contienen células placentarias obtenidas directamente de la placenta, o cualquier parte de la misma (p.ej., corion,
cotiledones placentarios, o similares). Las poblaciones de células placentarias aisladas también incluyen poblaciones
de (es decir, dos 0 mas) células madre placentarias aisladas en cultivo, y una poblacién en un recipiente, p.gj., una
bolsa. Las células madre placentarias aisladas descritas en la presente memoria no son células mesenquimatosas
derivadas de médula 6&sea, células madre mesenquimatosas derivadas de tejido adiposo, o células
mesenquimatosas obtenidas de sangre de cordén umbilical, sangre placentaria, o sangre periférica. Las células
placentarias, p.ej., las células multipotentes placentarias y las células madre placentarias, Utiles en los métodos y
composiciones descritos en la presente memoria, se describen en la presente memoria y, p.ej., en las patentes de
EE.UU. n% 7.311.904; 7.311.905; y 7.468.276; y en la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n°
2007/0275362.

4.2 1 Caracteristicas Fisicas y Morfologicas
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En cultivo, las células madre placentarias para el uso en los métodos presentados en la presente memoria adoptan
un aspecto general fibroblastoide, estrellado, con varias prolongaciones citoplasmaticas que se extienden desde el
cuerpo celular central. Las células madre placentarias son, sin embargo, morfolégicamente diferenciables de los
fibroblastos cultivados en las mismas condiciones, ya que las células madre placentarias exhiben un mayor nimero
de tales prolongaciones que los fibroblastos. Morfolégicamente, las células madre placentarias también son
distinguibles de las células madre hematopoyéticas, que adoptan en general una morfologia mas redondeada, o
adoquinada, en cultivo.

4.2.2 Marcadores de la Superficie Celular, Moleculares y Genéticos

En ciertas realizaciones, las células madre placentarias usadas en los métodos descritos en la presente memoria,
cuando se cultivan en cultivos primarios o en cultivo celular, se adhieren al sustrato del cultivo de tejidos, p.ej., la
superficie del recipiente de cultivo de tejidos (p.€j., el plastico de cultivo de tejidos); y son CD10*, CD34, CD105". En
otra realizacion, las células madre placentarias CD10*, CD34-, CD105" usadas en los métodos descritos en la
presente memoria son ademas CD200*. En ciertas realizaciones, las células madre placentarias usadas de acuerdo
con los métodos descritos en la presente memoria tienen la capacidad de diferenciarse hasta células de un fenotipo
neuronal, células de un fenotipo osteogénico, y/o células de un fenotipo condrogénico.

En otra realizacion especifica, las células madre placentarias aisladas usadas en los métodos descritos en la
presente memoria, p.ej., células madre placentarias CD10*, CD34-, CD105*, CD200*, son ademas CD45 o CD90",
tal como se detecta mediante citometria de flujo. En otra realizacion especifica, las células madre placentarias
aisladas usadas en los métodos descritos en la presente memoria son ademas CD80" y CD86-, tal como se detecta
mediante citometria de flujo. En ciertas realizaciones especificas, las células madre placentarias usadas en los
métodos descritos en la presente memoria son ademas OCT-4*, tal como se detecta mediante, p.ej., RT-PCR.

Las células madre placentarias aisladas usadas en los métodos descritos en la presente memoria, p.ej., células
madre placentarias CD10*, CD34-, CD105*, CD200*, no expresan en general alfa actina de musculo liso (aSMA),
p.ej., tal como se detecta mediante inmunolocalizacion. Las células madre placentarias aisladas usadas en los
métodos descritos en la presente memoria, p.ej., células madre placentarias CD10*, CD34-, CD105*, CD200*, en
general expresan moléculas de la clase | del MHC, p.ej., HLA-A,B,C tal como se detectan mediante citometria de
flujo.

En ciertas realizaciones, las células madre placentarias usadas en los métodos descritos en la presente memoria
son CD10*, CD34,, CD105*, CD200*, y uno o mas de CD38, CD45, CD80-, CD86,, CD133,, HLA-DR,DP,DQ,
SSEA3:, SSEA4-, CD29*, CD44*, CD73*, CD90*, CD105*, HLA-A,B,C*, PDL1*, y/o ABC-p* tal como se detectan
mediante citometria de flujo. En otra realizacién, cualquiera de tales células también es Oct-4*, tal como se detecta
mediante RT-PCR. En ofras realizaciones, cualquiera de las células madre placentarias CD10*, CD34, CD105",
CD200* descritas anteriormente son ademas uno o mas de CD29*, CD38-, CD44*, CD54*, SH3* o SH4", tal como se
detectan mediante citometria de flujo. En otra realizacién especifica, las células madre placentarias son ademas uno
o mas de CD117-, CD133;, KDR (VEGFRZ2"), HLA-A,B,C*, HLA-DP,DQ,DR;, o el ligando de Muerte Programada-1
(PDL1)*, o cualquier combinacioén de los mismos, tal como se detectan mediante citometria de flujo.

En otra realizacion, las células madre placentarias usadas en los métodos descritos en la presente memoria, p.€j.,
células madre placentarias CD10*, CD34-, CD105*, CD200*, son ademas uno o mas de CD13*, CD29*, CD33*,
CD38, CD44*, CD45, CD54*, CD62E", CD62L", CD62P-, SH3* (CD73*), SH4* (CD73*), CD80, CD86°, CD90"*,
CD106/VCAM*, CD117-, CD144/VE-cadherina®¥, CD184/CXCR4-, CD200*, CD133-, ABC-p*, KDR" (VEGFR2"), HLA-
A,B,C*, HLA-DP,DQ,DR", HLA-G-, o ligando de Muerte Programada-1 (PDL1)*, o cualquier combinacion de los
mismos, tal como se detecta mediante citometria de flujo. En otra realizacién, cualquiera de tales células también es
Oct-4*, tal como se detecta mediante RT-PCR. En ofra realizacién, las células madre placentarias usadas en los
métodos descritos en la presente memoria, p.ej., células madre placentarias CD10*, CD34-, CD105*, CD200*, son
ademas CD13*, CD29", CD33*, CD38", CD44*, CD45, CD54/ICAM*, CD62E-, CD62L", CD62P-, SH3* (CD73*), SH4*
(CD73%), CD80-, CD86°, CD90*, CD106/AVCAM*, CD117-, CD144NE-cadherina®”, CD184/CXCR4-, CD200*, CD133"
, ABC-p*, KDR (VEGFRZ2"), HLA-A,B,C*, HLA-DP,DQ,DR", HLA-G", y ligando de Muerte Programada-1 (PDL1)", tal
como se detectan mediante citometria de flujo.

En otra realizacion especifica, cualquiera de las células madre placentarias usadas en los métodos descritos en la
presente memoria son ademas ABC-p*, tal como se detecta mediante citometria de flujo, u OCT-4* (POU5F1%), tal
como se detecta mediante transcriptasa inversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), en el que ABC-p es
una proteina transportadora ABC especifica de placenta (también conocida como proteina de resistencia al cancer
de mama (BCRP) o proteina de resistencia a mitoxantrona (MXR)), y OCT-4 es la proteina octamero-4 (POU5F1).

En otra realizacion especifica, cualquiera de las células madre placentarias usadas en los métodos descritos en la
presente memoria son, ademas, uno o mas de MHC-I* (p.ej., HLA-A,B,C*), MHC-II- (p.ej., HLA-DP,DQ,DR") o HLA-
G-, tal como se detectan mediante citometria de flujo. En otra realizacion especifica, cualquiera de las células madre
placentarias descritas en la presente memoria son ademas MHC-I* (p.ej., HLA-A,B,C*), MHC-II- (p.ej., HLA-
DP,DQ,DR’) y HLA-G" tal como se detecta mediante citometria de flujo.
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En ciertas realizaciones, los métodos proporcionados en la presente memoria comprenden la administracién de una
composicion que comprende una poblacion de las células madre placentarias aisladas descritas en la presente
memoria. Las poblaciones ejemplares de células comprenden las células madre placentarias aisladas como se
describe en la presente memoria, en las que las poblaciones de células comprenden, p.gj., al menos un 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 98% de células madre
placentarias aisladas; es decir, al menos un 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 98% de células de dicha poblacién son células madre placentarias aisladas.

En una realizacién especifica, al menos alrededor del 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 90%, 85%, 90%,
95%, 98% 0 99% de las células de las poblaciones de células madre placentarias usadas en los métodos descritos
en la presente memoria no son de origen materno.

En otra realizacién especifica, las células madre placentarias aisladas o las poblaciones de células madre
placentarias aisladas usadas en los métodos descritos en la presente memoria se aislan de las células placentarias
que no muestran las caracteristicas de las células madre placentarias usadas en los métodos descritos en la
presente memoria, p.€j., las caracteristicas enumeradas anteriormente.

En otra realizacion especifica de cualquiera de las realizaciones anteriores, la expresion de el/llos marcador(es)
celular(es) enumerado(s) (p.ej., el grupo de diferenciacion o los marcador(es) inmundégeno(s)) se determina
mediante citometria de flujo. En oftra realizacion especifica, la expresion de el/los marcador(es) se determina
mediante RT-PCR.

El perfil genético confirma que las células madre placentarias CD10*, CD34-, CD105*, CD200", y las poblaciones de
tales células madre placentarias aisladas, son distinguibles de otras células, p.ej., las células madre
mesenquimatosas, p.ej., las células madre mesenquimatosas derivadas de médula 6sea. Las células madre
placentarias aisladas usadas en los métodos descritos en la presente memoria se pueden distinguir, p.€j., de las
células madre mesenquimatosas derivadas de médula 6sea basandose en la expresion de uno o mas genes, cuya
expresion es significativamente mayor en las células madre placentarias aisladas en comparacion con las células
madre mesenquimatosas derivadas de médula 6sea. Por ejemplo, las células madre placentarias aisladas usadas en
los métodos descritos en la presente memoria se pueden distinguir de las células madre mesenquimatosas
derivadas de médula 6sea basandose en la expresién de uno o mas genes, cuya expresion es significativamente
mayor (es decir, al menos dos veces mayor) en las células madre placentarias aisladas que en un ndmero
equivalente de células madre mesenquimatosas derivadas de médula 6sea, en las que el o los genes son ACTG2,
ADARB1, AMIGO2, ARTS-1, B4GALT6, BCHE, C110rf9, CD200, COL4A1, COL4A2, CPA4, DMD, DSC3, DSG2,
ELOVL2, F2RL1, FLJ10781, GATA6, GPR126, GPRC5B, ICAM1, IER3, IGFBP7, IL1A, IL6, IL18, KRT18, KRTS,
LIPG, LRAP, MATN2, MEST, NFE2 L3, NUAK1, PCDH7, PDLIM3, PKP2, RTN1, SERPINB9, ST3GALSG,
ST6GALNACS5, SLC12A8, TCF21, TGFB2, VTN, ZC3H12A, o una combinacién de cualquiera de los anteriores,
cuando las células se cultivan en condiciones equivalentes. Véase, p.€j., la publicacion de solicitud de patente de
EE.UU. n® 2007/0275362. En ciertas realizaciones especificas, dicha expresion de dicho o dichos genes se
determina, p.ej., mediante RT-PCR o andlisis con micromatrices, p.ej., mediante el uso de una micromatriz U133-A
(Affymetrix). En otra realizacion especifica, dichas células madre placentarias aisladas expresan dicho o dichos
genes cuando se cultivan durante cierto numero de duplicaciones de poblacion, p.ej., de alrededor de 3 a alrededor
de 35 duplicaciones de poblacién, en un medio que comprende DMEM-LG (p.gj., de Gibco); 2% de suero de ternero
fetal (p.gj., de Hyclone Labs.); 1x insulina-transferrina-selenio (ITS); 1x acido linoleico-albumina de suero bovino (LA-
BSA); dexametasona 10° M (p.ej., de Sigma); acido ascorbico 2-fosfato 10* M (p.ej., de Sigma); factor de
crecimiento epidérmico 10 ng/mL (p.ej., de R&D Systems); y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB)
10 ng/mL (p.ej., de R&D Systems). En otra realizacion especifica, el gen especifico de la célula placentaria aislada
es CD200.

Las secuencias especificas representativas de estos genes se pueden hallar en GenBank con los n° de acceso
NM_001615 (ACTG2), BC065545 (ADARB1), (NM_181847 (AMIGO2), AY358590 (ARTS-1), BC074884 (B4GALT6),
BC008396 (BCHE), BC020196 (C110rf9), BC031103 (CD200), NM_001845 (COL4A1), NM_001846 (COL4A2),
BC052289 (CPA4), BC094758 (DMD), AF293359 (DSC3), NM_001943 (DSG2), AF338241 (ELOVL2), AY336105
(F2RL1), NM_018215 (FLJ10781), AY416799 (GATA6), BC075798 (GPR126), NM_016235 (GPRC5B), AF340038
(ICAM1), BC000844 (IER3), BC066339 (IGFBP7), BC013142 (ILIA), BT019749 (IL6), BC007461 (IL18), (BC072017)
KRT18, BC075839 (KRT8), BC060825 (LIPG), BC065240 (LRAP), BC010444 (MATNZ2), BC011908 (MEST),
BC068455 (NFE2 L3), NM_014840 (NUAK1), AB006755 (PCDH7), NM_014476 (PDLIM3), BC126199 (PKP-2),
BC090862 (RTN1), BC002538 (SERPINB9), BC023312 (ST3GAL6), BC001201 (ST6GALNACS5), BC126160 o
BC065328 (SLC12A8), BC025697 (TCF21), BC096235 (TGFB2), BC005046 (VTN), y BC005001 (ZC3H12A).

En ciertas realizaciones especificas, dichas células madre placentarias aisladas expresan cada uno de ACTG2,
ADARB1, AMIGO2, ARTS-1, B4GALT6, BCHE, C110rf9, CD200, COL4A1, COL4A2, CPA4, DMD, DSC3, DSG2,
ELOVL2, F2RL1, FLJ10781, GATA6, GPR126, GPRC5B, ICAM1, IER3, IGFBP7, IL1A, IL6, IL18, KRT18, KRTS,
LIPG, LRAP, MATN2, MEST, NFE2 L3, NUAK1, PCDH7, PDLIM3, PKP2, RTN1, SERPINB9, ST3GALSG,
ST6GALNACS5, SLC12A8, TCF21, TGFB2, VTN, y ZC3H12A a un nivel detectablemente mayor que un nimero
equivalente de células madre mesenquimatosas derivadas de médula 6sea, cuando las células se cultivan en
condiciones equivalentes.
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En realizaciones especificas, las células madre placentarias usadas en los métodos descritos en la presente
memoria expresan CD200 y ARTS1 (regulador de aminopeptidasa del factor de necrosis tumoral tipo 1); ARTS-1y
LRAP (arginina aminopeptidasa derivada de leucocitos); IL6 (interleucina-6) y TGFB2 (factor de crecimiento
transformante, beta 2); IL6 y KRT18 (queratina 18); IER3 (respuesta temprana inmediata 3), MEST (homdlogo de
transcrito especifico de mesodermo) y TGFB2; CD200 e IER3; CD200 e IL6; CD200 y KRT18; CD200 y LRAP;
CD200 y MEST; CD200 y NFE2L3 (factor nuclear (derivado de eritroide 2) similar al 3); o CD200 y TGFB2 a un nivel
detectablemente mayor que un nimero equivalente de células madre mesenquimatosas derivadas de médula ésea,
en las que se ha sometido a dichas células madre mesenquimatosas derivadas de médula 6sea a un nimero de
pases de cultivo equivalente al numero de pases al que se ha sometido a dichas células madre placentarias
aisladas. En otras realizaciones especificas, las células madre placentarias usadas en los métodos descritos en la
presente memoria expresan ARTS-1, CD200, IL6 y LRAP; ARTS-1, IL6, TGFB2, IER3, KRT18 y MEST; CD200,
IERS, IL6, KRT18, LRAP, MEST, NFE2L3, y TGFB2; ARTS-1, CD200, IER3, IL6, KRT18, LRAP, MEST, NFE2L3, y
TGFB2; o IER3, MEST y TGFB2 a un nivel detectablemente mayor que un ndmero equivalente de células madre
mesenquimatosas derivadas de médula dsea, en las que se ha sometido a dichas células madre mesenquimatosas
derivadas de médula ésea a un numero de pases de cultivo equivalente al nimero de pases al que se ha sometido a
dichas células madre placentarias aisladas.

La expresion de los genes anteriormente mencionados se puede analizar mediante técnicas habituales. Por ejemplo,
se pueden seleccionar individualmente sondas basadas en la secuencia de el/los gen(es) y construirlas mediante
técnicas convencionales. La expresion de los genes se puede analizar, p.gj., sobre una micromatriz que comprende
sondas hacia uno o mas de los genes, p.ej., la matriz de Affymetrix GENECHIP® Human Genome U133A 2.0 (Santa
Clara, California). La expresion de estos genes se puede analizar incluso si la secuencia para un numero de acceso
particular de GenBank se modifica, ya que se pueden generar facilmente sondas especificas hacia la secuencia
modificada mediante el uso de técnicas habituales muy conocidas.

El nivel de expresion de estos genes se puede usar para confirmar la identidad de una poblaciéon de células madre
placentarias aisladas, para identificar que una poblacion de células comprende al menos una diversidad de células
madre placentarias aisladas, o similares. Las poblaciones de células madre placentarias aisladas, p.ej., cuya
identidad se confirma, pueden ser clonales, p.ej., poblaciones de células madre placentarias aisladas expandidas a
partir de una unica célula madre placentaria aislada, o una poblaciéon mixta de células madre placentarias, p.€j., una
poblaciéon de células que comprende células madre placentarias aisladas que se expanden a partir de multiples
células madre placentarias aisladas, o una poblacién de células que comprende células madre placentarias aisladas,
como se describe en la presente memoria, y al menos otro tipo de células.

El nivel de expresion de estos genes se puede usar para confirmar la identidad de una poblacién de células madre
placentarias aisladas, para identificar que una poblacion de células comprende al menos una diversidad de células
madre placentarias aisladas, o similares. Las poblaciones de células madre placentarias aisladas, p.ej., cuya
identidad se confirma, pueden ser clonales, p.ej., poblaciones de células madre placentarias aisladas expandidas a
partir de una unica célula madre placentaria aislada, o una poblaciéon mixta de células madre placentarias, p.ej., una
poblaciéon de células que comprende células madre placentarias aisladas que se expanden a partir de multiples
células madre placentarias aisladas, o una poblaciéon de células que comprende células madre placentarias aisladas,
como se describe en la presente memoria, y al menos otro tipo de células.

Se puede usar el nivel de expresion de los genes enumerados anteriormente para seleccionar poblaciones de
células madre placentarias aisladas. Por ejemplo, se puede seleccionar una poblacion de células, p.ej., células
madre placentarias expandidas clonalmente, si la expresion de uno o mas de los genes enumerados anteriormente
es significativamente mayor en una muestra de la poblacion de células que en una poblacidn equivalente de células
madre mesenquimatosas derivadas de médula ésea. Tal seleccién puede ser de una poblacion de una diversidad de
poblaciones de células madre placentarias aisladas, de una diversidad de poblaciones de células, cuya identidad no
se conoce, etc.

Las células madre placentarias aisladas se pueden seleccionar basandose en el nivel de expresién de uno o mas de
tales genes en comparacion con el nivel de expresion de dicho o dichos genes, p.€j., en un control de células madre
mesenquimatosas derivadas de médula ésea. En una realizacion, se usa el nivel de expresiéon de dicho o dichos
genes en una muestra que comprende un ndmero equivalente de células madre mesenquimatosas derivadas de
médula ésea como control. En otra realizacion, el control, para las células madre placentarias aisladas ensayadas en
ciertas condiciones, es un valor numérico que representa el nivel de expresion de dicho o dichos genes en las
células madre mesenquimatosas derivadas de médula 6sea en dichas condiciones.

Las células madre placentarias aisladas descritas en la presente memoria muestran las caracteristicas anteriores
(p-€j., combinaciones de marcadores de la superficie celular y/o perfiles de expresidon génica) en cultivo primario, o
durante la proliferaciéon en un medio que comprende, p.ej., DMEM-LG (Gibco), 2% de suero de ternero fetal (FCS)
(Hyclone Laboratories), 1x insulina-transferrina-selenio (ITS), 1x acido linoleico-albumina de suero bovino (LA-BSA),
dexametasona 10-° M (Sigma), acido ascoérbico 2-fosfato 10“ M (Sigma), factor de crecimiento epidérmico (EGF) 10
ng/ml (R&D Systems), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB) 10 ng/ml (R&D Systems), y 100 U de
penicilina/1000 U de estreptomicina.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2703784 T3

En ciertas realizaciones de cualquiera de las células madre placentarias descritas en la presente memoria, las
células son humanas. En ciertas realizaciones de cualquiera de las células placentarias descritas en la presente
memoria, las caracteristicas de marcadores celulares o las caracteristicas de expresidon génica son marcadores
humanos o genes humanos.

En otra realizacion especifica de las células madre placentarias aisladas o las poblaciones de células que
comprenden las células madre placentarias aisladas usadas en los métodos descritos en la presente memoria,
dichas células o poblacién se han expandido, por ejemplo, realizado pases al menos alrededor de, 0 como maximo,
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 veces, o han proliferado durante al menos
alrededor de, o como maximo, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 0 40
duplicaciones de poblacion. En ciertas realizaciones, dichas células o poblaciones se han sometido a pases 3-10
veces, 3-8 veces, 3-6 veces, 0 4, 5, 6, 7, 0o 8 veces. En ciertas realizaciones, dichas células o poblaciones han
experimentado 3-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25, o0 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 duplicaciones de poblacién. En otra
realizacion especifica de dichas células madre placentarias aisladas o poblaciones de células que comprenden las
células madre placentarias aisladas, dichas células o poblacién son aislamientos primarios. En otra realizacion
especifica de las células madre placentarias aisladas, o las poblaciones de células que comprenden de manera
predominante las células madre placentarias aisladas, que se describen en la presente memoria, dichas células
madre placentarias aisladas son de origen fetal (es decir, tienen el genotipo fetal).

En ciertas realizaciones, dichas células madre placentarias aisladas no se diferencian durante el cultivo en un medio
de cultivo, es decir, un medio formulado para estimular la proliferacién, p.ej., durante la proliferacion en el medio de
cultivo. En otra realizacién especifica, dichas células madre placentarias aisladas no requieren una capa de soporte
para proliferar. En otra realizacién especifica, dichas células madre placentarias aisladas no se diferencian en cultivo
en ausencia de una capa de soporte, Unicamente debido a la carencia de la capa de células de soporte.

En otra realizacion, las células placentarias aisladas usadas en los métodos descritos en la presente memoria son
positivas para la aldehido deshidrogenasa (ALDH), tal como se analiza mediante un ensayo de actividad de aldehido
deshidrogenasa. Tales ensayos se conocen en la técnica (véase, p.ej., Bostian y Betts, Biochem. J., 173, 787,
(1978)). En una realizacion especifica, dicho ensayo de ALDH usa ALDEFLUOR® (Aldagen, Inc., Ashland, Oregon)
como marcador de la actividad de aldehido deshidrogenasa. En una realizacion especifica, entre alrededor del 3% y
alrededor del 25% de las células madre placentarias son positivas para ALDH. En ofra realizacion, dichas células
madre placentarias aisladas muestran una actividad de ALDH al menos tres veces, o al menos cinco veces, mayor
que una poblacion de células madre mesenquimatosas derivadas de médula 6sea que tiene alrededor del mismo
numero de células y que se cultiva en las mismas condiciones.

En ciertas realizaciones de cualquiera de las poblaciones de células que comprenden las células madre placentarias
aisladas descritas en la presente memoria, las células madre placentarias de dichas poblaciones de células estan
sustancialmente exentas de células con un genotipo materno; p.ej., al menos un 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99% de las células madre placentarias de dicha poblacién tienen un
genotipo fetal. En algunas otras realizaciones de cualquiera de las poblaciones de células que comprenden las
células madre placentarias aisladas descritas en la presente memoria, las poblaciones de células que comprenden
dichas células madre placentarias estan sustancialmente exentas de células con un genotipo materno; p.ej., al
menos un 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% de las células de dicha
poblacién tienen un genotipo fetal.

En una realizacién especifica de cualquiera de las células madre placentarias aisladas anteriores o las poblaciones
de células que comprenden las células madre placentarias aisladas, el cariotipo de las células, p.ej., de todas las
células, o al menos alrededor del 95% o alrededor del 99% de las células de dicha poblacion, es normal. En otra
realizacion especifica de cualquiera de las células madre placentarias anteriores o las poblaciones de células madre
placentarias, las células madre placentarias no son de origen materno.

En una realizacion especifica de cualquiera de las realizaciones de las células placentarias descritas en la presente
memoria, las células placentarias son genéticamente estables, y muestran un recuento de cromosomas diploides
normales y un cariotipo normal.

Las células madre placentarias aisladas usadas en los métodos descritos en la presente memoria, o las poblaciones
de células madre placentarias aisladas usadas en los métodos descritos en la presente memoria, que albergan
cualquiera de las combinaciones anteriores de marcadores, se pueden combinar en cualquier proporciéon. Se pueden
combinar dos o mas de las células madre placentarias aisladas anteriores o poblaciones para formar una poblaciéon
de células madre placentarias aisladas. Por ejemplo, una poblacion de células madre placentarias aisladas puede
comprender una primera poblacién de células madre placentarias aisladas definidas por una de las combinaciones
de marcadores descritas anteriormente, y una segunda poblacion de células madre placentarias aisladas definidas
por otra de las combinaciones de marcadores descritas anteriormente, en las que dicha primera y segunda
poblaciones se combinan en una proporcién de alrededor de 1:99, 2:98, 3:97, 4:96, 5:95, 10:90, 20:80, 30:70, 40:60,
50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10, 95:5, 96:4, 97:3, 98:2, o alrededor de 99:1. De manera similar, se pueden
combinar dos, tres, cinco o mas de las células madre placentarias aisladas descritas anteriormente o poblaciones de
células madre placentarias aisladas.
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Las células madre placentarias aisladas utiles en los métodos y composiciones descritas en la presente memoria se
pueden obtener, p.ej., mediante la disociacion del tejido placentario, con o sin digestion enzimatica (véase la Seccion
4.5.3) o perfusion (véase la Seccion 4.5.4). Por ejemplo, se pueden producir poblaciones de células madre
placentarias aisladas segun un método que comprende perfundir una placenta de mamifero que se ha drenado de la
sangre del cordén y perfundido para eliminar la sangre residual; perfundir dicha placenta con una disolucion de
perfusion; y recoger dicha disolucion de perfusion, en el que dicha disolucién de perfusion tras la perfusion
comprende una poblacién de células placentarias que comprende las células madre placentarias aisladas; y aislar
dichas células madre placentarias a partir de dicha poblacion de células. En una realizacion especifica, la disoluciéon
de perfusion se hace pasar a través de la vena umbilical y de las arterias umbilicales, y se recoge tras exudar de la
placenta. En ofra realizacion especifica, la disolucion de perfusion se hace pasar a través de la vena umbilical y se
recoge de las arterias umbilicales, o se hace pasar a través de las arterias umbilicales y se recoge de la vena
umbilical.

En diversas realizaciones, las células madre placentarias aisladas, contenidas en una poblacién de células obtenida
a partir de la perfusion de una placenta, son al menos un 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% o al menos un
99,5% de dicha poblacion de células madre placentarias. En otra realizacion especifica, las células madre
placentarias aisladas recogidas mediante perfusion comprenden células fetales y maternas. En otra realizacion
especifica, las células madre placentarias aisladas recogidas mediante perfusién son al menos un 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 99% o al menos un 99,5% de las células fetales.

En ofra realizaciéon especifica, en la presente memoria se proporciona una composicion que comprende una
poblacién de las células madre placentarias aisladas, como se describe en la presente memoria, recogidas
(aisladas) mediante perfusion, en la que dicha composicion comprende al menos una porcion de la disolucion de
perfusién usada para aislar las células madre placentarias.

Las poblaciones de las células madre placentarias aisladas descritas en la presente memoria se pueden producir
digiriendo el tejido placentario con una enzima que disocia el tejido para obtener una poblacion de células
placentarias que comprenden las células madre placentarias, y aislando, o aislando sustancialmente, las células
madre placentarias a partir de los restos de dichas células placentarias. Se puede digerir la totalidad o cualquier
parte de la placenta para obtener las células madre placentarias aisladas descritas en la presente memoria. En
realizaciones especificas, por ejemplo, dicho tejido placentario puede ser una placenta completa (p.ej., que incluye
un corddn umbilical), amnios, corion, una combinacion de amnios y corion, 0 una combinacion de cualquiera de lo
anterior. En ofras realizaciones especificas, la enzima que disocia el tejido es tripsina o colagenasa. En diversas
realizaciones, las células madre placentarias aisladas, contenidas en una poblacién de células obtenida a partir de la
digestion de una placenta, son al menos un 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% o al menos un 99,5% de dicha
poblacién de células placentarias.

Las poblaciones de células madre placentarias aisladas descritas anteriormente, y las poblaciones de células madre
placentarias aisladas en general, pueden comprender alrededor de, al menos, o como maximo, 1 x 105, 5 x 105, 1 x
108, 5x10% 1 x 107, 5x 107, 1 x 108, 5x 108, 1 x 109, 5 x 10% 1 x 10%0, 5 x 10'°, 1 x 10" 0 méas de las células madre
placentarias aisladas. Las poblaciones de células madre placentarias aisladas utiles en los métodos descritos en la
presente memoria comprenden al menos un 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, o 99%
de células madre placentarias aisladas viables, p.€j., tal como se determina mediante, p.ej., exclusiéon de azul tripan.

Para cualquiera de las células madre placentarias anteriores, o las poblaciones de células madre placentarias, las
células o la poblacién de células madre placentarias son, o pueden comprender, células que se han sometido a
pases almenos 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 12, 14, 16, 18, o 20 veces, 0 mas, o se han expandido durante 1, 2, 3, 4,
5,6,7, 8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 o 40 duplicaciones de poblacién, o mas. En
ciertas realizaciones, las células o la poblacién de células madre placentarias son, o pueden comprender, células
que se han sometido a pases 3-10 veces, 3-8 veces, 3-6 veces, 0 4, 5, 6, 7, o 8 veces. En ciertas realizaciones, las
células o la poblacion de células madre placentarias son, o pueden comprender, células que han experimentado 3-5,
5-10, 10-15, 15-20, 20-25,0 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 duplicaciones de poblacion.

En una realizacién especifica de cualquiera de las células madre placentarias anteriores o las poblaciones de células
madre placentarias, el cariotipo de las células, o al menos alrededor del 95% o alrededor del 99% de las células de
dicha poblacion, es normal. En otra realizacion especifica de cualquiera de las células madre placentarias anteriores
o las poblaciones de células madre placentarias, las células, o las células de la poblacion de células, no son de
origen materno.

Las células madre placentarias aisladas, o las poblaciones de células madre placentarias aisladas, que albergan
cualquiera de las combinaciones anteriores de marcadores, se pueden combinar en cualquier proporcién. Dos o mas
de las poblaciones de células madre placentarias anteriores se pueden aislar, o enriquecer, para formar una
poblaciéon de células madre placentarias. Por ejemplo, una poblacion de células madre placentarias aisladas que
comprende una primera poblacién de células madre placentarias definidas por una de las combinaciones de
marcadores descritas anteriormente se puede combinar con una segunda poblacién de células madre placentarias
definidas por otra de las combinaciones de marcadores descritas anteriormente, en las que dicha primera y segunda
poblaciones se combinan en una proporcién de alrededor de 1:99, 2:98, 3:97, 4:96, 5:95, 10:90, 20:80, 30:70, 40:60,
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50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10, 95:5, 96:4, 97:3, 98:2, o alrededor de 99:1. De manera similar, se pueden
combinar tres, cuatro, cinco o mas de las células madre placentarias descritas anteriormente o poblaciones de
células madre placentarias.

En una realizaciéon especifica de las células madre placentarias mencionadas anteriormente, las células madre
placentarias secretan de manera constitutiva IL-6, IL-8 y proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1).

En ciertas realizaciones, las poblaciones de células placentarias descritas anteriormente pueden comprender
alrededor de, al menos, o como maximo, 1 x 105, 5x 10°%, 1 x 10%, 5x 10%, 1 x 107, 5x 107, 1 x 108, 5x 108, 1 x 109, 5
x 10% 1 x 10", 5 x 10", 1 x 10'"" 0 mas células madre placentarias. En ciertas realizaciones, las poblaciones de
células placentarias descritas anteriormente pueden comprender de alrededor de 1 x 10° a alrededor de 1 x 106,
alrededor de 1 x 105 a alrededor de 1 x 107, alrededor de 1 x 10°% a alrededor de 1 x 107, alrededor de 1 x 10° a
alrededor de 1 x 108, alrededor de 1 x 107 a alrededor de 1 x 108, alrededor de 1 x 107 a alrededor de 1 x 109,
alrededor de 1 x 108 a alrededor de 1 x 109, alrededor de 1 x 10° a alrededor de 1 x 10", o alrededor de 1 x 10" a
alrededor de 1 x 10" células madre placentarias.

En ciertas realizaciones, las células madre placentarias Utiles en los métodos proporcionados en la presente
memoria no expresan CD34, tal como se detecta mediante inmunolocalizacion, tras la exposicion a 1 a 100 ng/mL
de VEGF durante 4 a 21 dias. En una realizacién especifica, dichas células madre placentarias son adherentes al
plastico del cultivo de tejidos. En otra realizacion especifica, dichas células madre placentarias inducen que las
células endoteliales formen brotes o estructuras tubulares, p.ej., cuando se cultivan en presencia de un factor
angiogénico tal como factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento epitelial (EGF), factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) o factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), p.ej., en un
sustrato tal como MATRIGEL™.

En otro aspecto, las células madre placentarias Utiles en los métodos proporcionados en la presente memoria, o una
poblacién de células, p.ej., una poblaciéon de células madre placentarias Utiles en los métodos proporcionados en la
presente memoria, o una poblacién de células en la que al menos alrededor del 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o
98% de las células de dicha poblacién de células son células madre placentarias, secretan uno o mas, o todos, de
VEGF, HGF, IL-8, MCP-3, FGF2, folistatina, G-CSF, EGF, ENA-78, GRO, IL-6, MCP-1, PDGF-BB, TIMP-2, uPAR, o
galectina-1, p.ej., en un medio de cultivo en el que se cultiva la célula, o células. En otra realizacion, las células
madre placentarias expresan niveles incrementados de CD202b, IL-8 y/o VEGF en condiciones hipdxicas (p.gj.,
menos de alrededor del 5% de O.) en comparacion con las condiciones normoxicas (p.ej., alrededor del 20% o
alrededor del 21% de Oy).

En otra realizacion, cualquiera de las células madre placentarias o poblaciones de células que comprenden células
madre placentarias Utiles en los métodos proporcionados en la presente memoria pueden provocar la formacion de
brotes o estructuras tubulares en una poblaciéon de células endoteliales en contacto con dichas células madre
placentarias. En una realizacion especifica, las células madre placentarias se co-cultivan con células endoteliales
humanas, que forman brotes o estructuras tubulares, o mantienen la formacién de brotes en las células endoteliales,
p.ej., cuando se cultivan en presencia de proteinas de la matriz extracelular, tales como colageno tipo | y IV, y/o
factores angiogénicos tales como factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento epitelial
(EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) o factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF),
p.ej., en o sobre un sustrato tal como colageno placentario o MATRIGEL™ durante al menos 4 dias. En otra
realizacién, cualquiera de las poblaciones de células que comprenden de manera predominante células madre
placentarias, descritas en la presente memoria, secretan factores angiogénicos tales como factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), o Interleucina-8 (IL-8), y de ese modo pueden inducir
que las células endoteliales humanas formen brotes o estructuras tubulares cuando se cultivan en presencia de
proteinas de la matriz extracelular tales como colageno tipo | y IV p.ej., en o sobre un sustrato tal como colageno
placentario o MATRIGEL™.

En otras realizaciones, cualquiera de las poblaciones anteriores de células que comprenden células madre
placentarias utiles en los métodos proporcionados en la presente memoria secretan factores angiogénicos. En
realizaciones especificas, la poblacion de células secreta factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de
fibroblastos basico (bFGF), y/o interleucina-8 (IL-8). En ofras realizaciones especificas, las células madre
placentarias o la poblacion de células que comprende de manera predominante células madre placentarias secretan
uno o mas factores angiogénicos, y de ese modo inducen que las células endoteliales humanas migren en un
ensayo de cicatrizacion de heridas in vitro. En otras realizaciones especificas, las células madre placentarias, o la
poblacién de células que comprende de manera predominante células madre placentarias, inducen la maduracion,
diferenciacion o proliferacion de células endoteliales humanas, progenitores endoteliales, miocitos o mioblastos.

4.2.3 Crecimiento en Cultivo

El crecimiento de las células placentarias utiles en los métodos proporcionados en la presente memoria, como para
cualquier célula de mamifero, depende en parte del medio particular seleccionado para el crecimiento. En
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condiciones 6ptimas, tales células madre placentarias en general duplican su nimero en 3-5 dias. Durante el cultivo,
las células madre placentarias proporcionadas en la presente memoria se adhieren a un sustrato en cultivo, p.gj., la
superficie de un recipiente de cultivo de tejidos (p.egj., el plastico de una placa de cultivo de tejidos, plastico revestido
de fibronectina, y similares) y forman una monocapa.

Las poblaciones de células placentarias aisladas que comprenden las células madre placentarias Utiles en los
métodos proporcionados en la presente memoria, cuando se cultivan en condiciones adecuadas, pueden formar
cuerpos de tipo embrioide, es decir, agrupamientos tridimensionales de células que crecen encima de la capa de
células madre adherentes. Las células madre mesenquimatosas, p.ej., células madre mesenquimatosas derivadas
de médula ésea, no desarrollan cuerpos de tipo embrioide en cultivo.

4.2.4 Diferenciacion

Las células placentarias utiles en los métodos proporcionados en la presente memoria, en ciertas realizaciones, son
diferenciables en diferentes linajes celulares asignados. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, las células
placentarias se pueden diferenciar hasta células de linaje adipogénico, condrogénico, neurogénico, u osteogénico.
Tal diferenciacion se puede llevar a cabo, p.ej., mediante cualquier método conocido en la técnica para diferenciar,
p.ej., células madre mesenquimatosas derivadas de médula dsea hasta linajes celulares similares, o mediante los
métodos descritos en otra parte en la presente memoria. Los métodos especificos de diferenciacion de células
placentarias hasta linajes celulares particulares se describen, p.ej., en las patentes de EE.UU. n% 7.311.905 y
8.057.788.

Las células madre placentarias proporcionadas en la presente memoria pueden exhibir la capacidad de diferenciarse
en un linaje celular particular in vitro, in vivo, o in vitro e in vivo. En una realizacion especifica, las células madre
placentarias proporcionadas en la presente memoria se pueden diferenciar in vitro cuando se colocan en
condiciones que provocan o estimulan la diferenciacion en un linaje celular particular, pero no se diferencian de
manera detectable in vivo, p.ej., en un modelo de ratén NOD-SCID.

4.3 Métodos de Obtencion de Células Placentarias
4.3.1 Composicion de Recogida de Células Madre

Las células placentarias se pueden recoger y aislar segun los métodos proporcionados en la presente memoria. En
general, las células madre se obtienen a partir de una placenta de mamifero mediante el uso de una disolucion
fisioldgicamente aceptable, p.ej., una composicion de recogida de células madre. Se describe con detalle una
composicion de recogida de células madre en la publicacion de solicitud de EE.UU. relacionada n® 2007/0190042.

La composicion de recogida de células madre puede comprender cualquier solucién fisioldgicamente aceptable
adecuada para la recogida y/o el cultivo de células madre, por ejemplo, una solucién salina (p.€j., soluciéon salina
tamponada con fosfato, solucion de Krebs, solucion de Krebs modificada, solucion de Eagle, 0,9% de NaCl, etc.), un
medio de cultivo (p.ej., DMEM, HDMEM, etc.), y similares.

La composicion de recogida de células madre puede comprender uno o mas componentes que tienden a conservar
las células placentarias, es decir, impiden que las células placentarias mueran, o retrasan la muerte de las células
placentarias, reducen el nimero de células placentarias de una poblacion de células que mueren, o similares, desde
el momento de la recogida hasta el momento del cultivo. Tales componentes pueden ser, p.ej., un inhibidor de la
apoptosis (p.ej., un inhibidor de caspasa o inhibidor de JNK); un vasodilatador (p.€j., sulfato magnésico, un farmaco
antihipertensivo, péptido natriurético auricular (ANP), adrenocorticotropina, hormona de liberacion de corticotropina,
nitroprusiato sddico, hidralazina, trifosfato de adenosina, adenosina, indometacina o sulfato magnésico, un inhibidor
de fosfodiesterasa, etc.); un inhibidor de la necrosis (p.gj., 2-(1H-Indol-3-il)-3-pentilamino-maleimida, ditiocarbamato
de pirrolidina, o clonazepam); un inhibidor de TNF-a; y/o un perfluorocarbono de transporte de oxigeno (p.€j.,
bromuro de perfluorooctilo, bromuro de perfluorodecilo, etc.).

La composicion de recogida de células madre puede comprender una o mas enzimas de degradacion de tejidos,
p.ej., una metaloproteasa, una serin proteasa, una proteasa neutra, una RNasa, o una DNasa, o similares. Tales
enzimas incluyen, pero sin limitacion, colagenasas (p.ej., colagenasa |, Il, Ill o IV, una colagenasa de Clostridium
histolyticum, etc.); dispasa, termolisina, elastasa, tripsina, LIBERASE, hialuronidasa, y similares.

La composicion de recogida de células madre puede comprender una cantidad bactericida o bacteriostatica eficaz de
un antibiético. En ciertas realizaciones no limitantes, el antibiético es un macrélido (p.ej., tobramicina), una
cefalosporina (p.ej., cefalexina, cefradina, cefuroxima, cefprozil, cefaclor, cefixima o cefadroxil), una claritromicina,
una eritromicina, una penicilina (p.ej., penicilina V) o una quinolona (p.gj., ofloxacino, ciprofloxacino o norfloxacino),
una tetraciclina, una estreptomicina, etc. En una realizaciéon particular, el antibiético es activo contra bacterias
Gram(+) y/o Gram(-), p.ej., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, y similares.

La composicion de recogida de células madre también puede comprender uno o mas de los siguientes compuestos:
adenosina (alrededor de 1 mM a alrededor de 50 mM); D-glucosa (alrededor de 20 mM a alrededor de 100 mM);
iones magnesio (alrededor de 1 mM a alrededor de 50 mM); una macromolécula de peso molecular mayor de 20.000
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daltons, en una realizacion, presente en una cantidad suficiente para mantener la integridad endotelial y la viabilidad
celular (p.ej., un coloide sintético o natural, un polisacarido tal como dextrano o un polietilen glicol presente de
alrededor de 25 g/l a alrededor de 100 g/l, o alrededor de 40 g/l a alrededor de 60 g/l); un antioxidante (p.ej.,
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, glutatiéon, vitamina C o vitamina E presente de alrededor de 25 uM a
alrededor de 100 pM); un agente reductor (p.€j., N-acetilcisteina presente de alrededor de 0,1 mM a alrededor de 5
mM); un agente que previene la entrada de calcio en las células (p.ej., verapamilo presente de alrededor de 2 uM a
alrededor de 25 pM); nitroglicerina (p.ej., alrededor de 0,05 g/L a alrededor de 0,2 g/L); un anticoagulante, en una
realizacion, presente en una cantidad suficiente para ayudar a prevenir la coagulaciéon de la sangre residual (p.gj.,
heparina o hirudina presentes a una concentracion de alrededor de 1000 unidades/| a alrededor de 100.000
unidades/l); o un compuesto que contiene amilorida (p.ej., amilorida, etil isopropil amilorida, hexametilen amilorida,
dimetil amilorida o isobutil amilorida presente de alrededor de 1,0 uM a alrededor de 5 uM).

4.3.2 Recogida y Manipulacion de la Placenta

En general, se recupera una placenta humana poco después de su expulsion tras el parto. En una realizacion
preferida, la placenta se recupera de una paciente después de obtener el consentimiento informado y el historial
médico completo de la paciente, y se asocia a la placenta. Preferiblemente, el historial médico continda después del
parto. Tal historial médico se puede usar para coordinar el uso posterior de la placenta o de las células madre
recogidas de la misma. Por ejemplo, las células placentarias humanas se pueden usar, en vista del historial médico,
para la medicina personalizada del recién nacido asociado a la placenta, o para los progenitores, hermanos u otros
familiares del recién nacido.

Antes de la recuperacion de las células placentarias, se elimina la sangre de cordén umbilical y la sangre
placentaria. En ciertas realizaciones, después del parto, se recupera la sangre de cordon de la placenta. La placenta
se puede someter a un proceso convencional de recuperacion de la sangre de cordon. En general, se usa una aguja
o canula, con la ayuda de la gravedad, para desangrar la placenta (véase, p.ej., Anderson, patente de EE.UU. n°
5.372.581; Hessel et al., patente de EE.UU. n® 5.415.665). La aguja o canula se coloca normalmente en la vena
umbilical y la placenta se puede masajear suavemente para facilitar el drenaje de la sangre de cordon de la placenta.
Tal recuperacion de la sangre de corddn se puede llevar a cabo comercialmente, p.gj., LifeBank Inc., Cedar Knolls,
N.J., ViaCord, Cord Blood Registry y Cryocell. Preferiblemente, la placenta se drena por gravedad sin manipulacion
adicional para minimizar la ruptura del tejido durante la recuperacion de la sangre de cordén.

En general, se transporta una placenta desde la sala de partos o paritorio a otro lugar, p.ej., un laboratorio, para la
recuperacion de la sangre de corddn y la recogida de las células madre, p.ej., mediante perfusion o disociacion del
tejido. La placenta se transporta preferiblemente en un dispositivo de transporte estéril, aislado térmicamente
(manteniendo la temperatura de la placenta entre 20-28 °C), por ejemplo, colocando la placenta, con el corddn
umbilical proximal pinzado, en una bolsa de plastico estéril con cierre de cremallera, que se coloca después en un
recipiente aislado. En otra realizacion, la placenta se transporta en un kit de recogida de sangre de corddn
sustancialmente como se describe en la solicitud de patente pendiente de Estados Unidos n° 11/230.760,
presentada el 19 de septiembre de 2005. Preferiblemente, la placenta se transporta al laboratorio de cuatro a
veinticuatro horas tras el parto. En ciertas realizaciones, se pinza el cordén umbilical proximal, preferiblemente a 4-5
cm (centimetros) desde la insercién en el disco placentario antes de la recuperacion de la sangre de cordon. En
otras realizaciones, se pinza el cordon umbilical proximal tras la recuperacion de la sangre de corddn, pero antes del
procesamiento adicional de la placenta.

La placenta, antes de la recogida de las células madre, se puede almacenar en condiciones estériles y a
temperatura ambiente o a una temperatura de 5 a 25 °C (grados centigrados). La placenta se puede almacenar
durante un periodo de mas de cuarenta y ocho horas, y preferiblemente durante un periodo de cuatro a veinticuatro
horas antes de perfundir la placenta para eliminar la sangre de cordon residual. La placenta se almacena
preferiblemente en una disoluciéon anticoagulante a una temperatura de 5 a 25 °C (grados centigrados). Se conocen
bien en la técnica las disoluciones anticoagulantes adecuadas. Por ejemplo, se puede usar una disolucion de
heparina o warfarina sédica. En una realizacion preferida, la disolucién anticoagulante comprende una disolucion de
heparina (p.ej., 1% p/p en una disoluciéon 1:1000). La placenta desangrada se almacena preferiblemente durante
como maximo 36 horas antes de recoger las células placentarias.

La placenta de mamifero o una parte de la misma, una vez recogida y preparada en general como antes, se puede
tratar de cualquier manera conocida en la técnica, p.ej., se puede perfundir o disociar, p.ej., digerir con una o mas
enzimas de disociacion de tejidos, para obtener las células madre.

4.3.3 Disociacion Fisica y Digestion Enzimatica del Tejido Placentario

En una realizacion, se recogen las células madre de una placenta de mamifero mediante disociacion fisica, p.ej.,
digestion enzimatica, del 6rgano, p.ej., mediante el uso de la composicién de recogida de células madre descrita en
la Seccion 4.5.2 anterior. Por ejemplo, la placenta, o una porcién de la misma, se puede, p.ej., triturar, cortar, trocear,
cortar en dados, picar, macerar o similares, mientras estd en contacto, p.ej., con un tampoén, medio o una
composicion de recogida de células madre, y el tejido posteriormente se digiere con una o mas enzimas. La
placenta, o una porcién de la misma, también se puede disociar fisicamente y digerirla con una o mas enzimas, y el
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material resultante se sumerge después, o se mezcla, en un tampén, medio o una composicion de recogida de
células madre. Se puede usar cualquier método de disociacion fisica, con tal de que el método de disociacion
proporcione una diversidad, mas preferiblemente una mayoria, y mas preferiblemente al menos un 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, 98%, o0 99% de células viables de dicho 6rgano, tal como se determina, p.ej., mediante exclusion con
azul tripan.

La placenta se puede diseccionar en componentes antes de la disociacion fisica y/o la digestion enzimatica y la
recuperacion de las células madre. Por ejemplo, las células placentarias se pueden obtener de la membrana
amnidtica, corion, cotiledones placentarios, o cualquier combinacién de los mismos, o cordén umbilical, o cualquier
combinacion de los mismos. Preferiblemente, las células placentarias se obtienen del tejido placentario que
comprende el amnios y corion, o amnios-corion y cordén umbilical. En una realizacion, las células madre se obtienen
del amnios-corion y cordéon umbilical en una proporcion en peso de alrededor de 1:1. En general, las células
placentarias se pueden obtener mediante la disociaciéon de un bloque pequefio de tejido placentario, p.ej., un bloque
de tejido placentario que tiene un volumen de alrededor de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o alrededor de 1000 milimetros cubicos.

Una composicion preferida de recogida de células madre comprende una o mas enzima(s) de disociacion de tejidos,
p.ej., tripsina, colagenasa, dispasa, papaina, quimotripsina, y/o elastasa. Las serinproteasas se pueden inhibir
mediante alfa 2 microglobulina del suero, y por lo tanto el medio usado para la digestion normalmente carece de
suero. Habitualmente se usan EDTA y DNasa en los procedimientos de digestion enzimatica para incrementar la
eficacia de la recuperacion de células. El producto de la digestion se diluye preferiblemente para evitar atrapar las
células madre dentro del producto de digestion viscoso.

Se puede usar cualquier combinacion de enzimas de digestion de tejidos. Las proteasas se pueden usar en
combinacién, es decir, dos o mas proteasas en la misma reaccion de digestion, o se pueden usar de manera
secuencial para liberar las células placentarias. Por ejemplo, en una realizacion, una placenta, o una parte de la
misma, se digiere primero con una cantidad adecuada de colagenasa | a 2 mg/ml durante 30 minutos, seguido de
digestion con ftripsina, 0,25%, durante 10 minutos, a 37 °C. Las serinproteasas preferiblemente se usan
consecutivamente tras el uso de otras enzimas.

En otra realizacion, el tejido se puede disociar adicionalmente mediante la adicion de un agente quelante, p.ej., acido
etilen glicol bis(2-aminoetil éter)-N,N,N'N'-tetraacético (EGTA) o acido etilendiamintetraacético (EDTA) a la
composicion de recogida de células madre que comprende las células madre, o a una disolucion en la que el tejido
se disocia y/o se digiere antes del aislamiento de las células madre con la composicién de recogida de células
madre.

Se apreciara que cuando se usa una placenta completa, o una porcién de una placenta que comprende tanto células
fetales como maternas (por ejemplo, cuando la porciéon de la placenta comprende el corion o los cotiledones), las
células placentarias recogidas comprenderan una mezcla de células placentarias derivadas de fuentes tanto fetales
como maternas. Cuando se usa una porcién de la placenta que no comprende células maternas o que comprende
un numero insignificante de ellas (por ejemplo, amnios), las células placentarias recogidas comprenderan casi
exclusivamente células placentarias fetales.

4.3.4 Perfusion de la Placenta

Las células placentarias, p.ej., células madre placentarias, también se pueden obtener mediante la perfusion de la
placenta de mamifero. Se describen métodos de perfusién de la placenta de mamifero para obtener células madre,
p.ej., en Hariri, publicacion de solicitud de EE.UU. n° 2002/0123141, y en la solicitud provisional de EE.UU.
relacionada n°® 60/754.969, titulada "Composicion Mejorada para Recoger y Conservar Células Placentarias y
Métodos de Uso de la Composicién", presentada el 29 de diciembre de 2005.

Las células placentarias se pueden recoger mediante perfusion, p.ej., a través de la vasculatura placentaria,
mediante el uso, p.ej., de una composicion de recogida de células madre como disolucion de perfusiéon. En una
realizacion, se perfunde una placenta de mamifero mediante el paso de la disoluciéon de perfusién a través de una o
ambas de la arteria umbilical y la vena umbilical. El flujo de la disolucion de perfusion a través de la placenta se
puede conseguir mediante el uso, p.ej., del flujo por gravedad en la placenta. Preferiblemente, la disolucién de
perfusion se hace pasar a través de la placenta mediante el uso de una bomba, p.ej., una bomba peristaltica. La
vena umbilical, p.ej., se puede canular con una canula, p.ej., una canula de TEFLON® o una canula de plastico, que
esta conectada a un dispositivo de conexion estéril, tal como un tubo estéril. El dispositivo de conexiéon estéril esta
conectado a un distribuidor de perfusion.

En la preparacion para la perfusion, la placenta se orienta preferiblemente (p.ej., se suspende) de tal manera que la
arteria umbilical y la vena umbilical estan localizadas en el punto mas alto de la placenta. La placenta se puede
perfundir mediante el paso de un liquido de perfusion, p.ej., la composicion de recogida de células madre
proporcionada en la presente memoria, a través de la vasculatura placentaria, o a través de la vasculatura
placentaria y el tejido circundante. En una realizacion, la arteria umbilical y la vena umbilical estan conectadas
simultaneamente a una pipeta que esta conectada por medio de un conector flexible a un depdsito de la disoluciéon
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de perfusion. La disolucion de perfusion se hace pasar a la vena y arteria umbilical. La disolucién de perfusion exuda
y/o pasa a través de las paredes de los vasos sanguineos de los tejidos circundantes de la placenta, y se recoge en
un recipiente abierto adecuado desde la superficie de la placenta que estaba unida al utero de la madre durante la
gestacion. La disolucion de perfusion también se puede introducir a través de la abertura del cordon umbilical y dejar
que fluya o percole de las aberturas de la pared de la placenta que contactaba con la pared uterina materna. En otra
realizacion, la disolucion de perfusion se hace pasar a través de las venas umbilicales y se recoge de la arteria
umbilical, o se hace pasar a través de la arteria umbilical y se recoge de las venas umbilicales.

En una realizacion, el cordén umbilical proximal esta pinzado durante la perfusidon, y mas preferiblemente, esta
pinzado a 4-5 cm (centimetros) de la insercion del cordén en el disco placentario.

La primera recogida de liquido de perfusion de una placenta de mamifero durante el proceso de desangramiento en
general esta coloreada con los eritrocitos residuales de la sangre de corddn y/o la sangre placentaria. El fluido de
perfusion se hace mas incoloro a medida que transcurre la perfusion, y las células residuales de la sangre de cordén
se eliminan mediante el lavado de la placenta. En general, son adecuados de 30 a 100 ml (mililitros) de liquido de
perfusion para desangrar inicialmente la placenta, pero se puede usar mas o menos liquido de perfusion
dependiendo de los resultados observados.

El volumen de liquido de perfusién usado para recoger las células placentarias puede variar dependiendo del
numero de células madre a recoger, del tamafio de la placenta, del nimero de recogidas a realizar con una Unica
placenta, etc. En diversas realizaciones, el volumen del liquido de perfusion puede ser de 50 mL a 5000 mL, 50 mL a
4000 mL, 50 mL a 3000 mL, 100 mL a 2000 mL, 250 mL a 2000 mL, 500 mL a 2000 mL, o 750 mL a 2000 mL. En
general, la placenta se perfunde con 700-800 mL de liquido de perfusion tras el desangramiento.

La placenta se puede perfundir una diversidad de veces a lo largo del transcurso de varias horas o varios dias.
Cuando la placenta se debe perfundir una diversidad de veces, se puede mantener o cultivar en condiciones
asépticas en un recipiente u otro envase adecuado, y perfundirla con la composicion de recogida de células madre, o
una disoluciéon de perfusion habitual (p.ej., una solucidon salina normal tal como solucidon salina tamponada con
fosfato ("PBS")) con o sin un anticoagulante (p.ej., heparina, warfarina sédica, cumarina, bishidroxicumarina), y/o con
o sin un agente antimicrobiano (p.ej., B-mercaptoetanol (0,1 mM); antibiéticos tales como estreptomicina (p.ej., a 40-
100 pg/ml), penicilina (p.ej., a 40 U/ml), anfotericina B (p.ej., a 0,5 pg/ml). En una realizacion, una placenta aislada
se mantiene o se cultiva durante un periodo de tiempo sin recoger el perfundido, de forma que la placenta se
mantiene o se cultiva durante 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 0 24 horas,
0 2 0 3 o mas dias antes de la perfusion y recogida del perfundido. La placenta perfundida se puede mantener
durante uno o mas periodo(s) de tiempo adicional(es), p.€j., 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 mas horas, y perfundirla una segunda vez, p.ej., con 700-800 mL de liquido de perfusién. La
placenta se puede perfundir 1, 2, 3, 4, 5 0 mas veces, por ejemplo, una vez cada 1, 2, 3, 4, 5 o 6 horas. En una
realizacion preferida, la perfusion de la placenta y la recogida de la disolucion de perfusion, p.ej., la composicion de
recogida de células madre, se repite hasta que el nimero de células nucleadas recuperadas cae por debajo de 100
células/ml. Los perfundidos en los diferentes momentos se pueden procesar adicionalmente para recuperar
poblaciones de células dependientes del tiempo, p.ej., células madre. También se pueden mezclar los perfundidos
de diferentes momentos.

Sin desear limitarse por cualquier teoria, tras el desangramiento y después de un tiempo suficiente de perfusion de
la placenta, se cree que las células placentarias migran a la microcirculacion desangrada y perfundida de la placenta
donde se recogen, preferiblemente mediante lavado en un recipiente de recogida mediante perfusion. La perfusion
de la placenta aislada no solamente sirve para eliminar la sangre de corddn residual, sino que también proporciona a
la placenta los nutrientes adecuados, que incluyen oxigeno. La placenta se puede cultivar y perfundir con una
disolucion similar a la que se us6 para eliminar las células residuales de sangre de corddn, preferiblemente, sin la
adicién de agentes anticoagulantes.

La perfusion tal como se describe en la presente memoria da como resultado la recogida de significativamente mas
células placentarias que el nimero obtenible a partir de una placenta de mamifero no perfundida con dicha
disolucién, y no tratada de otra manera para obtener las células madre (p.ej., mediante disociacion del tejido, p.g;j.,
digestion enzimatica). En este contexto, "significativamente mas" significa al menos un 10% mas. La perfusion
proporciona significativamente mas células placentarias que, p.ej., el nimero de células placentarias obtenibles a
partir de un medio de cultivo en el que se ha cultivado una placenta, o porcién de la misma.

Las células madre se pueden aislar a partir de placenta mediante perfusién con una disoluciéon que comprende una o
mas proteasas u otras enzimas de disociacion de tejidos. En una realizacién especifica, una placenta o porcion de la
misma (p.ej., membrana amnidtica, amnios y corion, I6bulo o cotiledén placentario, o combinacion de cualquiera de
los anteriores) se coloca a 25-37 °C, y se incuba con una o mas enzimas de disociacion de tejidos en 200 mL de un
medio de cultivo durante 30 minutos. Las células del perfundido se recogen, se colocan a 4 °C, y se lavan con una
mezcla de inhibidores fria que comprende EDTA 5 mM, ditiotreitol 2 mM y beta-mercaptoetanol 2 mM. Las células
madre se lavan tras varios minutos con una composicion de recogida de células madre fria (p.ej., 4 °C) descrita en
otra parte en la presente memoria.
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Se apreciara que la perfusion mediante el uso del método de la bandeja, es decir, mediante el cual se recoge el
perfundido después de que haya exudado del lado materno de la placenta, da como resultado una mezcla de células
fetales y maternas. Como resultado, las células recogidas mediante este método comprenden una poblacion mixta
de células placentarias de origen tanto fetal como materno. En contraste, la perfusion Unicamente a través de la
vasculatura placentaria, mediante la cual se hace pasar el liquido de perfusion a través de uno o dos vasos
placentarios y se recoge Unicamente a través de el/los vaso(s) restante(s), da como resultado la recogida de una
poblacién de células placentarias casi exclusivamente de origen fetal.

4.3.5 Aislamiento, Clasificacion, y Caracterizacion de Células Placentarias

Las células madre de placenta de mamifero, obtenidas mediante perfusion o digestion enzimatica, se pueden
purificar inicialmente (es decir, aislarlas) de otras células mediante centrifugacién en gradiente de Ficoll. Tal
centrifugacion puede seguir cualquier protocolo habitual con respecto a la velocidad de centrifugacion, etc. En una
realizacion, por ejemplo, las células recogidas de la placenta se recuperan del perfundido mediante centrifugacion a
5000 x g durante 15 minutos a temperatura ambiente, lo que separa las células, p.ej., de los restos y plaquetas
contaminantes. En otra realizacién, el perfundido placentario se concentra hasta alrededor de 200 ml, se coloca
cuidadosamente en una capa sobre Ficoll, y se centrifuga a alrededor de 1100 x g durante 20 minutos a 22 °C, y la
capa de células de la interfase de baja densidad se recoge para su procesamiento posterior.

Los sedimentos celulares se pueden resuspender en una composicion nueva de recogida de células madre, o un
medio adecuado para el mantenimiento de las células madre, p.ej., medio IMDM exento de suero que contiene 2
U/ml de heparina y EDTA 2 mM (GibcoBRL, NY). La fraccién de células mononucleares totales se puede aislar, p.€j.,
mediante el uso de Lymphoprep (Nycomed Pharma, Oslo, Noruega) segun el procedimiento recomendado por el
fabricante.

Tal como se usa en la presente memoria, "aislar" las células placentarias, p.gj., las células madre placentarias,
significa separar al menos un 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o 99% de las células con las que
las células madre estan asociadas normalmente en la placenta de mamifero intacta. Una célula madre de un érgano
esta "aislada" cuando esta presente en una poblacion de células que comprende menos del 50% de las células con
las que la célula madre esta asociada normalmente en el érgano intacto.

Las células placentarias obtenidas mediante perfusion o digestion, por ejemplo, se pueden aislar adicionalmente, o
inicialmente, mediante tripsinizacion diferencial con el uso, p.ej., de una disolucion del 0,05% de tripsina con un 0,2%
de EDTA (Sigma, St. Louis MO). La tripsinizacion diferencial es posible, ya que las células placentarias se
desprenden en general de las superficies de plastico en alrededor de cinco minutos, mientras las otras poblaciones
adherentes requieren en general una incubacion de mas de 20-30 minutos. Las células placentarias desprendidas se
pueden recoger tras la tripsinizacion y la neutralizacion de la tripsina, mediante el uso, p.ej., de una disolucion
neutralizante de tripsina (TNS, Cambrex). En una realizacion del aislamiento de las células adherentes, se colocan
alicuotas, por ejemplo, de alrededor de 5-10 x 10° células en varios matraces T-75, preferiblemente matraces T75
revestidos de fibronectina. En tal realizacion, las células se pueden cultivar con medio de cultivo de células madre
mesenquimatosas (MSCGM) (Cambrex) comercialmente disponible, y se colocan en un incubador de cultivo de
tejidos (37 °C, 5% de CO,). Después de 10 a 15 dias, las células no adherentes se retiran de los matraces lavando
con PBS. El PBS se sustituye después por MSCGM. Los matraces preferiblemente se examinan diariamente con
respecto a la presencia de diversos tipos de células adherentes y, en particular, para la identificacion y expansion de
agrupamientos de células fibroblastoides.

El numero y tipo de células recogidas de una placenta de mamifero se puede monitorizar, por ejemplo, midiendo los
cambios en la morfologia y los marcadores de la superficie celular mediante el uso de técnicas de deteccion de
células habituales, tales como citometria de flujo, clasificacion de células, inmunocitoquimica (p.ej., tincion con
anticuerpos especificos de tejido o especificos de marcadores celulares), clasificacion de células activada por
fluorescencia (FACS), clasificacion de células por activacion magnética (MACS), mediante examen de la morfologia
de las células con el uso de microscopia 6ptica o confocal, y/o midiendo los cambios en la expresion génica con el
uso de métodos muy conocidos en la técnica, tales como PCR y caracterizacion de la expresion génica. Estas
técnicas se pueden usar, ademas, para identificar las células que son positivas para uno o mas marcadores
particulares. Por ejemplo, mediante el uso de anticuerpos hacia CD34, se puede determinar, con el uso de las
técnicas anteriores, si una célula comprende una cantidad detectable de CD34; si es asi, la célula es CD34*. De
forma similar, si una célula produce suficiente ARN de OCT-4 para ser detectable mediante RT-PCR, o
significativamente mas ARN de OCT-4 que una célula diferenciada de manera terminal, p.ej., un fibroblasto, la célula
es OCT-4". Los anticuerpos hacia los marcadores de la superficie celular (p.ej., marcadores CD tales como CD34) y
la secuencia de genes especificos de células madre, tales como OCT-4, son muy conocidos en la técnica.

Las células placentarias, especialmente las células que se han aislado mediante separacion con Ficoll, adherencia
diferencial, o una combinacién de ambas, se pueden clasificar mediante el uso de un clasificador de células activado
por fluorescencia (FACS). La clasificacion de células activada por fluorescencia (FACS) es un método muy conocido
para separar particulas, lo que incluye células, basado en las propiedades fluorescentes de las particulas (Kamarch,
1987, Methods Enzymol, 151:150-165). La excitacion mediante laser de restos fluorescentes en las particulas
individuales da como resultado una pequefia carga eléctrica que permite la separacion electromagnética de las
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particulas positivas y negativas de una mezcla. En una realizacién, los anticuerpos o ligandos especificos de los
marcadores de la superficie celular se marcan con diferentes marcadores fluorescentes. Las células se procesan a
través del clasificador de células, lo que permite la separacién de las células basandose en su capacidad de unirse a
los anticuerpos usados. Las particulas clasificadas mediante FACS se pueden depositar directamente en pocillos
individuales de placas de 96 pocillos o0 384 pocillos para facilitar la separacién y la clonacion.

En un esquema de clasificacion, las células madre de placenta se clasifican basandose en la expresion, p.gj., de los
marcadores CD10, CD34, CD38, CD44, CD45, CD73, CD80, CD86, CD90, CD105, CD200, SSEA3, SSEA4, y/o
HLA-G. Este se puede llevar a cabo con respecto a procedimientos para seleccionar células madre basandose en
sus propiedades de adherencia en cultivo. Por ejemplo, se puede llevar a cabo un sistema de seleccion por
adherencia antes o después de la clasificacion basada en la expresiéon de marcadores. En una realizaciéon, por
ejemplo, las células se clasifican primero basandose en su expresion de CD34; las células CD34" se retienen, y las
células que son CD200"HLA-G* se separan de todas las demas células CD34 . En otra realizacién, las células de
placenta se clasifican basandose en su expresion de los marcadores CD200 y/o HLA-G; por ejemplo, las células que
muestran cualquiera de estos marcadores se aislan para su uso posterior. Las células que expresan, p.ej., CD200
y/o HLA-G se pueden clasificar adicionalmente, en una realizacion especifica, respecto de su expresion de CD73 y/o
CD105, o los epitopos reconocidos por los anticuerpos SH2, SH3 o SH4, o la ausencia de expresion de CD34, CD38
o CD45. Por ejemplo, en una realizacion, las células placentarias se clasifican por la expresion, o ausencia de la
misma, de CD200, HLA-G, CD73, CD105, CD34, CD38 y CD45, y las células placentarias que son CD200*, HLA-G",
CD73*, CD105", CD34, CD38 y CD45" se aislan de las otras células placentarias para su uso posterior. En otro
sistema de clasificacion, las células placentarias se clasifican por la expresiéon de CD10, CD105 y CD200, y, de la
poblacion resultante, se excluyen las células que expresan CD34.

En ofra realizacién, se pueden usar microesferas magnéticas para separar células. Las células se pueden clasificar
mediante el uso de una técnica de clasificacion de células activada magnéticamente (MACS), un método para
separar particulas basandose en su capacidad de unirse a microesferas magnéticas (0,5-100 um de diametro). Se
puede llevar a cabo una diversidad de modificaciones utiles en las microesferas magnéticas, que incluyen la adicion
covalente de un anticuerpo que reconoce de manera especifica una molécula superficial o hapteno de una célula
particular. Las microesferas se mezclan después con las células para permitir la unién. Las células se hacen pasar
después a través de un campo magnético para separar las células que tienen el marcadores de la superficie celular
especifico. En una realizacion, estas células se pueden aislar y volver a mezclar después con microesferas
magnéticas acopladas a un anticuerpo hacia marcadores adicionales de la superficie celular. Las células se hacen
pasar de nuevo a través de un campo magnético, que aisla las células que se han unido a ambos anticuerpos. Tales
células se pueden diluir después en placas distintas, tales como placas de microtitulacién para el aislamiento clonal.

Las células placentarias también se pueden caracterizar y/o clasificar basandose en la morfologia celular y las
caracteristicas del cultivo. Por ejemplo, las células placentarias se pueden caracterizar por tener, y/o seleccionar
basandose en, p.gj., un aspecto fibroblastoide en cultivo. Las células placentarias se pueden caracterizar también
por tener, y/o se pueden seleccionar, basandose en su capacidad de formar cuerpos de tipo embrioide. En una
realizacion, por ejemplo, las células placentarias que tienen forma fibroblastoide, que expresan CD73 y CD105, y
que producen uno o mas cuerpos de tipo embrioide en cultivo, se aislan de otras células placentarias. En otra
realizacion, las células placentarias OCT-4* que producen uno o mas cuerpos embrioides en cultivo se aislan de
otras células placentarias.

En oftra realizacion, las células placentarias se pueden identificar y caracterizar mediante un ensayo de unidades
formadoras de colonias. Se conocen en general los ensayos de unidades formadoras de colonias en la técnica, tales
como el medio Mesen Cult™ (Stem Cell Technologies, Inc., Vancouver, Columbia Britanica)

Las células placentarias se pueden analizar con respecto a su viabilidad, capacidad de proliferacion, y longevidad
mediante el uso de métodos habituales conocidos en la técnica, tales como ensayo de exclusién de azul tripan,
ensayo de absorcion de diacetato de fluoresceina, ensayo de absorcion de yoduro de propidio (para analizar la
viabilidad); y ensayo de absorcién de timidina, ensayo con MTT de proliferacion celular (para analizar la
proliferacion). La longevidad se puede determinar mediante métodos muy conocidos en la técnica, tales como
mediante la determinacion del nimero maximo de duplicaciones de poblacidn en un cultivo prolongado.

Las células placentarias también se pueden separar de otras células placentarias mediante el uso de otros métodos
conocidos en la técnica, p.gj., el cultivo selectivo de células deseadas (seleccion positiva), la destruccion selectiva de
células indeseadas (seleccion negativa); separacion basada en la aglutinabilidad celular diferencial en la poblacion
mixta como, por ejemplo, con aglutinina de soja; procedimientos de congelacion-descongelacion; filtracion;
centrifugacion convencional y zonal; elutriacion centrifuga (centrifugacion a contracorriente); separacion por
gravedad simple; distribucién a contracorriente; electroforesis; y similares.

4.4 Cultivo de Células Placentarias
4.4.1 Medios de Cultivo

Se pueden usar células placentarias aisladas, o una poblacién de células placentarias, o células o tejido placentario
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del que crecen las células placentarias, para iniciar, o sembrar, los cultivos celulares. Las células se transfieren en
general a recipientes estériles de cultivo de tejidos sin revestir o revestidos con matriz extracelular o ligandos tales
como laminina, colageno (p.ej., nativo o desnaturalizado), gelatina, fibronectina, ornitina, vitronectina, y proteina de
la membrana extracelular (p.ej., MATRIGEL (BD Discovery Labware, Bedford, Mass.)).

Las células placentarias se pueden cultivar en cualquier medio, y en cualesquier condiciones, reconocidas en la
técnica como aceptables para el cultivo de células madre. Preferiblemente, el medio de cultivo comprende suero.
Las células placentarias se pueden cultivar, por ejemplo, en DMEM-LG (medio esencial modificado por Dulbecco,
glucosa baja)/MCDB 201 (medio basal de fibroblastos de pollo) que contiene ITS (insulina-transferrina-selenio),
LA+BSA (acido linoleico-albumina de suero bovino), dextrosa, acido L-ascorbico, PDGF, EGF, IGF-1, y
penicilina/estreptomicina; DMEM-HG (glucosa alta) que comprende un 10% de suero bovino fetal (FBS); DMEM-HG
que comprende un 15% de FBS; IMDM (medio de Dulbecco modificado por Iscove) que comprende un 10% de FBS,
10% de suero de caballo, e hidrocortisona; M199 que comprende un 10% de FBS, EGF, y heparina; a-MEM (medio
esencial minimo) que comprende un 10% de FBS, GlutaMAX™ y gentamicina; DMEM que comprende un 10% de
FBS, GlutaMAX™ y gentamicina, etc. Un medio preferido es DMEM-LG/MCDB-201 que comprende un 2% de FBS,
ITS, LA+BSA, dextrosa, acido L-ascorbico, PDGF, EGF, y penicilina/estreptomicina.

Otros medios que se pueden usar para cultivar células placentarias incluyen DMEM (glucosa alta o baja), medio
basal de Eagle, medio F10 de Ham (F10), medio F-12 de Ham (F12), medio de Dulbecco modificado por Iscove,
medio de cultivo de células madre mesenquimatosas (MSCGM), medio L-15 de Liebovitz, MCDB, DMIEM/F12, RPMI
1640, DMEM avanzado (Gibco), DMEM/MCDB201 (Sigma), y CELL-GRO FREE.

El medio de cultivo se puede complementar con uno o mas componentes que incluyen, por ejemplo, suero (p.€j.,
suero bovino fetal (FBS), preferiblemente alrededor del 2-15% (v/v); suero equino (de caballo) (ES); suero humano
(HS)); beta-mercaptoetanol (BME), preferiblemente alrededor del 0,001% (v/v); uno o mas factores de crecimiento,
por ejemplo, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1), factor inhibitorio de
leucemia (LIF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), y eritropoyetina (EPO); aminoacidos, que incluyen
L-valina; y uno o mas agentes antibiéticos y/o antimicéticos para controlar la contaminacién microbiana, tales como,
por ejemplo, penicilina G, sulfato de estreptomicina, anfotericina B, gentamicina, y nistatina, solos o en combinacion.

4.4.2 Expansion y Proliferacion de Células Placentarias

Una vez que se aislan las células madre placentarias (p.ej., separadas de al menos un 50% de las células
placentarias con las que la célula madre o la poblacidon de células madre estan asociadas normalmente in vivo), la
célula madre o la poblacién de células madre se pueden hacer proliferar y expandir in vitro. De forma similar, una
vez que se producen células madre placentarias, tales células también se pueden hacer proliferar y expandir in vitro.
Por ejemplo, las células madre placentarias se pueden cultivar en recipientes de cultivo de tejidos, p.ej., placas,
matraces, placas multipocillo, o similares, durante un tiempo suficiente para que las células madre placentarias
proliferen hasta una confluencia del 70-90%, es decir, hasta que las células madre placentarias y su progenie
ocupen un 70-90% del area de la superficie de cultivo del recipiente de cultivo de tejidos.

Las células madre placentarias se pueden sembrar en recipientes de cultivo a una densidad que permite el
crecimiento celular. Por ejemplo, las células madre placentarias se pueden sembrar a una densidad baja (p.€j.,
alrededor de 1.000 a alrededor de 5.000 células/cm?) hasta una densidad alta (p.ej., alrededor de 50.000 o mas
células/cm?). En una realizacion preferida, las células madre placentarias se cultivan de alrededor del O a alrededor
del 5 por ciento en volumen de CO; en aire. En ciertas realizaciones preferidas, las células madre placentarias se
cultivan de alrededor del 2 a alrededor del 25 por ciento de O2 en aire, preferiblemente alrededor del 5 a alrededor
del 20 por ciento de O3 en aire. Las células madre placentarias se cultivan preferiblemente de alrededor de 25 °C a
alrededor de 40 °C, preferiblemente a 37 °C. Las células madre placentarias se cultivan preferiblemente en un
incubador. El medio de cultivo puede ser estatico o agitado, por ejemplo, mediante el uso de un biorreactor. Las
células madre placentarias se cultivan preferiblemente con un estrés oxidativo bajo (p.ej., con la adiciéon de glutation,
acido ascorbico, catalasa, tocoferol, N-acetilcisteina, o similares).

Una vez que se obtiene una confluencia del 70%-90%, se puede realizar un pase con las células madre placentarias.
Por ejemplo, las células se pueden tratar enzimaticamente, p.ej., tripsinizarlas, mediante el uso de métodos muy
conocidos en la técnica, para separarlas de la superficie de cultivo de tejidos. Después de retirar las células madre
placentarias pipeteando y contando las células, alrededor de 20.000-100.000 células madre, preferiblemente
alrededor de 50.000 células madre placentarias, se someten a un pase en un recipiente de cultivo nuevo que
contiene medio de cultivo nuevo. En general, el medio nuevo es el mismo tipo de medio del que se retiraron las
células madre. En la presente memoria se proporcionan poblaciones de células madre placentarias que se han
sometido a pases al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12, 14, 16, 18, o 20 veces, 0 mas, y combinaciones de las
mismas.

4.5 Conservacion de Células Madre Placentarias

Las células madre placentarias se pueden conservar, es decir, colocar en condiciones que permiten el
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almacenamiento a largo plazo, o condiciones que inhiben la muerte celular, p.ej., mediante apoptosis o necrosis.

Las células madre placentarias se pueden conservar mediante el uso, p.ej., de una composicién que comprende un
inhibidor de la apoptosis, inhibidor de la necrosis y/o un perfluorocarbono de transporte de oxigeno, como se
describe en la solicitud provisional de EE.UU. relacionada n° 60/754.969, titulada "Composicion Mejorada para la
Recogida y Conservacion de Células Placentarias y Métodos de Uso de la Composicion”, presentada el 25 de
diciembre de 2005.

En una realizacion, en la presente memoria se proporciona un método de conservacidon de células madre
placentarias que comprende poner en contacto dichas células madre placentarias con una composiciéon de recogida
de células madre que comprende un inhibidor de la apoptosis y un perfluorocarbono de transporte de oxigeno, en el
que dicho inhibidor de la apoptosis esta presente en una cantidad y durante un tiempo suficiente para reducir o
prevenir la apoptosis en la poblacion de células madre placentarias, en comparacién con una poblacién de células
madre placentarias que no se han puesto en contacto con el inhibidor de la apoptosis. En una realizacion especifica,
dicho inhibidor de la apoptosis es un inhibidor de caspasa. En otra realizacion especifica, dicho inhibidor de la
apoptosis es un inhibidor de JNK. En una realizacion mas especifica, dicho inhibidor de JNK no modula la
diferenciacién o proliferaciéon de dichas células madre placentarias. En otra realizacion, dicha composicién de
recogida de células madre comprende dicho inhibidor de la apoptosis y dicho perfluorocarbono de transporte de
oxigeno en fases diferentes. En otra realizacién, dicha composicion de recogida de células madre comprende dicho
inhibidor de la apoptosis y dicho perfluorocarbono de transporte de oxigeno en una emulsion. En otra realizacion, la
composicion de recogida de células madre comprende ademas un emulsionante, p.ej., lecitina. En otra realizacion,
dicho inhibidor de la apoptosis y dicho perfluorocarbono estan entre alrededor de 0 °C y alrededor de 25 °C en el
momento de entrar en contacto con las células madre. En otra realizacion mas especifica, dicho inhibidor de la
apoptosis y dicho perfluorocarbono estan entre alrededor de 2 °C y 10 °C, o entre alrededor de 2 °C y alrededor de 5
°C, en el momento de entrar en contacto con las células madre. En otra realizacion mas especifica, dicha puesta en
contacto se lleva a cabo durante el transporte de dichas células madre placentarias. En otra realizacién mas
especifica, dicha puesta en contacto se lleva a cabo durante la congelacién y descongelacion de dicha poblacién de
células madre.

En otra realizacion, las células madre placentarias se pueden conservar mediante un método que comprende poner
en contacto dichas células madre placentarias con un inhibidor de la apoptosis y un compuesto de conservacion de
organos, en el que dicho inhibidor de la apoptosis esta presente en una cantidad y durante un tiempo suficiente para
reducir o prevenir la apoptosis de las células madre placentarias, en comparacién con las células madre placentarias
que no se han puesto en contacto con el inhibidor de la apoptosis. En una realizaciéon especifica, el compuesto de
conservacion de érganos es la disolucion UW (descrita en la patente de EE.UU. n° 4.798.824; también conocido
como ViaSpan; Véase también Southard et al., Transplantation 49(2):251-257 (1990)) o una disolucion descrita en
Stern et al., patente de EE.UU. n°® 5.552.267. En otra realizacién, dicho compuesto de conservacion de érganos es
hidroxietil almidén, acido lactobidnico, rafinosa, o una combinacién de los mismos.

En otra realizacion, las células madre placentarias para el uso en la produccién de células madre placentarias se
ponen en contacto con una composicion de recogida de células madre que comprende un inhibidor de la apoptosis y
un perfluorocarbono de transporte de oxigeno, un compuesto de conservacion de érganos, o una combinacion de los
mismos, durante la perfusion. En otra realizacion, dichas células madre placentarias para el uso en la produccion de
células madre placentarias se ponen en contacto durante un proceso de disociacion de tejidos, p.ej., digestion
enzimatica. En otra realizacion, las células placentarias se ponen en contacto con dicho compuesto de recogida de
células madre tras la recogida mediante perfusion, o tras la recogida mediante disociacion de tejidos, p.ej., digestion
enzimatica.

En general, durante la recogida, enriquecimiento y aislamiento de las células madre placentarias, es preferible
minimizar o eliminar el estrés celular debido a la hipoxia y al estrés mecanico. En otra realizacién del método, por lo
tanto, las células madre placentarias para el uso en la produccion de células madre placentarias se exponen a
condiciones hipdxicas durante la recogida, el enriquecimiento o el aislamiento durante menos de seis horas durante
dicha conservacion, en el que una condicién hipoxica es una concentracion de oxigeno que es menor que la
concentracion normal de oxigeno en la sangre. En una realizaciéon mas especifica, dichas células madre placentarias
se exponen a dichas condiciones hipdxicas durante menos de dos horas durante dicha conservaciéon. En otra
realizacidon mas especifica, dichas células madre placentarias se exponen a dichas condiciones hipdxicas durante
menos de una hora, o menos de treinta minutos, o no se exponen a condiciones hipoxicas, durante la recogida, el
enriguecimiento o el aislamiento. En otra realizacion especifica, dichas células madre placentarias no se exponen a
estrés de cizallamiento durante la recogida, el enriquecimiento o el aislamiento.

Las células madre placentarias, asi como las células madre placentarias a usar para producir células madre
placentarias, descritas en la presente memoria se pueden crioconservar, p.ej., en un medio de crioconservacion en
recipientes pequefios, p.ej., ampollas. El medio de crioconservacion adecuado incluye, pero sin limitacion, un medio
de cultivo que incluye, p.ej., medio de cultivo, o medio de congelacién de células, por ejemplo un medio de
congelacion de células disponible comercialmente, p.ej., C2695, C2639 o C6039 (Sigma). En una realizacion
especifica, el medio de congelacion de células comprende dextrano (p.ej., dextrano 40) y DMSO (sulféxido de
dimetilo). El medio de crioconservacién comprende preferiblemente DMSO (sulfoxido de dimetilo), a una
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concentracién, p.ej., de alrededor del 10% (v/v). El medio de crioconservacion puede comprender agentes
adicionales, por ejemplo, Plasmalyte, metilcelulosa con o sin glicerol. Las células madre se enfrian preferiblemente a
alrededor de 1 °C/min durante la crioconservaciéon. Una temperatura de crioconservacion preferida es de alrededor
de -80 °C a alrededor de -180 °C, preferiblemente alrededor de -125 °C a alrededor de -140 °C. Las células
crioconservadas se pueden transferir a nitrégeno liquido antes de descongelarlas para su uso. En ciertas
realizaciones, por ejemplo, una vez que las ampollas han alcanzado alrededor de -90 °C, se transfieren a un area de
almacenamiento en nitrégeno liquido. Las células crioconservadas se descongelan preferiblemente a una
temperatura de alrededor de 25 °C a alrededor de 40 °C, preferiblemente a una temperatura de alrededor de 37 °C.

4.6 Composiciones que Comprenden Células Placentarias

Los métodos proporcionados en la presente memoria pueden usar composiciones que comprenden las células
madre placentarias o poblaciones de células madre placentarias proporcionadas en la presente memoria, que se
pueden combinar con cualquier compuesto, composicion o dispositivo fisioldgicamente aceptable o médicamente
aceptable.

4.8.1 Células Placentarias Crioconservadas

Las células placentarias proporcionadas en la presente memoria se pueden conservar, por ejemplo crioconservar,
para su uso posterior. Los métodos para la crioconservacion de células, tales como células madre, son muy
conocidos en la técnica. Las células madre placentarias se pueden preparar en una forma que sea facilmente
administrable a un sujeto. Por ejemplo, las células madre placentarias descritas en la presente memoria se pueden
contener en un recipiente que sea adecuado para el uso médico. Tal recipiente puede ser, por ejemplo, una bolsa de
plastico estéril, matraz, frasco, vial, u otro recipiente desde el cual se pueda dispensar facilmente la poblacion de
células placentarias. Por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de sangre u otra bolsa de plastico médicamente
aceptable adecuada para la administracién intravenosa de un liquido a un receptor. El recipiente es preferiblemente
uno que permite la crioconservacion de las células madre placentarias.

Las células madre placentarias crioconservadas pueden comprender células madre placentarias derivadas de un
Unico donante, o de multiples donantes. Las células madre placentarias pueden tener un HLA completamente
compatible respecto de un receptor deseado, o un HLA parcialmente o completamente incompatible.

Asi, en una realizacion, en la presente memoria se proporciona una composicion que comprende células madre
placentarias en un recipiente. En una realizacion especifica, las células madre placentarias estan en un medio que
comprende dextrano y DMSO. En una realizacion especifica, las células madre placentarias estan crioconservadas,
o se han crioconservado. En otra realizacién especifica, el recipiente es una bolsa, matraz, vial o frasco. En una
realizaciéon mas especifica, dicha bolsa es una bolsa de plastico estéril. En una realizacion mas especifica, dicha
bolsa es adecuada para, permite o facilita la administracion intravenosa de dichas células madre placentarias. La
bolsa puede comprender multiples espacios o compartimentos que estan interconectados para permitir la mezcla de
las células madre placentarias y otra u otras disoluciones, p.gj., un farmaco, antes o durante la administracién. En
otra realizacion especifica, la composicién comprende uno o mas compuestos que facilitan la crioconservacion de la
poblacién de células madre combinadas. En otra realizaciéon especifica, dichas células madre placentarias estan
contenidas en una disolucion acuosa fisioldgicamente aceptable. En una realizacion mas especifica, dicha disolucion
acuosa fisioldgicamente aceptable es una disolucion de NaCl 0,9 N. En otra realizaciéon especifica, dichas células
madre placentarias tienen un HLA compatible respecto de un receptor de dichas células madre placentarias. En otra
realizacion especifica, dichas células madre placentarias tienen un HLA al menos parcialmente incompatible
respecto de un receptor de dichas células madre placentarias. En otra realizaciéon especifica, dichas células madre
placentarias son de una diversidad de donantes.

4.8.2 Composiciones Farmacéuticas

Las poblaciones de células madre placentarias aisladas, o las poblaciones de células que comprenden las células
madre placentarias aisladas, se pueden formular en composiciones farmacéuticas para el uso in vivo, p.€j., en los
métodos proporcionados en la presente memoria. Tales composiciones farmacéuticas comprenden células madre
placentarias, o una poblacién de células que comprende células madre placentarias aisladas, en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, p.gj., una solucion salina u otra disolucion fisiolégicamente aceptable aceptada para la
administracién in vivo. Las composiciones farmacéuticas que comprenden las células madre placentarias aisladas
descritas en la presente memoria pueden comprender cualquiera, o cualquier combinacién, de las poblaciones de
células madre placentarias aisladas, o las células madre placentarias aisladas, descritas en otra parte en la presente
memoria. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender células aisladas fetales, maternas, o tanto fetales
como maternas. Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente memoria pueden comprender
ademas células madre placentarias aisladas obtenidas de un unico sujeto, cordén umbilical o placenta, o de una
diversidad de sujetos, cordones umbilicales o placentas. Se puede formular cualquiera de las células madre
placentarias, descritas en ofra parte en la presente memoria, en una composiciéon farmacéutica, como se describe
mas adelante. En una realizaciéon especifica, las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente
memoria comprenden células madre placentarias y un agente anti-trombdtico (p.ej., dextrano) y/o un agente anti-
inflamatorio (p.ej., DMSO). En otra realizacion especifica, las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2703784 T3

presente memoria comprenden células madre placentarias y un agente anti-trombotico (p.ej., dextrano) y/o un
agente anti-inflamatorio (p.ej., DMSO).

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente memoria pueden comprender cualquier nimero de
células madre placentarias aisladas. Por ejemplo, una Unica dosis unitaria de células madre placentarias aisladas
puede comprender, en diversas realizaciones, alrededor de, al menos, o como maximo 1 x 105, 5 x 105, 1 x 10%, 5 x
10%,1x107,5x 107, 1 x 108, 5x 108, 1 x 10% 5 x 109 1 x 10", 5x 107, 1 x 10" 0 mas células aisladas.

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente memoria comprenden poblaciones de células que
comprenden un 50% de células viables o mas (es decir, al menos un 50% de las células de la poblacién son
funcionales o estan vivas). Preferiblemente, al menos un 60% de las células de la poblacion son viables. Mas
preferiblemente, al menos un 70%, 80%, 90%, 95%, o 99% de las células de la poblaciéon de la composiciéon
farmacéutica son viables.

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente memoria pueden comprender uno o mas
compuestos que, p.ej., facilitan el injerto (p.ej., anticuerpos anti-receptor de células T, un inmunosupresor, o
similares); estabilizantes tales como albumina (p.ej., albumina de suero humano (HSA)), dextrano 40, gelatina,
hidroxietil almidén, Plasmalyte, y similares.

En ciertas realizaciones, las células madre placentarias se pueden encapsular, p.e€j., en alginato, antes o después de
la crioconservacion. En algunas otras realizaciones, se pueden combinar las células madre placentarias con plasma
rico en plaquetas, p.ej., para aplicaciones de inyeccion local o administracion local. En realizaciones especificas, el
plasma rico en plaquetas es plasma rico en plaquetas autélogo, p.ej., autdlogo respecto del sujeto al que se
administran las células madre placentarias. En ofras realizaciones especificas, el plasma rico en plaquetas es
alogénico respecto del sujeto al que se le administran las células madre placentarias. En otra realizacion especifica,
dicho plasma rico en plaquetas se obtiene de un perfundido placentario. En otras realizaciones especificas, la
proporciéon volumen : volumen de células madre placentarias respecto del plasma rico en plaquetas de la
composicion, o la proporcion entre el nimero de células madre placentarias y el nimero de plaquetas, es de
alrededor de 10:1 y 1:10; entre alrededor de 100:1 y 1:100; o es de alrededor de 1:1.

En una realizacién, la composicion farmacéutica comprende células placentarias aisladas que son sustancialmente,
o completamente, de origen no materno, es decir, tienen el genotipo fetal; p.ej., al menos alrededor del 90%, 95%,
98%, 99% o alrededor del 100% son de origen no materno.

En una realizacion especifica, la composicion farmacéutica comprende ademas células madre que no se obtienen de
una placenta.

Las células madre placentarias aisladas de las composiciones, p.ej., composiciones farmacéuticas, proporcionadas
en la presente memoria, pueden comprender células madre placentarias derivadas de un Unico donante, o de
multiples donantes. Las células placentarias aisladas pueden tener un HLA completamente compatible respecto de
un receptor deseado, o un HLA parcialmente o completamente incompatible.

4.9 Matrices que Comprenden Células Placentarias

En la presente memoria se proporcionan ademas matrices, hidrogeles, armazones, y similares que comprenden
células madre placentarias. Las células madre placentarias proporcionadas en la presente memoria se pueden
sembrar sobre una matriz natural, p.ej., un biomaterial placentario tal como un material de membrana amnidtica. Tal
material de membrana amnidtica puede ser, p.ej., membrana amniética disecada directamente de una placenta de
mamifero; membrana amniotica fijada o tratada térmicamente, membrana amnidtica sustancialmente seca (es decir,
<20% de H»0), membrana coriénica, membrana coridnica sustancialmente seca, membrana amniética y coridnica
sustancialmente seca, y similares. Los biomateriales placentarios preferidos sobre los que se pueden sembrar las
células madre placentarias se describen en Hariri, publicacion de solicitud de EE.UU. n°® 2004/0048796.

Las células placentarias proporcionadas en la presente memoria se pueden suspender en una disolucion de hidrogel
adecuada, p.ej., para inyeccion. Los hidrogeles adecuados para tales composiciones incluyen los péptidos auto-
ensamblables, tales como RAD16. Las células madre placentarias también se pueden combinar, p.ej., con alginato o
plasma rico en plaquetas, u otras matrices que contienen fibrina, para inyeccion local. En una realizacién, se puede
dejar que una disolucion de hidrogel que comprende células madre placentarias se endurezca, por ejemplo en un
molde, para formar una matriz que tiene las células dispersadas en ella para la implantacién. Las células madre
placentarias de tal matriz también se pueden cultivar de forma que las células se expandan mitéticamente antes de
la implantacion. El hidrogel puede ser, p.gj., un polimero organico (natural o sintético) que se reticula por medio de
enlaces covalentes, idnicos, o de hidrogeno para crear una estructura de red abierta tridimensional que retiene las
moléculas de agua para formar un gel. Los materiales que forman hidrogeles incluyen polisacaridos tales como
alginato y sales del mismo, péptidos, polifosfacinas, y poliacrilatos, que se reticulan de manera iénica, o polimeros
en bloque tales como copolimeros en bloque de poli(6xido de etileno)-polipropilen glicol, que se reticulan mediante la
temperatura o el pH, respectivamente. En ciertas realizaciones, el hidrogel o la matriz es biodegradable.

En ciertas realizaciones, la matriz comprende un gel polimerizable in situ (véase, p.ej., la publicacién de solicitud de
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patente de EE.UU. 2002/0022676; Anseth et al., J. Control Release, 78(1-3):199-209 (2002); Wang et al.,
Biomaterials, 24(22):3969-80 (2003).

En ciertas realizaciones, los polimeros son al menos parcialmente solubles en las disoluciones acuosas, tales como
agua, disoluciones salinas tamponadas, o disoluciones en alcohol acuoso, que tienen grupos laterales cargados, o
una sal iénica monovalente de los mismos. Los ejemplos de polimeros que tienen grupos laterales acidos que se
pueden hacer reaccionar con cationes son poli(fosfacenos), poli(acidos acrilicos), poli(acidos metacrilicos),
copolimeros de acido acrilico y acido metacrilico, poli(acetato de vinilo), y polimeros sulfonados, tales como
poliestireno sulfonado. También se pueden usar copolimeros que tienen grupos laterales acidos formados mediante
la reaccion de acido acrilico o metacrilico y monémeros o polimeros de éter vinilico. Los ejemplos de grupos acidos
son grupos de acido carboxilico, grupos de acido sulfénico, grupos de alcohol halogenado (preferiblemente fluorado),
grupos OH fendlicos, y grupos OH acidos.

Las células madre placentarias se pueden sembrar en una estructura o armazén tridimensional e implantarlas in
vivo. Tal estructura se puede implantar en combinaciéon con uno o mas factores de crecimiento, células, farmacos u
otros componentes que estimulan la formacion de tejido o que incrementan o mejoran de otra manera la practica de
los métodos descritos en otra parte en la presente memoria.

Los ejemplos de armazones que se pueden usar en los métodos descritos en la presente memoria incluyen pafios
sin tejer, espumas porosas, o péptidos autoensamblables. Se pueden formar pafios sin tejer mediante el uso de
fibras compuestas de un copolimero absorbible sintético de acido glicélico y acido lactico (p.ej., PGA/PLA) (VICRYL,
Ethicon, Inc., Somerville, N.J.). Las espumas, compuestas, p.ej., de un copolimero de poli(e-caprolactona)/poli(acido
glicdlico) (PCL/PGA), formadas mediante procesos tales como liofilizacion (véase, p.ej., la pat. de EE.UU. n°
6.355.699), también se pueden usar como armazon.

En una realizacion especifica, los armazones usados en los métodos descritos en la presente memoria no consisten
en colageno, p.ej., colageno placentario. En otra realizacion especifica, los armazones usados en los métodos
descritos en la presente memoria no comprenden colageno, p.ej., colageno placentario.

En otra realizacion, el armazén es, o comprende, un armazon nanofibroso, p.ej., un armazoéon nanofibroso
electrohilado. En una realizacion mas especifica, dicho armazén nanofibroso comprende poli(acido L-lactico) (PLLA),
colageno tipo I, un copolimero de fluoruro de vinilideno y trifluoroetileno (PVDF-TrFE), poli(e-caprolactona), poli(L-
lactida-co-e-caprolactona) [P(LLA-CL)] (p.ej., 75:25), y/o un copolimero de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
(PHBV) y colageno tipo |. Los métodos de produccion de armazones nanofibrosos, p.ej., armazones nanofibrosos
electrohilados, se conocen en la técnica. Véase, p.ej., Xu et al., Tissue Engineering 10(7):1160-1168 (2004); Xu et
al., Biomaterials 25:877-886 (20040; Meng et al., J. Biomaterials Sci., Polymer Edition 18(1):81-94 (2007).

Las células madre placentarias descritas en la presente memoria también se pueden sembrar sobre, o poner en
contacto con, un material ceramico fisiolégicamente aceptable que incluye, pero sin limitacién, mono-, di-, tri-, alfa-tri-
, beta-tri-, y tetra-fosfato de calcio, hidroxiapatito, fluoroapatitos, sulfatos de calcio, fluoruros de calcio, éxidos de
calcio, carbonatos de calcio, fosfatos de calcio y magnesio, vidrios biolégicamente activos tales como BIOGLASS®,
y mezclas de los mismos. Los materiales ceramicos biocompatibles porosos comercialmente disponibles en la
actualidad incluyen SURGIBONE® (CanMedica Corp., Canada), ENDOBON® (Merck Biomaterial France, Francia),
CEROS® (Mathys, AG, Bettlach, Suiza), y productos de injertos 6seos de colageno mineralizado tales como
HEALOS™ (DePuy, Inc., Raynham, MA) y VITOSS®, RHAKOSS™, y CORTOSS® (Orthovita, Malvern, Pa.). La
estructura puede ser una mezcla, combinacidon o composicion de materiales naturales y/o sintéticos.

En otra realizacion, las células madre placentarias se pueden sembrar sobre, o poner en contacto con, un fieltro, que
puede estar compuesto, p.gj., de un hilo multiflamento hecho de un material bioabsorbible tal como copolimeros o
mezclas de PGA, PLA, PCL, o acido hialurénico.

Las células madre placentarias descritas en la presente memoria se pueden sembrar, en otra realizacién, sobre
armazones de espuma que pueden ser estructuras compuestas. Tales armazones de espuma se pueden moldear en
una forma util. En ciertas realizaciones, la estructura se trata, p.ej., con acido acético 0,1 M seguido de incubacion en
polilisina, PBS, y/o colageno, antes de la inoculacion de las células placentarias, para incrementar la uniéon de las
células. Se pueden maodificar las superficies externas de una matriz para mejorar la unién o el crecimiento de las
células y la diferenciacion del tejido, tal como revistiendo de plasma la matriz, o mediante la adicién de una o mas
proteinas (p.ej., colagenos, fibras elasticas, fibras reticulares), glicoproteinas, glicosaminoglicanos (p.ej., sulfato de
heparina, 4-sulfato de condroitina, 6-sulfato de condroitina, sulfato de dermatano, sulfato de queratina, etc.), una
matriz celular, y/u otros materiales tales como, pero sin limitacion, gelatina, alginatos, agar, agarosa, y gomas
vegetales, y similares.

En ciertas realizaciones, el armazén comprende, o se trata con, materiales que lo hacen no trombogénico. Estos
tratamientos y materiales también pueden estimular y mantener el crecimiento endotelial, la migracion, y el depdsito
de matriz extracelular. Los ejemplos de estos materiales y tratamientos incluyen, pero sin limitacion, materiales
naturales tales como proteinas de la membrana basal tales como laminina y colageno Tipo IV, materiales sintéticos
tales como EPTFE, y siliconas de poliuretano urea segmentada, tales como PURSPAN™ (The Polymer Technology
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Group, Inc., Berkeley, Calif). El armazon también puede comprender agentes anti-tromboéticos tales como heparina;
los armazones también se pueden tratar para alterar la carga superficial (p.ej., mediante un revestimiento con
plasma) antes de sembrar las células madre placentarias.

5. Ejemplos

5.1 Ejemplo 1

Este ejemplo demuestra que se pueden usar células madre placentarias en el tratamiento de una lesion renal aguda.
5.1.1 Materiales y Métodos

5.1.1.1 Disefio del Estudio

Se asignaron ratas macho Sprague-Dawley (BioLasco, Taiwan), que pesaban de 250 a 280 g, a uno de seis grupos
de tratamiento, como se resume en la Tabla 1, a continuacion.

TABLA 1
Grupo Condicién Via Momento de Dosis (x 10° Numero de
Dosificacion (tras I-R) células/sujeto) Sujetos

1 Control Simulado N/A N/A - 8

2 I-R + PL v Inmediatamente - 8

3 I-R +FM v Inmediatamente - 8

4 I-R + células madre v Inmediatamente 6 8
placentarias en FM

5 I-R + células madre v Inmediatamente 3 8
placentarias en PL

6 I-R + células madre v Inmediatamente 6 8
placentarias en PL

Control Simulado: Sin isquemia-reperfusion (I/R)
PL: DMEM (sin rojo fenol)

FM: Medio de congelacién (DMEM (sin rojo fenol) que comprende dextrano y DMSO)

Se indujo la lesion renal aguda (isquemia-reperfusion) en los Grupos 2-6 exponiendo la cavidad abdominal de ratas
anestesiadas de cada grupo por medio de una incision en la linea media y cerrando ambas arterias renales durante
45 min. mediante el uso de pinzas vasculares. Los animales de control simulados (Grupo 1) se sometieron a un
procedimiento quirdrgico idéntico sin la oclusiéon de ambas arterias renales. Después de retirar las pinzas renales, se
observaron los rifiones durante 1 min. adicional para asegurarse del cambio de color que indica la reperfusion
sanguinea. Se administraron vehiculos de control, DMEM ("PL") o medio de congelacion (DMEM (sin rojo fenol) que
comprendia dextrano y DMSO; "FM"); y células madre placentarias en PL o FM de manera intravenosa
inmediatamente después de la reperfusion o cirugia.

Se determind el peso corporal de todos los animales de ensayo a las 24 horas y 48 horas antes de la cirugia, justo
antes de la cirugia, y a las 24 horas, 48 horas, y 72 horas; y 96 horas después de la cirugia.

Se recogieron muestras de orina y sangre antes del procedimiento quirdrgico y a las 8 horas, 24 horas, 48 horas, 72
horas, y 96 horas (sangre solamente) después de la reperfusion para la determinacion de las concentraciones de
Na* y K* en la orina y el plasma (kit de ensayo de K*/Na* (Toshiba, Japon)), los niveles de creatinina en la orina y el
plasma (kit de ensayo de Creatinina (Denka Seiken, Japon)), y los niveles de nitrdgeno ureico en sangre (BUN) (kit
de ensayo de BUN (Denka Seiken, Japon)). Se recogieron 0,4 ml de sangre a través de la vena de la cola a las 8
horas, 24 horas, 48 horas, y 72 horas; y se recogieron 2 ml de sangre por medio de la vena cava a las 96 horas.

Todos los animales se sacrificaron y se realizé una necropsia en el Dia 4 (96 horas) tras la cirugia. En la necropsia,
se recogio el rifion derecho, se lavd en solucion salina helada y se conservo en formalina tamponada neutra del
10%. Cada uno se cort6 longitudinalmente, se procesé en bloques de parafina, se realizaron cortes de 4-6 micras y
se tifieron con Hematoxilina y Eosina (H&E) para el examen histopatolégico.

Los datos se analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de prueba de Dunnett o prueba t para datos
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independientes. La significacion se considera a p<0,05.
5.1.2 Resultados
5.1.2.1 Peso Corporal

El incremento del peso corporal medio en los animales de control simulado (Grupo 1) fue minimo (~3%) a las 96 hrs
tras el procedimiento quirirgico en comparacion con el peso corporal antes del procedimiento. En los animales con
isquemia-reperfusion (Grupos 1-5), independientemente del tratamiento posterior, las pérdidas de peso corporal
medio oscilaron entre un 1-10% durante el periodo de 96 hr tras la cirugia. Los animales tratados con células madre
placentarias en FM (Grupo 4) o PL a la dosis de 6 x 108 células/rata (Grupo 6) tendieron a mostrar un aumento de
peso corporal mejorado en comparacion con los controles de vehiculo correspondientes FM y PL, respectivamente.

5.1.2.2 Peso de los Rifones

El peso de los rifiones absoluto y normalizado (suma del peso del rifién izquierdo y derecho normalizado respecto
del peso corporal) se incrementé significativamente en todos los animales que se sometieron al procedimiento de
isquemia-reperfusion, independientemente del tratamiento posterior, en comparaciéon con el control simulado. Los
animales que recibieron células madre placentarias en FM (Grupo 4) parecieron atenuar el incremento del peso de
los rifiones, y el peso de los rifiones normalizado fue significativamente inferior al de los animales tratados con
vehiculo de control FM.

5.1.2.3 Estudio de la Funcién Renal
5.1.2.3.1 Anadlisis de Orina y Plasma

Se observaron incrementos significativos del volumen de orina en los animales que se sometieron al procedimiento
de isquemia-reperfusion en comparacion con los controles simulados. Los animales que recibieron 6 x 108 células
madre placentarias en FM a las 72 hr tras la isquemia-reperfusion mostraron una mejora en el restablecimiento del
volumen de orina normal.

Los niveles de sodio y potasio en las muestras de orina y plasma de los animales simulados fueron normales y se
mantuvieron en un intervalo ajustado a lo largo de la duracion del estudio. Los niveles de sodio y potasio en la orina
de los animales que se sometieron al procedimiento de isquemia-reperfusion fueron significativamente inferiores a
los niveles en los animales simulados en todos los puntos de tiempo examinados, pero todavia estuvieron en el
intervalo normal. De forma similar, los niveles de sodio y potasio en el plasma de los animales que se sometieron al
procedimiento de isquemia-reperfusion estuvieron en el intervalo normal.

Los niveles de creatinina en las muestras de orina de los animales de control simulados siguieron siendo bastante
constantes a lo largo del periodo de estudio. En contraste, se observé una reduccion significativa de los niveles de
creatinina en orina en todos los animales que se sometieron al procedimiento de isquemia-reperfusion, y fue seguida
por un restablecimiento gradual hasta un 40-68% de los niveles anteriores a la isquemia-reperfusion. Los animales
que recibieron células madre placentarias en FM (Grupo 4) mostraron una recuperacion significativamente mejor de
los niveles de creatinina en orina a las 48 y 72 hr tras la isquemia-reperfusién en comparacion con los animales con
isquemia-reperfusion tratados con vehiculo FM.

Los animales del grupo simulado mantuvieron sus niveles de creatinina plasmatica en el intervalo normal en todos
los puntos de tiempo examinados, mientras todos los animales que se sometieron al procedimiento de isquemia-
reperfusion tuvieron niveles elevados de creatinina plasmatica en los primeros puntos de tiempo, alcanzando un
maximo a las 24 horas tras la isquemia-reperfusion, y seguido de reducciones graduales de la creatinina plasmatica
a lo largo del tiempo. Los animales tratados con células madre placentarias en FM (Grupo 4) tuvieron niveles de
creatinina plasmatica significativamente inferiores que los de los animales tratados con vehiculo FM (Grupo 3) en
todos los puntos de tiempo medidos tras la isquemia-reperfusion. Los animales tratados con células madre
placentarias en PL (Grupos 5 y 6) también mostraron niveles reducidos de creatinina plasmatica en comparacion con
los animales tratados con vehiculo PL (Grupo 2), de una manera dependiente de la dosis.

Los niveles de BUN de los animales del grupo simulado estuvieron en el intervalo normal a lo largo de todo el
periodo de estudio. Los animales que se sometieron al procedimiento de isquemia-reperfusiéon exhibieron niveles
elevados de BUN. Cuando los animales sometidos a isquemia-reperfusion se trataron con las células madre
placentarias, se observaron tendencias de mejora en la reduccion de los niveles de BUN. Los animales tratados con
células madre placentarias en FM (Grupo 4) exhibieron niveles disminuidos de BUN a las 24 hr, 48 hr, y 72 hr tras la
isquemia-reperfusiéon en comparacion con los animales tratados con vehiculo FM de control (Grupo 3), y las
diferencias a las 24 hr y 48 hr fueron estadisticamente significativas. Los niveles de BUN de los animales tratados
con células madre placentarias en PL (Grupos 5 y 6) también mostraron una reduccion relacionada con la dosis: Los
animales del Grupo 5 exhibieron niveles de BUN comparables al grupo tratado con vehiculo de control (Grupo 2),
mientras los animales del Grupo 6, que recibieron una dosis mayor de células madre placentarias, exhibieron niveles
reducidos de BUN en comparacién con el grupo de control de vehiculo.
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5.1.2.3.2 Aclaramiento de Creatinina (CCr)

Los animales del grupo de control simulado tuvieron un aclaramiento de creatinina normal a lo largo de todo el
periodo de estudio. Los animales que se sometieron al procedimiento de isquemia-reperfusion tuvieron un
aclaramiento de creatinina inferior que el de los controles simulados, lo que indica un deterioro de la funciéon renal.
Los animales tratados con células madre placentarias en FM (Grupo 4) mostraron una mejora significativa del
aclaramiento de creatinina en comparacion con los animales que recibieron vehiculo FM (Grupo 3) a lo largo de todo
el periodo de estudio. Los animales tratados con 6 x 10° células madre placentarias en PL (Grupo 6) mostraron un
mejor aclaramiento de creatinina que los animales tratados con vehiculo de control PL (Grupo 2) en el punto de
tiempo de 8 horas.

5.1.2.3.3 Excrecion Fraccional de Na*

Los animales del grupo de control simulado mantuvieron su excrecion fraccional de Na* (FENa) constantemente en
un intervalo normal a lo largo del periodo de estudio. Todos los animales que se sometieron al procedimiento de
isquemia-reperfusion exhibieron un porcentaje incrementado de excrecion de Na*. En general, el tratamiento de
isquemia-reperfusion con células madre placentarias (Grupos 4-6) dio como resultado la reduccion de la excrecion
fraccional de Na*. Los animales tratados con células madre placentarias en FM (Grupo 4) exhibieron una mejora
significativa de la reabsorcion de Na* en comparacién con los animales tratados con vehiculo de control FM (Grupo
3) alas 24 hr, 48 hr, y 72 hr tras la isquemia-reperfusion. Los animales tratados con células madre placentarias en
PL (Grupos 5 y 6) también mostraron una tendencia de FENa reducida en comparacion con los animales tratados
con vehiculo de control PL (Grupo 2).

5.1.2.4 Estudio Histopatoldgico

Las caracteristicas histoldgicas mas destacadas de la lesion epitelial tubular en los rifiones examinados fueron
tubulos renales dilatados, hemorragia, material hialino intratubular, infiltrados de células mononucleares
intersticiales, y necrosis del epitelio tubular. Los tubulos renales dilatados, la hemorragia, y los infiltrados de células
mononucleares fueron ligeramente menos graves en los animales tratados con células madre placentarias (Grupos
4, 5y 6) en comparacion con los controles de vehiculo (Grupos 2 y 3). Ademas, la necrosis del epitelio tubular fue
claramente menos frecuente y grave en los animales tratados con células madre placentarias (Grupos 4, 5y 6) en
comparacion con los controles de vehiculo (Grupos 2 y 3).

5.1.3 Conclusion

En conclusion, las células madre placentarias en DMEM solo o en medio que comprende dextrano y DMSO (medio
de congelacion) pueden generar una proteccion contra el deterioro funcional de los rifiones inducido por la lesion por
isquemia/reperfusion en ratas, lo que indica que se pueden usar las células madre placentarias en el tratamiento de
la lesion renal aguda.

Equivalentes:

Las composiciones y métodos descritos en la presente memoria no estan limitados en su alcance por las
realizaciones especificas descritas en la presente memoria. De hecho, diversas modificaciones de las
composiciones y métodos ademas de las descritas seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la
descripcion anterior. Tales modificaciones pretenden estar dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Células madre placentarias para el uso en un método de tratamiento de la lesién renal aguda (LRA) en un
sujeto que tiene LRA, en el que dicha LRA es el resultado de un traumatismo directo en uno o mas de los rifiones del
sujeto.

2. Las células madre placentarias para el uso de la reivindicacion 1, en el que dichas células madre placentarias
se administran al sujeto en una cantidad suficiente para provocar una mejora detectable en uno o mas sintomas o
complicaciones de LRA, o una reduccion en la progresion de uno o mas sintomas o complicaciones de LRA, en el
sujeto.

3. Las células madre placentarias para el uso en un método de prevencién de uno o mas sintomas o
complicaciones asociados a la lesion renal aguda (LRA) en un sujeto que tiene LRA, en el que dicha LRA es el
resultado de un traumatismo directo en uno o mas de los rifiones del sujeto.

4. Las células madre placentarias para el uso de la reivindicaciéon 3, en el que dichas células madre placentarias
se administran al sujeto en una cantidad suficiente para prevenir el inicio de uno o mas sintomas o complicaciones
de LRA en el sujeto.

5. Las células madre placentarias para el uso de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichas células madre
placentarias son células madre placentarias CD10*, CD34-, CD105*, CD200".

6. Las células madre placentarias para el uso de la reivindicacion 5, en el que dichas células madre placentarias
expresan OCT-4.

7. Las células madre placentarias para el uso de la reivindicacién 5 o 6, en el que dichas células madre
placentarias son ademas CD45 y CD90".

8. Las células madre placentarias para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que dichas células
madre placentarias son ademas CD80" y CD86.

9. Las células madre placentarias para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, en las que el sintoma
asociado a LRA es fatiga, heces sanguinolentas, halitosis, sabor metalico en la boca, cardenales, temblor de manos,
tension arterial elevada, hemorragias nasales, hipo, convulsiones, disnea, cambios en el patréon de micciones (p.gj.,
pérdida de la capacidad de orinar con regularidad, o miccién frecuente por la noche), pérdida del apetito, cefalea,
nauseas y vomitos, latidos irregulares, dolor lumbar (p.ej., provocado por la trombosis de los vasos sanguineos
renales o la inflamaciéon del rifion), sed, vejiga palpable, acumulacion de liquido en las extremidades (edema
periférico) y los pulmones (edema pulmonar), y/o taponamiento cardiaco.

10. Las células madre placentarias para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho método
da como resultado un incremento de la tasa de filtracion glomerular, una disminucion del nivel de creatinina en
suero, una disminuciéon del nivel de creatinina en orina, un incremento del aclaramiento de creatinina, una
disminucion del nivel de nitrégeno ureico en sangre (BUN), y/o una disminucion de la excrecion fraccional de sodio
en el sujeto.

11. Las células madre placentarias para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dichas
células madre placentarias se administran de manera sistémica, intravenosa, intraarterial, o local.
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