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DESCRIPCION

Composiciones que comprenden células madre embrionarias humanas y sus derivados, procedimientos de uso y
procedimientos de preparacion

El presente documento se desvelan composiciones farmacéuticas que comprenden células madre embrionarias
humanas (hES) o sus derivados, estando dichas células madre libres de productos animales, células alimentadoras,
factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones minerales suplementarias, suplementos de
aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la membrana,
factor Steel soluble y medios acondicionados, para su uso en el tratamiento de enfermedades, afecciones o
trastornos médicos terminales e incurables actualmente. También se desvelan en el presente documento
procedimientos de tratamiento de trastornos clinicos y afecciones terminales o actualmente incurables usando
células hES mediante un protocolo de trasplante. La invencion se refiere a nuevos procedimientos de preparacion de
nuevas lineas de células madre que estan libres de productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones minerales suplementarias, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la membrana, factor Steel
soluble y medios acondicionados. La presente invencion se refiere ademas al aislamiento, cultivo, el mantenimiento,
expansion, diferenciacion, almacenamiento y preservacion de tales células madre.

Una gran cantidad de trastornos médicos humanos, afecciones y enfermedades son actualmente incurables a través
de las terapias farmacoldgicas existentes, procedimientos de cirugia o trasplante o son terminales.

Las células madre tienen la capacidad de dividirse para generar células "hijas" que retienen las propiedades de las
células madre o para producir hijas que comienzan a diferenciarse en un tipo celular mas especializado, o para
producir una célula hija de cada tipo. Las células madre son, por lo tanto, fundamentales para el crecimiento y
desarrollo humano normal, y por sus caracteristicas intrinsecas también son fuentes potenciales de nuevas células
para la regeneracion de tejido enfermo o dafiado. Las células madre estan presentes en todas las etapas de
desarrollo, y en muchos, (posiblemente la mayoria), tejidos del adulto. Las células madre de diferentes tejidos y de
diferentes etapas de desarrollo, varian en términos de la cantidad y tipos de células a las que normalmente dan
lugar. Las principales clases de células madre segun esta clasificacion son las células madre embrionarias, células
madre somaticas y células germinales embrionarias.

En las primeras etapas después de la fertilizacion (hasta la etapa de ocho células), todas las células del embrion son
totipotenciales (es decir, tienen la capacidad de convertirse en cada tipo de célula necesaria para el desarrollo
completo, incluidos tejidos extraembrionarios, tales como la placenta y el cordon umbilical). Después de
aproximadamente dos a cinco dias se alcanza la etapa de blastocisto. Dentro de esta bola de 50-100 células se
encuentra la masa celular interna, que se convertira en el embridon propiamente dicho. La masa celular interna
comprende aproximadamente una cuarta parte de todas las células en esta etapa de desarrollo y una clase Unica de
células madre; las células madre embrionarias. Las células madre embrionarias tienen la capacidad innata o el
potencial de diferenciarse en cada uno de los aproximadamente 200 tipos de células del cuerpo y se describen como
pluripotenciales. La capacidad de las células hES para contribuir a todos los tipos de tejidos en desarrollo ain no se
ha establecido completamente, pero pueden cultivarse durante largos periodos de tiempo en cultivo y expandirse en
numero sin cambiar sus genotipos o fenotipos celulares, y mantener su estado pluripotencial en estas condiciones.

Mas alla de la etapa de blastocisto, las células madre comprenden una proporcidon decreciente de células en el
embrion, el feto y el cuerpo adulto. Muchos, si no la mayoria, de los tejidos en el feto y el adulto contienen células
madre, que, en su ubicaciéon normal, tienen el potencial de diferenciarse en un nimero limitado de tipos de células
especificas para regenerar el tejido en el que normalmente residen. Estas células madre (células madre somaticas)
son multipotenciales y pueden tener un potencial mas restringido que las células madre embrionarias, ya que
normalmente dan lugar a algunos, pero no a todos, los tipos de células del cuerpo humano. Las principales fuentes
de células madre somaticas son el feto y la médula 6sea y la sangre del cordén umbilical del adulto.

Las células madre embrionarias sirven como un excelente sistema in vitro para estudiar eventos de diferenciacion
celular, deteccion de drogas y como fuente primaria de células especializadas diferenciadas para futuras
aplicaciones terapéuticas regenerativas.

Las células madre embrionarias, siendo pluripotenciales, tienen el potencial de desarrollo para dar lugar a cualquier
tipo de célula diferenciada. Asi, una enfermedad que resulta del fracaso o alteracion de regulacion, ya sea genético o
adquirido, de tipos celulares especificos es potencialmente tratable mediante el trasplante de células hES o sus
derivados mediante el reemplazo de las células defectuosas y la regeneracion del 6rgano o tejido afectado y también
mediante la estimulacién del tejido latente y el tejido moribundo.

Se ha sugerido que el trasplante de células hES o sus derivados en el cuerpo humano tiene el potencial como un
medio para abordar las necesidades médicas no satisfechas.

Se ha considerado ampliamente que el trasplante de células hES revolucionara el tratamiento de una amplia
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variedad de enfermedades, afecciones y trastornos pero, hasta la fecha, los estudios se han restringido a estudios
preclinicos en ratones y primates. Es cuestionable si los resultados observados en modelos animales son realmente
representativos de los eventos que ocurririan al trasplantar tales células al humano. Adicionalmente, sin uso clinico
del concepto, las composiciones farmacéuticas, protocolos, vias de administracion y dosis para la administracion de
las células madre permanecen indefinidas y sin probar. Adicionalmente, aunque se han usado células madre
humanas derivadas de fuentes distintas de un embridon o xenotrasplante de células, tejidos y dérganos de otras
especies en la clinica; Estos intentos no han tenido éxito o presentan varios efectos secundarios debilitantes.

En el presente documento se desvela el trasplante de una composiciéon farmacéutica que comprende células hES
y/o sus derivados en seres humanos que padecen varias afecciones enfermedades o trastornos actualmente
incurables o terminales.

La Patente de los Estados Unidos N.° 5.453.457 desvela una composicion que comprende células pluripotenciales
de mamiferos no murinos derivadas de una célula germinal primordial e incluye factor de crecimiento de fibroblastos
basico, factor Steel asociado a la membrana, factor Steel soluble y factor inhibidor de la leucemia.

La Patente de Estados Unidos n.° 6.800.480 reivindica una composicién que comprende células hES indiferenciadas
que proliferan en una matriz extracelular.

La solicitud de patente de Estados Unidos n.° 2003/0017587 desvela la expansion in vitro de células madre
embrionarias indiferenciadas obtenidas de un feto abortado o blastocistos en etapa de escision fresca o congelada
utilizando un medio de cultivo que no requiere células alimentadoras. Una vez aisladas, las células madre
embrionarias se introducen en un medio de cultivo celular complementado con factores de crecimiento, suero bovino
fetal, factor de crecimiento neuronal, factor inhibidor de leucemia, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel
asociado a la membrana, factor Steel soluble o medios acondicionados que no son deseables en vista de los
posibles efectos secundarios tras el trasplante a un paciente. Asimismo, dicha solicitud de patente no menciona el
protocolo que se utilizara para el tratamiento de trastornos genéticos o clinicos, excepto que el paciente requiere una
dosis de cada tipo de célula.

La solicitud de patente de Estados Unidos n.° 2004/0071665 proporciona un procedimiento terapéutico que emplea
células madre de mamifero para el tratamiento de la cardiopatologia. El ejemplo proporciona células madre
embrionarias diferenciadas para formar un grupo cardiomiogénico, cultivadas en células alimentadoras y, después,
se inyectaron en tres sitios del corazon de un ratén con infarto de miocardio.

La solicitud de patente de Estados Unidos n.° 2004/0107453 desvela un procedimiento para obtener, mantener y
diferenciar células madre adultas y su uso en el tratamiento terapéutico.

La solicitud de patente de Estados Unidos n.° 2005/0124003 desvela un procedimiento para obtener, mantener y
diferenciar células madre fetales y su uso en el tratamiento terapéutico.

En particular, y de particular relevancia para la presente divulgacion, el trasplante de células madre embrionarias en
modelos de ratdn de lesion de la médula espinal (LME) ha demostrado claramente su potencial futuro como primera
linea de tratamiento de la LME aguda (McDonald et al., (1999) Nature Med. 5:1410; Kerr y col., (2003) J. Neurosci.
23:5131; Roy y col., (2004) Nature Biotechnology, 22:297; Hori y col., (2003) Stem Cells, 21:405; Harper, (2004)
Proc. Natl. Acad. Sci. 101:7123). A pesar de la eficacia demostrada en modelos animales, el escepticismo con
respecto a los problemas de rechazo de injerto contra huésped, la posible necesidad de administracion de
inmunosupresores de por vida y la formacién de tumores y teratomas han retrasado las autorizaciones para
reproducir la seguridad y eficacia preclinicas en ensayos experimentales en humanos. Otro problema que enfrenta el
disefio de estudios clinicos y de particular relevancia para la presente divulgacion es que, todavia, no hay protocolos
establecidos o pautas de administracion, no hay estudios de lo que seria una dosis terapéuticamente efectiva o
composicion farmacéutica activa, o qué tipos de células o combinaciones de células deberian usarse.

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencién es desarrollar composiciones farmacéuticas que comprendan
células hES que estén libres de productos animales, células alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor
de leucemia, combinaciones minerales suplementarias, suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos,
factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la membrana, factor Steel soluble y medios
acondicionados suspendidos en una solucion biocompatible, portador o matriz, por lo tanto adecuado para su uso
humano.

Otro objetivo mas de la presente divulgacion es desarrollar un protocolo para el tratamiento de trastornos
actualmente incurables o terminales.

Otro objetivo adicional de la presente divulgacion es desarrollar un protocolo para el tratamiento de LME (lesion de la
médula espinal).

Las composiciones de la presente divulgacion son simples de preparar, seguras, econémicas, eficientes, facilmente
transportables, escalables, tienen una buena vida util y estan libres de efectos secundarios como reacciones de
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antigeno-anticuerpo, inervaciones aberrantes, tumorigenicidad, formacion de teratoma o rechazo del huésped del
injerto. Asimismo, la presente divulgacion requiere solo un embrién y, por lo tanto, no se requiere el suministro
continuo de embriones humanos. Asimismo, el protocolo para el tratamiento desvelado en el presente documento no
requiere el uso de inmunosupresores, y no depende de la tipificaciéon de HLA, no depende de la raza, el sexo o la
edad del sujeto tratado para el tratamiento efectivo de las enfermedades, afecciones o trastornos, no tiene regresion
y no necesita entrenamiento previo en el técnica de la administracion. Por lo tanto, el tratamiento de sujetos con las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento es posible en
cualquier instalacioén clinica adecuadamente equipada en todo el mundo.

Para trasplantar células madre embrionarias humanas en humanos con fines terapéuticos, es importante que dichas
células estén libres de contaminacion, tales como bacterias, virus, priones o viroides. La adopcién de practicas
operativas estandar de laboratorio, como una buena fabricacién y buenas practicas clinicas, reduce el riesgo de tales
contaminaciones a un nivel aceptable.

Existen riesgos para el paciente, sin embargo, a través de metodologias de cultivo celular existentes.

Un riesgo importante es que los componentes del medio de cultivo celular, retenidos en el producto farmacéutico
para la administracion a sujetos humanos se administran y, por lo tanto, representan un riesgo para el paciente a
través de efectos secundarios aun no anticipados que no podrian haberse anticipado a través de estudios de
"seguridad" en ensayos con animales.

La eliminacion de tal riesgo es, por lo tanto, deseable.

Se ha identificado que las caracteristicas de una fuente de cultivo de células madre embrionarias para la
administracion a sujetos humanos tienen el siguiente disefio: es capaz de proliferar por un periodo prolongado de
tiempo sin diferenciacién, mantiene un cariotipo en el que todas las caracteristicas del donante se conservan
fielmente durante el cultivo, mantiene el potencial de diferenciarse en derivados del endodermo, el mesodermo y el
ectodermo en todo el cultivo, no se diferenciara cuando se cultive en ausencia de factores exdgenos, no dara lugar a
teratomas, no sera inmunogénico, no formara conexiones aberrantes y tejido ectépico, actuara sobre el tejido
dafhado y no se dividira continuamente in vivo sino como esta programado para hacerlo en un ciclo de vida natural.
No debe haber contaminantes presentes en la metodologia de cultivo y la linea celular desvelada en el presente
documento.

El principal objetivo de la investigacion hasta ahora ha sido desarrollar condiciones de cultivo que cumplan con estos
requisitos, pero hasta la fecha, tales condiciones no han sido comunicadas o validadas a través de ensayos clinicos.
En particular, la investigacion hasta la fecha se ha centrado en la eliminacion del requisito de células alimentadoras
de ratones como matriz para el crecimiento y la desdiferenciacion de un cultivo de células madre embrionarias
humanas. El remedio parcial de proporcionar factores de crecimiento desconocidos mediante la eliminacion de
células alimentadoras y la suplementacion de "medios acondicionados" también ha revelado un riesgo inaceptable
en el medio de cultivo ideal. Las células madre embrionarias humanas cultivadas en presencia de medios
alimentadores condicionados aun conservan un riesgo inherente de contaminacién y, por lo tanto, un riesgo
inaceptable durante el trasplante a seres humanos.

Un factor adicional en el disefio de condiciones de cultivo de células madre embrionarias humanas destinadas a la
administracion a humanos es la cuestion de los suplementos exdgenos residuales en los medios que pueden estar
presentes en la composicion farmacéutica administrada pero que son esenciales durante la fase de expansion
celular.

Estos incluyen el factor basico de crecimiento de fibroblastos, factor inhibidor de la leucemia, factor Steel asociado a
la membrana, factor Steel soluble, suero, albuminas o suplementos de albumina, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, transferrinas o suplementos de transferrina, antioxidantes, insulina o sustitutos de insulina,
precursores de colageno o sustitutos de precursores de colageno, oligoelementos, residuos de "medios
acondicionados", productos animales, células alimentadoras, factores de crecimiento, combinaciones minerales
suplementarias, suplementos de aminoacidos y suplementos vitaminicos.

Los residuos de tales suplementos adicionales se consideran riesgos innecesarios para la seguridad de los
pacientes durante el trasplante de células madre embrionarias humanas en dichos sujetos. Ademas, la
suplementacion de tales factores en el medio de cultivo aumenta el riesgo de contaminacion del medio ambiente y
aumenta el coste futuro de la terapia con células madre y, por lo tanto, limita su aplicabilidad en una amplia gama de
enfermedades médicas, afecciones o trastornos.

Se han adoptado varios enfoques para reducir estos riesgos, que incluyen: las patentes y solicitudes de Estados
Unidos N.° 5,843,780; 5.690.926; 6.642.048; 6.800.480; 5.166.065; 6.200.806; 5.453.357; 6.090.622; 6.562.619;
6.921.632, 2006/0073587 y 2002/076747.

Sin embargo, ninguno de estos enfoques ofrece un sistema para la produccién de un producto farmacéutico que
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contenga células madre embrionarias humanas y sus derivados, que esté libre de factores potencialmente
contaminantes que puedan afectar la eficacia y seguridad de las células madre embrionarias humanas y sus
derivados tras la administracion a seres humanos.

Por lo tanto, otro objetivo de la invencién es desarrollar un sistema de cultivo celular simplificado para la expansion
de células hES en un estado sustancialmente indiferenciado para producir un producto farmacéutico que esté listo
para usar.

Mas particularmente, es un objetivo de la invencion proporcionar una técnica de cultivo que produzca una linea de
células madre sin productos animales, células alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia,
combinaciones minerales suplementarias, suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor de
crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la membrana, factor Steel soluble y medios acondicionados.

En el presente documento se desvelan composiciones farmacéuticas que comprenden células hES y/o sus
derivados, y para el uso de células hES y sus derivados en el tratamiento de una amplia variedad de afecciones,
enfermedades y trastornos en los que las células madre se introducen en el cuerpo humano por varias vias de
administracion, aplicaciones tépicas o insercion intralesional.

En el presente documento se desvela un procedimiento para tratar a un sujeto que padece una enfermedad,
trastorno o afeccion terminal o actualmente incurable, que comprende una pauta de administracion de una cantidad
terapéuticamente efectiva de células hES o sus derivados por via intramuscular, intravenosa, caudal, intravitrea,
intraestriatal, intraparenquimatosa, intratecal, epidural, retrobulbar, subcutanea, intracardiaca, intraquistica, inyeccion
intraarticular o intratecal, infusién con catéter epidural, infusién con catéter en bloque subaracnoideo, infusién
intravenosa, a través de nebulizador, a través de pulverizador, por vias intravaginales, mediante gotas locales para
los ojos y los oidos, y un programa para la administracion de las células hES y sus derivados por via topica o
intralesional.

Es preferible usar células hES o sus derivados que estén libres de productos animales, células alimentadoras,
factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones minerales suplementarias, suplementos
vitaminicos, suplementos de aminoacidos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la
membrana, factor Steel soluble y medios acondicionados, para evitar cualquier posibilidad de contaminacion y
posibilidad de efectos secundarios negativos. Las células hES y sus derivados se pueden obtener a través de
cualquier metodologia de cultivo celular conocida y aprobada, que esta libre de células alimentadoras, y libre de
contaminacion de cualquier fuente y seguro para trasplante humano. Los derivados de hES incluyen células
diferenciadas adicionales del cuerpo humano.

En el presente documento se desvelan composiciones farmacéuticas para el tratamiento de enfermedades
trastornos o afecciones terminales o actualmente incurables, que comprenden una cantidad terapéuticamente
efectiva de células hES y/o sus derivados, en las que dichas células hES o sus derivados estan libres de productos
animales, células alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones minerales
suplementarias, suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor
Steel asociado a la membrana, factor Steel soluble y medios acondicionados, suspendido en una solucion
biocompatible farmacéuticamente aceptable o en cualquier otro vehiculo de transporte.

En el presente documento se desvelan células hES y/o sus derivados libres de productos animales, células
alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones minerales suplementarias,
suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a
la membrana, factor Steel soluble y medios acondicionados, atrapado en un material biocompatible o matriz. El
material o matriz biocompatible puede seleccionarse de biopolimeros, incluidos polipéptidos o proteinas,
polisacaridos, incluyendo fibronectina, varios tipos de colageno, laminina, queratina, fibrina, fibrindgeno, acido
hialurénico, sulfato de heparina, sulfato de condroitina, agarosa o gelatina.

Las composiciones de la presente descripcion pueden estar en una forma de farmaco lista para usar en la que las
células madre tienen viabilidad adecuada, es decir, tienen una viabilidad lo suficientemente alta como para ser util en
uno o mas procedimientos de la presente invencion. En una realizacion, las células madre tienen una viabilidad de
mas de aproximadamente el 40 %, por ejemplo, superior a aproximadamente el 50 %, 60 %, 70 % u 80 %. Las
composiciones pueden incluir ademas un agente antimicrobiano, agente antibacteriano, producto hormonal u otro
agente farmacéutico.

Para preparar las composiciones, de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES
y/o uno o mas de sus derivados, como los progenitores de células madre hematopoyéticas, progenitores de células
madre neuronales, progenitores de células madre mesenquimales, progenitores de células madre productoras de
insulina, progenitores de células madre de hepatocitos, progenitores de células madre cardiacas, progenitores de
células madre epiteliales o0 mezclas de los mismos se suspenden en aproximadamente 0,25 ml a aproximadamente
100 ml de un vehiculo transportador. En una realizacién, de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80
millones de células hES se suspenden en aproximadamente 0,25 ml a aproximadamente 10 ml del vehiculo
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transportador. El enriquecimiento de tipos especificos de progenitores de células madre diferenciadas en una
poblacién es una prioridad, aunque una proporcion de células madre indiferenciadas permanecera en la
composicion. En una realizacion, la porcion de células madre indiferenciadas no sera mas del 80 % de la poblacién
total de células. En ofra realizacion, la porciéon de células madre indiferenciadas no sera mas del 40 % de la
poblacién total de células.

Las enfermedades terminales y otros trastornos o afecciones que se pueden tratar o mejorar de acuerdo con la
presente divulgacion incluyen, sin limitacién, cancer, trastornos hepaticos y renales, trastornos del sistema nervioso,
trastornos de la piel, trastornos autoinmunitarios, trastornos genéticos, trastornos oculares, trastornos
musculoesqueléticos, trastornos de fertilidad y reproduccion, y trastornos cardiovasculares y sin limitacion incluyen
leucemia mieloide aguda, adenocarcinoma, artritis, astrocitoma, atrofia del nervio auditivo, autismo, trastornos
autoinmunes, enfermedad de Alzheimer, espondilitis anquilosante, distrofia muscular de Becker, dafio cerebral,
quemaduras, agresion cerebrovascular, paralisis cerebral, coma, Ulceras corneales, rechazo de injerto de cérnea,
degeneracion cortico-basal del sistema nervioso, arteriopatia coronaria, diabetes, demencia, sindrome de Down,
distrofia muscular de Duchenne, enfermedad renal terminal, paralisis de Erb, distrofia muscular escapular fascio,
trastornos de la fertilidad, ataxia de Friedereich, insuficiencia cardiaca, carcinoma hepatocelular, enfermedad de
neurona motora espino hereditaria, corea de Huntington, enfermedad de Krabbe, distrofia de la faja del miembro,
cirrosis hepatica, degeneracion macular, retraso mental, esclerosis multiple, enfermedad de la neuronas motoras,
infarto de miocardio, sindrome nefrético, enfermedad de Niemann Pick, ulceracion no curativa de la piel, atrofia olivo-
pontocerebelosa, atrofia del nervio optico, enfermedad de Parkinson, encefalopatia posterior a una descarga
eléctrica, encefalopatia por vacuna post-rabia, Ulceras de decubito, paralisis supranuclear progresiva, psoriasis,
Pthysis Bulbi, miocardiopatia restrictiva, retinitis pigmentosa, bloqueo de rama derecha del haz, sarcoidosis,
bradicardia sinusal, distrofia muscular espinal, ataxia espinocerebelosa, sindrome de Steven Johnson, lupus
eritematoso sistémico, trombocitopenia, talasemia, colitis ulcerosa, estado vegetativo, fibrosis quistica, enfermedad
pulmonar intersticial, azoospermia, insuficiencia ovarica primaria, Ulceras aftosas, desequilibrio hormonal, artrosis,
sindrome de Horner e imperfecta osteogénica, junto con canalopatia e hipogammaglobulinemia.

En el presente documento se desvela un procedimiento de tratamiento de la LME de un sujeto que comprende:

a) administrar de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80 millones de células hES y/o sus derivados
mediante inyeccion subcutanea;

b) repetir la etapa (a) después de un periodo predeterminado y luego administrar células hES y/o sus derivados
mediante inyeccion intramuscular;

c) administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células
comprenden progenitores de células madre neuronales y progenitores de células madre hematopoyéticas, por
inyeccion intravenosa o infusion;

d) administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células
comprenden progenitores de células madre neuronales, mediante inyeccion epidural y repetir dicha dosis
después de un periodo predeterminado dependiendo de la afeccidon del sujeto segun lo evaluado por examen
clinico y/o neuroldgico;

e) administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células
comprenden progenitores de células madre neuronales, por inyeccion caudal;

f) administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células
comprenden progenitores de células madre neuronales, mediante inyeccion intratecal o catéter de bloqueo
subaracnoideo;

g) administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células
comprenden progenitores de células madre neuronales, mediante inyeccion epidural o catéter epidural;

h) administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados mediante inyeccion
espinal profunda a cada lado de la columna vertebral; y

i) administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de células hES y/o sus derivados mediante infusion
intravenosa;

en el que las etapas (a) y (b) se llevan a cabo primero y las etapas restantes pueden llevarse a cabo en cualquier
orden. En una practica desvelada en el presente documento, la etapa (f) se repite seguida de la etapa (g), al menos
una vez, hasta que el sujeto exhiba signos clinicos de recuperacion de dicha LME.

En el presente documento se divulga un procedimiento para tratar a un sujeto con una enfermedad, trastorno o
afeccion que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de células hES y/o sus derivados
cultivados en medios libres de productos animales, células alimentadoras, medios condicionados, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la membrana
o factor Steel soluble, mediante inyeccion intramuscular o inyeccion intravenosa o inyeccion epidural o catéter
epidural o inyeccion retrobulbar o inyeccidon subcutanea o inyeccion intracardiaca o inyeccion intraquistica o
inyeccion intratecal o mediante aplicacion topica o aplicacion intralesional. En una practica desvelada en el presente
documento, la enfermedad, trastorno o afeccion es una enfermedad, trastorno o afeccion terminal o actualmente
incurable.
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También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento del desarrollo, degenerativo,
trastornos del sistema nervioso familiar y traumatico y ataque cerebrovascular que comprende la administracion de
aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus derivados, en el que dichas
células comprenden progenitores de células madre neuronales y progenitores de células madre hematopoyéticas
solos o en combinacién, por inyecciéon intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular, inyeccion
intratecal, infusion por catéter epidural e infusion por catéter de bloqueo subaracnoideo.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de trastornos de la piel, que
comprende la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus
derivados, en el que dichas células comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas, por inyeccion
subcutanea o intravenosa.

También se desvela en el presente documento un procedimiento de tratamiento de Ulceras de decubito que
comprende la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus
derivados mediante aplicacion local o tépica y mediante inyeccion intramuscular.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de trastornos autoinmunes, que
comprende la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus
derivados, en el que dichas células comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas, mediante
inyeccion intramuscular o inyeccion intravenosa o inyeccion subcutanea, o inyeccion intraarticular o infusion
intravenosa o combinaciones de los mismos.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de trastornos genéticos, que
comprende la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus
derivados, en el que dichas células comprenden progenitores de células madre neuronales y progenitores de células
madre hematopoyéticas solos o en combinacién, por inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion
intramuscular, inyeccion intratecal, infusion por catéter epidural o infusién por catéter de bloqueo subaracnoideo o
combinaciones de los mismos.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de la gangrena que comprende
la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus derivados
mediante inyeccion intravenosa, inyeccion intramuscular o aplicacion local en la unién de tejido viable y muerto o
combinaciones de los mismos.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de afecciones asociadas con el
envejecimiento, que comprende la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de
células hES y/o sus derivados mediante inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular o
aplicacién local en suspension o mezclada en un vehiculo biocompatible, tal como gel, pomada, matriz, pasta o
pulverizador de aerosol.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de la diabetes mellitus, que
comprende la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus
derivados, en el que dichas células comprenden células progenitoras productoras de insulina, mediante inyeccion
intravenosa o intramuscular o combinaciones de los mismos.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para tratar trastornos cardiovasculares, que
comprende la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus
derivados, en el que dichas células comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas, por inyeccion
intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular, inyeccion intracardiaca, angiografia o inyeccién directa
durante la cirugia.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de trastornos hepaticos y
renales, que comprende la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células
hES y/o sus derivados, en el que dichas células comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas,
progenitores de células madre productoras de albumina y progenitores de células madre productoras de bilirrubina,
por inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular, infusion intravenosa o inyeccion local.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de trastornos de la fertilidad y
reproductivos, que comprende la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de
células hES y/o sus derivados, en el que dichas células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas, mediante inyeccion intramuscular local, inyeccion intratesticular o por inyeccion en la piel
subcutanea cerca del epididimo.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de trastornos
musculoesqueléticos, que comprende la administraciéon de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160
millones de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células comprenden progenitores de células madre
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neuronales y progenitores de células madre hematopoyéticas solos o en combinacion, por inyeccion intravenosa,
inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular o infusién intravenosa por catéter.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de trastornos oculares, que
comprende la administracion de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus
derivados, en el que dichas células comprenden progenitores de células madre neuronales, progenitores de células
madre hematopoyéticas y progenitores de células madre mesenquimales solos o en combinacién, mediante
inyeccion intravenosa local, inyeccidon subcutanea, inyecciéon intramuscular, inyeccion retrobulbar, inyeccion
intravitrea o aplicacién topica. En una practica desvelada en el presente documento, de aproximadamente 750.000 a
aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus derivados que comprenden progenitores de células madre
neuronales se administran mediante inyeccion retrobulbar. En otra practica desvelada en el presente documento, de
aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus derivados que comprenden
progenitores de células madre neuronales se administran mediante inyeccion intravitrea. En otra practica desvelada
en el presente documento, de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus
derivados, que comprenden progenitores de células madre mesenquimales se aplican a las lentes de contacto para
colocarlas en el ojo para el tratamiento de la abrasion corneal (por ejemplo, la lente de contacto se cultiva con las
células hES y/o sus derivados para recubrir la lente de contacto con células y luego la lente se coloca en el ojo
durante aproximadamente 24 horas).

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de trastornos pulmonares, que
comprende la administracion de 750.000 a 160 millones de células hES y/o sus derivados en el que dichas células
comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas solos o en combinacion con progenitores de células
madre neuronales mediante inyeccion intramuscular, inyeccion intravenosa, pulverizador o nebulizador. En una
practica desvelada en el presente documento, se administran de 750.000 a 160 millones de progenitores de células
madre hematopoyéticas a través de un nebulizador en el que se afiaden 2 ml de solucién salina normal. En otra
practica desvelada en el presente documento, se administran de 750.000 a 160 millones de progenitores de células
madre hematopoyéticas mediante pulverizacion (inhalacion).

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de trastornos hormonales, que
comprende la administracion de 750.000 a 160 millones de células hES y/o sus derivados en el que dichas células
comprenden células madre hematopoyéticas y neuronales a través de las vias intramuscular e intravenosa.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de Ulceras aftosas y otras
Ulceras, que comprende la administracion de 750.000 a 160 millones de células hES y/o sus derivados en el que
dichas células comprenden células madre hematopoyéticas y neuronales en combinacion o solo por via
intramuscular e intravenosa.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el tratamiento de la artrosis de la articulacion
de la rodilla y la cadera, que comprende la administracion de 750.000 a 160 millones de células hES y/o sus
derivados por via intramuscular, inyeccion intravenosa o intraarticular. En una practica desvelada en el presente
documento, se administran de forma intraarticular de 750.000 a 160 millones de progenitores de células madre
hematopoyéticas.

En el presente documento se desvela una metodologia de cultivo celular que es aplicable al cultivo de células hES y
sus derivados que se pueden usar para trasplantes en humanos sin ningun efecto secundario como la formacién de
teratomas, formacion de tumores, problemas de antigenicidad o rechazo de injerto contra huésped.

El disefio de la metodologia de cultivo es especificamente para la produccion de células hES y sus derivados de
viabilidad suficiente y de caracteristicas apropiadas para una actividad terapéuticamente oOptima después del
trasplante en seres humanos.

En una realizacion preferida, la metodologia de cultivo celular se utiliza para el crecimiento, expansion,
diferenciacion y almacenamiento de células hES. Ademas, la divulgacion se refiere a composiciones listas para
inyectar que comprenden células hES y/o sus derivados que se almacenan en condiciones de almacenamiento que
son adecuadas para el trasplante directo al descongelar.

A diferencia de las metodologias de cultivo celular existentes para el mantenimiento de células hES en un estado
sustancialmente indiferenciado, el medio de cultivo no contiene suplementos como el factor basico de crecimiento de
fibroblastos, factor inhibidor de la leucemia, factor Steel asociado a la membrana, factor Steel soluble, suero,
albuminas o suplementos de albimina, suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos, transferrinas o
suplementos de transferrina, antioxidantes, insulina o sustitutos de insulina, precursores de colageno o sustitutos de
precursores de colageno, oligoelementos, residuos de "medios acondicionados", productos animales, células
alimentadoras, factores de crecimiento, combinaciones minerales suplementarias, suplementos de aminoacidos y
suplementos vitaminicos.

En contraste con otras metodologias de cultivo celular para la expansion de células hES, la practica desvelada en el



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2748 475 T3

presente documento no conduce a la formacién de cuerpos embrioides, evitando asi la necesidad de diseccién
quirargica. Vale la pena sefialar en este punto que el producto desvelado en el presente documento es un producto
totalmente humano, el xenotrasplante (por ejemplo, pruebas en animales) puede no ser necesario. El ejemplo de la
primera gestacion de fertilizacion in vitro (FIV) es un ejemplo de corolario.

A diferencia de otras metodologias de cultivo celular, las técnicas de cultivo celular de la presente divulgacion
permiten una expansion casi ilimitada de células hES sin diferenciacion significativa. Una ventaja principal de la
presente descripcion es que un solo embrién es suficiente para proporcionar cantidades terapéuticamente efectivas
de células hES y/o sus derivados para tratar multitudes de pacientes. Asi, no es necesario realizar adquisiciones
repetidas de embriones humanos, y se pueden evitar muchas de las cuestiones éticas asociadas con el uso de
embriones humanos.

Una ventaja adicional de los procedimientos desvelados en el presente documento es que las células hES y sus
derivados son productos universalmente aceptables en términos inmunoldégicos, por lo tanto, no se requiere una
comparacion cruzada de pacientes y células y no se necesita inmunosupresion.

En el presente documento se desvelan procedimientos para aislar células hES, que comprenden:

(a) recolectar un embrion de 2 a 7 dias en un medio esencial minimo,
(b) aislar células hES del embrién por medios mecanicos.

Un aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento para expandir células madre embrionarias humanas libres
de productos animales, células alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones
minerales suplementarias, suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor Steel asociado a la membrana, factor Steel soluble y medios acondicionados, que comprende las
etapas de:

(a) introducir células madre embrionarias humanas en un medio celular que consiste en un medio esencial
minimo, una progestina y un agonista de la gonadotropina coridnica 3-humana (BhCG); e

(b) incubar las células madre a una temperatura de aproximadamente 34 °C a aproximadamente 38 °C en un
entorno de aproximadamente 3,5% a aproximadamente 6% de dioxido de carbono durante aproximadamente 12
horas a aproximadamente 48 horas.

Otro aspecto de la invencion se refiere a procedimientos para cultivar células hES de modo que estén en una etapa
anterior a la etapa parcialmente diferenciada y estén libres de productos animales, células alimentadoras, factores
de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones minerales suplementarias, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la membrana, factor Steel
soluble y medios acondicionados, que comprende las etapas de:

(a) introducir células hES en un medio de cultivo celular que consiste en medio esencial minimo; e

(b) incubar las células madre a una temperatura de aproximadamente 34 °C a aproximadamente 38 °C en un
entorno de aproximadamente 3,5% a aproximadamente 6% de diéxido de carbono durante aproximadamente 12
horas a aproximadamente 48 horas.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un proceso de preparacion de una preparacion de células madre
embrionarias humanas lista para usar para trasplante humano que comprende:

(a) obtener células madre embrionarias humanas libres de productos animales, células alimentadoras, factores
de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones minerales suplementarias, suplementos de
aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la
membrana, factor Steel soluble y medios acondicionados,

(b) centrifugar dichas células madre para obtener un granulo, y

(c) suspender el sedimento en una solucién biocompatible.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento para almacenar una célula madre embrionaria humana en
una condicion viable segun la reivindicacion 25, que comprende

(a) tomar células madre preparadas por los procedimientos de la presente invencion,
(b) afadir un agente de crioconservacion, y
(c) congelar las células a una temperatura de -4 a -80 °C.

El fin de cultivar células hES de acuerdo con la practica de la presente invencién en ausencia de tales suplementos
es reducir el riesgo de introduccion de bacterias, hongos, contaminaciones virales u otras en el cultivo. Esto reduce
el riesgo de infeccion y la variabilidad en las caracteristicas de las células.

Un fin adicional de la presente invencion es proporcionar procedimientos simples, rentables y escalables para la
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produccion y expansion de células hES y sus derivados en una forma libre de residuos contaminantes y segura para
Su uso en seres humanos.

Por lo tanto, el fin de esta invencion es proporcionar productos farmacéuticos en los que se reduce el riesgo de
administracion de toda la contaminacion conjunta, y en los que se elimina la contaminacion residual de factores
suplementarios.

Un fin adicional de la presente invencién es proporcionar una metodologia de cultivo celular que reduzca el riesgo de
aberraciones cromosomicas o inestabilidad genética.

Un fin adicional de la presente invencién es proporcionar una metodologia de cultivo celular que reduzca el riesgo de
formacion de teratoma en pacientes en los que se trasplanta dicho cultivo.

Un fin adicional de la presente invencién es proporcionar una metodologia de cultivo celular que reduzca el riesgo de
formacion de tumores en pacientes en los que se trasplanta dicho cultivo.

Un fin adicional de la presente invencion es proporcionar una metodologia de cultivo celular que reduzca el riesgo de
problemas de antigenicidad o problemas de rechazo de injerto contra huésped en pacientes en los que se trasplanta
dicho cultivo.

En el presente documento se desvelan composiciones que comprenden células hES y sus derivados y un medio
biocompatible que estan en una forma que cumple con los estandares regulatorios internacionales de seguridad y
calidad, y por lo tanto en una forma que esta lista para inyectarse en pacientes humanos con fines terapéuticos.

En el presente documento se desvela un producto de fabricacién que comprende una suspension de células hES y/o
sus derivados suspendidos en una solucion biocompatible y contenidos en un recipiente para almacenamiento,
transporte o trasplante directamente a un ser humano.

La presente invencién también proporciona un procedimiento para la expansion de células hES.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para la expansion de células hES y sus derivados y
la inhibicién de su diferenciacion.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para el crecimiento de células hES y sus derivados
que las hace terapéuticamente efectivas tras el trasplante a un ser humano que padece una enfermedad, afeccién o
trastorno.

En la descripcion y ejemplos que siguen, en el presente documento se utilizan varios términos. Para proporcionar
una comprension clara y coherente de la especificacion y las declaraciones, incluyendo el alcance para recibir tales
términos, se proporcionan las siguientes definiciones.

Se puede observar que los términos usados para describir generalmente la presente invencion se usan de una
manera acorde con su significado comun tal como lo entiende un experto en la materia.

"Célula madre embrionaria" se refiere a células pluripotenciales de seres humanos (es decir, células hES). Las
células hES pueden aislarse de un embridon en etapa pre-blastocisto. En otra realizacion, las células hES se
preparan mediante desdiferenciacion de células diferenciadas al menos parcialmente diferenciadas (por ejemplo,
células multipotenciales) y son totipotenciales en la practica. Los procedimientos para preparar células hES son bien
conocidos y ensefiados, en las patentes de Estados Unidos n.°, por ejemplo, 5.843.780, 6.200.806, 7.029.913,
5.453.357, 5.690.926, 6.642.048, 6.800.480, 5.166.065, 6.090.622, 6.562.619, 6.921.632 y 5.914.268, la solicitud
publicada de Estados Unidos n.° 2005/0176707 y la solicitud internacional n.° W0O2001085917.

"Células madre fetales" se refiere a las células madre derivadas del tejido fetal, es decir, tejidos de un ser humano
en desarrollo después de la implantacion del embrién en el Utero.

"Multipotencial” se refiere a células madre que pueden producir solo células de una familia de células estrechamente
relacionadas.

"Pluripotencial" se refiere a células madre que son descendientes de células totipotentes y pueden crecer en
cualquier tipo de célula, excepto las células madre totipotenciales.

"Totipotencial" se refiere a las células madre que se producen a partir de la fusién de un évulo y un espermatozoide.
Las células producidas por las primeras divisiones de los évulos fertilizados también son totipotenciales. Estas
células pueden crecer en cualquier tipo de célula sin excepcion.

La "cantidad terapéuticamente efectiva" se usa en la especificacién para describir concentraciones o cantidades de
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componentes tales como células madre embrionarias, células neuroprogenitoras, células neuronales, progenitores
de células madre hematopoyéticas, progenitores de células madre cardiacas, o cualquier otro derivado de células
madre, u otros agentes y mezclas de los mismos que sean efectivos para producir un resultado deseado dentro del
contexto de practicar uno o mas aspectos de la presente invencion.

Los términos "trasplantar" y "trasplante" se usan en toda la especificacion como sinénimos para describir el proceso
por el cual las células madre embrionarias y/o sus derivados de acuerdo con la presente invencion se entregan en el
sitio dentro del cuerpo humano donde se pretende que las células exhiban un efecto favorable en relacién con el
tratamiento o la mejora de una enfermedad, trastorno o afeccion desvelada en el presente documento, incluyendo,
sin limitacién, para reparar el dafio al sistema nervioso central de un sujeto, tratar una enfermedad
neurodegenerativa o tratar los efectos del dafio nervioso causado por un derrame cerebral, enfermedad
cardiovascular, un ataque cardiaco o lesion fisica o traumatismo o dafio genético o insulto ambiental al cerebro y/o la
médula espinal u otros 6rganos, causadas por, por ejemplo, un accidente u otra actividad, dafio hepatico, trastorno
autoinmunitario, disfuncién sexual o reproductiva, degeneracion de varias partes del ojo, dafio renal, efc.

La "solucion biocompatible" se usa en la especificacion para referirse a soluciones en las que las células hES y/o sus
derivados estan suspendidas para su uso en el protocolo de trasplante o para cualquier otro uso posterior. Tales
soluciones biocompatibles incluyen solucion salina y pueden comprender ademas otros ingredientes tales como
conservantes, antimicrobianos, y similares y otros agentes farmacéuticos.

"Vehiculo biocompatible" se utiliza en la especificacion para hacer referencia a vehiculos sélidos, soluciones y
mezclas en las que las células hES y/o sus derivados estan suspendidas para su uso en el protocolo de tratamiento
topico, trasplante o para cualquier otro uso posterior. Dichos vehiculos biocompatibles incluyen geles, pomadas,
pastas y aerosoles.

El "recipiente biocompatible" se usa en la especificacion para referirse a los contenedores (por ejemplo, cultivos
celulares o contenedores de almacenamiento) en los que se colocan las células hES y/o sus derivados y que no
impiden que las células se usen en el trasplante, es decir, no contaminen las células con compuestos que no puedan
administrarse a los sujetos. Los ejemplos de materiales de recipientes biocompatibles incluyen, entre otros, vidrio,
Steel inoxidable y poliestireno.

Una "progestina” es cualquier hormona natural o sintética que tiene actividad similar a la progesterona, es decir, que
tiene al menos el 25 % de la actividad de la progesterona en uno de los ensayos conocidos de actividad bioldgica.
Los ejemplos incluyen, sin limitacién, progesterona, didrogesterona, medroxiprogesterona, noretisterona,
levonorgestrel, norgesterel, gestodeno y drospirenona. Los ejemplos de otras progestinas se desvelan en las
patentes de Estados Unidos n.° 7.091.234, 7.084.151, 7.081.457, 7.071.205, 6.562.857, 6.319.911, 6.245.757,
6.043.235 y 6.028.064.

Los "agonistas de la gonadotropina coriénica humana 3 (BhCG)" se definen como cualquier BhCG natural o sintético
o fragmento o derivado del mismo que tiene al menos el 25 % de la actividad de la BhCG natural en uno de los
ensayos conocidos de actividad bioldgica. Los ejemplos de agonistas de BhCG incluyen, sin limitacion, 3 hCG y los
desvelados en las patentes de Estados Unidos N.° 6.635.445, 6.585.982, 6.583.109, 6.469.139 y 5.997.871.

"Medio esencial minimo" se usa en la especificacion para referirse a un medio de cultivo celular que comprende
aminoacidos, sales, glucosa y vitaminas. Los ejemplos incluyen RPMI, DMEM, EMEM y GMEM.

"Nebulizacion" significa la administracion de un medicamento o sustancia a los pulmones a través del nebulizador.
Intraarticular significa administracion en el espacio intraarticular.
Retrobulbar significa administracion en el espacio retrobulbar.

Infusién intravenosa significa administracion en la vena mediante el uso de un liquido iv que comprende el producto
o farmaco.

Inyeccién "epidural" o la infusidon con catéter significa la administracion en la region fuera de la duramadre de las
meninges.

Inyeccion "intratecal” o la infusion con catéter significa la administracion en la capa mas interna de las meninges, es
decir, la materia aracnoidea en el liquido cefalorraquideo, que esta en continuo con el cerebro.

Inyeccién "caudal" significa la administracion a través de la membrana sacra, que esta aproximadamente a tres
centimetros por encima de la punta del céccix que esta en continuo con el espacio epidural.

"Inyeccion espinal profunda” significa inyeccion en los musculos vertebrales erectores a ambos lados de la columna
vertebral.
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Inyeccion "intramuscular” significa la administracion entre las laminas musculares.
Inyeccion "intravenosa" significa la administracion dentro de una vena.
"LIC aguda" significa hasta tres meses después de la fecha de la LME.

"LME subaguda" significa desde tres meses después de la fecha de la LME hasta nueve meses después de la fecha
de la lesion.

"LME croénica" mas de nueve meses después de la fecha de la LME.
Los "derivados" de las células hES incluyen células madre multipotenciales, células madre pluripotenciales, células

madre adultas y células madre especificas de tejido y no incluyen células completamente diferenciadas. Se pueden
encontrar ejemplos de células madre especificas de tejido en la siguiente tabla.

Tipo de célula Numero de patente
Células madre derivadas de tejido adiposo 6.777.231
Células madre epiteliales de mama 5.814.511
Células madre endoteliales 6.852.533
Células progenitoras ganglionares de la raiz dorsal 6.835.567
Células progenitoras hematopoyéticas 6.537.807
CD34-, CD7*, Lin,, Lin, CD45RA",

Células madre hematopoyéticas Thy-1* 5.061.620
Células madre hematopoyéticas Thy-17, 5.750.397
CD34*

Células madre hematopoyéticas 5.840.580
CD34*, CD38", HLA-DR*

Células dendriticas y linfoides hematopoyéticas 5.972.627
CD34*, CD45RA*, CD10%;

Células dendriticas hematopoyéticas

CD34*, CD45RA*, CD10*,

Células madre hematopoyéticas c-kit, 5.876.956
Thy-1-

Células madre hematopoyéticas 5.681.559
CD34*

Células madre hematopoyéticas 5.677.136
HCC-1*

Células progenitoras hematopoyéticas 5.858.782
CD34", Lectina especifica de galactosa*

Células madre hematopoyéticas (quiescentes) CD34* 5.807.686
Células madre de queratinocitos 6.485.971
Células madre del higado 6.129.911
No expresan OC2 6.872.389
Células madre progenitoras linfohematopoyéticas My10- 5.256.560
Células progenitoras linfoides 6.908.763
Células progenitoras neurales del mesencéfalo 6.913.925
Células madre mesenquimales CD45* 6.387.367
células madre mesenquimatosas 5.486.359
células madre mesenquimatosas 5.827.735
células madre mesenquimatosas 5.908.782
células madre mesenquimatosas 6.936.281
células madre mesenquimatosas 6.908.764
Células epiteliales pluripotenciales derivadas del conducto de 6.416.999
Muller

Células progenitoras mieloides 6.465.247
c-kith, IL-7Ra
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(continuacion)

Tipo de célula Numero de patente
Células progenitoras mieloides 6.761.883
Thy-1-, IL-7Ra”

células progenitoras neurales 5.753.505
células madre neurales 5.851.832
Células progenitoras neuronales 6.251.669
células madre neuronales 6.969.608
Células progenitoras neuronales que no expresan una proteina Hu | 6.852.532
Células precursoras neuronales restringidas al linaje 6.734.015
E-NCAM*

Células madre neuroepiteliales 7.037.702
Células madre neurales del sistema nervioso central 5.968.829
Células progenitoras neuronales 6.812.027
células progenitoras neurales 6.913.925
Células precursoras restringidas a las neuronas del sistema 6.787.353
nervioso central

Células progenitoras de la neurona mesencéfalo ventral 5.411.883
Células madre de la cresta neural 5.589.376
Células multipotenciales de la cresta neural que contienen 6.890.724
proteina RET

Células precursoras de neutréfilos 5.955.357
Células progenitoras pancreaticas 6.436.704
Células progenitoras de los islotes pancreaticos 6.753.153
Expresan ErbB2

Células pluripotenciales 5.914.268
Células pluripotenciales transformadas con un gen HOX11 5.874.301
células progenitoras de sangre periférica 5.541.103
Células madre renales 6.410.320
Células madre renales 6.458.588
Células madre de la retina 6.117.675
Células progenitoras esqueléticas 6.517.872
células madre 6.767.737
FGFR*, no células ES

Células madre que dan lugar a células sanguineas 5.744.347
CD34", MHC-I", MHC-II-

Células progenitoras de linaje T 5.821.108
CD8", CD4", c-kit", bcl-2 alto;

CD8'° CD4", c-kit" bcl-2 alto

Células precursoras de linfocitos T 5.622.853
CD34*, CD7*, Leu 8*

En el presente documento se desvelan composiciones farmacéuticas que comprenden células hES y/o sus
derivados, estando dichas células madre libres de productos animales, células alimentadoras, factores de
crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones minerales suplementarias, suplementos de aminoacidos,
suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la membrana, factor Steel
soluble y medios acondicionados, para su uso en el tratamiento clinico de enfermedades, afecciones o trastornos
médicos terminales e incurables actualmente. También se desvela en el presente documento un procedimiento de
tratamiento de afecciones actualmente incurables o terminales usando células hES y/o sus derivados mediante un
protocolo de trasplante.

La frase "libre de productos animales, células alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia,
combinaciones minerales suplementarias, suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor de
crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la membrana, factor Steel soluble y los medios condicionados
"no excluyen las cantidades traza de progestina y agonista de BhCG que pueden estar presentes en la composicion
farmacéutica como resultado de los procedimientos de cultivo de la presente invenciéon. La expresion "productos
animales" se refiere a cualquier producto no humano.

El proceso desvelado en el presente documento proporciona un procedimiento simple, seguro, ampliamente
aplicable, reproducible y eficiente para el trasplante de una composicion farmacéutica que comprende células hES
y/o sus derivados en una forma lista para usar y sin células alimentadoras ni ninguna otra contaminacion. Estas
células pueden derivarse de cualquier metodologia de cultivo y trasplantarse al cuerpo humano independientemente
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del origen genético del paciente, la edad, la raza y el sexo, y sin reaccion antigeno-anticuerpo o rechazo del injerto-
huésped, sin la formacién de teratomas o tumores, u otros efectos secundarios debilitantes, sin el resultado de
inervaciones aberrantes y sin la necesidad de administrar inmunosupresores para el tratamiento de diversas
enfermedades, afecciones y trastornos.

A diferencia de otros procedimientos conocidos, las células hES utilizadas en la preparaciéon de las composiciones
farmacéuticas de la presente descripcion se cultivan en un medio de cultivo que esta libre de productos animales,
células alimentadoras, factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones minerales
suplementarias, suplementos de aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor
Steel asociado a la membrana, factor Steel soluble y medios acondicionados, y por lo tanto no tienen ningun tipo de
contaminacion que pueda interferir con la seguridad o la eficacia del uso clinico previsto.

Después de la divulgacion en el presente documento, las células hES y/o sus derivados se introducen en el cuerpo
humano por via intramuscular, intravenosa, caudal, intravitrea, intraestriatal, intraparenquimatosa, intratecal,
epidural, retrobulbar, subcutanea, oral, intracardiaca, intraquistica, inyeccioén intraarticular o intratecal o catéter
epidural, catéter de bloqueo subaracnoideo, infusién intravenosa, a través de nebulizador, a través de pulverizador,
por via intravaginal y/o por gotas oculares y o6ticas locales. En otra practica desvelada en el presente documento, las
células hES y/o sus derivados se administran topicamente o intralesionalmente.

Cada via de administracion utiliza un volumen particular para inyeccion y, por lo tanto, un rango especifico de células
de las soluciones madre de células hES y/o sus derivados como se indica en la Tabla 1. Donde se indican los tipos
de células (por ejemplo, en las tablas de programacion de inyeccion a continuacion), el tipo celular indicado es el tipo
que esta predominantemente presente en la poblacion celular.

TABLA 1
Via de administracion | Volumen Numero celular
intramuscular 0,25 ml 750.000 + -1.5
Millones
intravenosa 0,25 ml 75OM(?I(I)C())n;s-1 5
subcutanea 0,25 ml 750.000 + -1.5
Millones
caudal 2ml 6-16 millones
epidural 2ml 6-16 millones
intratecal 2ml 6-16 millones
intraarticular 2ml 6-16 millones
retrobulbar 2ml 6-16 millones
catéter epidural 4-5 ml 12-40 millones
infusion intravenosa 0,75 ml 2,25-4.5 millones
nebulizador 2ml 6-16 millones
intravaginal 2ml 6-16 millones

Entre el laboratorio y el punto final de uso, ya sea una clinica o en otro lugar, las composiciones farmacéuticas
deben mantenerse en almacenamiento en frio. En una realizacion, las composiciones farmacéuticas se almacenan a
aproximadamente +4 a aproximadamente -160 °C. En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas se
almacenan a aproximadamente -15 a aproximadamente -72 °C, por ejemplo, de aproximadamente -20 a
aproximadamente -40 °C.

En un ejemplo de referencia, las células hES utilizadas como se desvela en el presente documento estan aisladas
de un embrién de reserva, se descartan de un ciclo natural de fertilizacion in vifro y se donan a través de
consentimiento informado. Como alternativa, las células madre fetales pluripotenciales, como las descritas en la
solicitud publicada de Estados Unidos n.° 2005/0124003 aisladas de vellosidades coridénicas, liquido amniético y/o
placenta, se usan en la presente invencion.

En el presente documento se desvelan procedimientos para el tratamiento de diversas enfermedades, afecciones y
trastornos, que incluyen, pero sin limitacién, cancer, ictus, trastornos genéticos, trastornos hepaticos, trastornos del
sistema nervioso, trastornos vasculares, enfermedades y trastornos de la piel, trastornos autoinmunitarios, trastornos
oculares, trastornos renales, trastornos cardiacos, trastornos musculoesqueléticos, trastornos reproductivos y de la
fertilidad, y artritis usando células hES y/o sus derivados.

Los ejemplos no limitantes de canceres que pueden tratarse de acuerdo con la divulgacion en el presente
documento incluyen tumor de médula espinal, cancer de mama, cancer de prostata, linfoma, cancer de piel, cancer
de pancreas, cancer de colon, melanoma, melanoma maligno, cancer de ovario, cancer de cerebro, carcinoma
primario de cerebro, cancer de cabeza y cuello, glioma, glioblastoma, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de
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pulmoén no microcitico, carcinoma de cabeza o cuello, carcinoma de mama, carcinoma de ovario, cancer de cuello
uterino, lesiones metastasicas, carcinoma de pulmén, carcinoma de pulmén microcitico, tumor de Wilms, carcinoma
de cuello uterino, carcinoma de testiculo, carcinoma de vejiga, carcinoma pancreatico, carcinoma de estdomago,
carcinoma de colon, carcinoma de préstata, carcinoma genitourinario, carcinoma de tiroides, carcinoma esofagico,
mieloma, mieloma multiple, carcinoma suprarrenal, carcinoma de células renales, carcinoma de endometrio,
carcinoma de la corteza suprarrenal, insulinoma pancreatico maligno, carcinoma carcinoide maligno, coriocarcinoma,
hipercalcemia maligna, hiperplasia cervical, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica cronica,
leucemia mielégena aguda, leucemia mielégena crénica, leucemia granulocitica cronica, leucemia granulocitica
aguda, la leucemia de células pilosas, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma de Kaposi, policitemia vera,
trombocitosis esencial, enfermedad de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, sarcoma de partes blandas, sarcoma
osteogénico, macroglobulinemia primaria y retinoblastoma.

En una practica desvelada en el presente documento, las células hES no se tratan con un agente diferenciador ya
que, siendo embrionarias, las células se programan, y una vez administradas al sujeto, las células migran al sitio de
la lesion. En ese sitio, las células se diferencian en respuesta a sefiales de diferenciacion in vivo. En el sitio de la
lesion, las células hES y sus derivados no proliferan indefinidamente, por lo tanto, necesitan un programa de
inyecciones repetidas. El hecho de que las células hES y sus derivados no proliferen indefinidamente elimina la
posibilidad de tumorigenicidad y formacion de teratoma.

Después del tratamiento con células hES y/o sus derivados de acuerdo con la practica en el presente documento
desvelada, el paciente debe descansar y adoptar un régimen estricto de abstinencia de la ingesta de cualquier
sustancia como el alcohol o el tabaco que pueda afectar la funcion celular e impedir los procesos de regeneracion
provocados por la migracion de las células hES y sus derivados al sitio de la lesion. La paciente también debe evitar
tomar cualquier medicamento que se sepa que es dafiino durante el embarazo, ya que los medicamentos pueden
tener efectos adversos en las células trasplantadas.

Uso de células hES y sus derivados en el tratamiento de LME

En la actualidad no existen curas efectivas para el tratamiento de LME, incluido el dafio agudo de la médula espinal,
el dafio subagudo de la médula espinal o el dafio crénico de la médula espinal, que frecuentemente resulta en
paraplejia, tetraplejia y cuadriplejia. El trasplante de células hES para el tratamiento de la LME presenta una
oportunidad Unica para abordar una necesidad médica no satisfecha y mejorar dramaticamente la vida de millones
de personas en todo el mundo que sufren las consecuencias de LME. La recuperacién de las funciones perdidas del
sistema nervioso central y autbnomo a través del trasplante de células hES y sus derivados en un estado
sustancialmente progenitor permitira la recuperacion de las vias parasimpatica, simpatica, motora, autonémica y
sensorial a través del reemplazo de la funcién celular perdida, regeneracion de células neurales perdidas,
eliminacion de barreras fisicas, tal como el tejido cicatricial, el bloqueo de vias de sefializacién inhibitorias y la
liberacion de factores neurotréficos de los progenitores de células hES trasplantadas.

Entre los beneficios de la restauracion de la funcidon neuroldgica a través del trasplante de células hES como se
desvela en el presente documento se encuentran: una mejora en la funcién motora y sensorial, la calidad de vida
general, reduccion en el sistema de apoyo generalmente proporcionado por familiares, disminucion de la
dependencia de otras composiciones farmacéuticas y otros dispositivos y ayudas médicas, mejora en el estado
mental y psicolégico y también en la independencia econdmica. Hay una reduccion en los costes de los equipos
médicos y las ayudas para la discapacidad y la dependencia de los medicamentos a través de la recuperacion de las
funciones parasimpatica, simpatica, sensorial y motora. Hay una mejora en la autosuficiencia, mejora en el estado
social, estado civil y capacidad para ejercer los derechos reproductivos, con solo un nuimero limitado de visitas
clinicas al afio para tratamiento. El tratamiento mediante la administracion de células hES y sus derivados de
acuerdo con la divulgacion en el presente documento no conduce a problemas de antigenicidad, formacion de tumor,
formacion de teratoma o conexiones neuronales aberrantes.

Asimismo, la administraciéon de células hES y sus derivados, especialmente para sujetos con LME, da como
resultado la cura de las Ulceras de decubito, reduccién en su necesidad de hipertensos o antidepresivos,
restauracion de la sensacion y el control de la vejiga, restauracion de la sensacion intestinal y sensacion de dolor y
tacto; restauracion de reflejos perdidos; reduccion de los sintomas de sudores frios; reduccion en la sensacion de
vértigo; normalizacion de la presion sanguinea y normalizacion de la respiracion con compromiso diafragmatico
completo.

A continuacion se detalla un procedimiento para la administraciéon de células hES a pacientes que sufren dafio
subagudo de la médula espinal o dafio de la médula espinal cronica y para quienes los mecanismos de recuperacion
natural han fallado. Un procedimiento diferente para el tratamiento de la LME aguda como primera linea de
tratamiento dentro de los tres meses posteriores a la lesién de acuerdo con la practica desvelada en el presente
documento también se proporciona con detalle a continuacion.

La dosis terapéuticamente efectiva, el programa de administracion y la via de administracion de las células hES a
administrar depende principalmente de tres factores; a saber, el tipo de trastorno, el estado clinico del paciente y la
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gravedad de los sintomas presentes. Durante la practica desvelada en el presente documento, se ha encontrado que
las dosis y los programas terapéuticamente efectivos no dependen de la edad, el sexo, el peso corporal o la raza. El
protocolo para cada paciente se establece individualmente en funcién de un proceso continuo de evaluacion del
paciente.

En una practica desvelada en el presente documento, una composicién farmacéutica que contiene células hES y/o
sus derivados se administra a un sujeto que padece un trastorno actualmente incurable o una condicion terminal u
otro trastorno clinico como se mencion6 anteriormente a través de una serie de inyecciones para tratar el trastorno.

El tratamiento de diversos trastornos clinicos y afecciones terminales se describira ahora con referencia a los
siguientes ejemplos.

El tratamiento, la dosificacion, la pauta, las vias de administracion, la evaluacién y el seguimiento de pacientes con
LME

En una practica desvelada en el presente documento, las células hES y/o sus derivados se administran a un sujeto
que ha sufrido una LME durante mas de tres meses (LME subaguda y crénica) a través de una serie de inyecciones
para tratar el trastorno. En otra realizacion, los derivados de hES son células madre progenitoras hematopoyéticas.
En otra realizacion, los derivados de hES son células madre progenitoras neuronales.

Dosis de prueba

En una practica desvelada en el presente documento, de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80 millones
de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células comprenden células madre progenitoras hematopoyéticas
y células madre progenitoras neuronales, diluidas en solucion salina normal estéril hasta un volumen final de
aproximadamente 0,25 a aproximadamente 1,0 ml, se analizan para determinar la contaminacioén y la viabilidad y
para el recuento utilizando protocolos estandar y posteriormente se administran mediante inyecciéon subcutanea
como una dosis de prueba en el antebrazo. Se hacen observaciones para verificar el shock anafilactico, dolor o la
inflamacion en el sitio de la inyeccion, picor generalizado, rubor o fiebre después de cinco minutos, diez minutos,
quince minutos, treinta minutos, una hora y veinticuatro horas. En una realizacion, la proporcion de células hES a
células madre progenitoras hematopoyéticas y células madre progenitoras neuronales varia de aproximadamente 4:
1 a aproximadamente 1:4. En otra realizacion, la proporcién es de aproximadamente 1:1.

Dosis de sensibilizacion

El protocolo implica la administracién de un subcutaneo, inyeccion de sensibilizacion intramuscular y/o intravenosa
de una composicién farmacéutica que contiene de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80 millones de
células hES y/o sus derivados, en el que dichas células comprenden células madre progenitoras hematopoyéticas y
células madre progenitoras neuronales, resuspendidas en un volumen de aproximadamente 0,25 ml a
aproximadamente 1,0 ml de solucién salina normal estéril. La inyeccion de sensibilizacion se administra a través de
una inyeccion de una composicion farmacéutica que contiene el mismo nimero de células hES y sus derivados
diariamente durante una semana a 10 dias.

Inyeccion epidural y catéter epidural

De aproximadamente 750.000 a 80 millones de células hES y/o sus derivados, en las que dichas células
comprenden células madre progenitoras neuronales, suspendidas en un volumen de 2 ml de solucion salina normal
estéril y diluidas adicionalmente a 5 ml a 40 ml de solucion salina normal estéril se administran mediante inyeccion
epidural o catéter epidural por encima o por debajo del sitio de la lesién dos veces al dia durante un periodo de tres
dias consecutivos, de siete a diez dias después de la primera inyeccion de sensibilizacion. La administracion por
inyeccion epidural/catéter epidural se repite por encima o por debajo del sitio de la lesién de acuerdo con el progreso
clinico en la mejora de los sintomas presentados por el paciente y la opiniéon del médico. También se ha observado
que si se hace que el paciente se acueste boca arriba después de la inyeccién epidural, la mejora sensorial es
sustancial, y si se le obliga a acostarse boca abajo, la mejora motora es sustancial. En ambos casos, el paciente
debe mantener las piernas en una posicion elevada.

Intratecal

De aproximadamente 750.000 a 11 millones de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células comprenden
progenitores de células madre neuronales, suspendidas en 2 ml de solucion salina normal estéril y diluido
adicionalmente en 2 ml de solucién salina normal estéril hasta un volumen total de 4 ml se administra mediante
inyeccion intratecal por encima o por debajo del sitio de la lesion en periodos de dos, cinco, ocho, doce, diecisiete y
veintidos meses después del inicio de las inyecciones de sensibilizacion.

En una practica desvelada en el presente documento, el tratamiento de LME se continia mediante la administracion
de células mediante inyeccion epidural a través de un catéter por encima o por debajo del sitio de la lesion, por
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ejemplo, quince dias después de la lesion. En una practica desvelada en el presente documento, una suspensién de
aproximadamente 750.000 a 80 millones de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células comprenden
progenitores de células madre neuronales, en un volumen de 2 ml de soluciéon salina normal estéril y luego se
inyecta en 15 ml a 40 ml de solucidon salina normal estéril. Este tratamiento puede repetirse un mes y medio
después.

Inyeccion espinal profunda

Segun el progreso observado en la inversion de los sintomas, pueden administrarse inyecciones de refuerzo
adicionales de la composicion farmacéutica que comprenden de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80
millones de células hES y/o sus derivados, en las que dichas células comprenden tanto células madre
hematopoyéticas como células madre progenitoras neuronales, suspendidas en un volumen de 0,25 ml a 1,0 ml de
solucién salina normal estéril. En una practica desvelada en el presente documento, la composicién farmacéutica se
administra mediante inyeccion espinal profunda en la parte posterior de la columna semanalmente o cada dos
semanas. Este tratamiento fortalecera los musculos de la espalda y mejorara la rehabilitacion fisica una vez que el
paciente haya recuperado la movilidad.

Inyeccion caudal

De acuerdo con la practica desvelada en el presente documento, una composicion farmacéutica de
aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80 millones de células hES y/o sus derivados, en el que dichas
células comprenden progenitores de células madre neuronales, resuspendidas en 2 ml de solucion salina y diluidos
en 10 ml solos o en combinacién con hasta 20 ml de DEPOMEDROL (acetato de metilprednisolona) se administra
mediante inyeccion caudal. Este tratamiento fortalecera los musculos de la region lumbar y permitira recuperar la
potencia sensorial y motora en las areas lumbar y sacra.

Ademas del trasplante en curso de las células hES, la recuperacion del paciente se ve favorecida por la fisioterapia
diaria y una reeducacion en el uso de la funciéon motora perdida y la instruccion para mantener un estilo de vida
saludable que promueva la funcién celular y los procesos de regeneracion celular.

Administracion local

Ademas del tratamiento directo de la LME utilizando células hES y/o sus derivados de acuerdo con la practica
desvelada en el presente documento, las Ulceras de decubito que surgen como resultado de la inmovilizacién a largo
plazo del paciente pueden tratarse rapida y eficazmente mediante la aplicacion tépica de una composicion
farmacéutica que contiene células hES y/o sus derivados.

El tratamiento de las Ulceras de decubito se puede lograr mediante la aplicacion topica de una composicion
farmacéutica que contiene aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células hES y/o sus
derivados, en el que dichas células comprenden células progenitoras hematopoyéticas. Las dosis de carga o
sensibilizaciéon se administran por inyeccion intravenosa e intramuscular para permitir la curacion interna y promover
la neovascularizacion. Como alternativa, las células hES y sus derivados se resuspenden en 2 ml de solucion salina,
se diluyen con 2 a 4 ml de solucidn salina y se aplican intralesionalmente.

Infusion intravenosa

De acuerdo con la practica desvelada en el presente documento, una composicion farmacéutica que comprende
750.000 a 80 millones de células hES y/o sus derivados, en la que dichas células comprenden células progenitoras
hematopoyéticas y neuronales, se resuspenden en 100 ml de solucién salina normal y se administran por via
intravenosa. Este tratamiento asegura un flujo continuo de células madre hacia el cuerpo y puede ser especialmente
util si las otras rutas directas no son accesibles por alguna razén, por ejemplo, una llaga en la cama en el sitio,
paciente demasiado debilitado, etc.

Protocolo para el tratamiento de la LME aguda

La intervencion rapida en el tratamiento de la LME aguda aumenta en gran medida las posibilidades de
supervivencia del paciente. Adicionalmente, intervencioén rapida en el tratamiento de cualquier enfermedad incurable,
condicién o trastorno a través de la practica desvelada en el presente documento aumenta las posibilidades de
recuperacion. Asimismo, Los pacientes que sufren de LME aguda durante menos de tres meses después de la
lesion espinal pueden ser tratados con éxito como se describe con detalle a continuacién. Una composicion
farmacéutica de células hES y/o sus derivados junto con una fisioterapia efectiva, programa de rehabilitacion y
reeducacion de acuerdo con la practica en el presente documento descrita es una primera linea de tratamiento
eficaz para la LME aguda.

El tratamiento de las LME agudas comprende todas las etapas utilizadas para el tratamiento de las LME agudas y
crénicas mas dos etapas adicionales. Durante la intervencion inicial para la LME inmediatamente después de que
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ocurra la lesion (por ejemplo, cirugia), Las células hES y/o sus derivados se administran directamente al sitio de la
lesion. El tratamiento de seguimiento comprende dos inyecciones intratecales y una inyeccién epidural dentro de los
tres meses posteriores a la lesion.

Evaluacion clinica y observaciones

Para pacientes que han perdido la funcién motora en sus piernas durante un periodo prolongado de tiempo, mientras
se trata de acuerdo con la divulgacion en el presente documento, los programas para su reeducacion en caminar y
otra terapia fisica deben implementarse a medida que la funcién motora vuelve a sus piernas. Como primera etapa
en tales programas, el uso de estructuras moviles y pinzas para caminar ha demostrado ser efectivo en la
reeducacion. Se debe implementar un programa adicional de muscularizacion de los brazos y la parte superior del
cuerpo para que el paciente pueda soportar su peso corporal sin ayuda al caminar. Los programas de reeducacion
pueden reducirse a medida que el tratamiento continta y el estado del paciente mejora.

Ademas de la reduccion en la necesidad de soporte de dispositivos médicos vy fisioterapia, debido a las mejoras en
los sintomas simpaticos y parasimpaticos del paciente, a través del tratamiento de acuerdo con la practica desvelada
en el presente documento, hay una reduccion en el requerimiento de medicamentos, incluyendo medicamentos para
la fluctuacién de la presion arterial, medicacion para la depresion, medicacion para las llagas por encamado,
medicacion y dispositivos médicos para complicaciones intestinales y de vejiga, medicamentos antiespasticidad y
bombas.

Ademas de una reduccion en la necesidad de medicamentos para el tratamiento de sintomas asociados directa o
indirectamente con la LME, Se observa que los diabéticos con LME y tratados de acuerdo con la divulgacion en el
presente documento muestran una reduccion en la necesidad de sus medicamentos antidiabéticos.

La evaluacion clinica de la progresion en la mejora de los sintomas presentados por el paciente que sufre de LME y
tratada de acuerdo con la divulgacion en el presente documento se controla regularmente durante el curso del
tratamiento y después de la remision. Una serie de parametros fisiolégicos, simpaticos, parasimpaticos, motores,
autonoémicos y psicologicos se evallian para evaluar la eficacia de la técnica para revertir los sintomas de LME y
estos se describen con detalle a continuacion.

Se realiza un examen de los registros del clinico que lo deriva, incluyendo una descripcion de sintomas, el sitio de
categorizacion de la lesion, la progresion de los sintomas, la intervencion clinica, los tratamientos y antecedentes
generales de la lesion. Con base en este examen y un examen exhaustivo del paciente, incluyendo una resonancia
magnética (MRI), electromiografia (EMG), exploracion de la velocidad de conduccion nerviosa (NCV) y otros
examenes e investigaciones neuroldgicas, incluido un examen neurolégico para evaluar la extension del dafo y
obtener un registro de la lesién antes del tratamiento, se realizan metodologias para la descripcion semicuantitativa
de la mejora después del trasplante de acuerdo con las practicas desveladas en el presente documento y se
describen con detalle a continuacion.

Se indican los parametros simpaticos y de bienestar neurologico, incluido el estado mental del paciente, ya sea
deprimido o no, las caracteristicas de comportamiento, la funcién del nervio craneal y el comportamiento general
como parte de una evaluacion psicolégica.

Se realiza una evaluacion de los signos y sintomas relacionados con el dafio neurolégico en el sitio de la lesion y el
funcionamiento del sistema nervioso auténomo. Esto incluye un examen neuroldgico, analisis de la capacidad para
sentir presion profunda, sentido del tacto, sensacion, equilibrio, capacidad de sentir dolor, capacidad de detectar
cambios de temperatura, movimientos involuntarios, presencia de sudores frios, mareo, presion sanguinea, dificultad
para respirar, postura anormal mientras esta acostado y la capacidad de sentarse sin ayuda.

Se realiza una evaluacion de la funcién de la vejiga y el intestino. Esto incluye el control de la vejiga, el flujo vesical y
la sensacion de plenitud en la vejiga, el control intestinal, el tiempo para la evacuacion del intestino y la sensacién en
el intestino.

Se realiza una evaluacion de la funcion motora de la parte superior del cuerpo para evaluar la extensién del dafio al
sistema nervioso central. Esto incluye el movimiento del hombro, el movimiento de la mufieca y los dedos, reflejos
tendinosos y fuerza del movimiento de las extremidades, atrofia muscular y agarre de la mano.

Se realiza una evaluacién de la funcién motora de la parte inferior del cuerpo para evaluar la extension del dafo al
sistema nervioso central. Esto incluye el movimiento de la cadera, el movimiento de la rodilla, el movimiento del dedo
del pie, los reflejos tendinosos y la fuerza de la extremidad, atrofia muscular y respuesta plantar. También se realiza
un examen neurolégico detallado a intervalos regulares durante el tratamiento para controlar el progreso de la
inervacion de las extremidades.

Para ayudar a la recuperacion del paciente durante el curso de las visitas clinicas, se utilizan técnicas de fisioterapia
estandar para tonificar al paciente a medida que vuelve la funcién motora, para que puedan recuperar el uso de sus
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extremidades y articulaciones y volverse mas moviles.

La demostracion de la regeneracion neural se demuestra mediante la restauracion de la funcion neuroldgica y la
evaluacion neurolodgica. Se han proporcionado ejemplos para el protocolo de tratamiento para la LME como estudios
de caso en la presente solicitud.

Tratamiento de los trastornos del desarrollo del sistema nervioso

Las células hES y/o sus derivados de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento se administran
en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células para el tratamiento de
trastornos del desarrollo, tales como autismo y retraso mental. En otra practica desvelada en el presente documento,
se administran de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80 millones de células por via intramuscular o
intravenosa después de una dosis de prueba. La via intratecal también se puede utilizar. En una practica adicional
desvelada en el presente documento, el trasplante intracraneal también se puede utilizar. Las células hES y/o sus
derivados son predominantemente células progenitoras neuronales. En otra practica desvelada en el presente
documento, las células progenitoras hematopoyéticas y neuronales se administran por via intramuscular o
intravenosa. Este tratamiento contintia durante un periodo de un afio, comenzando con inyecciones diarias por via
intramuscular o intravenosa durante un periodo de 3 meses. A continuacion, las mismas inyecciones contindan una
vez a la semana durante los proximos 3-6 meses y luego una vez cada quince dias durante los siguientes 3 meses
y, a continuacién, una vez al mes segun las observaciones del médico. La inyeccion intratecal se incluye en el
protocolo solo de 6 a 8 meses después del inicio del tratamiento y, a continuacion, también solo si el paciente no
muestra respuesta a las inyecciones intramuscular e intravenosa. Una practica adicional desvelada en el presente
documento es que, se suspenden de 750.000 a 80 millones de células hES y/o sus derivados en 100 ml de solucion
salina normal y se administran por infusion intravenosa

Ejemplo 1:

Un paciente diagnosticado con autismo con temblores de aleteo, estado hiperactivo, sin habilidades sociales, sin
contacto visual, movimientos de rodamiento de pildora, incapacidad para seguir instrucciones, falta de disposicion a
aprender, mostré una mejora después de la administracién de una composicion farmacéutica que comprende células
hES y sus derivados, incluidos los progenitores de células madre neuronales y los progenitores de células madre
hematopoyéticas.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 2. Para esta tabla y todas las tablas
siguientes con respecto a los programas de inyeccion, el indicador de tipo celular "neuronal" se refiere a una
poblacion celular de células hES que se han diferenciado parcialmente en un medio (por ejemplo, DMEM) que
promueve la diferenciacion en células madre progenitoras neurales. La poblacion celular comprende células hES y
células madre que son, predominantemente, células madre progenitoras neuronales. El indicador "no neuronal”" se
refiere a una poblacion celular de células hES que se han diferenciado parcialmente en un medio (por ejemplo,
RPMI) que promueve la diferenciacion a células madre progenitoras distintas de las células madre progenitoras
neuronales. La poblacion celular comprende células hES y varias células madre que no son predominantemente
células madre progenitoras neuronales.

TABLA 2

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
3/13 dosis de prueba no neuronal
3/14 im neuronal
3/16 im neuronal
3117 im neuronal
3/18 im neuronal
3/20 im neuronal
3/21 im neuronal
3/22 im neuronal
3/23 im no neuronal
3/24 im neuronal
3/27 im neuronal
3/28 im no neuronal
3/29 im no neuronal
3/30 im no neuronal
3/31 im neuronal

4/3 im neuronal

4/4 im neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
4/5 im neuronal
4/6 im neuronal
4/7 im neuronal
4/11 im neuronal
4/12 im neuronal
4/13 im neuronal
4/14 im neuronal
417 iv neuronal
4/19 im neuronal
4/21 iv neuronal
4/24 im neuronal
4/25 im neuronal
4/28 iv neuronal
5/1 iv neuronal
5/3 iv neuronal
5/5 im neuronal
5/8 iv neuronal
5/10 im neuronal
5/12 im neuronal
5/15 iv neuronal
5/17 im neuronal
5/29 im neuronal
5/31 iv neuronal
6/2 iv no neuronal
6/5 im neuronal
6/7 iv neuronal
6/9 iv no neuronal
6/12 iv neuronal
6/14 infusion iv neuronal
6/16 im neuronal
6/19 im no neuronal
6/21 im neuronal
6/23 iv neuronal
7/3 iv neuronal
7/5 infusion iv neuronal
717 im no neuronal
7/10 im no neuronal
712 im neuronal
714 im neuronal
717 infusion iv x 2 neuronal
7/18 im no neuronal
7/20 im no neuronal
7124 im no neuronal
7/28 im no neuronal
7131 im no neuronal
8/2 im no neuronal
8/4 im no neuronal
8/7 im no neuronal
8/10 im no neuronal
8/11 im no neuronal
8/14 im no neuronal
8/18 im no neuronal
8/21 im neuronal
8/23 im no neuronal
8/28 im no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
8/30 im no neuronal
9/1 im no neuronal
9/4 im no neuronal

Tratamiento de los trastornos degenerativos del sistema nervioso

Se administran células hES y/o sus derivados, en donde dichas células comprenden progenitores de células madre
neuronales y progenitores de células madre hematopoyéticas de acuerdo con la practica desvelada en el presente
documento, se administran en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de
células para el tratamiento de trastornos degenerativos del sistema nervioso, incluyendo, sin limitaciones,
degeneracion cortico-basal, atrofia olivo-pontocerebelosa, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esclerosis multiple, demencia, atrofia del nervio auditivo y enfermedad de la neurona motora. En otra practica
desvelada en el presente documento, se administran de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80 millones
de células.

Si bien los protocolos de administracién pueden variar para adaptarse al paciente en particular, un protocolo tipico
para el tratamiento de trastornos degenerativos del sistema nervioso en nifios comprende inyecciones
intramusculares e intravenosas diarias en el primer mes, inyecciones tres veces a la semana durante los meses 2-4,
inyecciones semanales los meses 5 y 6 y vacunas de refuerzo semanales los meses 9-12. Para adultos, un
protocolo tipico implica inyecciones intramusculares e intravenosas diarias junto con la administracion por catéter
epidural, puncién lumbar, rutas intratecales o caudales. Esto es seguido por dos infusiones intravenosas con un
espacio minimo de al menos 7 dias. Finalmente, las inyecciones de refuerzo se administran una vez al mes durante
6 meses y luego una vez cada 2 meses durante al menos 6 meses. El tratamiento puede continuar por periodos mas
largos e incluso puede durar toda la vida, ya que las enfermedades son progresivas.

En el caso de trastornos progresivos y degenerativos, detener o estabilizar la progresion de la enfermedad a través
de una intervencion rapida de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento permite una mayor
autodependencia del paciente. Es solo después del efecto estabilizador que se pueden ver algunas mejoras.

Ejemplo 2:

Un paciente con antecedentes de dos afios de esclerosis multiple progresiva repetitiva que tomaba SOLUMEDROL
(metilprednisolona) diariamente no podia caminar, no tenia control de la vejiga o el intestino, y sufria con frecuencia
trastornos respiratorios.

De conformidad con el tratamiento de acuerdo con la divulgacion en el presente documento, la afeccion del sujeto
mejoro, el paciente pudo caminar y se restablecid el control de la vejiga y el intestino y se redujo el uso de
SOLUMEDROL. La RMI ha mostrado una mejora del 50 %.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 3.

TABLA 3
Fecha Via de administracion Tipos celulares
7/15 dosis de prueba neuronal
7125 im neuronal
7/26 im neuronal
7127 im no neuronal
7/28 im neuronal
7/29 im neuronal
8/1 im neuronal
8/2 im neuronal
8/3 im neuronal
8/4 imx2 neuronal
8/5 imx2 neuronal
8/9 imx2 neuronal
8/10 imx2 neuronal
8/11 im neuronal
8/12 imx2 neuronal
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(continuacion)

Fecha Via de administracion Tipos celulares
8/16 iv neuronal
im
8/22 imx4 hES
8/24 iv neuronal
im
9/2 iv neuronal
9/8 im neuronal
9/15 im mezcla neuronal y no neuronal
9/19 iv neuronal
9/22 im neuronal
9/26 im mezcla neuronal y no neuronal
9/29 im mezcla neuronal y no neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neuronal
10/6 im no neuronal
10/13 iv mezcla neuronal y no neuronal
10117 im mezcla neuronal y no neuronal
10/20 iv neuronal
10/24 iv mezcla neuronal y no neuronal
10/31 iv mezcla neuronal y no neuronal
11/3 iv mezcla neuronal y no neuronal
im
11/7 im no neuronal
11/21 iv no neuronal
11/24 im no neuronal
1/19 imx2 no neuronal
neuronal
1/25 imx2 neuronal
2/2 im no neuronal
iv neuronal
2/15 imx2 neuronal
iv no neuronal
2/23 imx2 neuronal
iv no neuronal
3/2 imx2 neuronal
iv no neuronal
3/8 imx2 no neuronal
iv
3/16 imx2 neuronal
iv no neuronal
5/2 imx2 no neuronal
5/12 imx2 neuronal
iv no neuronal
6/8 imx2 neuronal
iv no neuronal
6/16 imx2 neuronal
iv no neuronal
7/3 im neuronal
7/4 im neuronal
7/5 im neuronal
7/6 im neuronal
717 im neuronal
7/18 imx2 neuronal
iv no neuronal
7122 imx2 neuronal
iv no neuronal
7124 imx2 neuronal
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(continuacion)

Fecha Via de administracion Tipos celulares

iv no neuronal

8/1 imx 2 no neuronal
iv

8/4 imx2 no neuronal
iv

8/7 imx2 no neuronal
iv

8/24 imx 2 no neuronal
iv

8/28 imx2 no neuronal
iv

9/2 imx2 no neuronal
iv

9/6 imx2 no neuronal
iv

9/9 imx2 no neuronal
iv

Ejemplo 3:

Un hombre de 60 afios se presentd con ENM (enfermedad de la neurona motora) hace dos afios con un rapido
deterioro en las brazos y las manos. Sufria continuas sacudidas y fasciculaciones en los brazos, las manos vy la
lengua. No podia supinar y pronar el brazo izquierdo, ni levantarlo por encima de la cabeza. El brazo derecho se

podia levantar con un tirén y tenia manos esqueléticas.

1% afios después del tratamiento, las manos se habian recuperado del marco esquelético con la regeneracion de los
musculos hipotenar y tenar de ambas manos. Podia realizar supinaciéon y pronacién con ambos brazos. Tenia la
misma dificultad para tragar, que no ha empeorado desde entonces. No hay deterioro de las piernas, la respiracion y

el habla.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 4.

TABLA 4
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
8/2 im neuronal (dosis de
prueba)

8/4 im neuronal

no neuronal
8/5 im neuronal
8/8 im neuronal
8/9 im neuronal
8/10 im neuronal
8/11 im neuronal
8/12 im neuronal
8/16 im neuronal
8/17 im hES
8/22 im neuronal
8/23 im neuronal
8/24 imx3 no neuronal
8/25 imx3 no neuronal
8/26 im neuronal
8/29 im neuronal
8/31 im neuronal

iv
9/2 im neuronal
9/5 im neuronal
iv
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(continuacion

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
9/7 im neuronal
9/9 im neuronal

iv mixta
9/12 im neuronal
iv no neuronal
9/13 im neuronal
iv no neuronal
9/16 im mixta
9/19 im neuronal
iv mixta
9/22 iv neuronal
9/23 im neuronal
iv no neuronal
9/26 im mixta
9/27 im mixta
9/28 im neuronal
iv no neuronal
9/30 im mixta
iv no neuronal
10/3 iv mixta
10/7 im no neuronal

10/10 iv neuronal

10/12 iv mixta

10/17 im neuronal

iv mixta

10/20 epidural neuronal

10/21 iv neuronal

10/24 iv mixta

10/27 iv neuronal

10/28 iv mixta

10/31 iv mixta
11/2 iv mixta
11/3 epidural neuronal
11/4 iv mixta
11/7 im no neuronal
11/9 im no neuronal

11/11 im neuronal

11/14 im neuronal

11/17 im no neuronal

11/21 im no neuronal

11/23 im no neuronal

12/13 im no neuronal

12/19 im neuronal

12/21 im neuronal

12/23 im neuronal

12/29 im neuronal
1/3 im neuronal
1/9 im neuronal
112 im neuronal
113 iv no neuronal
1/16 iv neuronal
1/19 im neuronal

iv no neuronal
1/23 epidural neuronal
1/27 im neuronal

iv no neuronal
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(continuacion

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
1/29 im neuronal
iv no neuronal
2/1 iv neuronal
2/3 im neuronal
iv no neuronal
2/6 im neuronal
iv no neuronal
2/8 iv no neuronal
2/10 iv no neuronal
2/13 iv no neuronal
2/15 iv no neuronal
2/17 im neuronal
iv no neuronal
2/20 im neuronal
iv no neuronal
2/22 im neuronal
iv no neuronal
2/24 im neuronal
iv no neuronal
2/27 iv neuronal
pulverizador oral no neuronal
31 im neuronal
iv no neuronal
3/6 iv no neuronal
3/8 epidural neuronal
3/9 epidural neuronal
3/10 epidural neuronal
3/11 iv neuronal
3/22 im no neuronal
3/24 im no neuronal
3/27 iv no neuronal
3/29 im no neuronal
iv
3/31 im neuronal
pulverizador oral no neuronal
4/3 im neuronal
iv no neuronal
4/5 im neuronal
iv no neuronal
4/7 im neuronal
iv no neuronal
4/10 im neuronal
iv no neuronal
4/12 im neuronal
iv no neuronal
4/19 epidural neuronal
4/24 iv neuronal
4/26 iv no neuronal
4/28 im neuronal
iv no neuronal
5/2 im no neuronal
5/3 im neuronal
5/5 im neuronal
iv no neuronal
5/8 iv no neuronal
5/11 infusién intravenosa neuronal
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(continuacion

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
5/12 im no neuronal
5/14 im neuronal
iv no neuronal

5/15 im neuronal
iv no neuronal

5/16 im neuronal
iv no neuronal

5/17 im neuronal
iv no neuronal

5/19 im neuronal
iv no neuronal

5/22 im neuronal
iv no neuronal

5/24 im neuronal
iv no neuronal

5/26 im neuronal
iv no neuronal

5/29 im neuronal
iv no neuronal

6/1 im neuronal
iv no neuronal

6/2 im neuronal
iv no neuronal

6/5 catéter epidural neuronal

6/6 catéter epidural neuronal

6/7 catéter epidural neuronal

6/12 im neuronal
no neuronal

6/14 im neuronal
iv no neuronal

6/16 infusién intravenosa neuronal

6/21 im neuronal

6/24 im neuronal

7/3 iv neuronal

7/5 iv neuronal

717 iv neuronal

7/10 iv neuronal

712 iv neuronal

714 iv neuronal
717 iv no neuronal
7/20 iv no neuronal
7124 iv no neuronal
7/25 epidural (intratecal) no neuronal

7131 iv neuronal

8/2 iv neuronal
8/3 iv no neuronal
8/8 iv no neuronal
8/11 iv no neuronal

8/16 iv neuronal

8/23 iv neuronal
8/28 iv no neuronal
8/29 iv no neuronal
9/5 iv no neuronal
9/6 iv no neuronal
9/8 iv no neuronal
9/13 iv no neuronal
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(continuacion

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
9/15 im no neuronal
iv
9/18 im no neuronal
iv
9/19 infusién intravenosa neuronal
9/20 infusién intravenosa no neuronal
9/22 im no neuronal
iv
9/25 im no neuronal
iv
9/27 im no neuronal
iv
9/29 im no neuronal
iv
10/2 im no neuronal
iv
10/4 im no neuronal
iv
10/9 im no neuronal
iv
10/13 im no neuronal
iv
10/16 im no neuronal
iv
10/18 im no neuronal
iv
10/20 im no neuronal
iv
10/23 im no neuronal
iv
10/25 infusion iv mixta
10/27 infusion iv no neuronal
111 im no neuronal
iv
11/6 im no neuronal
iv
11/8 im no neuronal
iv
11/10 intratecal neuronal
11/13 im no neuronal
iv
11/15 im no neuronal
iv
11/17 im neuronal
iv no neuronal
11/20 im no neuronal
iv
11/22 im no neuronal
iv
11/24 iv neuronal
11/27 im mixta
iv
12/1 im mixta
iv
12/4 infusion iv mixta
12/6 im no neuronal
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(continuacion

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
iv
12/8 iv neuronal
12/11 im no neuronal
iv
12/14 infusion iv no neuronal
12/15 infusion iv no neuronal
12/18 im no neuronal
iv
12/20 iv neuronal
12/27 im neuronal
iv
12/29 im neuronal
iv
1/4 im no neuronal
iv
1/8 infusion iv mixta
1/9 infusion iv mixta
1/10 infusion iv mixta
112 im no neuronal
iv
1/16 im no neuronal
iv
1/19 im no neuronal
iv
1/22 im mixta
iv

El paciente fue diagnosticado con la enfermedad de Parkinson. El paciente no respondi6 al tratamiento estandar y su
estado empeord con el paso del tiempo. Tenia un tipico andar arrastrando los pies. Sufria temblores unilaterales en
el brazo derecho y estaba fisiologicamente muy deprimido. No podia abrir los ojos. Desde que comenzé el
tratamiento, el paciente ha mostrado una mejora gradual y, después de un afio de tratamiento con células hES, el
paciente mejoré notablemente. La marcha es normal, los temblores en la mano son minimos y psicolégicamente es
optimista. Abre los ojos por completo. Ahora puede firmar y escribir, lo cual era imposible al comienzo del
tratamiento. Ahora es menos dependiente de los demas.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 5.

TABLA 5
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
1/30 im neuronal (dosis de
prueba)
iv
1/31 im neuronal
2/1 iv neuronal
2/2 iv no neuronal
im neuronal
2/3 iv neuronal
im
2/4 iv neuronal
im
2/5 iv neuronal
im
2/6 iv no neuronal
im neuronal
2/8 iv no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
im neuronal
2/9 iv no neuronal
im neuronal
2/10 iv no neuronal
im neuronal
2/11 iv no neuronal
im
2/12 iv neuronal
im no neuronal
2/13 iv neuronal
im no neuronal
2/14 iv neuronal
2/15 iv neuronal
im no neuronal
2/16 iv neuronal
im no neuronal
2/17 iv neuronal
im no neuronal
2/18 iv neuronal
im no neuronal
2/19 iv neuronal
im no neuronal
2/20 iv neuronal
im no neuronal
2/21 iv neuronal
im no neuronal
2/23 iv neuronal
im no neuronal
2/25 iv neuronal
im no neuronal
2/26 iv neuronal
im no neuronal
2/27 iv neuronal
im no neuronal
2/28 iv neuronal
31 iv neuronal
im no neuronal
3/2 iv neuronal
im no neuronal
3/3 iv neuronal
3/4 im neuronal
3/5 iv neuronal
3/7 im neuronal
3/9 iv no neuronal
3/10 iv neuronal
im no neuronal
3/11 iv neuronal
im no neuronal
3/12 iv neuronal
im no neuronal
3/13 iv neuronal
im no neuronal
3/28 iv neuronal
3/29 ivim neuronal
ivim no neuronal
3/30 ivim neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
im no neuronal
3/31 iv neuronal
im no neuronal
4/1 iv neuronal
im no neuronal
4/2 iv neuronal
im no neuronal
4/3 iv neuronal
im no neuronal
4/4 ivim neuronal
im no neuronal
4/5 iv neuronal
im no neuronal
4/6 iv neuronal
im no neuronal
4/7 ivim neuronal
im no neuronal
4/8 iv neuronal
im no neuronal
4/9 iv neuronal
im no neuronal
4/10 iv neuronal
im no neuronal
4/11 iv neuronal
im no neuronal
4/12 iv neuronal
im no neuronal
4/13 iv neuronal
im no neuronal
4/14 iv neuronal
im no neuronal
4/15 iv neuronal
im no neuronal
4/16 iv neuronal
im no neuronal
5/20 iv neuronal
im no neuronal
5/21 infusion no neuronal
7/10 iv neuronal
im no neuronal
7111 iv neuronal
im no neuronal
7/12 iv neuronal
im no neuronal
7/13 iv neuronal
im no neuronal
714 iv neuronal
im no neuronal
7/15 infusion iv no neuronal
7/16 infusion iv no neuronal
717 iv neuronal
im no neuronal
7/18 iv neuronal
im no neuronal
7/19 iv neuronal
im no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
7120 iv neuronal
im no neuronal
7121 iv neuronal
im no neuronal
7122 infusion iv neuronal
7123 infusion iv neuronal
7124 infusion iv no neuronal
7125 iv neuronal
im no neuronal
7126 iv neuronal
im no neuronal
7127 iv neuronal no neuronal
im
7128 iv no neuronal
im
7129 infusion iv neuronal
7/30 im neuronal no neuronal
9/9 im no neuronal
iv
9/12 im no neuronal
iv
9/13 iv no neuronal
im
9/14 im no neuronal
iv
9/15 im no neuronal
iv
9/16 im no neuronal
iv
9/17 infusion iv neuronal
9/18 infusion iv neuronal
9/19 iv neuronal
9/20 im no neuronal
iv
9/21 im no neuronal
iv
9/22 im no neuronal
iv
9/23 infusion iv no neuronal
9/24 infusion iv no neuronal
9/25 iv no neuronal
im
9/26 iv no neuronal
im
9/27 iv no neuronal
im
9/28 iv no neuronal
im
9/29 iv neuronal
infusion iv
9/30 iv no neuronal
im
11/9 iv no neuronal
im
11/10 iv no neuronal
im
11/11 iv no neuronal
im
11/12 iv no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
im
11/14 infusion iv mixta
11/16 iv no neuronal
im
11/17 iv no neuronal
im
11/18 infusion iv neuronal
11/19 infusion iv neuronal
11/20 iv no neuronal
im
11/21 iv no neuronal
im
11/22 iv no neuronal
im
11/23 iv no neuronal
im
11/24 infusion iv neuronal
11/25 infusion iv neuronal
11/26 im mixta
iv
11/29 iv no neuronal
im
1/9 iv no neuronal
im
1/10 iv no neuronal
im
1/11 iv no neuronal
im
112 iv no neuronal
im
113 infusion iv mixta
114 infusion iv mixta
1/15 iv no neuronal
im
1/16 iv no neuronal
im
117 iv no neuronal
im
1/18 iv no neuronal
1/19 iv no neuronal
1/20 infusion iv no neuronal
1/21 infusion iv mixta
1/22 im mixta
iv
1/23 im mixta
iv
1/24 iv neuronal
im
1/25 iv neuronal
im
1/26 iv neuronal
im
1/27 infusion iv mixta
1/28 infusion iv mixta
1/29 iv neuronal
im
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Fecha | Via de administracion Tipos celulares
1/30 iv neuronal
im

Tratamiento de la paralisis cerebral

Se administran células hES y/o sus derivados, en donde dichas células comprenden progenitores de células madre
neuronales y progenitores de células madre hematopoyéticas de acuerdo con la practica desvelada en el presente
documento, se administran en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de
células para el tratamiento de la paralisis cerebral. El protocolo y la dosis son los mismos que para el tratamiento de
los trastornos neurodegenerativos.

Ejemplo 5:

Un hombre de 48 afios diagnosticado en AIIMS como PC al nacer tenia dificultad para hablar, caminar arrastrando
los pies, dificultad para tragar y hemiparesia del lado izquierdo. Se realiz6 el grafico del tono muscular, los reflejos y
la potencia para confirmarla.

Seis meses después del tratamiento tiene un habla mas clara, sin dificultad para tragar, puede usar el lado izquierdo
del cuerpo y la marcha ha mejorado. Puede afeitarse con la mano izquierda y también usar la mano izquierda para
coger tazas, etc. Su equilibrio es mejor y puede dar largos paseos.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 6.

TABLA 6
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
3/8 dosis de prueba no neuronal
3/10 iv neuronal
im
317 iv neuronal
im
4/8 iv neuronal
imx 2
4/9 ivx3 neuronal
imx3 no neuronal
4/10 ivx3 neuronal
imx3 no neuronal
5/10 iv neuronal
im no neuronal
5/11 imx2 neuronal
iv
5/12 infusioén iv x 2 neuronal
5/13 infusion iv no neuronal
5/14 infusion iv neuronal
iv no neuronal
im
5/15 infusion iv no neuronal
7/19 iv neuronal
im no neuronal
7/20 infusion iv no neuronal
7121 infusioén iv x 2 no neuronal
7122 iv neuronal
im no neuronal
7124 iv neuronal
im no neuronal
7125 espinal profundo neuronal
7/26 iv neuronal
im no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
7127 iv neuronal
im no neuronal
7/28 iv no neuronal
im
7131 iv neuronal
im no neuronal
8/1 iv no neuronal
im
8/2 iv no neuronal
im
8/3 iv no neuronal
im
8/4 infusioén iv x 2 no neuronal
8/5 infusion iv no neuronal
8/7 iv no neuronal
im
8/8 iv no neuronal
im
8/9 iv no neuronal
im
8/10 iv no neuronal
im
8/11 iv no neuronal
im
8/12 iv no neuronal
im
8/14 espinal profundo neuronal
8/16 infusion iv neuronal
8/17 infusion iv neuronal
8/18 iv neuronal
im
8/19 espinal profundo neuronal
8/20 iv no neuronal
im
8/21 iv no neuronal
im
8/22 iv no neuronal
im
8/24 infusion iv no neuronal
8/25 infusion iv no neuronal
8/26 iv no neuronal
im

Ejemplo 6:

Una nifia de 3 afios llegd a la clinica con PC y parecia y se comportaba como un bebé de un mes sin control del
cuello, llanto débil, sin respuesta e incapacidad para succionar el biberén. Estaba absolutamente floja.

Después de un afio y medio de tratamiento, ha crecido y parece un bebé de 2 afios. Tiene control del cuello,
reconoce a sus padres, se arrastra sobre la cama, come comida normal, sonrie con el reconocimiento, se sienta con
apoyo y ha dado algunos pasos con su madre sujetandola. Tiene una marcha en un paso de tijera y también ha
comenzado a llamar a sus padres.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 7.
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TABLA 7
Fecha Via de administracion Tipos celulares
8/4 im neuronal (dosis de
prueba)
8/5 im neuronal
8/8 im neuronal
8/9 im neuronal
8/10 im neuronal
8/11 im neuronal
8/12 im neuronal
8/16 im neuronal
8/17 im neuronal
8/18 im neuronal
8/19 im no neuronal
8/22 im mixta
8/23 im mixta
8/25 im mixta
8/26 im neuronal
8/29 im neuronal
8/30 im neuronal
8/31 im neuronal
9/1 im neuronal
9/2 im neuronal
9/5 im no neuronal
9/6 im neuronal
9/7 im neuronal
9/8 im neuronal
9/12 im mixta
9/14 im no neuronal
9/16 im mixta
9/19 im neuronal
9/23 im neuronal
9/26 im mixta
9/28 im mixta
9/30 im mixta
10/3 im mixta
10/5 im neuronal
10/10 im no neuronal
10/17 im mixta
10/19 im no neuronal
10/21 im neuronal
10/24 im mixta
10/28 im mixta
10/31 im mixta
11/4 im mixta
11/7 im no neuronal
11/9 im no neuronal
11/11 im neuronal
11/14 im neuronal
11/15 im no neuronal
11/16 im no neuronal
11/18 im no neuronal
11/22 im no neuronal
11/23 im no neuronal
11/25 m no neuronal
11/28 im mixta
11/29 im mixta
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
12/2 im mixta
12/7 im no neuronal
12/9 m no neuronal
12/12 im no neuronal
12/14 m neuronal
12/16 im neuronal
12/19 im no neuronal
12/21 m neuronal
12/23 im neuronal
12/26 m no neuronal
12/30 im neuronal
1/5 im neuronal
1/11 im neuronal
113 im neuronal
1/16 im neuronal
1/18 im neuronal
1/23 im neuronal
1/25 im neuronal
1/27 m neuronal
1/30 im neuronal
2/1 im neuronal
2/3 im neuronal
2/6 im neuronal
2/8 im neuronal
2/10 im neuronal
2/13 im neuronal
2/15 im neuronal
2/17 im no neuronal
22,2,06 im neuronal
2/24 im neuronal
2/27 im neuronal
31 m neuronal
3/3 im neuronal
3/6 im no neuronal
3/8 im no neuronal
3/22 im no neuronal
3/24 im neuronal
3/27 im no neuronal
3/29 im neuronal
3/31 im neuronal
4/7 im neuronal
4/10 im neuronal
4/12 im neuronal
4/14 im neuronal
417 im neuronal
4/19 im neuronal
4/21 im neuronal
4/24 im neuronal
4/26 im neuronal
5/1 im neuronal
5/8 im no neuronal
5/18 im neuronal
5/22 im neuronal
5/26 im neuronal
5/29 im neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
5/31 im neuronal
6/2 im neuronal
6/5 im neuronal
6/12 im neuronal
6/16 im neuronal
6/19 im neuronal
6/21 im neuronal
6/28 im neuronal
6/30 im neuronal
7/4 im neuronal
717 im neuronal
717 im neuronal
7/19 m neuronal
7121 im neuronal
7124 im neuronal
7/26 im neuronal
7131 im no neuronal
8/2 im no neuronal
8/4 im no neuronal
8/7 im no neuronal
8/9 im no neuronal
8/11 im no neuronal
8/14 im no neuronal
8/16 im no neuronal
8/18 im no neuronal
8/21 im no neuronal
8/23 im no neuronal
8/25 im no neuronal
8/28 im no neuronal
8/30 im no neuronal
9/1 im no neuronal
9/4 im no neuronal
9/11 im no neuronal
9/13 im no neuronal
9/15 im no neuronal
9/20 im no neuronal
9/25 im no neuronal
9/27 im no neuronal
10/3 im no neuronal
10/4 im no neuronal

10/13 im no neuronal

10/16 im no neuronal

10/18 im no neuronal

10/19 im no neuronal

10/23 im no neuronal

10/25 im no neuronal

10/27 im no neuronal

10/30 im no neuronal

10/31 im no neuronal
11/3 im no neuronal
11/6 im no neuronal
11/8 im no neuronal

11/10 im no neuronal

11/13 im no neuronal

11/15 im no neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
11/17 im no neuronal
11/20 im no neuronal
11/22 im no neuronal
11/24 im no neuronal
11/27 im no neuronal
11/29 im no neuronal
12/1 im no neuronal
12/8 im no neuronal
12/11 im no neuronal
12/15 im no neuronal
12/26 im neuronal
12/27 im neuronal
1/3 im no neuronal
1/7 im no neuronal
1/15 im neuronal
1/24 im neuronal
1/25 im neuronal
1/29 im neuronal

Ejemplo 8:

A una nifia de 8 afios le diagnosticaron paralisis cerebral y retraso mental severo, y no podia caminar solo. No podia
identificar objetos y su tiempo de atenciéon era muy bajo. Babeaba mucho y mantenia la boca abierta.

Después del tratamiento, ya no babeaba, su capacidad de atencién ha mejorado y esta mas alerta. Camina con un
apoyo minimo.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 8.

TABLA 8
Fecha Via de administracion Tipos celulares
10/9 im no neuronal (dosis de
prueba)
10/10 im no neuronal
10/11 im no neuronal x 2
10/12 im no neuronal
10/13 im no neuronal
12/5 im no neuronal
12/6 im no neuronal
iv
12/7 imx3 no neuronal
12/8 im no neuronal
iv
12/9 im no neuronal
iv
12/10 imx3 no neuronal
12/11 im no neuronal
iv
12/12 imx3 no neuronal
12/13 im no neuronal
iv
12/14 im no neuronal
12/15 im no neuronal
iv
12/16 imx3 no neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
12/17 im no neuronal
iv
12/18 im no neuronal
12/19 im no neuronal
iv
12/20 imx3 no neuronal
12/21 im no neuronal
iv
12/22 im no neuronal
iv
12/23 im no neuronal
iv
12/24 im no neuronal
iv neuronal
12/25 im neuronal
iv
12/26 im neuronal
iv mixta
12/27 imx3 neuronal
12/28 im neuronal
iv
12/29 imx3 neuronal
12/30 im neuronal
iv
12/31 imx3 neuronal
11 im mixta
iv
1/9 infusion iv mixta
1/10 infusion iv mixta
1/11 im no neuronal
iv
112 im no neuronal
iv
113 im no neuronal
iv
114 im no neuronal
iv
1/15 imx3 no neuronal
1/16 im no neuronal
iv
117 imx3 no neuronal
1/18 im no neuronal
1/19 im no neuronal
1/20 im no neuronal
1/21 im mixta
1/22 im mixta
1/23 im mixta
1/24 im neuronal
1/25 im neuronal
1/26 im mixta
1/27 im mixta
1/28 im neuronal
iv
1/29 im neuronal
iv
1/30 im neuronal
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(continuacion)

Fecha Via de administracion Tipos celulares
iv
1/31 im no neuronal
1/2 iv no neuronal
2/2 im no neuronal

Tratamiento de traumatismos del sistema nervioso

Se administran células hES y/o sus derivados, en las que dichas células comprenden progenitores de células madre
neuronales y progenitores de células madre hematopoyéticas de acuerdo con la practica desvelada en el presente
documento, en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células para el
tratamiento de traumatismos del sistema nervioso, incluidos, pero sin limitacion, dafio cerebral, coma y estado
vegetativo. En otra practica desvelada en el presente documento, se administran de aproximadamente 750.000 a
aproximadamente 80 millones de células.

Si bien los protocolos de administracién pueden variar para adaptarse al paciente en particular, un protocolo tipico
para el tratamiento del traumatismo del sistema nervioso comprende inyecciones intramusculares e intravenosas
diarias durante los primeros 2 meses junto con inyecciones intratecales y epidurales.

Tratamiento de accidente cerebrovascular o ictus

Se administran células hES y/o sus derivados, en donde dichas células comprenden progenitores de células madre
neuronales y progenitores de células madre hematopoyéticas de acuerdo con la practica desvelada en el presente
documento, en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células para tratar
accidentes cerebrovasculares o ictus. En otra practica desvelada en el presente documento, se administran de
aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80 millones de células.

Si bien los protocolos de administracién pueden variar para adaptarse al paciente en particular, un protocolo tipico
para el tratamiento del accidente cerebrovascular comprende inyecciones intramusculares e intravenosas diarias
durante dos semanas e infusién intravenosa durante 3 dias a partir de ese momento durante el primer mes, infusion
intravenosa durante 2 dias cada 15 dias durante los meses 2 y 3, infusion intravenosa durante 2 dias y una
inyeccion intratecal durante el mes 5, e infusion intravenosa durante 4 dias seguido de inyeccién intramuscular
durante 4 dias durante los meses 8, 10y 12.

Ejemplo 9:

Un paciente diagnosticado con accidente cerebrovascular o ictus sufria hemiparesia del lado derecho con babeo,
dificultad para tragar e incapacidad para hablar o caminar. Ademas, el paciente tenia cancer de colon. Después del
tratamiento de acuerdo con la divulgacion en el presente documento, el paciente mostré signos de mejoria a medida
que el habla y las actividades motoras mejoraron, la columna vertebral se enderezé y la hemiparesia se curd.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 9.

TABLA 9
Fecha | Via de administracion Tipos celulares

8/17 dosis de prueba no neuronal
8/22 im hES
8/23 imx2 neuronal

hES
8/24 im x 2 hES
8/25 im hES
8/26 imx2 neuronal
8/29 im neuronal
8/30 iv neuronal
8/31 im neuronal
9/2 imx2 neuronal
9/5 iv no neuronal
9/6 iv neuronal
9/7 im neuronal
9/8 iv neuronal
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Fecha | Via de administracion Tipos celulares
9/9 iv neuronal
9/12 im mezcla neuronal y no neuronal
9/13 iv neuronal
9/14 im no neuronal
9/19 iv neuronal
9/22 iv neuronal
9/26 im mezcla neuronal y no neuronal
9/29 iv neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neuronal
10/6 im no neuronal
10/10 iv neuronal
10/13 iv neuronal
10117 iv mezcla neuronal y no neuronal
10/20 iv no neuronal
10/24 iv mezcla neuronal y no neuronal
10/27 iv neuronal
10/31 iv mezcla neuronal y no neuronal
11/3 iv mezcla neuronal y no neuronal
11/7 im no neuronal
11/10 iv no neuronal
11/14 im neuronal
11/17 im no neuronal
11/21 im no neuronal
11/24 im no neuronal
12/4 iv mezcla neuronal y no neuronal
12/12 iv no neuronal
12/19 iv neuronal
12/26 iv no neuronal
1/4 iv neuronal
1/11 infusion iv neuronal
8/18 iv neuronal
im
8/21 iv no neuronal
im
8/22 iv no neuronal
im
8/24 im no neuronal
iv
9/1 infusion iv no neuronal
9/2 infusion iv no neuronal

Ejemplo 9:

Un hombre de 82 afios sufrio un derrame cerebral hace 5 afios y se presentdé con hemiparesia del lado derecho, con
asimetria facial y dificultad para hablar. Caminaba con un palo y una gran cojera y no podia comer con la mano
derecha debido a la dificultad en la coordinacion. No podia sentarse o levantarse solo y arrastraba los pies al

caminar. Presentaba babeo de saliva y tampoco pudo tragar bien.

Dos meses después del tratamiento, puede caminar sin apoyo, se sienta y se pone de pié solo, come con la mano
derecha, no tiene dificultad para hablar ni asimetria facial. Puede levantarse de una silla. Dobla la rodilla afectada al

caminar mientras mantiene el equilibrio.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 10.
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TABLA 10
Fecha Via de administracion Tipos celulares
11/4 im no neuronal (dosis de
prueba)
11/6 im no neuronal
11/7 im neuronal
11/8 im no neuronal
11/9 im neuronal
11/10 im neuronal
11/11 im no neuronal
11/13 im no neuronal
11/14 im no neuronal
11/15 iv neuronal
im
11/16 iv neuronal
im
11/18 iv no neuronal
im
11/22 infusion iv neuronal
11/23 infusion iv neuronal
11/24 im neuronal
11/27 im neuronal
11/28 im no neuronal
11/29 im neuronal
11/30 im neuronal
12/2 im no neuronal
12/4 im no neuronal
12/5 infusion iv neuronal
12/6 infusion iv mixta
im
12/7 im mixta
12/8 im mixta
12/9 im mixta
12/11 im mixta
12/12 im mixta
12/14 im mixta
iv
12/15 im mixta
12/16 im mixta
12/18 im mixta
12/19 im mixta
iv
12/20 im mixta
12/21 im mixta
12/22 im mixta
12/23 im mixta
12/25 im neuronal
12/26 im neuronal
12/27 iv mixta
12/28 im neuronal
12/29 im neuronal
12/30 im neuronal
11 im mixta
1/2 im mixta
1/3 iv no neuronal
1/4 im no neuronal
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Tratamiento de los trastornos del sistema nervioso familiar

Se administran células hES y/o sus derivados, en las que dichas células comprenden progenitores de células madre
neuronales y progenitores de células madre hematopoyéticas de acuerdo con la practica desvelada en el presente
documento, en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células a sujetos
para el tratamiento de trastornos familiares del sistema nervioso, incluidos, pero sin limitacion, atrofia olivo
pontinocerebral y corea de Huntington. En otra practica desvelada en el presente documento, se administran de
aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80 millones de células. Las vias de administracién son intramuscular
e intravenosa, junto con intratecal, catéter epidural e infusion intravenosa. Es probable que esto continie durante
toda la vida de la persona, pero el primer afio seria un programa intensivo como las siguientes inyecciones
intramusculares e intravenosas diarias durante al menos tres meses, tiempo durante el cual también se administran
catéter epidural intratecal e infusion intravenosa. El mismo conjunto de inyecciones se administra después de un
intervalo de un mes y medio durante un periodo de 21 dias. Las inyecciones intramusculares e intravenosas diarias
se contintan y, después, se reducen a tres veces a la semana, dos veces a la semana, una vez a la semana, una
vez cada quince dias y, a continuacion, mensualmente segun el estado del paciente. La inyeccion intratecal se
puede repetir en un intervalo de 4-6 meses al igual que el catéter epidural. Se pueden administrar infusiones
intravenosas cada dos semanas, cada mes o cada dos meses.

Ejemplo 10:

Un paciente diagnosticado con ataxia cerebelosa espinal esporadica con incapacidad para girar en la cama, caminar
o cambiar de posicién mientras esta sentado, tenia dificultad para hablar, tenia temblores e incapacidad para
levantar el cuello.

Después del tratamiento con células madre de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento, se
notaron mejoras en todos los sintomas y el paciente pudo equilibrarse y caminar algunos pasos. El habla se hizo
coherente.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 11.

TABLA 11
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
8/8 dosis de prueba no neuronal
8/9 im neuronal
8/10 imx 2 neuronal
8/11 imx 2 neuronal
8/12 imx 2 neuronal
8/13 imx 2 neuronal
8/16 imx 2 neuronal
8/17 imx 2 no neuronal
8/18 im neuronal
espinal profundo

8/19 im hES
8/23 im neuronal

hES
8/24 imx 2 hES
8/25 imx 2 hES
8/26 imx 2 neuronal
8/29 imx 2 neuronal
8/31 imx 2 neuronal
9/5 im no neuronal

iv

9/7 im neuronal
9/12 im neuronal
9/15 epidural neuronal
9/16 im neuronal
9/19 iv neuronal
9/22 iv neuronal
9/28 im neuronal
9/30 iv neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
10/3 im neuronal
iv
10/4 im no neuronal
iv mezcla neuronal y no neuronal
10/5 iv neuronal
10/13 im neuronal
10/14 intraarticular neuronal
10/17 iv neuronal
11/15 iv neuronal
11/18 im no neuronal
11/21 iv no neuronal
11/23 im no neuronal
12/1 im mezcla neuronal y no neuronal
iv
12/6 im mezcla neuronal y no neuronal
12/8 im no neuronal
12/13 im no neuronal
neuronal
12/15 epidural neuronal
12/16 im neuronal
12/21 im neuronal
12/22 im neuronal
iv
12/25 im no neuronal
iv
3/5 espinal no neuronal

Ejemplo 11:

Una paciente con atrofia olivo pontocerebral familiar fue diagnosticado en la Universidad John Hopkins. su padre, su
hermana gemela y su hermano estaban afectados por la misma enfermedad. Ella solo podia hablar al espirar,
estaba anclada a una silla de ruedas con goteo continuo de orina y tuvo que hacer una evacuacién manual de las
heces. Tenia temblores en todo el cuerpo y no podia mantener el equilibrio incluso mientras estaba sentada. Habria
hipotension postural severa.

Después de 2 afios de tratamiento, la paciente va al bafio para realizar sus funciones corporales, habla bien, no
tiene temblores y puede caminar con apoyo. No ha habido deterioro desde entonces, aunque su hermana gemela
esta postrada en cama con la misma enfermedad. No hay hipotensiéon postural y definitivamente no se ha
deteriorado.

Tratamiento de trastornos de la piel

Se administran células hES y/o sus derivados, en las que dichas células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento, mediante inyeccion subcutanea o
intravenosa o mediante aplicacion local o tépica en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente
160 millones de células para el tratamiento de trastornos de la piel, incluidas, aunque sin limitacién, Ulceras que no
se curan, psoriasis, Ulceras por presion y sarcoidosis. En el caso de trastornos de la piel, las células hES también
pueden usarse topicamente para tratar el trastorno o dafio de la piel. En otra practica desvelada en el presente
documento, se administran de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80 millones de células.

En una practica desvelada en el presente documento, las células hES o las células diferenciadas de la piel y el
extracto embrionario pueden mezclarse con un vehiculo biocompatible, como un gel, ungiiento o pasta, y se aplican
a la piel dafada o al tejido mucoso para acelerar la curacion, asi como para curar heridas resistentes a la curacion,
tales como Ulceras de decubito o por diabetes. Como alternativa, las células pueden proporcionarse en suspensiéon o
emulsion. En una practica desvelada en el presente documento, el vehiculo también contiene agentes
antimicrobianos, analgésicos u otros agentes farmacéuticos.

Como alternativa, en una practica diferente desvelada en el presente documento, Las células hES se cultivan en un

sustrato poroso artificial estéril como la muselina y se aplican directamente a la herida. Después de 12-24 horas, se
extrae la muselina y las células madre contindan creciendo, curando la herida. Aplicadas intralesionalmente, las
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células hES se diferencian y, en ultima instancia, reemplazan las células dafiadas.
Ejemplo 12:

Una mujer de 70 afios sufrid una quemadura en el tobillo izquierdo que no sané a pesar de la terapia convencional.
Después de la aplicacion de células hES en el sitio de la quemadura, su herida comenz6 a sanar y tres afios
después la piel esta absolutamente bien.

Tratamiento de trastornos autoinmunes

Se administran células hES y/o sus derivados, en las que dichas células comprenden progenitores de células madre
hematopoyéticas de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento, por inyeccion intramuscular,
inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intraarticular o infusién intravenosa o combinaciones de las
mismas en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células para el
tratamiento de trastornos autoinmunes, que incluyen, pero sin limitacion, lupus eritematoso sistémico, espondilitis
anquilosante, cardiomiopatia, sarcoidosis, artritis y colitis ulcerosa. En ofra practica desvelada en el presente
documento, se administran de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 80 millones de células. La
administracion de las células hES es altamente efectiva no solo en el tratamiento de trastornos autoinmunes sino
también en la restauracion de un sistema inmunitario debilitado. Como alternativa al tratamiento con
inmunosupresores o como procedimiento para "cebar" pacientes para trasplante de 6rganos u otra intervencion
médica, las células hES y sus derivados pueden usarse para permitir la aceptacion del 6rgano mediante la reduccion
en los procesos de rechazo del injerto del huésped.

Si bien los protocolos de administracién pueden variar para adaptarse al paciente en particular, un protocolo tipico
para el tratamiento de trastornos autoinmunes comprende inyecciones diarias durante los primeros 2 meses,
inyecciones en dias alternos junto con una infusion intravenosa durante el mes 3, inyecciones semanales junto con
una infusion intravenosa continua de 2 dias cada 15 dias durante los meses 5-7 y 10-12, e inyecciones de refuerzo
cada 3 meses durante un afio y luego cada 6 meses durante un afio.

Ejemplo 13:

Un paciente que sufria de psoriasis durante los Ultimos 26 afios estaba en silla de ruedas con hipertensién, diabetes
mellitus y artritis psoriasica con enormes Ulceras en su pierna que no curaban y no eran susceptibles al injerto de
piel.

Después de recibir terapia durante 6 meses, no tiene Ulceras ni artritis. Su diabetes e hipertension estaban bajo
control. Ha comenzado a caminar sola y ha comenzado todas las actividades y esta recibiendo vacunas de refuerzo
durante el ultimo afio. Afirma que ha caminado por primera vez en los ultimos 26 afios y que puede hacer todas las
tareas domésticas por su cuenta.

El tratamiento con células madre se realiz6 localmente en las llagas y las llagas se curaron. También después del
tratamiento no se detectaron mas llagas. También se redujo la descamacion y el picor de la piel y la hinchazén de
las piernas. La afeccion diabética también se curd con presion arterial controlada que condujo a una reduccion en la
medicacion.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 12.

TABLA 12

Fecha | Via de administracion Tipos celulares

12/27 dosis de prueba no neuronal

1/22 im no neuronal

2/20 im neuronal

2/23 im neuronal

2/28 m neuronal

4/1 im neuronal

4/7 im mezcla neuronal y no neuronal
4/10 im mezcla neuronal y no neuronal
4/21 m mezcla neuronal y no neuronal
6/29 im no neuronal

716 m no neuronal

7/29 im no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
10117 im no neuronal
pulverizador
111 im mezcla neuronal y no neuronal
pulverizador
11/2 im mezcla neuronal y no neuronal
pulverizador
11/3 im mezcla neuronal y no neuronal
pulverizador
11/4 im x 2 neuronal
11/5 iv no neuronal
pulverizador
11/6 im no neuronal
pulverizador
11/7 im no neuronal
pulverizador
11/11 iv neuronal
pulverizador
1114 iv neuronal
pulverizador
11/15 im no neuronal
pulverizador
11/16 im no neuronal
11/21 iv no neuronal
11/23 im no neuronal
11/29 im mezcla neuronal y no neuronal
1/4 im no neuronal
3/28 im no neuronal

Tratamiento de trastornos sanguineos

Aun otro procedimiento de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento es en el tratamiento de
trastornos de la sangre tales como trombocitopenia, talasemia, leucemia mieloide aguda por inyeccion intravenosa
de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células comprenden células progenitoras de células madre
hematopoyéticas. Las células se administran durante 10 dias a 14 dias y luego se repiten como una inyeccion
semanal para condiciones benignas. Para afecciones malignas, las inyecciones se administran diariamente durante
40 dias y luego se repiten si hay una recaida.

Tratamiento de trastornos genéticos

Otros procedimientos de trasplante de células hES de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento
son el tratamiento de los trastornos genéticos, incluidos, pero sin limitacion, sindrome de Down, ataxia de
Friedereich, corea de Huntington, sindrome de Asperger y atrofia espinomuscular

Los sintomas de los trastornos genéticos se manifiestan con retraso mental, disfuncion musculoesquelética e
insuficiencia organica en combinacion o solos y dan como resultado un debilitamiento incurable grave y una
esperanza de vida reducida. En el caso de pacientes que padecen un trastorno genético, las células hES se
administran al paciente de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento y, una vez administradas, se
diferencian para proporcionar al paciente una poblaciéon de células que expresen el producto génico que falta o
comprometido con la consiguiente restauracion de la homeostasis intracelular.

Si bien los protocolos de administracién pueden variar para adaptarse al paciente en particular, un protocolo tipico
para el tratamiento de los trastornos genéticos comprende inyecciones intramusculares e intravenosas diarias
durante el primer mes, inyecciones en dias alternos durante el mes 2, inyecciones dos veces a la semana durante el
mes 3, inyecciones una vez a la semana durante los meses 5, 7, 9, 11 y 12 e inyecciones de refuerzo cada 3 meses
durante un afo. También se administran infusiones intravenosas cada 15 dias

Ejemplo 14:
Una paciente con sindrome de Down no mostro respuesta a las 6rdenes verbales, no podia subir y bajar escaleras y

tenia bajo peso corporal como resultado de dificultades para comer. La paciente no podia comer, mostrd una postura
tipica con las piernas muy abiertas y sufria de toses y resfriados frecuentes. Los ojos eran mongoloides.
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De conformidad con el tratamiento de acuerdo con la divulgacion en el presente documento, la paciente es capaz de
comprender y ejecutar 6érdenes verbales, comenzd a hablar y comenzé a subir y bajar las escaleras. Las pruebas de
DQ han demostrado que la edad mental es de 1 afio por detras de su edad cronolégica en comparacién con 2 afios
y 6 meses de retraso en un lapso de menos de un afio. Socialmente, va a colegio y juega con otros nifios. También

se alimenta a si misma.

ES 2748 475 T3

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 13.

TABLA 13

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
7/8 dosis de prueba no neuronal
7/16 im neuronal
7125 im neuronal
7/26 im neuronal
7127 im neuronal
7/30 im neuronal
8/3 im neuronal
8/10 im neuronal
8/12 im neuronal
8/16 im neuronal
8/18 im neuronal
8/22 im hES
8/26 im neuronal
8/29 im neuronal
8/31 im neuronal
9/2 im neuronal
9/6 im neuronal
9/8 im no neuronal
9/13 im no neuronal
9/19 im mezcla neuronal y no neuronal
9/22 im no neuronal
9/30 im no neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neuronal

10/10 im no neuronal

10/18 im no neuronal

10/27 im neuronal
11/7 im no neuronal
11/8 im no neuronal
11/9 im no neuronal

11/10 im no neuronal

11/11 im neuronal

11/14 im neuronal

11/17 im no neuronal

11/18 im no neuronal

11/21 im no neuronal

11/22 im no neuronal

11/23 im no neuronal

11/25 im no neuronal

11/28 im mezcla neuronal y no neuronal
12/4 im mezcla neuronal y no neuronal
12/8 im no neuronal

12/12 im no neuronal

12/15 im neuronal

12/19 im neuronal

12/27 iv neuronal
1/4 im no neuronal

iv
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
1/11 im no neuronal
neuronal
1/19 im neuronal
1/20 im no neuronal
1/23 im no neuronal
1/30 im neuronal
2/9 im neuronal
2/13 im neuronal
2/23 im neuronal
2/27 im neuronal
3/10 im neuronal
3/14 im neuronal
3/20 im neuronal
5/11 im neuronal
5/15 im neuronal
5/16 im neuronal
5/17 im neuronal
5/18 im neuronal
5/22 im neuronal
5/23 im neuronal
7/3 im neuronal
7/5 im neuronal
7111 im neuronal
7/13 im neuronal
717 im neuronal
7/19 im neuronal
7121 iv neuronal
7124 im neuronal
7/28 im no neuronal
7131 im neuronal
8/2 im no neuronal
8/21 im no neuronal
8/23 im no neuronal
8/28 im no neuronal
8/30 im no neuronal

Ejemplo 15:

Una nifa de 3 afios fue diagnosticada con sindrome de Down. No podia hablar, comprender ni subir y bajar las

escaleras. No comia sola y su habla limitada a una sola palabra era muy poco clara.

Después de 8 meses de tratamiento, comprende todo, habla oraciones de tres palabras y reconoce colores, formas y

tamanos. Puede subir y bajar las escaleras sola y ha comenzado a comer sola.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 14.

TABLA 14
Fecha Via de administracion Tipos celulares
1/30 im neuronal (dosis de
prueba)

2/6 im neuronal

2/7 im neuronal

2/8 im neuronal

2/9 im neuronal
2/10 im no neuronal
2/13 im neuronal
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(continuacion)

Fecha Via de administracion Tipos celulares
2/15 im neuronal
2/16 im neuronal
2/17 im neuronal
2/20 im neuronal
2/22 im neuronal
2/24 im no neuronal
2/27 im neuronal
31 im neuronal
3/3 im no neuronal
3/6 im no neuronal
3/13 im neuronal
3/15 im neuronal
3/22 im neuronal
3/24 im neuronal
3/26 im neuronal
3/27 im no neuronal
3/29 im neuronal
4/3 im neuronal
4/5 im neuronal
4/7 im neuronal
4/10 im neuronal
4/12 im no neuronal
4/14 im no neuronal
4/21 im neuronal
4/24 im neuronal
4/26 im neuronal
4/28 im neuronal
5/1 im neuronal
5/10 im neuronal
5/12 im neuronal
5/13 im no neuronal
5/22 im neuronal
5/24 im neuronal
5/29 im neuronal
6/5 im neuronal
6/7 im neuronal
6/10 im neuronal
6/14 im neuronal
6/16 im neuronal
6/19 im neuronal
6/21 im neuronal
6/23 iv no neuronal
6/27 im neuronal
6/29 im neuronal
7/3 im neuronal
7/5 im neuronal
712 im neuronal
714 im neuronal
717 im neuronal
7/19 im neuronal
7121 im neuronal
7127 im neuronal
7/28 im no neuronal
8/1 im no neuronal
8/3 im no neuronal
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(continuacion)

Fecha Via de administracion Tipos celulares
8/5 im no neuronal
8/7 im no neuronal
8/19 im no neuronal
8/24 im no neuronal
8/26 im neuronal
8/28 im no neuronal
8/31 im no neuronal
9/2 im no neuronal
9/7 im no neuronal
9/9 im no neuronal
9/11 im no neuronal
9/14 im no neuronal
9/21 im no neuronal
9/23 im no neuronal
9/25 im no neuronal
9/28 im no neuronal
9/29 im no neuronal
10/4 im no neuronal
10/7 im no neuronal

10/10 im no neuronal

10/14 im no neuronal

10/16 im no neuronal

10/18 im no neuronal

10/22 im no neuronal

10/26 im no neuronal

10/28 im no neuronal
111 im no neuronal
11/4 im no neuronal
11/7 im no neuronal
11/9 im no neuronal

11/13 im no neuronal

11/16 im no neuronal

11/17 im no neuronal

11/20 im no neuronal

11/23 im no neuronal

11/27 im no neuronal

11/30 im no neuronal
12/3 im no neuronal
12/4 imx2 no neuronal
12/7 im no neuronal
12/9 im no neuronal

12/11 im no neuronal

12/14 imx2 no neuronal

12/16 im no neuronal

12/21 im no neuronal

12/24 im no neuronal

12/27 im neuronal
11 im mixta
1/3 im no neuronal
1/6 im no neuronal
1/9 im no neuronal
112 im no neuronal
1/15 im no neuronal
1/18 im no neuronal
1/22 im mixta
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(continuacion)

Fecha Via de administracion Tipos celulares
1/25 im neuronal
1/28 im neuronal

Ejemplo 16:

Un nifio de 13 afos sufria un defecto genético con falta de concentracion, ataques frecuentes y discapacidad visual.
Tenia vision en tunel total. Tenia dificultades para sentarse en clase y ver la pizarra a pesar de estar sentado en la
primera fila. Presentaba retraso en los hitos y si leia algo, tendria que leerlo tres veces para recordar lo que leia.

También tenia dificultades para localizar articulos en una habitacion.

Desde que comenzd a recibir células hES, su vista ha mejorado y se sienta dos filas mas atras en el aula y puede
ver la pizarra mucho mejor. Es capaz de recordar mucho mas y su tiempo de respuesta a las 6rdenes verbales ha
mejorado. No tiene tantos ataques como antes y su medicamento se ha reducido. Los informes del oftalmélogo

muestran que las areas muertas en la periferia han sido restauradas.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 15.

TABLA 15
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
6/8 im neuronal (dosis de
prueba)
6/9 im neuronal
6/12 im neuronal
6/13 im neuronal
6/14 im no neuronal
6/15 im no neuronal
6/16 im neuronal
6/20 im neuronal
6/21 im no neuronal
6/22 im neuronal
6/23 iv no neuronal
6/27 im neuronal
6/28 im neuronal
6/29 im neuronal
7/3 im no neuronal
7/4 im neuronal
7/5 im neuronal
7/6 im neuronal
717 im neuronal
7/10 im neuronal
7111 im neuronal
712 im neuronal
7/13 im no neuronal
714 im neuronal
717 im neuronal
7/18 im neuronal
7/20 im neuronal
7121 infusion iv neuronal
7122 infusion iv neuronal
7124 im neuronal
7125 im neuronal
7/26 im neuronal
7127 im neuronal
7/28 im no neuronal
7131 im no neuronal
8/2 im no neuronal
8/3 im no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
8/4 im no neuronal
8/7 im no neuronal
8/8 im no neuronal
8/9 im no neuronal
8/10 imx2 no neuronal
8/11 infusion iv no neuronal
8/12 infusion iv no neuronal
8/13 im no neuronal
8/14 im no neuronal
8/17 imx2 no neuronal
8/18 im no neuronal
8/21 im no neuronal
8/22 im no neuronal
8/23 im no neuronal
8/24 im no neuronal
8/25 im no neuronal
8/2/ im no neuronal
8/29 im no neuronal
8/30 im no neuronal
9/2 infusion iv no neuronal
9/3 infusion iv no neuronal
9/4 imx3 no neuronal
9/5 im no neuronal
9/6 im no neuronal
9/7 im no neuronal
9/8 im no neuronal
9/11 im no neuronal
9/13 im no neuronal
9/14 im no neuronal
9/16 im no neuronal
9/18 im no neuronal
9/19 im no neuronal
9/21 imx2 no neuronal
9/22 infusion iv no neuronal
9/23 infusion iv no neuronal
10/3 im no neuronal
10/4 im no neuronal
10/5 im no neuronal
10/6 im no neuronal
10/9 im no neuronal

10/10 im no neuronal

10/11 im no neuronal

10/12 im no neuronal

10/13 retroorbital neuronal

10/16 im no neuronal

10/17 im no neuronal

10/18 im no neuronal

10/20 im no neuronal

10/23 im no neuronal

10/24 im no neuronal

10/25 im no neuronal

10/26 im no neuronal

10/27 infusion iv no neuronal

10/28 infusién iv x 3 no neuronal

10/31 imx2 no neuronal
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Ejemplo 17:

El paciente es un hombre de 32 afios que sufre ataxia de Fredrick y cuya hermana murié de la enfermedad. No
podia estar de pie, tenia un habla debilitada, dificultad para tragar, estaba en silla de ruedas y necesitaba ayuda para
ir al bafio. Anteriormente se habia tratado en Alemania y EE.UU. sin resultados. El corazon se estaba dilatando y
funcionaba del 15 al 20 %.

Desde que comenzo a recibir las células hES, ha mostrado mejoria. Es capaz de hablar mucho mas claro y no tiene
dificultad para tragar. El corazén ha mejorado, con todas las dimensiones volviendo a la normalidad y la capacidad
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
11/2 imx2 no neuronal
11/3 imx2 no neuronal
11/6 imx2 no neuronal
11/8 im no neuronal
11/9 im no neuronal

11/10 im no neuronal

11/13 im no neuronal

11/14 retroorbital neuronal

11/15 im no neuronal

11/16 im no neuronal

11/17 im no neuronal

11/20 im no neuronal

11/21 im no neuronal

11/23 im no neuronal

11/24 im no neuronal

11/29 im no neuronal

11/30 iv mixta
12/1 infusion iv mixta
12/4 im no neuronal
12/5 iv mixta
12/6 im no neuronal
12/7 im no neuronal
12/8 im no neuronal

12/11 im no neuronal

12/12 im no neuronal

12/13 im no neuronal

12/14 im no neuronal

12/18 im no neuronal

12/19 iv no neuronal

12/21 im no neuronal

12/22 retroorbital neuronal

12/29 im neuronal
2/2 im no neuronal

de funcionamiento de hasta el 58 al 60 %. No ha habido deterioro.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 16.

TABLA 16
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
2/17 im no neuronal (dosis de
prueba)

2/20 im neuronal

iv no neuronal
2/21 im neuronal

iv no neuronal
2/22 im neuronal

iv no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares

2/23 im neuronal
iv no neuronal

2/24 im neuronal
iv no neuronal

2/25 im neuronal
iv no neuronal

2/26 im neuronal
iv no neuronal

2/27 epidural neuronal

2/28 im neuronal
iv no neuronal

31 im neuronal
iv no neuronal

3/2 im neuronal
iv no neuronal

3/3 im neuronal
iv no neuronal

3/4 im neuronal
iv no neuronal

3/5 im neuronal
iv no neuronal

3/6 im neuronal
no neuronal

317 epidural (catéter) neuronal

3/8 epidural (catéter) neuronal

3/9 epidural (catéter) neuronal

3/10 epidural (catéter) neuronal

3/13 im neuronal
iv no neuronal
3/14 im no neuronal
3/16 im no neuronal

317 im neuronal
iv no neuronal

3/18 im neuronal
iv no neuronal

3/19 im neuronal
iv no neuronal

3/20 im neuronal
iv no neuronal
3/21 im no neuronal
3/22 im no neuronal

3/24 im neuronal
iv no neuronal
3/25 im no neuronal
3/26 im no neuronal

3/27 im neuronal
3/28 im no neuronal
3/29 im no neuronal
3/30 im no neuronal
3/31 im no neuronal
4/1 im no neuronal
4/2 im no neuronal
4/3 im no neuronal

4/4 im neuronal
iv no neuronal
4/5 im no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
4/6 im no neuronal
4/7 im no neuronal
4/8 im no neuronal
4/9 im neuronal

iv no neuronal
4/10 im neuronal
iv no neuronal
4/11 im no neuronal
4/15 im no neuronal
4/16 im no neuronal
4/18 im neuronal
iv no neuronal
4/19 im neuronal
iv no neuronal
4/20 im neuronal
iv no neuronal
4/21 im no neuronal
4/22 im no neuronal
4/24 im no neuronal
4/25 im no neuronal
4/26 iv neuronal
im no neuronal
4/27 iv neuronal
im no neuronal
4/29 iv neuronal
4/30 iv neuronal
im no neuronal
502 im no neuronal
5/3 iv neuronal
5/5 iv neuronal
epidural
5/7 iv neuronal
im no neuronal
5/9 iv neuronal
im no neuronal
5/10 iv neuronal
im no neuronal
5/12 iv neuronal
im no neuronal
5/13 iv neuronal
im no neuronal
5/14 iv neuronal
im no neuronal
5/16 epidural (intratecal) neuronal
5/18 iv neuronal
im no neuronal
8/26 im no neuronal
iv
8/27 im no neuronal
iv
8/28 iv no neuronal
infusion iv
8/29 iv no neuronal
infusion iv
8/30 im no neuronal
iv
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Fecha | Via de administracion Tipos celulares

8/31 im no neuronal
iv

9/4 im no neuronal
iv

9/6 im no neuronal
iv

9/7 im no neuronal
iv

9/9 im no neuronal
iv

9/10 epidural (intratecal) neuronal

9/12 im no neuronal
iv

9/14 im no neuronal
iv

9/15 epidural (catéter) neuronal,

9/16 epidural (catéter) neuronal,

917 epidural (catéter) neuronal

9/18 im no neuronal
iv

9/19 im no neuronal
iv

9/20 iv no neuronal

infusion iv
9/21 iv no neuronal
infusion iv

Tratamiento de trastornos oculares

Otro uso del trasplante de células hES de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento es en el
tratamiento de los trastornos oculares, incluidos, pero sin limitaciones, atrofia del nervio 6ptico, degeneracion
macular, dafio ocular, rechazo del injerto corneal y retinitis pigmentosa a través de inyeccion directa de células
progenitoras neuronales y células hES de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento en la porciéon
retrobulbar del ojo, el area superficial del ojo y la camara interna del ojo.

Si bien los protocolos de administracién pueden variar para adaptarse al paciente en particular, un protocolo tipico
para el tratamiento de los trastornos oculares comprende 10 dias de inyecciones intramusculares e intravenosas,
seguidas de una inyeccion retrobulbar o intravitrea, 15 dias de inyecciones intramusculares e intravenosas seguidas
de una inyeccion retrobulbar, 2 infusiones intravenosas y una inyeccion retrobulbar después de 2 meses. Se
administra un total de 4 inyecciones retrobulbar durante un periodo de 8 meses a un afio antes de que se vean los
resultados, pero en algunos casos los resultados se ven antes. Se pueden utilizar vias intravitreas. Ademas, la
cérnea se puede reparar mediante el uso de lentes de contacto en los que se han cultivado las células madre.
También se pueden usar gotas para los ojos que comprenden células madre.

Ejemplo 18:

Un paciente diagnosticado de atrofia del nervio 6ptico tenia trastornos que incluian dificultad para leer letras
pequefas y no poder ver los objetos colocados lejos. Tampoco podia ver los colores azul oscuro y violeta. La vision
era nula con la percepcion de la luz y ahora es 6/24.

De conformidad con la terapia con células madre de acuerdo con la divulgacion en el presente documento, es decir,
las células hES y sus derivados, incluidos los progenitores de células madre neuronales administrados por inyeccion
retrobulbar y las células hES y sus derivados, incluidos los progenitores de células madre neuronales y los
progenitores de células madre hematopoyéticas de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento se
administran mediante inyeccion intravenosa local, inyeccién subcutanea o inyeccion intramuscular, inyeccion
intravitrea o aplicacion tépica en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de
células, el paciente mostré6 mejoras significativas. Es capaz de leer durante tiempo y puede ver vallas publicitarias,
asi como television a distancia.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 17.
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TABLA 17
Fecha | Via de administracion Tipos
celulares
2/14 im neuronal
2/15 iv neuronal
no neuronal
3/20 ivx2 neuronal
im
3/21 iv neuronal
retrobulbar
4/30 iv no neuronal
5/1 iv neuronal
im
5/2 retrobulbar no neuronal

Tratamiento de trastornos hepaticos y renales

Otro uso mas del trasplante de células hES segun la practica desvelada en el presente documento es en el
tratamiento de trastornos hepaticos y trastornos renales, incluidos, pero sin limitaciéon, nefrosis renal terminal y
sindrome nefrético a través del trasplante de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento. Las vias
de administracion son intravenosa, intramuscular y por infusion intravenosa.

Ejemplo 19:

Un paciente diagnosticado de sindrome nefrético exhibié urea elevada, niveles de creatina y proteina P. La
diferenciacion corticomedular no se mantuvo y el cuerpo se habia hinchado. Las células hES y sus derivados,
incluidos los progenitores de células madre hematopoyéticas, los progenitores de células madre productoras de
albumina y los progenitores de células madre productoras de bilirrubina de acuerdo con la practica desvelada en el
presente documento se administraron mediante inyeccion intravenosa o inyeccidon subcutanea o inyeccion
intramuscular o infusion intravenosa en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones
de células. Después del tratamiento con células madre, el cuerpo estaba menos hinchado y se restablecid la
diferenciacion corticomedular. Los niveles de urea, creatina y proteina P también se normalizaron.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 18.

TABLA 18

Fecha | Via de administracion Tipos celulares

8/10 dosis de prueba neuronal

8/11 im neuronal

8/12 im neuronal

8/16 im hES

8/22 im hES

8/24 im hES

8/25 im neuronal

8/29 im neuronal

9N im neuronal

9/7 im neuronal

9/8 im no neuronal

9/12 im mezcla neuronal y no neuronal
9/19 im mezcla neuronal y no neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neuronal
10/10 im mezcla neuronal y no neuronal
10/11 iv mezcla neuronal y no neuronal
10/31 iv no neuronal

11/10 im no neuronal

11/21 im no neuronal

12/8 im no neuronal

12/23 iv no neuronal

2/7 im no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
8/24 im no neuronal
8/25 im no neuronal
9/9 im no neuronal

Tratamiento de trastornos musculoesqueléticos

Otro uso del trasplante de células hES de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento es en el
tratamiento de trastornos musculoesqueléticos, incluidos, pero sin limitacion, artritis, distrofia muscular de Duchenne,
distrofia de la faja del miembro, atrofia muscular espinal y atrofia muscular de Becker.

Si bien los protocolos de administracién pueden variar para adaptarse al paciente en particular, un protocolo tipico
para el tratamiento de los trastornos musculoesqueléticos comprende inyecciones intramusculares o intravenosas
diarias durante el primer mes, inyecciones dos veces a la semana durante los meses 3, 5, 6 y 7, inyecciones
semanales durante los meses 9-12 e inyecciones de refuerzo cada 3 meses. Las infusiones intravenosas se
administran cada 10 a 15 dias y las inyecciones musculares espinales profundas se administran cada 15 a 30 dias.

Ejemplo 20:

El historial del caso de un paciente diagnosticado con distrofia muscular de Duchenne mostré sintomas, tales como
apatia, muslos y cara hinchados, y signo positivo de Gower, con niveles altos de creatina fosfoquinasa (CPK) a
10.000 unidades.

Después del tratamiento del paciente con células hES y sus derivados, incluidos los progenitores de células madre
neuronales y los progenitores de células madre hematopoyéticas solos o en combinacién mediante inyeccion
intravenosa, inyeccion subcutanea o inyeccion intramuscular o infusién con catéter intravenoso, o infusiéon con
catéter epidural o infusion con catéter de bloqueo subaracnoideo durante un periodo predeterminado, los niveles de
CPK disminuyeron drasticamente a 1198 unidades y el signo de Gower fue negativo.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 19.

TABLA 19
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
3/18 dosis de prueba no neuronal
3/19 im neuronal
3/20 imx 2 neuronal
3/25 imx 2 no neuronal
3/26 imx 2 no neuronal
3/127 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
3/28 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
3/29 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
3/30 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
3/31 imx 4 neuronal
no neuronal x 3
4/ imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/2 imx 3 neuronal
no neuronal x 2
4/3 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/4 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/5 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/6 imx 4 neuronal X 2 no
neuronal x 2
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Fecha | Via de administracion Tipos celulares
417 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/8 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/9 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/10 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/11 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/12 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/13 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/14 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/15 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/16 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/17 imx5 neuronal x 3
no neuronal x 2
4/18 imx 3 neuronal
no neuronal x 2
4/19 imx 3 neuronal x 2
no neuronal
4/20 imx 3 neuronal
no neuronal x 2
4/21 imx 3 neuronal
no neuronal x 2
4/22 imx 3 neuronal
no neuronal x 2
4/23 imx 3 neuronal x 2
no neuronal
4/24 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
4/25 imx 3 neuronal
no neuronal x 2
4/26 imx 2 neuronal
no neuronal
71 imx 2 neuronal
no neuronal
712 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7/3 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
714 imx 2 neuronal
no neuronal
7/5 infusioén iv x 2 neuronal
7/6 infusioén iv x 2 neuronal
717 imx 2 neuronal
7/8 imx 2 neuronal
7/9 imx 2 neuronal
no neuronal
7/10 imx 2 neuronal
no neuronal
7/11 imx 2 neuronal
no neuronal
7112 imx 2 neuronal
no neuronal
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Fecha | Via de administracion Tipos celulares
7/13 imx 2 neuronal
no neuronal
7114 imx 2 neuronal
no neuronal
7/15 imx 2 neuronal
no neuronal
7/16 imx 3 neuronal
7117 iv infusion im x 2 neuronal
no neuronal
7/18 iv infusion im x 2 neuronal
no neuronal
7/19 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7120 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7121 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7122 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7123 ivx2imx4 neuronal x 2
no neuronal x 4
7124 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7125 iv neuronal x 2
imx4 no neuronal x 4
7126 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7127 iv neuronal X 2 no
imx4 neuronal x 4
7128 imx 4 neuronal
no neuronal x 3
7129 iv no neuronal
imx4
7/30 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
7/31 iv neuronal x 2
imx4 no neuronal x 3
8/1 imx 4 neuronal x 2
no neuronal x 2
8/2 imx 4 no neuronal
8/3 infusioén iv x 2 no neuronal
8/4 infusioén iv x 2 no neuronal
8/5 imx4 no neuronal
8/6 imx 4 no neuronal
8/7 iv infusion im x 2 no neuronal
8/8 iv infusion im x 2 no neuronal
8/9 iv infusion x 2 im x 2 no neuronal
8/10 imx4 no neuronal
8/11 imx 4 no neuronal
8/12 iv infusion im x 2 neuronal

Ejemplo 21:

Un nifio de 14 afios diagnosticado con un caso de DMD estaba postrado en cama sin fuerza en las manos ni en las

piernas y con atrofia muscular. También tenia escoliosis.

Después de 8 meses de terapia, ha desarrollado musculos en los biceps, triceps y braquiorradiales y es capaz de
levantar los brazos hasta el nivel del codo. Ha aumentado de peso y esta creciendo sin ninguna escoliosis espinal
asociada. Sus niveles de CPK, que indican la tasa de degradacion muscular, se han reducido.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 20.
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TABLA 20
Fecha Via de administracion Tipos celulares
4/13 im no neuronal (dosis de
prueba)
4/14 im no neuronal
4/15 im neuronal
4/16 im neuronal
4/17 im neuronal
no neuronal
4/18 im no neuronal
4/19 im neuronal
no neuronal
4/20 im neuronal
no neuronal
4/21 im neuronal
no neuronal
4/22 im neuronal
no neuronal
4/23 im neuronal
no neuronal
4/24 im neuronal
no neuronal
4/25 im neuronal
no neuronal
4/26 im no neuronal
4/27 im no neuronal
4/28 im neuronal
no neuronal
4/29 im neuronal
no neuronal
4/30 im neuronal
no neuronal
5/1 im no neuronal
5/2 im no neuronal
5/3 im neuronal
no neuronal
5/4 im no neuronal
5/5 im neuronal
no neuronal
5/6 im neuronal
517 im neuronal
no neuronal
5/8 im neuronal
no neuronal
5/9 infusion iv neuronal
im
5/13 im neuronal
no neuronal
5/15 im no neuronal
5/16 im no neuronal
5117 im neuronal
no neuronal
5/18 im neuronal
no neuronal
5/19 im neuronal
no neuronal
5/20 im neuronal
no neuronal
5/21 im neuronal
no neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
5122 im neuronal
no neuronal
5/23 im neuronal
no neuronal
5124 im neuronal
no neuronal
5/26 im neuronal
no neuronal
5127 im neuronal
no neuronal
5/28 im neuronal
no neuronal
5/29 im neuronal
no neuronal
5/30 im neuronal
no neuronal
6/1 im neuronal
no neuronal
6/2 im neuronal
no neuronal
6/3 im neuronal
no neuronal
6/4 im neuronal
no neuronal
6/5 im neuronal
no neuronal
6/6 im neuronal
no neuronal
6/7 im neuronal
no neuronal
6/8 im neuronal
no neuronal
6/9 im neuronal
no neuronal
6/10 im neuronal
no neuronal
6/11 im neuronal
no neuronal
6/12 im no neuronal
6/13 im neuronal
no neuronal
6/14 im neuronal
no neuronal
6/15 im neuronal
no neuronal
6/16 im neuronal
no neuronal
6/17 im neuronal
no neuronal
6/18 im neuronal
no neuronal
6/19 im neuronal x 2
6/20 im neuronal
no neuronal
6/22 im neuronal x 2
6/23 iv no neuronal x 2
6/24 iv no neuronal x 2
6/25 iv no neuronal x 2
6/27 im neuronal
no neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
6/28 im neuronal
no neuronal
6/29 im neuronal
no neuronal
6/30 im neuronal
no neuronal
71 im neuronal
no neuronal
712 im neuronal
no neuronal
7/3 im neuronal
no neuronal
714 im neuronal
no neuronal
7/5 im neuronal x 2
7/6 im neuronal x 2
717 im neuronal x 2
7/8 im neuronal
no neuronal
7/9 im neuronal
no neuronal
7/10 im neuronal
no neuronal
7/11 im neuronal
no neuronal
7112 im neuronal
no neuronal
7/13 im neuronal
no neuronal
7114 im neuronal
no neuronal
7/15 im neuronal
no neuronal
8/18 im no neuronal x 3
8/19 im no neuronal x 2
8/20 im no neuronal x 3
8/21 im no neuronal x 3
8/22 im no neuronal x 3
8/23 im no neuronal x 3
8/24 im no neuronal x 3
8/25 im neuronal
no neuronal x 2
8/26 im neuronal x 3
8/27 im no neuronal x 3
8/28 iv no neuronal 7
8/29 iv no neuronal 7x 2
8/30 im no neuronal x 2
8/31 im no neuronal x 3
9/1 infusion iv no neuronal
9/2 infusion iv no neuronal
9/3 im no neuronal x 3
9/4 im no neuronal x 3
9/5 im no neuronal x 3
9/6 im no neuronal x 3
9/7 im no neuronal x 3
9/8 im no neuronal x 3
9/9 im no neuronal x 3
9/10 im no neuronal x 3
9/11 im no neuronal x 3
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
9/12 im no neuronal x 3
9/13 im no neuronal x 3
9/14 im no neuronal x 3
9/15 im no neuronal x 3
9/16 im no neuronal x 3
9/17 im no neuronal x 3
9/18 im no neuronal x 3
9/19 im no neuronal x 3
9/20 im no neuronal x 3
9/21 im no neuronal x 3
9/22 infusion iv no neuronal
9/23 infusion iv no neuronal
9/24 im no neuronal x 3
9/25 im no neuronal x 3
9/26 im no neuronal x 3
9/27 im no neuronal x 3
9/28 im no neuronal x 3
9/29 im no neuronal x 3
9/30 im no neuronal x 3
10/1 im no neuronal x 3
10/2 im no neuronal x 3
10/3 im no neuronal x 3
10/4 im no neuronal x 3
10/5 im no neuronal x 3
10/6 im no neuronal x 3
10/7 im no neuronal x 3
10/8 im no neuronal x 3
10/9 im no neuronal x 3
10/11 im no neuronal x 3
10/12 im no neuronal x 3
10/13 im no neuronal x 3
10/14 im no neuronal x 3
10/15 im no neuronal x 3
10/16 im no neuronal x 3
10/17 im no neuronal x 3
10/18 im no neuronal x 3
10/19 im no neuronal x 3
10/20 im no neuronal x 3
10/21 im no neuronal x 3
10/23 im no neuronal x 3
10/24 im no neuronal x 3
10/25 im no neuronal x 3
10/26 im no neuronal x 3
10/27 im no neuronal x 3
10/28 im no neuronal x 3
10/29 im no neuronal x 3
10/30 im no neuronal x 3
10/31 im no neuronal x 5
11/2 im no neuronal x 4
11/3 im no neuronal x 3
11/4 im no neuronal x 3
11/5 im no neuronal x 3
11/7 im no neuronal x 3
11/8 im no neuronal x 2
11/9 im no neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
11/10 im no neuronal x 3
11/11 im no neuronal x 3
11/12 im no neuronal x 3
11/13 im no neuronal x 3
11/14 im no neuronal x 3
11/15 im no neuronal x 3
11/30 im mixta x 3
12/1 im no neuronal x 3
12/2 im no neuronal x 3
12/3 im no neuronal x 3
12/4 im no neuronal x 3
12/5 im no neuronal x 3
12/6 im no neuronal x 3
12/7 im no neuronal x 3
12/8 im no neuronal x 3
12/9 im no neuronal x 3
12/10 im no neuronal x 3
12/12 im no neuronal x 3
12/13 im no neuronal x 3
12/14 im no neuronal x 3
12/15 im no neuronal x 3
12/16 infusion iv no neuronal
12/17 infusion iv no neuronal x 3
im
12/18 im no neuronal
12/19 iv no neuronal
im
12/20 im no neuronal x 3
12/21 iv no neuronal x 3
im
12/22 iv no neuronal x 3
12/23 im no neuronal x 3
12/24 im no neuronal x 3
12/25 im mixta x 3
12/26 iv no neuronal x 3
im
12/27 iv mixta
12/28 im no neuronal x 3
12/29 im no neuronal x 3
12/30 im no neuronal
12/31 im no neuronal x 3
11 im mixta x 3
1/2 im mixta x 3
1/3 im no neuronal x 3
1/4 im no neuronal x 3
1/5 infusion iv no neuronal
1/6 infusion iv no neuronal
1/7 im no neuronal x 3
1/8 im no neuronal x 3
1/9 im no neuronal x 3
1/10 im no neuronal x 3
1/11 im no neuronal x 3
112 im no neuronal x 3
113 im no neuronal x 3
114 im no neuronal x 3
1/15 im no neuronal x 3
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
1/16 infusion iv mixta
117 infusion iv mixta
1/18 im no neuronal
1/19 im no neuronal
1/20 im no neuronal
1/21 infusion iv mixta
1/22 im mixta
1/23 im mixta
1/24 im neuronal
1/25 im neuronal
1/26 im mixta
1/27 im mixta
1/28 im neuronal x 3
1/29 infusion iv mixta
1/30 infusion iv no neuronal

Ejemplo 22:

Un niflo de 8 afios en silla de ruedas debido a DMD no podia caminar ni estar de pie. Después de 6 meses de
tratamiento, su nivel de CPK se redujo. No se ha deteriorado y puede mover sus brazos. Ha comenzado a caminar
con un apoyo minimo.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 21.

TABLA 21
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
4/29 im neuronal
no neuronal
4/30 im no neuronal
5/1 im neuronal
no neuronal
5/3 im neuronal
5/4 im neuronal
no neuronal
5/5 im neuronal
no neuronal
5/6 im neuronal
no neuronal
517 im no neuronal
5/8 im neuronal
no neuronal
5/9 im neuronal
no neuronal
5/10 im neuronal
no neuronal
5/11 im neuronal
no neuronal
5/12 im neuronal
no neuronal
5/13 im neuronal
no neuronal
5/14 im neuronal
no neuronal
5/15 im neuronal
no neuronal
5/16 im neuronal
no neuronal
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Fecha | Via de administracion Tipos celulares
5117 im neuronal
no neuronal
5/18 im neuronal
no neuronal
5/19 im neuronal
no neuronal
5/20 im neuronal
no neuronal
5/21 im neuronal
no neuronal
5122 im neuronal
no neuronal
5/23 im neuronal
no neuronal
5/24 im neuronal
no neuronal
5125 im neuronal
no neuronal
5/26 im neuronal
no neuronal
5127 im neuronal
no neuronal
5/28 im neuronal
no neuronal
5/29 im neuronal
no neuronal
5/30 im neuronal
no neuronal
6/1 im neuronal
no neuronal
6/2 im neuronal
no neuronal
6/3 im neuronal
no neuronal
6/4 im neuronal
no neuronal
6/5 im neuronal
no neuronal
6/6 im neuronal
no neuronal
6/7 im neuronal
no neuronal
6/8 im neuronal
no neuronal
6/9 im neuronal
no neuronal
11/15 im no neuronal
11/16 infusion intravenosa neuronal
1117 infusion intravenosa neuronal
11/18 im no neuronal
11/19 im no neuronal
11/20 im no neuronal
11/21 infusion intravenosa mixta
11/22 infusion intravenosa mixta
11/23 im no neuronal
11/25 im mixta
11/26 im mixta
11/27 im mixta
11/29 im no neuronal
1211 im no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
12/2 im no neuronal
12/3 im no neuronal
12/5 im no neuronal
12/6 im no neuronal
12/7 im no neuronal
12/8 infusién intravenosa mixta
12/9 infusién intravenosa no neuronal
12/10 im no neuronal
12/11 im no neuronal
12/12 im no neuronal
12/15 im no neuronal
12/16 infusién intravenosa no neuronal
12/17 infusién intravenosa no neuronal
12/18 im no neuronal
12/19 im no neuronal
iv
12/20 im no neuronal
12/21 im no neuronal
12/22 im no neuronal
12/23 im no neuronal
12/24 im no neuronal
12/25 im neuronal
12/26 im neuronal
12/27 iv mixta
12/28 im neuronal
12/29 im neuronal
12/30 im neuronal
12/31 im neuronal
11 im neuronal
1/2 im mixta
1/4 im no neuronal
1/5 iv no neuronal
1/6 infusién intravenosa no neuronal
1/7 im no neuronal
1/8 im no neuronal

Ejemplo 23:

Un nifio de 10 afios diagnosticado con DMD que podia dar algunos pasos con ayuda comenzo a recibir terapia. No
podia girarse solo en la cama ni sentarse solo. Podia levantar los brazos hasta 30° hasta el nivel del codo. Después
de unos meses de tratamiento, su nivel de CPK ha comenzado a disminuir y puede girarse por si solo y puede
levantar una taza de agua sobre su cabeza para bafiarse. No ha perdido peso.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 22.

TABLA 22
Fecha Via de administracion Tipos celulares
1/20 im no neuronal (dosis de
prueba)
1/23 im no neuronal
1/24 im no neuronal
iv
1/25 im no neuronal
1/26 im neuronal
no neuronal
1/27 im no neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
2/1 im no neuronal
2/2 im neuronal
no neuronal
2/3 im no neuronal

2/4 im neuronal
no neuronal

2/5 im neuronal
2/6 im no neuronal
2/7 im no neuronal

2/8 im neuronal
no neuronal

2/10 im neuronal
no neuronal

2/11 im neuronal
no neuronal

2/12 im neuronal
no neuronal

2/14 im neuronal
iv no neuronal

2/15 im neuronal
no neuronal

2/16 im neuronal
no neuronal

2117 im neuronal
no neuronal

2/18 im neuronal
no neuronal

2/21 im neuronal
no neuronal

2/22 im neuronal
no neuronal

2/23 im neuronal
no neuronal
2/24 im no neuronal

2/25 im neuronal

2/26 im neuronal
no neuronal

2127 im neuronal
no neuronal

2/28 im neuronal
no neuronal

3/28 im neuronal
no neuronal

3/29 im neuronal

3/30 im neuronal
no neuronal

4/4 im neuronal

4/5 im neuronal
no neuronal

4/6 im neuronal
no neuronal

417 im neuronal
no neuronal

4/8 im neuronal
no neuronal

4/9 im neuronal
no neuronal

5/16 im neuronal
no neuronal

5117 im neuronal
no neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
5/18 im neuronal
no neuronal
5/19 infusion iv no neuronal
5/20 infusion iv no neuronal
5/21 im neuronal
no neuronal
5/22 im neuronal
no neuronal
5/23 im neuronal
no neuronal
7127 infusion iv neuronal
7/28 iv infusion im neuronal
no neuronal
7129 im neuronal
no neuronal
7/30 im neuronal
no neuronal
7131 im no neuronal
8/1 im no neuronal
8/24 im neuronal
no neuronal
8/25 im neuronal
no neuronal
8/26 infusion iv no neuronal
m
8/27 infusion iv no neuronal
im
8/28 iv neuronal
no neuronal
8/29 infusion iv no neuronal
im
8/30 im no neuronal
8/31 im no neuronal
9/1 im no neuronal
9/2 infusion iv no neuronal
im
9/3 infusion iv no neuronal
im
9/4 im no neuronal
9/5 im no neuronal
11/17 iv mixta
im no neuronal
11/18 infusion iv neuronal
im no neuronal
11/19 infusion iv neuronal
im no neuronal
11/20 im no neuronal
11/22 infusion iv neuronal
11/23 iv mixta
im no neuronal
11/24 iv mixta
im no neuronal
11/25 im mixta
iv
11/26 im mixta
iv
11/27 iv no neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
im
11/28 iv mixta
11/29 iv mixta
11/30 im mixta
12/1 iv no neuronal
im
12/2 iv no neuronal
im
12/3 iv no neuronal
im
12/4 iv mixta
12/5 im no neuronal
iv
1/2 im mixta
1/3 im no neuronal
1/4 im no neuronal
1/5 infusion iv no neuronal
im
1/6 infusion iv mixta
im no neuronal
1/7 infusion iv mixta
1/8 infusion iv mixta
im no neuronal
1/9 im no neuronal

Tratamiento de enfermedades y trastornos cardiacos

Otro uso del trasplante de células hES de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento es en el
tratamiento de enfermedades y trastornos cardiacos incluyendo, pero sin limitacion, miocardiopatia restrictiva,
insuficiencia cardiaca, bradicardia sinusal y enfermedad coronaria. Algunas partes de las células diferenciadas se
incorporan al tejido cardiaco del paciente, reproduciendo y reparando el musculo dafiado.

Si bien los protocolos de administracién pueden variar para adaptarse al paciente en particular, un protocolo tipico
para el tratamiento de enfermedades y trastornos cardiacos comprende inyecciones intramusculares e intravenosas
cada dos dias durante 2 semanas y luego cada 3 dias durante las siguientes 2 semanas, e inyecciones
intramusculares una vez al mes junto con infusiones intravenosas durante los meses 3, 6, 10. y 12. Se pueden
administrar inyecciones intracardiacas alrededor del area dafiada durante la cirugia de derivacion.

Ejemplo 23:

Se aconsejoé a un paciente diagnosticado con sindrome del Sinus Corda con bradicardia sinusal la implantacion de
un marcapasos. El paciente fue tratado de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento en el que
las células hES y sus derivados que incluyen progenitores de células madre hematopoyéticas mediante inyeccion
intravenosa o inyeccion subcutanea, o inyeccion intramuscular o inyeccion intracardiaca o durante la angiografia se
administraron en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células. El
paciente mostré signos de mejoria después de someterse al tratamiento con células hES y se eliminé la necesidad
de un marcapasos.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 22.

TABLA 22
Fecha Via de administracion Tipos celulares
7/6 dosis de prueba no neuronal
719 imx2 neuronal
7121 imx2 neuronal
7/26 imx2 neuronal
8/4 imx2 neuronal
8/10 imx4 neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
8/26 imx2 neuronal
9/1 imx2 neuronal
9/8 iv neuronal
9/15 im mezcla neuronal y no neuronal
9/22 iv neuronal
im no neuronal
9/28 caudal neuronal
10/13 ivx2 mezcla neuronal y no neuronal
10/27 imx 2 mezcla neuronal y no neuronal neuronal
11/8 imx2 no neuronal
3/23 intraarticular en la neuronal
articulacion de la rodilla
4/14 intraarticular en la neuronal
articulacion de la rodilla
5/18 intraarticular en la neuronal
articulacion de la rodilla
6/14 caudal neuronal

Tratamiento de células cancerosas y tejidos oncogénicos

Como alternativa, las células hES pueden administrarse de acuerdo con la practica desvelada en el presente
documento para complementar el tratamiento de quimioterapia convencional de pacientes con cancer. En
quimioterapia convencional, los agentes citotoxicos se administran para destruir células cancerosas. Sin embargo,
los agentes citotdxicos no distinguen entre células normales y células cancerosas, y pueden destruir las células no
cancerosas del paciente, incluidas las células del sistema inmunitario del paciente. Como consecuencia, mientras se
somete a quimioterapia y durante algun tiempo después de la quimioterapia, los pacientes con cancer son
susceptibles a la infeccidon debido a que su sistema inmunitario estd comprometido. Al administrar células madre
hematopoyéticas, las células madre neuronales y las células hES a los pacientes que reciben quimioterapia, una
parte de las células inyectadas se diferenciara en un nuevo sistema inmunitario, reemplazando los glébulos blancos,
los glébulos rojos, las plaquetas y otras células destruidas por la quimioterapia. Asimismo, la regeneracién de la
médula 6sea aplasica como resultado de radioterapia y quimioterapia, a través de la regulacién de la mecanica de la
mitosis, y la restauracion de las vias normales de comunicacion celular estimula el sistema inmunoldgico y detiene la
mitosis mal regulada. Las células hES y/o sus derivados pueden administrarse mediante inyeccion intravenosa o
intramuscular o administracion directa en el crecimiento. Estas células también actian sobre la ruta hedgehog
aberrante y la controlan para permitir la detencion de la multiplicacion excesiva.

Ejemplo 24:

Un paciente con adenocarcinoma de grado Ill se someti6 a tratamiento de quimioterapia y cirugia sin éxito. Debido a
la aparicion de metastasis hepaticas multiples con aspecto nodular y ganglios celiacos y retropancreaticos, el
paciente necesitaba cuidados de apoyo.

Las células hES y sus derivados de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento se administraron
en una cantidad de aproximadamente 750.000 a aproximadamente 160 millones de células al paciente, lo que dio
como resultado mejoras notables, incluida la restauracion de un higado uniformemente heterogéneo que antes era
nodular y un area ecogénica aumentada en los ganglios linfaticos.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 23.

TABLA 23
Fecha | Via de administracion | Tipos celulares
3/23 dosis de prueba no neuronal
3/24 im no neuronal
3/25 im no neuronal
3/26 im no neuronal
3/27 im no neuronal
3/28 iv no neuronal
3/29 iv no neuronal
3/30 iv no neuronal
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Fecha | Via de administracion | Tipos celulares
3/31 iv neuronal
4/1 iv no neuronal
4/2 im no neuronal
4/3 iv no neuronal
4/4 iv no neuronal
4/5 iv neuronal

imx 2 no neuronal
4/6 iv no neuronal
im neuronal
4/7 iv no neuronal
4/8 iv no neuronal
4/9 iv no neuronal
4/10 iv no neuronal
4/11 iv no neuronal
im neuronal
4/12 iv no neuronal
im neuronal
4/13 iv neuronal
im no neuronal
4/14 iv neuronal
4/15 iv no neuronal
im neuronal
4/16 iv no neuronal
im neuronal
417 iv no neuronal
4/19 iv no neuronal
im neuronal
4/20 iv no neuronal
im neuronal
4/21 iv no neuronal
im neuronal
4/23 infusion iv neuronal
4/24 iv no neuronal
4/25 im no neuronal
4/26 iv no neuronal
4/27 im no neuronal
5/2 iv no neuronal
5/3 iv no neuronal
5/6 im neuronal
iv no neuronal
5/7 im neuronal
no neuronal
5/8 iv no neuronal
5/12 iv no neuronal
5/16 im neuronal
iv no neuronal
5/18 infusion iv no neuronal
5/19 iv no neuronal
5/20 im neuronal
iv no neuronal
5/22 infusion iv no neuronal
ivx2
5/23 infusion iv no neuronal
ivx2
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Tratamiento de uUlceras aftosas/liquen plano

Otro uso mas de las células hES y/o sus derivados es el tratamiento de cualquier Ulcera en las areas mucosas del
cuerpo, tal como una ulcera aftosa de la boca. Las células se administran por via intravenosa, intramuscular y
localmente. Las inyecciones diarias se administran por via intramuscular o intravenosa durante los primeros 4 meses
y la infusion intravenosa cada 15-30 dias. También se realiza la aplicacion local directamente o mediante la mezcla
con un gel.

Ejemplo 25:

Una mujer de 65 afios acudié con lengua llena de tejido necrético y Ulceras aftosas que eran dolorosas. Tenia
dificultades para comer y deglutir y para hablar. Tras recibir células, esta mejor; encuentra mas facil tragar y hablar, y
abre mejor la boca. También muestra recuperacion de las Ulceras y el tejido necrético.

Tratamiento de artrosis, artritis, articulaciones anquilosantes

Otro uso mas de las células hES y/o sus derivados es en el tratamiento de artrosis, artritis y articulaciones
anquilosantes. Se administran inyecciones intramusculares diarias para la sensibilizacién x 10 dias. Se administra
una inyeccion intraarticular de 750.000 a 80 millones de células hES mezcladas con salumedrol y se repite 1%2 a 3
meses después.

Tratamiento de la lesion del plexo braquial

Otro uso mas de las células hES y/o sus derivados es en el tratamiento de las lesiones del plexo braquial en las que
el brazo afectado esta paralizado. Las células se administran por via intramuscular, por via intravenosa y en el plexo
braquial, y se repite cada 1 mes y medio durante un afio o hasta que el brazo esté mejor. También se usan
infusiones intravenosas.

Ejemplo 26:

El paciente es un hombre de 26 afios que sufrié una lesién en el plexo braquial (Lt.) en la mano y perdio la funcion
durante los ultimos 7-8 afios. Con el tratamiento con células madre, la mano izquierda ha mejorado mucho con mas
potencia motora hasta el codo y las mufiecas. Puede mover la mufieca y la mano ya no esta tan flacida como antes.
También es capaz de mover el brazo hacia arriba.

Tratamiento de trastornos reproductivos

Otro uso del trasplante de células hES de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento es el
tratamiento de los trastornos reproductivos, a través de la restauracion de la fertilidad de pacientes que sufren atrofia
testicular, insuficiencia ovarica y azoospermia.

Ejemplo 27:

El tratamiento de un paciente azoospermatico con células hES y sus derivados, incluidos los progenitores de células
madre hematopoyéticas mediante inyeccion intramuscular local de acuerdo con la practica desvelada en el presente
documento, dio como resultado la produccion de espermatozoides. Asimismo, se usaron inyecciones intravenosas e
intramusculares, asi como inyecciones directas en los testiculos, y también se usaron inyecciones subcutaneas
cerca del epididimo.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 24.

TABLA 24

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
2/1 dosis de prueba no neuronal
8/4 im no neuronal
2/5 im no neuronal
8/7 im no neuronal
2/2 im mezcla neuronal y no neuronal
7127 im neuronal
3/6 im no neuronal
9/1 im neuronal
9/2 im neuronal
9/6 im neuronal
9/7 im neuronal
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Fecha | Via de administracion Tipos celulares
9/12 im neuronal
9/13 im mezcla neuronal y no neuronal
117 iv no neuronal
3/27 im no neuronal
4/26 im neuronal
5/8 im no neuronal
5/25 im no neuronal
8/11 im no neuronal
8/17 im no neuronal
9/7 im no neuronal

Regeneracion de tejidos

Las células hES pueden administrarse de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento para la
induccion de la regeneracion de tejidos, incluyendo, pero sin limitaciones, regeneracion muscular, el tratamiento de
la cirrosis hepatica y la formacién de nuevos vasos sanguineos (neovascularizacion) que es eficaz en el tratamiento
de enfermedades degenerativas y en el tratamiento de Ulceras no curativas.

Tratamiento de diabetes

También se desvela en el presente documento el uso de células hES y/o sus derivados, en el que dichas células
comprenden células progenitoras productoras de insulina, en el tratamiento de la diabetes. Los pacientes diabéticos
tienen un riesgo cuatro veces mayor de sufrir un ataque cardiaco o un derrame cerebral y también tienen un mayor
riesgo de degeneracion e insuficiencia multiorganica, incluyendo los rifiones, los ojos, el sistema nervioso y la
inmunidad general. Mediante el tratamiento de la diabetes mediante el trasplante de células hES productoras de
insulina y la restauracion de la produccion de insulina en el cuerpo, hay una reduccion en la necesidad de insulina y
una reduccion en los efectos secundarios debilitantes.

Si bien los protocolos de administracién pueden variar para adaptarse al paciente en particular, un protocolo tipico
para el tratamiento de la diabetes comprende inyecciones intramusculares e intravenosas dos veces a la semana
durante el primer mes e inyecciones una vez a la semana durante los meses 3, 6, 11 y 12. Las infusiones
intravenosas también se pueden administrar durante el mes 6.

Ejemplo 28:

El paciente es un hombre de 70 afios con diabetes y que habia sufrido hipercetoacidosis y estaba con 52 unidades
de insulina y un hipoglucemiante oral. A los 6 meses de la terapia, dejé6 de tomar medicamentos e insulina y ahora
puede mantener el nivel de azucar en la sangre con una dieta normal durante los Ultimos 1 afio y medio. Recibe
inyecciones de refuerzo.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 25.

TABLA 25
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
9/5 dosis de prueba no neuronal
9/6 im neuronal
9/7 im neuronal
9/8 im no neuronal
9/9 im no neuronal
9/12 iv neuronal
9/13 im no neuronal
9/19 im mezcla neuronal y no neuronal
9/22 iv no neuronal
9/26 im mezcla neuronal y no neuronal
9/29 im mezcla neuronal y no neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neuronal
10/5 im no neuronal
10/10 im no neuronal
10/13 iv no neuronal
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Fecha | Via de administracion Tipos celulares

10117 im mezcla neuronal y no neuronal

10/20 iv no neuronal

10/24 iv mezcla neuronal y no neuronal

10/31 iv mezcla neuronal y no neuronal
11/3 iv mezcla neuronal y no neuronal
11/7 im no neuronal

11/10 im no neuronal

11/14 iv neuronal

11/17 im no neuronal

11/21 im no neuronal

12/12 iv no neuronal

12/19 iv neuronal

12/26 iv no neuronal
1/4 im no neuronal

8/18 im no neuronal

8/21 im no neuronal

8/22 im no neuronal

8/24 im no neuronal

8/26 im no neuronal

Ejemplo 29:

Un hombre de 54 afios se presenté con diabetes mellitus no controlada durante los ultimos tres afios y estaba
tomando 42 unidades de insulina junto con un hipoglucemiante oral. Su nivel de azdcar en sangre en ayunas fue de

200 mg/dl y el nivel de aztcar posprandial fue de 280 mg/dl con todos los medicamentos.

Después de tomar células hES durante tres semanas, dejé de tomar insulina y esta tomando una dosis reducida de

medicamentos hipoglucemiantes. Se siente mucho mejor y esta mas alerta.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 26.

Ejemplo 30:

Un hombre de 45 afios tenia angina y era diabético. Estaba tomando insulina y una hipoglucemiante oral y se habia

sometido a una angioplastia.

Tres meses después, tras recibir el tratamiento con células hES, ha dejado de usar insulina y esta tomando una
dosis reducida de hipoglucemiante oral. Sus registros de azuicar en sangre y medicamentos muestran niveles de

TABLA 26
Fecha | Via de administracion Tipos celulares

1/18 im neuronal (dosis de

prueba)
1/19 im no neuronal
1/20 im no neuronal
1/21 im mixta
1/22 im mixta
1/23 im mixta
1/24 im neuronal
1/25 im neuronal
1/26 im no neuronal
1/27 im no neuronal
1/28 im neuronal
1/29 im neuronal
1/30 im neuronal
1/31 im mixta

azucar en sangre bien controlados.
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El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 27.

TABLA 27
Fecha Via de administracion Tipos celulares
8/21 im no neuronal (dosis de
prueba)
8/22 im no neuronal
8/23 im no neuronal
8/24 im no neuronal
8/25 im no neuronal
8/28 im no neuronal
8/30 im no neuronal
9/1 im no neuronal
9/4 im no neuronal
9/6 iv no neuronal
9/8 im no neuronal
9/11 im no neuronal
9/13 im no neuronal
9/18 im no neuronal
9/20 im no neuronal
9/25 im no neuronal
9/28 im no neuronal
9/29 im no neuronal
9/30 im no neuronal
10/9 im no neuronal
10/11 im no neuronal
10/18 im no neuronal
10/23 im no neuronal
10/25 im no neuronal
10/31 im no neuronal
11/2 im no neuronal
11/08 im no neuronal
11/11 infusion iv mixta
11/12 infusion iv mixta
11/13 im no neuronal
11/15 im no neuronal
11/17 im no neuronal
11/18 infusion iv neuronal
11/19 infusion iv neuronal
11/20 im no neuronal
11/22 im no neuronal
11/25 infusion iv neuronal
11/26 infusion iv neuronal
11/27 im no neuronal
11/29 iv neuronal
im no neuronal
11/30 infusion iv neuronal
12/1 infusion iv neuronal
12/10 infusion iv mixta
12/11 im no neuronal
12/13 im no neuronal
12/16 infusion iv neuronal
12/17 infusion iv neuronal
12/18 im no neuronal
12/20 im neuronal
12/21 im neuronal
12/22 iv neuronal
1/5 im no neuronal
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Fecha Via de administracion Tipos celulares
1/6 im no neuronal
iv
1/8 im no neuronal

Tratamiento de la enfermedad pulmonar intersticial
Ejemplo 31:

Una mujer de mediana edad llegé a la clinica con EPI (enfermedad pulmonar intersticial). Estaba en un estadio
terminal con SPO, del 69% en reposo. A partir de ahora, con el tratamiento con células hES, la enfermedad ha
dejado de progresar. El paciente se siente mucho mejor en general e incluso su respiracion ha mejorado. El
tratamiento continda. Presenta ruidos respiratorios que se pueden escuchar en la auscultacion y las pruebas
generales de la funcién pulmonar muestran cierta mejoria.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 28.

TABLA 28
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
10/16 im no neuronal (dosis de
prueba)
10/17 im no neuronal
10/18 im no neuronal
10/19 iv neuronal
epidural no neuronal
nebulizacion
10/20 iv neuronal
nebulizacion
10/21 iv neuronal
nebulizacion
10/22 im neuronal
iv no neuronal
nebulizacion
10/23 iv neuronal
nebulizacion
10/24 im no neuronal
nebulizacion
10/25 im mixta
iv
nebulizacion
10/26 iv mixta
nebulizacion
10/27 iv mixta
nebulizacion
10/28 iv neuronal
nebulizacion
10/29 iv neuronal
nebulizacion
10/30 iv mixta
nebulizacion
10/31 iv mixta
nebulizacion
11/2 iv mixta
nebulizacion
11/3 iv mixta
nebulizacion
11/4 iv mixta
nebulizacion
11/5 iv mixta
nebulizacion
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Fecha

Via de administracion

Tipos celulares

11/6

v

mixta

11/7

nebulizacion
iv
nebulizacion

mixta

11/8

iv
nebulizacion

no neuronal

11/9

v

mixta

11/10

nebulizacion
iv
nebulizacion

no neuronal

11/11

iv
nebulizacion

mixta

11/12

v

mixta

11/13

nebulizacion
iv

mixta

11/14

nebulizacion
iv
nebulizacion

mixta

11/15

iv
nebulizacion

neuronal

11/16

im
iv
nebulizacion

neuronal
no neuronal

11/17

im
iv

no neuronal

11/18

nebulizacion
im
iv

no neuronal

11/19

nebulizacion
im
iv
nebulizacion

no neuronal

11/20

IM
v
Nebulizaciéon

no neuronal

11/21

im
iv

no neuronal

11/22

nebulizacion
im
iv

no neuronal

11/23

nebulizacion
iv
nebulizacion

neuronal

11/24

iv
nebulizacion

no neuronal

11/25

v

no neuronal

11/26

nebulizacion
iv
nebulizacion

no neuronal

11/27

iv
nebulizacion

no neuronal

11/28

im
iv
nebulizacion

no neuronal

11/29

im
iv
nebulizacion

no neuronal

11/30

im
iv
nebulizacion

no neuronal

12/1

iv
nebulizacion

no neuronal

79




ES 2748 475 T3

(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
12/2 iv no neuronal
nebulizacion
12/3 iv no neuronal
nebulizacion
12/4 iv no neuronal
nebulizacion
12/5 iv no neuronal
nebulizacion
12/6 iv no neuronal
nebulizacion
12/7 iv no neuronal
nebulizacion
12/8 iv no neuronal
nebulizacion
12/9 iv neuronal
nebulizacion
12/10 iv neuronal
nebulizacion
12/11 iv no neuronal
nebulizacion
12/12 iv no neuronal
nebulizacion
12/13 iv no neuronal
nebulizacion
12/14 iv no neuronal
nebulizacion
12/15 iv no neuronal
nebulizacion
12/16 iv no neuronal
nebulizacion
12/17 iv no neuronal
nebulizacion
12/18 iv no neuronal
Nebulizaciéon
12/19 Y no neuronal
nebulizacion
12/20 iv no neuronal
nebulizacion
12/21 iv no neuronal
nebulizacion
12/22 iv neuronal no neuronal
nebulizacion
12/23 im neuronal no neuronal
iv
nebulizacion
12/24 im neuronal no neuronal
iv
nebulizacion
12/25 im mixta
iv
12/26 iv mixta
nebulizacion
12/27 iv mixta
nebulizacion
12/28 iv mixta
nebulizacion
12/29 im neuronal
iv mixta
12/30 im neuronal
iv
nebulizacion
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Fecha | Via de administracion Tipos celulares
12/31 im neuronal
iv mixta
nebulizacion
17 im mixta
iv
nebulizacion
1/2 im nebulizacion
mixta
iv
1/3 im no neuronal
iv
nebulizacion
1/4 im no neuronal
iv
nebulizacion
1/5 im neuronal
iv no neuronal
nebulizacion
1/6 im mixta
iv no neuronal
nebulizacion
1/7 im mixta
iv no neuronal
nebulizacion
1/8 im mixta
iv no neuronal
nebulizacion
1/9 im mixta
iv no neuronal
nebulizacion
1/10 im mixta
iv no neuronal
nebulizacion
111 im mixta
iv no neuronal
nebulizacion
112 im mixta
iv no neuronal
nebulizacion
1/13 iv mixta
114 im mixta
iv no neuronal
nebulizacion
115 im neuronal
iv no neuronal
nebulizacion
1/16 im mixta
iv
nebulizacion no neuronal
117 im mixta
iv no neuronal
Nebulizaciéon
1/18 IM mixta
v no neuronal
nebulizacion
119 im mixta
iv no neuronal
nebulizacion
1/20 im no neuronal
iv
nebulizacion
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Fecha | Via de administracion Tipos celulares
1/21 im mixta
iv
nebulizacion
1/22 im mixta
iv
nebulizacion
1/23 im neuronal
iv mixta
nebulizacion
1/24 im neuronal
iv mixta
nebulizacion
1/25 im neuronal
iv mixta
nebulizacion
1/26 im neuronal
iv mixta
nebulizacion
1/27 im neuronal
iv mixta
nebulizacion
1/28 im neuronal
iv mixta
nebulizacion
1/29 im neuronal
iv mixta
nebulizacion
1/30 im no neuronal
iv
nebulizacion
1/31 im no neuronal
iv
nebulizacion

Desarrollo de nuevos farmacos

Otro uso mas para las células hES es el desarrollo y prueba de nuevos medicamentos. Por ejemplo, las células hES
pueden cultivarse de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento y usarse como sustrato para
probar los objetivos, el modo de accidn, la captacion, el metabolismo, la excrecion, la toxicidad y la seguridad de
nuevas entidades quimicas, candidatos a medicamentos y nuevos productos farmacéuticos durante la investigacion
y el desarrollo farmacéuticos. En una practica, la divulgacion en el presente documento se refiere a procedimientos
para probar el efecto de un compuesto en células hES y/o sus derivados, que comprende cultivar células hES y/o
sus derivados obtenidos por los procedimientos descritos en el presente documento en presencia del compuesto y
determinar el efecto del compuesto sobre las células.

Ejemplo 32:

Los efectos de los antibidticos tetraciclina y ceftriaxona en células hES cultivadas se analizaron junto con el suero
del paciente. Estos farmacos se introdujeron por separado, asi como juntas en diferentes concentraciones y los
efectos estudiados en las células madre. Finalmente, se determinaron la dosis de la medicacién y la eficacia de los
farmacos.

Administracion de farmaco

Otro uso para las células hES y/o sus derivados es llevar medicamentos al sitio de una lesién o enfermedad para su
administracion localizada. Las células hES y/o sus derivados pueden incubarse en presencia de un farmaco para
que las células absorban el farmaco. A continuacion, las células cargadas se pueden liberar localmente en el sitio de
tratamiento donde el farmaco se difundira fuera de las células y se producira el tratamiento de la lesion o
enfermedad. En ofra practica desvelada en el presente documento, las células cargadas pueden enviarse a un sitio
que no sea el area dafiada o enferma si el area dafiada o enferma no es adecuada para la aplicacién directa del
medicamento (por ejemplo, el area estd demasiado dafiada para la inyeccion directa del medicamento). Este
procedimiento de administraciéon de medicamentos permite el uso de medicamentos que serian toxicos si se
administraran sistematicamente a un sujeto. El procedimiento también permite que se administren concentraciones
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mas altas del farmaco en el sitio de lo que puede ser posible por otras vias de administracion. En una practica
adicional desvelada en el presente documento, las células hES y/o sus derivados pueden cargarse con uno o mas
farmacos que mejoraran el tratamiento producido por el trasplante de las células mismas. Ejemplos no limitantes
incluyen cargar células con agentes antihipertensivos para el tratamiento de enfermedades cardiacas, cargar las
células con agentes quimioterapéuticos para el tratamiento de pacientes con cancer y cargar células con factores
neurotréficos para el tratamiento de la LME. Una practica desvelada en el presente documento se refiere a
procedimientos para administrar un farmaco a un sujeto que comprende cultivar células hES y/o sus derivados
obtenidos por los procedimientos descritos en el presente documento en presencia del farmaco, en el que las células
toman el medicamento y administran las células en un sitio en el sujeto, en el que se libera el farmaco.

Ademas, las metodologias de cultivo desveladas en el presente documento permiten la exposicion de las células
hES y/o sus derivados a farmacos y otros agentes activos in vitro antes del trasplante, en comparacién con la
administracion de medicamentos o agentes activos directamente a los pacientes. La exposicion de las células in vitro
proporciona ventajosamente los efectos positivos de los farmacos (por ejemplo, los efectos neurotréficos del acido
valproico) al tiempo que evita la toxicidad de la administracion sistémica del farmaco.

Tratamiento de lesiones de la médula espinal: Estudios de casos

Los tratamientos clinicos que utilizan células hES y sus derivados para LME han mostrado resultados notables.
Dada la naturaleza de la practica desvelada en el presente documento y que los pacientes eran voluntarios
incurables y que su afeccion era LME cronica ASIA Ay, por lo tanto, mas alla del estadio en el que son posibles los
procesos de regeneracion neural natural, no se han realizado ensayos doble ciego o controlados con placebo, con
respecto al juramento de los médicos. Los resultados del protocolo se demuestran a través de los ejemplos
detallados proporcionados como estudios de casos a continuacion.

ESTUDIO DE CASO 1

La practica desvelada en el presente documento dio como resultado la inversién de los sintomas de LME en un
sujeto que padece LME por trasplante de células hES de acuerdo con el protocolo descrito en el presente
documento.

ReRo 1.3.4./000/220905/a, un sujeto de 29 afios con fractura y dislocacion de C6-C7 fue declarado intratable en
diferentes consultas médicas. El sujeto no tenia sensacion desde el area intermamaria hacia abajo y no podia
sentarse solo. no tenia control de la vejiga ni el intestino, no podia mover los brazos y los dedos y no tenia fuerza ni
tono en las piernas. El sujeto habia desarrollado Ulceras de decubito bilaterales no curativas durante un periodo de
tres afios. La administracion de células hES y sus derivados de acuerdo con las practicas desveladas en el presente
documento se inici6 en estas condiciones como sigue.

Una composicion farmacéutica que contenia aproximadamente entre 750.000 y aproximadamente 80 millones de
células hES y sus derivados, incluidos los progenitores de células madre hematopoyéticas y los progenitores de
células madre neuronales, se diluyd en solucion salina estéril normal hasta un volumen final de 0,25 a 1,0 ml, se
cariotipd, se probo6 para determinar la existencia de contaminacion, la viabilidad y el recuento usando protocolos
estandar y, después, se administraron mediante inyeccion subcutanea en el antebrazo. Se observo al sujeto para
detectar shock anafilactico, dolor o la inflamacion en el sitio de la inyeccion, picor generalizado, rubor o fiebre
después de cinco minutos, diez minutos, quince minutos, treinta minutos, una hora y veinticuatro horas.

El tratamiento del sujeto se realizé mediante administracion de una inyeccion de sensibilizacion subcutanea de una
composicion farmacéutica que contiene de 750.000 a 80 millones de células hES y sus derivados, en el que dichas
células comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas y progenitores de células madre neuronales,
resuspendidas en un volumen de 0,25 ml a 1,0 ml de solucién salina normal estéril. Se administré una inyeccion de
sensibilizacion adicional que transportaba el mismo numero de células madre hematopoyéticas y células madre
neuronales resuspendidas en 0,25 ml a 1,0 ml de solucién salina normal estéril mediante inyeccion intramuscular. Se
administré una inyeccion de sensibilizacion final de 750.000 a 80 millones de células madre neuronales progenitoras
resuspendidas en un volumen de 0,25 ml a 1,0 ml de solucién salina normal estéril mediante inyeccion intravenosa.

El tratamiento directo de la LME de acuerdo con la practica desveladas en el presente documento se realizé
mediante resuspension de una composicion farmacéutica que comprende 750.000 a 80 millones de células hES y
sus derivados, en el que dichas células comprenden progenitores de células madre neuronales, resuspendidas en
un volumen de 2 ml de solucién salina normal estéril y diluidas adicionalmente a 15 ml a 40 ml de solucién salina
normal estéril y administradas mediante inyeccion epidural en el sitio, por debajo del sitio y por encima del sitio de la
lesion siete dias después de la primera inyeccidon de sensibilizacion. El tratamiento mediante administracion de
inyeccion epidural se repiti6 después de un mes y medio de sensibilizacion, cuatro meses después de la
sensibilizacion y seis meses después de la sensibilizacion.

Ademas de la administracion epidural, se traté6 al sujeto mediante inyeccion intratecal de una composicion
farmacéutica que comprende de 750.000 a 11 millones de células hES y sus derivados, en el que dichas células
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comprenden progenitores de células madre hematopoyéticas y progenitores de células madre neuronales
resuspendidos en 2 ml de solucidn salina normal estéril dos y cinco meses después del inicio del tratamiento.

Ademas, se traté al sujeto mediante con una inyeccion epidural de una composicion farmacéutica que comprende de
750.000 a 80 millones de células hES y sus derivados, en el que dichas células comprenden progenitores de células
madre neuronales, resuspendidos en 2 ml de solucién salina normal estéril y diluidos ademas hasta un volumen final
de 4 ml dos veces al dia durante tres dias consecutivos.
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El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 29.

TABLA 29

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
8/24 dosis de prueba no neuronal
8/25 imx3 hES
8/27 imx2 neuronal
8/28 pulverizacién para las neuronal

Ulceras de decubito

8/29 imx4 neuronal
9/6 imx2 neuronal
9/8 epidural neuronal
9/9 iv neuronal
9/10 im no neuronal
9/14 im mezcla neuronal y no neuronal
10/4 im no neuronal

intratecal
10/7 im no neuronal
espinal profundo

10/15 im neuronal

10/21 im no neuronal

10/26 iv neuronal
11/7 im no neuronal
31 im neuronal

espinal profundo x 3
3/2 imx 2 neuronal
3/3 imx2 neuronal
3/5 im neuronal
3/6 imx2 neuronal
3/7 imx2 neuronal
3/8 im neuronal
epidural x 2

3/9 catéter epidural neuronal
3/10 catéter epidural neuronal
3/11 catéter epidural neuronal
3/12 espinal profundo neuronal
3/13 espinal profundo neuronal
3/14 im neuronal
3/15 im neuronal
3/16 im neuronal
317 im neuronal
3/18 im neuronal
3/19 im neuronal
3/20 im neuronal
3/21 im neuronal
3/22 im neuronal
3/23 im neuronal
3/24 im neuronal
3/25 im neuronal
3/26 im neuronal
3/27 im neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
3/28 im neuronal
3/29 im neuronal
3/30 im neuronal
3/31 im neuronal

5/1 im neuronal
5/2 im neuronal
5/3 catéter epidural neuronal
5/4 catéter epidural neuronal
5/5 catéter epidural neuronal
5/6 im neuronal
5/8 im no neuronal
5/12 im neuronal

El bienestar neurologico del sujeto se evalué a intervalos regulares después del inicio del tratamiento y se observo
una mejora notable del estado mental y la higiene general del sujeto después de dos semanas, como se muestra en

la TABLA 30.
5
TABLA 30

F?erlodo de Estado mental Higiene C(.)m porta | Nervios
tiempo miento craneales
0 dias Deprimido Mala Cortés Normal
3 dias Deprimido Mala Cortés Normal
15 dias Esperanzado Promedio | Cortés Normal
2 meses Feliz Promedio | Cortés Normal
3 meses Esperanzado Promedio | Cortés Normal
10 meses Muy feliz y con ganas de vivir Promedio | Cortés Normal

Los signos y sintomas tipicos del dafo al sistema nervioso autbnomo como resultado de una fractura en C6-C7 se
evaluaron durante el curso del tratamiento. Una mejora marcada y progresiva en todos los parametros probados,

10 incluyendo la capacidad de sentir una presion profunda, sentido del tacto, sensacion, equilibrio, capacidad de sentir
dolor, capacidad de detectar cambios de temperatura, movimientos involuntarios, presencia de sudores frios, mareo,
presién sanguinea, dificultad para respirar, postura anormal mientras esta acostado y la capacidad de sentarse sin
ayuda, se observaron como se muestra en la TABLA 31.

15 TABLA 31
Periodo de | Presion Tacto Sensaciéon | Equilibrio | Dolor Temp.
tiempo profunda
0 dias Intermamar | Borde Borde No Borde Borde
io inferior de | inferior de |sentado superior de | superior de
la clavicula |la clavicula la clavicula |la clavicula
3 dias Ombligo Brazo Brazo No Intermamari | Intermamari
Intermamar | Intermamar | sentado o] o]
io io
antebrazo
15 dias Debajo del | Xifosternén | Xifosternon | Sentado | Xifosternén | Xifosternon
ombligo y brazo y brazo y brazo
interno interno interno
2 meses Espina Espina Xifosternén | Sentado | Espina Espina
isquial isquial y brazo muy bien | isquial isquial
interno
3 meses Borde Espina Xifosternén | Sentado | Espina Espina
superior del | isquial y brazo isquial isquial
muslo interno
10 meses |U Perineal Ombligo Bien Perineal Perineal
sentado
05,06 Perineal Hasta la Ombligo Bien Perineal Perineal
mitad de sentado
los muslos
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TABLA 31 (cont.)

Periodo de | Sudores Mareo BP Respiracion Postura
tiempo frios anormal
mientras esta
acostado
0 dias ++++ ++++ Fluctuante Respiracion Incapaz de
diafragmatica sentarse
3 dias +++ +++ Fluctuante Respiracion Incapaz de
diafragmatica sentarse
15 dias ++ + Estable normal Sentado
estable
2 meses Ninguno + al sentarse | Estable normal Sentado muy
bien
3 meses Ninguno + al sentarse | Estable normal Sentado muy
bien
10 meses | Ninguno +en Estable normal De pie con
bipedestacio ortesis y
n andador
05,06 Ninguno Ninguno Estable normal De pie con
ortesis y
andador y da
un paso
adelante

La disfunciéon de la vejiga y el intestino se asocia habitualmente con dafio neurolégico como resultado de LME. Este
dafo da como resultado un control deteriorado de la vejiga, el flujo vesical y la sensacién de plenitud en la vejiga, el
control intestinal, el tiempo para la evacuacion del intestino y la sensacion en el intestino. Durante el curso del
tratamiento, se observaron mejoras marcadas y progresivas en todos los parametros probados como resultado del
tratamiento como se muestra en la TABLA 32.

TABLA 32
Periodo | Movimientos | Controlde | Corriente de | Sensacion Control Tiempo de Sensacion
de involuntarios | la vejiga vejiga (vejiga) intestinal evacuacion | (intestino)
tiempo
0 dias Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno 3 horas Ninguno
3 dias Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno 3 horas Ninguno
15dias | Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno 2,5 horas Ninguno
2 meses | Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno 2 horas +
3 meses | Ninguno Ninguno Ninguno Iniciado + 0,5 horas ++

Cambios en la funcién motora de la parte superior del cuerpo, como evidencia de regeneracion neural en el sitio de
la lesion C6-C7 se evaluaron durante el curso del tratamiento. Se observaron mejoras marcadas y progresivas en el
movimiento del hombro, el movimiento de la mufieca y los dedos, la fuerza en los dedos, los reflejos tendinosos, la
fuerza del movimiento de las extremidades, atrofia muscular y agarre de la mano como se muestra en la TABLA 33.
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Los cambios en la funcion motora de la parte inferior del cuerpo, como evidencia de regeneracion neural en el sitio
de la lesion C6-C7 se evaluaron durante el curso del tratamiento, incluyendo el movimiento de cadera, el movimiento
de la rodilla, el movimiento del dedo del pie, los reflejos tendinosos, la fuerza de la extremidad, atrofia muscular y
respuesta plantar. Aunque no hubo mejora en ninguno de los parametros probados durante el curso del estudio,
después de tres meses de tratamiento, el sujeto pudo ponerse de pie con la ayuda de un andador como se muestra
en la TABLA 34.

TABLA 34

Periodo de | Cadera Rodilla Dedo Reflejo Energia Atrofia Plantar
tiempo del

L R |L R pie L R (L R (L R L R

L R

0 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4+ 4+ equivoco
3 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4+ 4+ equivoco
15 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4+ 4+ equivoco
2 meses 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4+ 4+ equivoco
3 meses SE PUSO DE PUE CON EL ANDADOR DURANTE 10 MINUTOS equivoco

ESTUDIO DE CASO 2

ReRo 1.3.4./001/051004/a001, un sujeto de veintidds afios sufrié una paraplejia postraumatica LME como resultado
de una fractura EN D6-D7 después de una caida desde el tejado de un segundo piso. El sujeto entré6 en coma
durante dos dias después de la caida y recupero la consciencia, pero desarrollé una paralisis bilateral con pérdida
sensorial y motora total de la mitad inferior del cuerpo desde la region intermamaria hasta los pies, y no pudo
levantar sus pies o piernas y no pudo sentarse sin ayuda o ponerse de pie. El sujeto estaba permanentemente en
cama, habia perdido el control de la vejiga y el intestino y dependia totalmente de la ayuda de su familia, aunque sus
extremidades superiores no se vieron afectadas.

La administracion de una composicion farmacéutica que comprende células hES y sus derivados de acuerdo con la
practica desvelada en el presente documento se inicié después de cinco meses de la lesién. En un plazo de cinco
meses, el sujeto recupero el control de la vejiga y el intestino, y la capacidad de sentarse sin ayuda, y deslizarse
hacia arriba y hacia abajo levantando la cadera. La percepcion sensorial se restaurd al nivel perineal. El sujeto
puede levantarse en un andador sin ayuda y puede ponerse de pié con facilidad en el andador sin la necesidad de
soporte para las rodillas. El tratamiento dio como resultado la capacidad del sujeto para caminar usando el andador
con el apoyo de una rodillera y regresar al trabajo, es decir, ha recuperado un estilo de vida normal.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 35.

TABLA 35
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
10/5 dosis de prueba neuronal
8117 imx 3 neuronal
8/18 im neuronal
8/19 im neuronal
9/5 im no neuronal
9/6 im x 2 neuronal
9/7 im neuronal
9/8 im neuronal
9/10 im no neuronal
9/13 im mezcla neuronal y no neuronal
9/14 im mezcla neuronal y no neuronal
9/15 im no neuronal
11/6 catéter epidural neuronal
11/7 catéter epidural x 3 neuronal
11/8 catéter epidural x 3 neuronal
11/9 catéter epidural x 3 neuronal
11/10 catéter epidural x 3 neuronal
11/11 iv neuronal
1112 im neuronal
11/13 iv neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
11/14 iv neuronal
11/15 iv neuronal
11/16 im no neuronal
11/18 im no neuronal
112 im neuronal
2/14 im no neuronal
2/15 im neuronal
2/16 im no neuronal
2/17 im no neuronal
2/18 im neuronal
3/26 im neuronal
3/27 catéter epidural x 3 neuronal
3/28 catéter epidural x 4 neuronal
3/29 catéter epidural x 2 neuronal
3/30 catéter epidural x 2 neuronal
3/31 iv neuronal
5/21 im neuronal
5/24 intratecal neuronal
5/26 im neuronal
714 im neuronal
7/15 im neuronal
7/16 im neuronal
717 im neuronal
7/18 intratecal neuronal
7/19 im neuronal
7121 im neuronal
7122 im neuronal
7124 caudal neuronal

ESTUDIO DE CASO 3

ReRo 1.3.4./002/040205/a, un sujeto de cuarenta afos sufria de LME cuadripléjica como resultado de una lesion en
C5-C6 vy rigidez y dolor en el cuello. El sujeto se sometié a cirugia después de seis meses y estaba tetrapléjico
desde entonces. El sujeto sufria una sensacion de abatimiento y mareo si se le hacia sentarse con apoyo, y tenia
sensaciones desde el borde superior de la escapula hacia arriba, con pérdida total de potencia en las cuatro
extremidades y pérdida de la funcion intestinal y vesical inmediatamente después de la cirugia.

La administracion de una composicion farmacéutica que comprende células hES y sus derivados de acuerdo con la
practica desvelada en el presente documento se inici6 nueve meses después de la cirugia. Como resultado del
tratamiento con células hES, el sujeto puede sentarse comodamente sin necesidad de apoyo y puede moverse y
doblarse hacia un lado mientras esta sentado en una silla con las piernas colgando comodamente. El sujeto
recupero una notable mejora en su control de la parte superior del cuerpo. El sujeto recibié una mejora sustancial en
su bienestar psicoldgico general a través de una mayor movilidad e independencia y actividades. Es capaz de estar
de pie con apoyo con fuerza en las extremidades inferiores, el control del movimiento del dedo del pie y sin caida de
la mufieca. El tratamiento es continuo de acuerdo con las mejoras de la afeccion del sujeto.

ESTUDIO DE CASO 4

ReRo 1.3.4./003/260902/8, un sujeto de treinta y siete afios que sufrié una lesién en la columna con dafo cerebral
hace diecisiete afios después de un accidente de trafico y quedo confinado a una silla de ruedas. El sujeto también
sufrid con hemiplejia del lado derecho, incapacidad para hablar, paralisis facial, una pérdida total de memoria y
ningun control de la vejiga.

Al sujeto se le administré una composicion farmacéutica que comprende células hES y sus derivados de acuerdo
con la practica desvelada en el presente documento durante un afio y dos meses, lo que dio como resultado la
capacidad de caminar con la ayuda de un andador, hablando unas pocas palabras, cuello enderezado, eliminacion
de la paralisis facial y mejora de la memoria.
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ESTUDIO DE CASO 5

ReRo 1.3.4./004/030505/a, un sujeto de cincuenta y seis afios que sufrié una fractura postraumatica en C5-C8 con
retrovulsion de las vértebras fracturadas causando contusion del cordén y hemorragia epidural anterior asociada y
estaba parapléjico. El sujeto no pudo mover ambas extremidades inferiores y sufrié un dolor agudo en la espalda.

La administracion de una composicion farmacéutica que comprende células hES y sus derivados de acuerdo con la
practica desvelada en el presente documento se llevé a cabo durante un periodo de un afio que dio como resultado
la recuperacion de cierta fuerza en ambas piernas, percepcion sensorial, tal como la vibracion en las piernas y la
capacidad de ponerse de pie con la ayuda de un andador sin dolor de espalda. El sujeto puede caminar con la ayuda
de un andador, recupero el control y la sensacion de la vejiga, y supero episodios de sudores frios y vértigo.
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El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 36.

TABLA 36

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
5/25 dosis de prueba no neuronal
5/27 im mixto - neuronal> hematopoyético
6/3 im mixto - neuronal> hematopoyético
6/6 im mixto - neuronal> hematopoyético
6/20 im mixto - neuronal> hematopoyético
6/22 im mixto - neuronal> hematopoyético
6/24 im mixto - neuronal> hematopoyético
6/27 im mixto - neuronal> hematopoyético
6/29 iv mixto - neuronal> hematopoyético
6/30 im mixto - neuronal> hematopoyético
iv
7 iv mixto - neuronal> hematopoyético
7/4 im mixto - neuronal> hematopoyético
715 iv mixto - neuronal> hematopoyético
716 im mixto - neuronal> hematopoyético
717 iv mixto - neuronal> hematopoyético
7/11 im no neuronal
7/12 im hES
7/18 iv neuronal
7/19 im neuronal
7/20 im neuronal
7/21 im x 2 neuronal
7/25 im x 2 neuronal
7/26 im neuronal
7127 im x 2 neuronal
7/28 im neuronal
7/29 im x 2 neuronal
7/30 im x 2 neuronal
8/1 im x 2 neuronal
8/2 im x 2 neuronal
8/16 im x 2 neuronal
8/17 im neuronal
8/25 im x 2 hES
8/30 im x 2 neuronal
9/1 im x 2 neuronal
9/2 im x 2 neuronal
9/6 intratecal mixto - neuronal> hematopoyético
97 im neuronal
9/13 im mezcla neuronal y no neuronal
9/14 im mezcla neuronal y no neuronal
9/15 im mezcla neuronal y no neuronal
9/19 im x 2 neuronal
mezcla neuronal y no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
10/4 im neuronal
10/5 im neuronal

intratecal

10/11 espinal profundo neuronal

10/13 epidural neuronal

10/17 lado de la columna neuronal

vertebral
11/5 intratecal neuronal
11/7 im no neuronal
11/8 im no neuronal
11/9 espinal profundo neuronal
11/17 imx2 no neuronal
paciente hospitalizado hasta enero
112 im no neuronal
1/25 im neuronal
2/8 im neuronal
3/2 imx 3 neuronal (2) no neuronal
3/8 im no neuronal
3/9 im no neuronal
3/10 im no neuronal
3/13 catéter epidural x 4 neuronal
3/14 catéter epidural x 4 neuronal
3/15 catéter epidural x 4 neuronal
3/16 catéter epidural x 2 neuronal
3/20 im neuronal
3/22 im neuronal
3/28 im no neuronal
3/29 im no neuronal
4/3 im no neuronal
4/4 im no neuronal
4/7 imx2 neuronal
4/14 im neuronal
4-20 catéter epidural x 5 neuronal
4/21 catéter epidural x 3 neuronal
4/24 im neuronal
5/19 imx2 neuronal
no neuronal
5/25 caudal neuronal
6/5 infusion iv x 2 neuronal
6/6 infusion iv x 2 neuronal
6/9 intratecal neuronal
6/10 infusion iv no neuronal
6/11 infusion iv no neuronal
6/12 iv no neuronal
6/13 im no neuronal
6/21 im neuronal
7/4 im neuronal
7/10 intratecal neuronal
7111 infusion iv x 2 neuronal
712 infusion iv x 2 neuronal
7/13 caudal neuronal
714 iv no neuronal

ESTUDIO DE CASO 6

ReRo 1.3.4./005/130705/B, un sujeto de veinticinco afios que fue diagnosticado con trastorno de la columna de Potts
5 en el nivel D6 con paraplejia de miembros inferiores, se sometié a cirugia tres veces con una descompresion anterior
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de la médula espinal. El sujeto estaba en silla de ruedas, no se podia sentar sin ayuda, con paralisis flacida de las
piernas, no tenia control intestinal y evacuaba mientras estaba acostado y no tenia sensacion de vejiga.

Al sujeto se le administré una composicion farmacéutica que comprende células hES y sus derivados de acuerdo
con la practica desvelada en el presente documento, once afios y seis meses después de la lesion. El protocolo de
tratamiento seguido durante el primer afio dio como resultado el fortalecimiento de la espalda, la capacidad de
sentarse sin ayuda y la sensacion de pesadez en las piernas. El sujeto también recuperd el dolor de espalda durante
la menstruacion y el dolor menstrual. Se observaron sensaciones en los muslos, piernas y recuperacion de la
sensacion y el control de la vejiga. El sujeto puede caminar con la ayuda de un andado con buena restauracion del
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movimiento en ambas piernas. El tratamiento esta en curso.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 37.

TABLA 37
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
7/13 dosis de prueba no neuronal
7127 im neuronal
7/28 im no neuronal
7/29 im neuronal
8/3 imx2 neuronal
8/4 imx2 no neuronal
8/5 im neuronal
8/9 im neuronal
8/12 imx2 neuronal
8/16 im neuronal
8/23 imx2 hES
neuronal
8/30 imx2 neuronal
9/1 imx4 neuronal
9/2 imx2 neuronal
9/8 iv neuronal
9/12 im neuronal
9/14 im mezcla neuronal y no neuronal
9/22 iv neuronal
9/27 im mezcla neuronal y no neuronal
9/29 im mezcla neuronal y no neuronal
9/30 im neuronal
10/4 im mezcla neuronal y no neuronal
10/6 Epidural x 2 viales neuronal
10/10 im neuronal
10/19 im no neuronal
10/21 im neuronal
10/24 epidural neuronal
11/7 epidural neuronal
11/14 iv neuronal
11/15 im no neuronal
11/18 im no neuronal
12/1 intratecal mezcla neuronal y no neuronal
12/7 espinal profundo no neuronal
12/23 im neuronal
12/26 im no neuronal
1/5 im neuronal
1/11 im neuronal
117 im neuronal
1/24 iv neuronal
1/26 im neuronal
2/1 im neuronal
2/3 im neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
2/9 im no neuronal
2/15 im no neuronal
2/22 im neuronal
31 im no neuronal
3/9 im no neuronal
3/21 im neuronal
3/28 im neuronal
4/13 catéter epidural neuronal
4/26 im neuronal
5/2 im no neuronal
5/4 catéter epidural neuronal
5/5 catéter epidural neuronal
5/6 catéter epidural neuronal
5/7 im neuronal
5/21 im neuronal
6/5 im neuronal
6/12 im neuronal
6/26 ivx2 no neuronal
7/8 im neuronal

ESTUDIO DE CASO 7

ReRo 1.3.4./006/220805/a, un sujeto de treinta afios que padecia una lesion medular parapléjica en C6-C7 no podia
mover las extremidades inferiores y no tenia control intestinal ni sensacion intestinal. El sujeto tenia una sensacion
de presion fina y profunda solo desde la region intermamaria hacia arriba. Asi, el sujeto tuvo dificultad para sentarse.
Las manos del sujeto tenian muy poca fuerza, con movimientos muy débiles de los dedos y el sujeto tenia dificultad

para respirar.

El sujeto se tratd de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento mediante la administracion de una
composicion farmacéutica que comprende células hES y sus derivados aproximadamente tres meses después de la
lesion. El sujeto recuperd la capacidad de sentarse sin ayuda, no sufre vértigo, puede sentir presion en la ingle, tiene
sensacion en el lado medial del codo y siente dolor en las piernas si el paciente intentaba moverse. El sujeto respira
facilmente, tiene sensacion en la vejiga y el intestino, tiene sensacion en las piernas y ahora puede estar de pie unos
minutos con apoyo. El sujeto también tiene mayor fuerza y movimiento en los dedos. El tratamiento esta en curso.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 38.

TABLA 38
Fecha | Via de administracion | Tipos celulares
2/22 dosis de prueba no neuronal
2/23 im neuronal
2/24 im neuronal
2/27 im no neuronal
2/28 im no neuronal
3/2 im neuronal
3/3 im neuronal
3/8 catéter epidural neuronal
3/9 catéter epidural x 2 neuronal
3/10 catéter epidural x 2 neuronal
3/11 iv neuronal
3/20 im neuronal
3/22 im neuronal
3/23 imx2 neuronal
3/24 im no neuronal
3/27 im no neuronal
4/5 intratecal neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion | Tipos celulares
4/12 im neuronal
51 im neuronal
catéter epidural x 4
5/2 im neuronal
catéter epidural
5/10 catéter epidural x 4 neuronal
5/11 catéter epidural x 4 neuronal
5/12 catéter epidural x 4 neuronal

ESTUDIO DE CASO 8

ReRo 1.3.4./007/221005/B, un sujeto de veintiséis afos, parapléjico como resultado de LME en D6, no podia mover
ambas extremidades inferiores, aunque era capaz de sentarse sin apoyo. El sujeto no tenia control de la vejiga o el
intestino y solo tenia sensacion desde el area intermamaria hacia arriba.

Al sujeto se le administré una composicion farmacéutica que comprende células hES y sus derivados de acuerdo
con la practica desvelada en el presente documento aproximadamente diez meses después de la lesion. El sujeto
recupero6 la sensacion en el lado lateral del cuerpo y hasta la region no biliar bilateralmente desde el area axilar
hasta el hueso de la cadera. El sujeto puede caminar con la ayuda de un andador y una férula con potencia motriz
en las piernas.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 39.

TABLA 39

Fecha | Via de administracion Tipos celulares

9/26 dosis de prueba im neuronal

9/27 im mezcla neuronal y no neuronal
9/28 im mezcla neuronal y no neuronal
9/29 im neuronal

9/30 im mezcla neuronal y no neuronal
10/1 im mezcla neuronal y no neuronal
10/3 im mezcla neuronal y no neuronal
10/4 im no neuronal

intratecal

10/5 m neuronal

10/6 epidural neuronal

10/8 m no neuronal

10/10 im neuronal

1012 im neuronal

espinal profundo

10/15 iv neuronal

10/19 im no neuronal

10/24 im mezcla neuronal y no neuronal
10/25 epidural neuronal

12/8 espinal profundo no neuronal

12/10 intratecal no neuronal

12/11 im no neuronal

12/12 espinal profundo no neuronal

12/13 im neuronal

12/14 epidural neuronal

12/15 im neuronal

2/13 im neuronal

2/15 epidural neuronal

2/16 iv neuronal

2/17 im neuronal

5/24 im neuronal

iv
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
5/25 im no neuronal
iv neuronal

5/26 im neuronal

ivx2 no neuronal, neuronal
5/27 imx2 no neuronal

ivx2 neuronal
5/28 im neuronal, no neuronal
5/29 im neuronal, no neuronal
5/30 infusién epidural neuronal
5/31 im neuronal

ESTUDIO DE CASO 9

ReRo 1.3.4./008/151005/8, un sujeto de veintisiete afios sufria de tetraplejia traumatica y tenia gran dificultad para
hablar y respirar, con cuello rigido. Las piernas del sujeto estaban paralizadas y el sujeto no tenia movimiento de los
dedos ni sensacion en el resto del cuerpo.

El tratamiento mediante la administracion de una composicién farmacéutica que comprende células hES y sus
derivados de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento se inicidé aproximadamente dos afios
después de la lesion. El sujeto experimentd una mejora en el movimiento del cuello, facilidad en el habla y mejora en
el control del tono de voz. El sujeto encontré que la respiracién era menos engorrosa y recupero la funciéon motora
con un poco de movimiento de los dedos. Las piernas se volvieron menos espasticas y el sujeto pudo sentarse sin
ayuda. Los movimientos de los dedos también se reanudaron y el sujeto puede mover los hombros.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 40.

TABLA 40
Fecha | Via de administraciéon Tipos celulares
5/26 dosis de prueba no neuronal
5127 im neuronal
5/28 im neuronal
5/29 im neuronal
5/30 im neuronal
5/31 im neuronal
6/1 im neuronal
6/8 imx 2 neuronal
no neuronal
6/9 im neuronal
6/10 imx 2 neuronal
no neuronal
6/11 imx 2 neuronal
no neuronal
6/12 imx 2 neuronal
no neuronal
6/13 imx 2 neuronal
no neuronal
6/14 intratecal neuronal
6/15 imx 2 neuronal
no neuronal
6/16 imx 2 neuronal
no neuronal
6/17 imx 2 neuronal
no neuronal
6/18 im no neuronal
6/19 imx 2 neuronal
no neuronal
6/20 imx 2 neuronal
6/21 imx 2 neuronal
no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
6/22 imx2 neuronal
6/23 ivx2 no neuronal
6/24 ivx2 no neuronal
6/25 ivx2 no neuronal
6/26 catéter epidural x 2 neuronal
6/27 catéter epidural x 2 neuronal
6/28 catéter epidural x 3 neuronal
7121 im neuronal

iv no neuronal
7122 imx 2 neuronal no neuronal
7/23 imx2 neuronal
8/22 intratecal neuronal

ESTUDIO DE CASO 10

ReRo 1.3.4./009/300106/a, un sujeto de veinticinco afios tuvo un accidente de trafico y perdié la capacidad de
sentarse sin ayuda, la columna vertebral era propensa a doblarse, el sujeto perdio el control de la vejiga y el intestino
y el sujeto sufridé una pérdida total de fuerza en las piernas.

Se tratd al sujeto mediante la administracion de una composicion farmacéutica que comprende células hES y sus
derivados de acuerdo con la practica desvelada en el presente documento aproximadamente dos afios después de
la lesion. El sujeto mostré una mejora rapida y pudo sentarse sin apoyo. El sujeto no sufre vértigo, tiene movimiento
en ambos pies, recupero la sensacion en las puntas de los dedos y puede experimentar un escalofrio que fluye a
través de la columna vertebral.

ESTUDIO DE CASO 11

ReRo 1.3.4./010/020206/B, un sujeto de veintiséis afios con LME en D12-L1 como resultado de un accidente de
trafico no podia ponerse de pie con las rodillas contraidas. El sujeto podia sentarse sin apoyo y tenia sensaciones
normales en las extremidades. El sujeto no tenia control de la vejiga o el intestino y tenia una mayor espasticidad.

Se tratd al sujeto aproximadamente doce afios después de la lesidon mediante la administracion de una composicion
farmacéutica que comprende células hES y sus derivados de acuerdo con la practica desvelada en el presente
documento. El sujeto experimentd una notable recuperacion en la funcién motora de la pierna con disminucién de la
espasticidad, exhibié una pierna derecha completamente extensible y un retorno de fuerza a la pierna izquierda. El
sujeto recuperd la capacidad de ponerse de pie y caminar con la ayuda de ortesis y un andador. Las sensaciones de
vejiga e intestino también volvieron en el sujeto.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 41.

TABLA 41
Fecha | Via de administracion Tipos celulares
3/27 dosis de prueba no neuronal
3/29 im no neuronal
iv neuronal
3/30 im neuronal
3/31 im neuronal
4/1 im neuronal
4/2 im no neuronal
4/3 im neuronal
4/4 im neuronal
4/5 caudal neuronal
4/7 epidural neuronal
4/8 im neuronal
4/10 im neuronal
4/13 im neuronal
4/14 im neuronal
4/14 im neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
4/16 im neuronal
4/18 iv no neuronal
4/22 im neuronal
4/23 im neuronal
4/24 catéter epidural neuronal
4/25 catéter epidural neuronal
4/26 iv neuronal
4/27 im neuronal
4/28 im neuronal
4/29 im neuronal
4/30 im neuronal

5/1 im neuronal
5/2 im no neuronal
5/3 im neuronal
5/4 im neuronal
5/5 im neuronal
5/7 im neuronal
5/8 im no neuronal
5/9 im no neuronal
5/10 im neuronal
5/11 caudal neuronal
5/12 im neuronal
5/13 im neuronal
5/14 im neuronal
5/16 im no neuronal
5/17 im neuronal
5/20 epidural neuronal
5/21 im neuronal
5/22 im neuronal
5/23 im neuronal
5/24 im neuronal

ESTUDIO DE CASO 12

El paciente era un hombre de 26 afos con paraplejia después de una lesion entre D6-D8. Sufrié un traumatico
accidente de carretera en septiembre de 2004. Estaba totalmente postrado en cama sin sentir nada debajo del
pecho, sin control de la vejiga o del intestino, y sin sensacion o potencia motora desde el pecho hacia abajo. Tenia
una ulcera de decubito profunda en la parte baja de la espalda en el que se podia ver su sacro.

El paciente comenzé con células hES el 27 de abril de 2006. Debido a la ulcera de decubito no pudo someterse a
ningun procedimiento de T/T y se le administraron dosis diarias de células por via intravenosa e intramuscular, y
finalmente se le aplicaron células hES directamente a su ulcera de decubito. También le administraron infusiones
intravenosas.

El undécimo dia de tratamiento, pudo ponerse de pie con ortesis completas (cintura hasta el tobillo) y un andador y
dio 2 pasos. A medida que el tiempo continud, su potencia muscular aumento y después de 4 meses pudo dar hasta
100 pasos y aguantar hasta 20 minutos. Puede sentir las piernas y moverlas también. También puede sentir la vejiga
y el intestino lleno y puede caminar ahora con solo una rodillera y el andador para apoyo. La uUlcera de decubito se
ha curado y ha reanudado sus estudios.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 42.

TABLA 42
Fecha | Via de administracion
4/28 im

Tipos celulares

neuronal (dosis de
prueba)

iv
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
4/29 iv neuronal
im no neuronal
4/30 iv neuronal
im no neuronal
5/1 iv neuronal
im no neuronal
5/2 iv neuronal
im no neuronal
5/3 infusion iv neuronal
im no neuronal
5/4 infusion iv neuronal
im no neuronal
5/5 iv neuronal
im no neuronal
5/6 iv neuronal
im no neuronal
5/8 infusion iv neuronal
im
5/9 infusion iv neuronal
im no neuronal
5/10 infusion iv neuronal
im no neuronal
5/11 iv neuronal
im
5/12 iv neuronal
im no neuronal
5/13 iv neuronal
im
5/14 iv neuronal
im no neuronal
5/15 infusion iv no neuronal
im
5/16 infusion iv no neuronal
im
5/17 iv neuronal
im no neuronal
5/18 iv neuronal
im no neuronal
5/19 iv neuronal
im no neuronal
5/20 iv neuronal
im no neuronal
5/21 iv neuronal
im no neuronal
5/22 infusion iv no neuronal
im
5/23 infusion iv no neuronal
im
5/24 iv neuronal
im no neuronal
5/25 iv neuronal
im no neuronal
5/26 iv neuronal
im no neuronal
5/27 iv neuronal
im no neuronal
5/28 iv neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
im no neuronal
5/29 infusion iv neuronal
im no neuronal
5/30 infusion iv neuronal
im no neuronal
5/31 iv neuronal
im no neuronal
6/1 iv neuronal
im no neuronal
6/2 iv neuronal
im no neuronal
6/3 iv neuronal
im no neuronal
6/4 iv neuronal
im no neuronal
6/5 infusion iv neuronal
im no neuronal
6/6 infusion iv neuronal
im no neuronal
6/7 iv neuronal
im no neuronal
6/8 im neuronal
iv no neuronal
6/9 im neuronal
iv no neuronal
6/10 im neuronal
iv no neuronal
6/11 im neuronal
iv no neuronal
6/12 infusion iv neuronal
6/13 infusion iv no neuronal
im
6/14 iv neuronal
im no neuronal
6/15 iv neuronal
im no neuronal
6/16 iv neuronal
im no neuronal
6/17 iv neuronal
im no neuronal
6/18 iv neuronal
im no neuronal
6/20 iv neuronal
infusion iv
im
6/21 iv neuronal no neuronal
6/22 iv no neuronal (2)
im
6/23 iv no neuronal (2)
6/24 iv no neuronal (2)
6/25 iv no neuronal (2)
6/26 iv no neuronal
infusion iv
6/27 iv no neuronal
infusion iv
im
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
6/28 iv neuronal
im
6/29 iv neuronal
im no neuronal x 2
6/30 iv neuronal
im no neuronal x 2
71 iv neuronal
im no neuronal x 2
712 iv neuronal
im no neuronal x 2
7/3 iv neuronal
infusion iv no neuronal x 2
im
714 iv neuronal
infusion iv no neuronal
im
7/5 iv neuronal x 2
im
7/6 iv neuronal x 2
im
717 iv neuronal
im
7/8 iv neuronal
im no neuronal x 2
7/9 iv neuronal
im no neuronal
7/11 iv neuronal no neuronal
infusion iv
im
7112 iv neuronal
infusion iv
7117 im neuronal no neuronal
aposito
7/18 infusioén iv apésito no neuronal
7/19 iv infusion im no neuronal
7120 iv neuronal no neuronal
im
aposito
7121 iv neuronal no neuronal
im
aposito
7122 iv neuronal no neuronal
im
aposito
7123 iv neuronal no neuronal
im
7124 iv neuronal no neuronal
im
7125 im neuronal no neuronal x
aposito 2
7126 m neuronal no neuronal x
aposito 2
7127 im neuronal no neuronal
7128 im no neuronal
aposito
7129 im neuronal no neuronal
aposito
7/30 im neuronal no neuronal
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(continuacion)

Fecha | Via de administracion Tipos celulares
7/31 im no neuronal
aposito
8/1 im no neuronal x 2
aposito
8/2 im no neuronal x 2
aposito
8/3 im no neuronal x 2
8/4 im no neuronal x 2
8/5 im no neuronal x 2
aposito
8/6 im no neuronal x 2
8/7 im no neuronal x 2
aposito
8/8 im no neuronal x 2
8/9 im no neuronal x 2
aposito
8/10 im no neuronal x 2
8/11 im no neuronal x 2
8/12 im no neuronal x 2
aposito
8/13 im no neuronal x 2
8/14 im no neuronal x 2
aposito
8/15 im no neuronal x 2
aposito
8/16 im no neuronal x 2
8/17 im no neuronal x 2
8/18 infusion iv neuronal x 3
im
8/19 im neuronal x 3
aposito
12/5 im no neuronal
12/6 infusion iv no neuronal
12/7 infusion iv no neuronal
im
aposito
12/8 epidural (intratecal) neuronal
12/9 im no neuronal x 2
aposito
12/10 im no neuronal x 2
aposito
12/11 im no neuronal x 2
aposito
1212 epidural (catéter) neuronal x 2
12/13 epidural (catéter) neuronal x 2
1214 epidural (catéter) neuronal x 2
12/15 infusion iv neuronal, no neuronal
im
12/16 infusion iv neuronal, no neuronal

ESTUDIO DE CASO 13

El paciente es un hombre de 22 afios que sufrié un accidente de equitacion en junio de 2006 y esta parapléjico en T-
12, L-1. No tenia fuerza debajo de la cintura, sin control intestinal o vesical, y sin sensacién por debajo de la cintura.

El paciente comenzé el tratamiento en septiembre de 2006 ingresado durante 6 semanas. Respondi6 a las células
HES y en una semana pudo ponerse de pie y caminar unos pasos con ortesis completas (de cintura hasta el tobillo)
y andador. Ha progresado y lleva una rodillera con la que puede ponerse de pie hasta 30 minutos con un andador.
Ahora tiene una sensacion completa y control del intestino y la vejiga. También tiene un buen equilibrio con baston y
también con muletas. Es capaz de subir y bajar las escaleras con la ortesis y las muletas.
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El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 43.

TABLA 43
Fecha Via de administracion Tipos celulares
10/4 im no neuronal (dosis de
prueba)
10/5 im no neuronal
10/6 im no neuronal
10/7 im no neuronal
10/8 im no neuronal
10/9 infusion iv neuronal
10/10 infusion iv neuronal
10/11 im no neuronal
10/12 im no neuronal
10/13 im no neuronal
10/14 im no neuronal
10/15 im no neuronal
10/16 caudal neuronal
10/17 im no neuronal
10/18 im no neuronal
10/19 infusion iv no neuronal
im
10/20 infusion iv no neuronal
im
10/21 im no neuronal
10/22 im no neuronal
10/23 lumbar neuronal
10/27 im no neuronal
10/25 im no neuronal
10/26 im no neuronal
10/27 im no neuronal
10/28 im no neuronal
10/29 im no neuronal
10/30 catéter epidural neuronal
10/31 catéter epidural neuronal
111 catéter epidural neuronal
11/2 im no neuronal
11/3 im no neuronal
11/4 im no neuronal
11/5 im no neuronal
11/6 im no neuronal
11/7 im no neuronal
11/8 im no neuronal
11/9 caudal neuronal
11/10 im no neuronal
11/11 im no neuronal
11/12 im no neuronal
11/13 iv infusion im mixta
no neuronal
11/14 im no neuronal
infusion iv
11/15 im no neuronal
12/31 iv mixta
1/10 im no neuronal
1/11 infusion iv mixta
112 infusion iv mixta
1/13 im no neuronal
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(continuacion)

Fecha Via de administracion Tipos celulares
114 im no neuronal
115 caudal neuronal
1/16 im no neuronal
117 im no neuronal
1/18 im no neuronal
119 lumbar neuronal
1/20 im no neuronal

mixta
1/21 im mixta
1/22 im mixta
1/23 catéter epidural neuronal
1/24 im neuronal
iv
1/25 im neuronal
1/26 infusion mixta
im neuronal
1/27 infusion mixta
im neuronal

ESTUDIO DE CASO 14

La paciente es una mujer de 26 afios con paraplejia traumatica en T-12, L-1 que sufrié un accidente de trafico en
septiembre de 2004. No tenia sensacion debajo del pecho y no tenia control intestinal o vesical. No habia potencia
motora en ninguna de las piernas y estaba en silla de ruedas.

La paciente comenzdé con células hES en marzo de 2006. Fue capaz de ponerse de pie y caminar unos pasos con
ortesis completas (de cintura hasta el tobillo) y andador después de 9 dias y continué progresando. Su estado actual
es que puede caminar continuamente con la ortesis y el andador y también se pone de pie usando la rodillera. Las
sensaciones de intestino y vejiga se han restaurado con control y sin el uso de cateterismo o supositorio. La

sensacion ha mejorado a nivel del tobillo.

El programa de inyecciones para este paciente se muestra en la Tabla 44.

TABLA 44
Fecha Via de administracion Tipos celulares
3127 im no neuronal (dosis de
prueba)
3/29 iv neuronal
im no neuronal
3/30 im neuronal
3/31 im neuronal
4/1 im neuronal
4/3 im neuronal
4/4 im neuronal
4/5 Epidural (caudal) neuronal x 2
4/7 epidural (intratecal) neuronal x 2
4/9 im neuronal
4/10 im neuronal
4/12 im neuronal
4/13 im neuronal
4/14 im neuronal
4/15 im neuronal
4/16 im neuronal
417 im neuronal
4/18 iv no neuronal
4/20 im neuronal
4/21 im neuronal
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(continuacion)

Fecha Via de administracion Tipos celulares
4/22 im neuronal
4/24 Epidural (catéter) neuronal x 4
4/25 Epidural (catéter) neuronal x 4
4/26 iv (catéter) neuronal x 4
4/27 im neuronal
4/28 im neuronal
4/29 im neuronal
4/30 im neuronal

5/1 im neuronal
5/2 im no neuronal
5/3 im neuronal
5/4 im neuronal
5/5 im neuronal
5/7 im neuronal
5/8 im no neuronal
5/10 im neuronal
5/11 EPI (caudal) neuronal
5/13 IM neuronal
5/14 IM neuronal
5/16 IM no neuronal
5/17 IM neuronal
5/18 EPI (catéter) neuronal x 2
5/19 EPI (catéter) neuronal x 2
5/20 EPI (catéter) neuronal x 2
5/21 im neuronal
5/22 im neuronal
5/23 im neuronal
5/24 im neuronal
5/25 im neuronal

10/25 im mixta no neuronal

10/26 im mixta no neuronal
infusion iv

10/27 im no neuronal
10/28 im no neuronal
10/29 im no neuronal
10/30 caudal neuronal
10/31 im no neuronal
111 im no neuronal x 2
11/2 im no neuronal x 2
11/3 lumbar neuronal
11/4 infusion neuronal
11/5 im no neuronal x 2
11/6 im no neuronal x 2
11/7 im no neuronal x 2
11/8 catéter epidural neuronal
11/9 catéter epidural neuronal
11/10 catéter epidural neuronal
11/11 im no neuronal x 2
11/12 im no neuronal

infusion mixta

11/13 caudal neuronal

infusion mixta

11/14 im neuronal

Solo por referencia: Metodologia de cultivo de células madre embrionarias humanas
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Las células hES utilizadas como material de partida para las lineas celulares desarrolladas segun la presente
invencion se derivan de un embrion de 2 a 7 dias de edad antes de su implantacién en el utero, por ejemplo, un
embrion de 2 a 4 dias de edad, por ejemplo, un embrion de 3 dias.

Para el aislamiento de embriones, los évulos se recolectan con el consentimiento de donantes humanos que se
someten a un ciclo regular de FIV. Los o6vulos son fertilizados por los espermatozoides y cultivados por
procedimientos convencionales para obtener los embriones. Los embriones adicionales se incuban durante periodos
variables para el desarrollo de la linea celular.

El embrién se suspende en una pequefia cantidad de medio esencial minimo (por ejemplo, RPMI, por ejemplo, RPMI
1640 con 2,2 g/l de bicarbonato de sodio) y las células hES se aislan del embriéon por medios mecanicos (por
ejemplo, agitacion). Se afiade medio adicional a las células aisladas junto con una progestina y un agonista de
BhCG. En una practica desvelada en el presente documento, se afiaden progesterona (16-64 yl de 250 mg/ml) y
BhCG (16-64 pl de 5000 ui/ml). Las células aisladas se cultivan durante 12-48 horas, por ejemplo, 24 horas, a una
temperatura de entre 34 y 38 °C, en un ambiente de 3,5-6 % de diéxido de carbono.

En una practica desvelada en el presente documento, las células hES se cultivan en condiciones anaerébicas o
sustancialmente anaerdbicas para expandir las células mientras se evita la diferenciacion. "Sustancialmente
anaerdbico" se define como menos de aproximadamente 10 % de O», por ejemplo, inferior al 8 %, 6 %, 4 %, 2 % o
1 % de O.. Se pueden crear condiciones de bajo oxigeno utilizando incubadoras de celdas de gases multiples (COa,
O2, N2) en las que el nivel de oxigeno puede establecerse entre 0 % y 20 % reemplazando el aire ambiente con gas
nitrégeno. Ejemplos de incubadoras de gases mdltiples incluyen la serie Fisher 11-730, la serie Napco 7000, la serie
Sanyo MCO, la Jouan IG750 y la Heraeus Heracell 150. En otra practica desvelada en el presente documento, las
células se cultivan en una incubadora de CO- y el nivel de oxigeno se controla mediante la forma y la posicion del
matraz en el que estan contenidas las células. Por ejemplo, cuando un matraz de cultivo celular se mantiene en
posicion vertical, gran parte del medio de cultivo en el matraz es sustancialmente anaerébico. Por el contrario,
cuando el matraz de cultivo celular se mantiene en posiciéon horizontal, EI medio de cultivo es sustancialmente
aerdbico. El nivel de oxigeno en el medio de cultivo puede variar entre sustancialmente anaerdbico vy
sustancialmente aerdbico alterando la forma y/o posicion del matraz de cultivo celular dentro de la incubadora o la
cantidad de medio en el matraz (por ejemplo, la cantidad de espacio en la cabeza).

Durante la etapa de expansion, los matraces pueden mantenerse en posicion vertical en lugar de horizontal. En una
practica desvelada en el presente documento, la incubacién se lleva a cabo en un recipiente de cultivo donde el
volumen esta casi completamente ocupado por el medio y el recipiente se mantiene en posicion vertical. Como
consecuencia, una proporcion sustancial de las células no se adhiere a las paredes del matraz de cultivo, y el medio
de cultivo es sustancialmente anaerobico.

Bajo tales condiciones de crecimiento, Los ciclos de duplicacién o replicacion celular estan en su punto maximo, y
los procesos de diferenciacion celular estan sustancialmente inhibidos. Los ciclos de replicacion celular durante la
expansion contindan durante 12-48 horas, por ejemplo, 24 horas.

Para el pasaje o el re-cultivo de las células hES, la suspension celular se centrifuga, el sedimento celular se
resuspende en una pequefa cantidad de medio de cultivo fresco que comprende progesterona y BhCG, las células
se dividieron en alicuotas y se afiadié medio fresco adicional sin progesterona y BhCG. En una practica desvelada
en el presente documento, la relacion de la alicuota de las células madre incubadas y el medico celular recién
preparado es de aproximadamente 1:3,5 a aproximadamente 1:35 volumen/volumen. Las células se vuelven a
incubar a 34-38 °C en una incubadora con camisa de agua suplementada con una atmédsfera de diéxido de carbono
al 3,5-6 % en condiciones sustancialmente anaerébicas durante de 12 a 48 horas, por ejemplo, 24 horas. En este
punto, las celdas pueden pasarse para una expansion continua o almacenarse para uso futuro.

Las células hES cultivadas en tales condiciones permanecen en una forma en gran medida indiferenciada segun lo
determinado por la actividad de fosfatasa alcalina y la ausencia de marcadores caracteristicos de la especializacion
o diferenciacion celular. Sin embargo, cabe sefialar que no se obtiene poblacién celular que esté completamente
diferenciada o completamente indiferenciada. La poblacién celular es una mezcla de lineas celulares diferenciadas e
indiferenciadas, con una proporcién que varia de aproximadamente 4:1 a aproximadamente 10:1 de células
indiferenciadas-diferenciadas.

Para el almacenamiento de las células hES expandidas, por ejemplo, en un congelador profundo o en nitrégeno
liquido, un agente de crioconservacion, incluyendo, pero sin limitacion, 0,2-2 % (p/v) de dimetil sulféxido (DMSO),
pueden anadirse al cultivo. El nivel de DMSO utilizado es menor que el utilizado habitualmente para la
criopreservacion (por ejemplo, Tubo de 2-84 ul/0,5 ml) para evitar inducir diferenciacion o dafio a las células. La
proporcion de la cantidad de agente de crioconservacion a la del medio de cultivo que contiene células madre puede
variar de aproximadamente 1:500 a aproximadamente 16:1000. Otros agentes de crioconservacion incluyen, sin
limitacién, glicerol, propanodiol, butanodiol, etanol, glucosa, D-glucosa, sacarosa, trehalosa, manitol, paparavina,
formamida, probuchol, curcumina, polivinilpirrolidona, polietilenglicol, sulfato de condroitina, glicosaminoglicano
dimetilsulféxido, glutamina y piruvato de sodio. La temperatura de congelacion de la suspension celular puede variar
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de aproximadamente -15 a aproximadamente -80 °C, por ejemplo, de aproximadamente -15 a aproximadamente -40
°C. A diferencia de otras técnicas para el almacenamiento de células madre embrionarias humanas y sus derivados,
no hay necesidad de congelacién instantanea o almacenamiento en "pajitas". Después del almacenamiento, Las
células pueden prepararse para la expansion continua o para la diferenciacion recogiendo las células por
centrifugacion y resuspendiendo el sedimento celular en medio recién preparado.

La diferenciacion parcial de las células hES expandidas (por ejemplo, después de la expansion de células hES
recién aisladas o el almacenamiento de células previamente expandidas) se lleva a cabo sedimentando la
suspension celular en una centrifuga (por ejemplo, entre 700-1400 rpm durante 5-12 minutos), eliminando y
desechando el sobrenadante, y resuspendiendo las células en una pequefia cantidad de medio fresco (por ejemplo,
RPMI) que contiene una progestina y un agonista de BhCG. Las células se dividieron en alicuotas y un medio de
cultivo adicional (por ejemplo, un medio esencial minimo, tal como RPMI o DMEM, por ejemplo, se afiade DMEM o
DMEM sin acido IX glutamico con 4,5 g/l de glucosa y 3.7 g/l de bicarbonato de sodio) sin progestina o BhCG. Las
células se cultivan en condiciones sustancialmente aerdbicas (por ejemplo, en un matraz en posicidon horizontal)
durante 12 a 48 horas, por ejemplo, 24 horas. "Sustancialmente aerdbico" se define como al menos
aproximadamente 15% de O, por ejemplo, al menos aproximadamente un 18 % o un 20 % de O-. En condiciones
sustancialmente aerdbicas, las células hES comenzaran a diferenciarse. La ruta de diferenciacion para las células
hES depende del medio de cultivo utilizado durante la etapa de diferenciacion. Para producir células progenitoras
neuronales, las células hES se cultivan en DMEM o su equivalente. Para producir células progenitoras que no sean
progenitores neuronales, las células hES se cultivan en RPMI o su equivalente. Después del ciclo de replicacion de
12-48 horas, las células se pueden recoger y resuspender en medio fresco para continuar la diferenciacion. En
general, la etapa de diferenciacion no deberia durar mas de 48-72 horas, ya que una diferenciacion adicional mas
alla de este tiempo produce células que no son adecuadas para el trasplante usando los procedimientos desvelados
en el presente documento.

Una vez que las células estan parcialmente diferenciadas, las células pueden almacenarse para uso futuro
agregando un crioconservador y almacenando las células a -15 °C a aproximadamente -80 °C como se ha descrito
anteriormente o preparando las células para su uso en los procedimientos descritos en el presente documento. Para
preparar las células para su uso, las células son alicuotadas, se afiade medio fresco (por ejemplo, DMEM o RPMI
segun corresponda) y las células se cultivan durante 12-48 horas, por ejemplo, 24 horas, en condiciones
sustancialmente anaerdbicas para evitar una mayor diferenciacion. Las células se dividieron después en alicuotas en
medio fresco para una expansion continua o se recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en una solucion
biocompatible (por ejemplo, solucién salina) en preparacion para el trasplante. En este punto, las células pueden
trasplantarse a pacientes o almacenarse a +4 °C a -80 °C para un trasplante futuro. El almacenamiento puede estar
en cualquier recipiente adecuado, incluidos, entre otros, tubos de ensayo, viales, jeringas, etc. que pueden facilitar el
transporte o el uso clinico. En una realizacion, las células resuspendidas en soluciéon biocompatible se almacenan en
una forma lista para usar (por ejemplo, en una jeringa precargada). Cuando sea necesario, alicuotas de células se
descongelan naturalmente sin la necesidad de bafos de agua o incubadoras.

En las condiciones de almacenamiento descritas en una solucién biocompatible, se observa una viabilidad celular >
40 % después de la remodelacion, incluso después de seis meses de almacenamiento, sin alteraciones genotipicas
detectables (inestabilidad genética) o fenotipicas tales como aneuploidia o heteroploidia.

En cada etapa de expansion, diferenciacion y almacenamiento, se analiza la viabilidad de una parte alicuota de las
células mediante exclusion con azul tripan y examen microscopico. Una parte alicuota del cultivo celular también se
analiza para detectar contaminacion microbioldgica. Una parte alicuota adicional de la suspension celular también se
coloca en un hemocitémetro y se examina microscopicamente para determinar la densidad celular. También se toma
una alicuota adicional para probar la actividad de fosfatasa alcalina como un marcador para el estado de
diferenciacion del cultivo celular.

Durante el almacenamiento, las células se pueden analizar una vez al mes para detectar su cariotipo, para probar la
inestabilidad genética que surge como resultado de la metodologia de cultivo.

Ejemplos de referencia
Ejemplo de referencia 1

Para el aislamiento de embriones, los 6vulos se recolectaron con el consentimiento de un donante humano que se
sometié a un ciclo regular de FIV, que produjo 8 foliculos. Los évulos fueron fertilizados por los espermatozoides y
cultivados por procedimientos convencionales para obtener los embriones. Tres de los embriones fueron
trasplantados al donante. Los embriones adicionales se incubaron durante periodos variables para el desarrollo de
una linea celular DE hES.

El embrién, intacto o en mal estado, se suspendié en medios de cultivo. Adicionalmente, se afiadieron 84 ul de

progesterona (250 mg/ml) y 84 pl de BhCG (5000 ui/ml). Los medios con las células embrionarias se analizaron para
detectar cualquier contaminacién y se descartoé cualquier embrién infectado. Las células de los embriones en esta
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forma se usaron para expansion y almacenamiento.

Después de un dia de incubacion, se introdujo 1 ml de los medios que contienen células embrionarias en un medio
de cultivo celular de 40 ml (DMEM o RPMI) en un recipiente de 50 ml junto con progesterona y BhCG. El medio de
cultivo junto con las células madre se incubd en posicion horizontal a temperatura ambiente en un ambiente que

contiene dioxido de carbono. La Tabla 45 muestra algunas de las condiciones experimentales seguidas para este
procedimiento.
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Después de 24 horas de incubacion, se observaron numeros iguales de células nucleadas (parcialmente
diferenciadas) y células blanco (no diferenciadas). Se tomaron alicuotas de aproximadamente 0,5 ml para su
almacenamiento en esta etapa. Después de 48 horas de incubacion, se observaron células de forma oblonga con
pocas hebras con medio DMEM. Sin embargo, cuando se usé medio RPMI, se observaron muchas células
nucleadas con formas variadas. Se encontré que el volumen del recipiente se llenaba hasta la marca de 37 mi
después de la incubacion de 48 horas. Se tomaron alicuotas de 0,5 ml para su almacenamiento en esta etapa.
Después de 72 horas de incubacion en DMEM, se observaron largas hebras de células entrecruzadas como el tejido
nervioso. La incubacién del medio RPMI produjo unas pocas células de pequefio tamafio y unas pocas células que
se acumulan alrededor de una célula central. Se tomaron alicuotas de 0,5 ml para su almacenamiento en esta etapa.

Se introdujo una parte alicuota de las células embrionarias cultivadas en medios que contenian cultivos en mas
medio celular (RPMI o DMEM) con otros componentes de prueba, en un recipiente estéril (Tarsons steriflask). Las
células madre se incubaron a temperatura ambiente en un entorno de diéxido de carbono en posiciéon horizontal
durante varios periodos de tiempo que van desde 18 horas hasta 5 dias. Después de 24 horas de incubacioén, de
nuevo se introdujeron alicuotas de aproximadamente 0,5 ml en mas medios de cultivo y se volvieron a incubar. Se
tomaron alicuotas para preparar composiciones listas para usar, asi como para el almacenamiento después de
diferentes etapas de incubacion. La Tabla 46 representa algunas condiciones experimentales, seguidas para la
expansion de células hES.

Ejemplo de referencia 2

El embrién, intacto o en mal estado, se suspendié en medios de cultivo. Adicionalmente, se afiadieron 84 ul de
progesterona y 84 pl de BhCG. Los medios con las células embrionarias se analizaron para detectar cualquier
contaminacion y se descartd cualquier embrion infectado. Las células de los embriones en esta forma se usaron
para expansion y almacenamiento.

Después de un dia de incubacion, Se introdujo 1 ml del medio que contenia células embrionarias en un medio de
cultivo celular de 46 ml (DMEM o RPMI) en un recipiente de 50 ml junto con progesterona y BhCG. Las células
madre se incubaron en posicién vertical a temperatura ambiente en un entorno de diéxido de carbono. La Tabla 47
muestra algunas de las variables de ejemplo de trabajo utilizadas para este experimento.
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Después de 24 horas de incubacion, se observaron células nucleadas (parcialmente diferenciadas) y células blanco
(no diferenciadas) en una proporcion de aproximadamente 1:4. Después de 48 horas de incubacion, se observaron
células nucleadas y células en blanco en la proporcién 1:2. Se tomaron alicuotas de 0,5 ml para almacenamiento en
las etapas de 24 y 48 horas.

Se introdujeron 0,5 ml de las células embrionarias cultivadas en medios que contienen cultivos en 46 ml de medio
celular (RPMI o DMEM) con otros componentes de prueba, en un recipiente estéril de 50 ml (Tarsons steriflask). Las
células madre se incubaron en posicion horizontal a temperatura ambiente en un entorno que contiene diéxido de
carbono. Después de 24 horas de incubacion, alicuotas de 0,5 ml se introdujeron nuevamente en 46 ml de medio de
cultivo y se volvieron a incubar. La Tabla 48 representa algunas condiciones experimentales, seguidas para la
expansion de células hES.

Se tomaron alicuotas para preparar composiciones listas para usar, asi como para el almacenamiento después de la
etapa de incubacién de 24 horas.

Ejemplo 3: Almacenamiento

Para almacenamiento, se tomaron células hES en un tubo de almacenamiento de 0,5 ml y se afiadié un agente de
crioconservacion tal como DMSO al 0,2 % en una cantidad de 16 pl y después de agitar suavemente se
almacenaron a -20 °C. Las células se descongelaron de forma natural para hacer composiciones listas para usar o
para su expansion adicional. Se probo la viabilidad de las células descongeladas y se encontré que del 64 % al 84 %
de las células eran viables. Las células almacenadas se analizaron para detectar contaminacion y viabilidad después
de intervalos regulares. La Tabla 49 muestra los parametros reales seguidos para el almacenamiento en cinco
experimentos diferentes, asi como la viabilidad de las células después de la descongelacion.

TABLA 49
N. _de Cantidad de suspension Cantidad DMSO | % DMSO Medios Viabilidad de células
serie celular usados descongeladas
1 0,5ml 16 pl 0,2 NaCl 74 %
2 0,5ml 32 pl 1,4 NaCl 66 %
3 0,5ml 64 pl 0,4 NaCl 70 %
4 0,5ml 48 0,2 NaCl 78 %
5 0,5ml 16 pl 0,2 NaCl 88 %
Ejemplo 4

Se llevaron a cabo varias pruebas para verificar cualquier contaminacién o infeccién o anomalia en las células
embrionarias en varios intervalos de las etapas de expansion y almacenamiento e identificar los derivados de hES
que estaban presentes en cada cultivo. Las diferentes pruebas incluyen aquellas para VIH, HbSAg (para hepatitis),
PCR convencional para prueba de Kochs (para tuberculosis), analisis cromosémico por procedimiento CG de
bandas de giemsa, Bilirrubina mediante el procedimiento Jendrasiik y Grof y Albumina utilizando el procedimiento de
union a colorante BCG (para células progenitoras hepaticas), insulina a través del procedimiento CLIA (para células
progenitoras pancreaticas), neurofilamento por procedimiento inmunohistoquimico (para células progenitoras
neuronales), prueba de CD34 por procedimiento inmunohistoquimico (para células progenitoras hematopoyéticas),
fosfatasa alcalina a través del procedimiento PNPP (para células no diferenciadas), pruebas de histopatologia (para
identificacion celular por morfologia), etc. La condiciéon de cultivo se probé mediante el procedimiento de placa de
cultivo manual y la sensibilidad manual y la identificacion con versatrek/AP1 se llevaron a cabo para la infeccién por
hongos. Se realizaron todas las pruebas y se verificd el recuento celular y la viabilidad de las células en cada etapa.
La Tabla 50 proporciona los resultados de algunas de las pruebas.

Ejemplo 5: Preparacion de células hES para trasplante

Se tomaron 15 ml de suspension de células madre y se centrifugaron a 1000 r.p.m. por 7 minutos. El sobrenadante
se desechd. Se afiadieron de 2 a 15 ml de solucidn salina al sedimento y las células madre se suspendieron de este
modo. La suspension se verificd para detectar contaminacién microbiana. También se realizé una prueba de
viabilidad.

Ejemplo 6: Almacenamiento de células hES en forma lista para usar

Los recipientes (jeringa, tubo de ensayo, matraz, vial) cargados con la suspension de células hES trasplantables se

marcaron y almacenaron a -20 °C. La cadena de frio se mantuvo hasta la etapa de trasplante. La suspension se
descongelo6 naturalmente inmediatamente antes del trasplante.
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Lineas celulares

Los subcultivos se repitieron mas de 100 veces para establecer las células hES de la presente invencion.
Adicionalmente, los subcultivos se probaron para detectar cualquier contaminacién/infeccion en cada etapa de
expansion o almacenamiento adicional. Se descubrié que las lineas celulares de hES eran estables y sin ninguna
anomalia durante mas de cinco afios de ciclos de subcultivo.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para expandir las células hES libres de productos animales no humanos, células alimentadoras,
factores de crecimiento, factor inhibidor de leucemia, combinaciones minerales suplementarias, suplementos de
aminoacidos, suplementos vitaminicos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor Steel asociado a la membrana,
factor Steel soluble y medios acondicionados, con la condicion de que esta definicion no excluya las cantidades traza
de progestina y agonista de BhCG que pueden estar presentes como resultado del procedimiento de expansion, que
comprende las etapas de:

(a) introducir células hES en un medio de cultivo celular que consiste en un medio esencial minimo, una
progestina y un agonista de la gonadotropina coridnica -humana (BhCG); e

(b) incubar las células madre a una temperatura de 34 °C a 38 °C en un entorno de dioxido de carbono del 3,5 %
al 6 % durante 12 horas a 48 horas.

2. El procedimiento de expansion de células hES de la reivindicacion 1 en el que dicho medio de cultivo celular es
RPMI.

3. El procedimiento de expansién de células hES de la reivindicacion 1, que comprende ademas:

(a) tomar una alicuota de células madre incubadas de la etapa (b) en donde dicha alicuota contiene al menos
una célula madre,

(b) resuspender las células en medio de cultivo celular junto con progesterona y BhCG a la alicuota,

(c) diluir las células en medio de cultivo celular sin progestina y agonista de BhCG, e

(d) incubar las células a una temperatura de 34 °C a 38 °C en un entorno de dioxido de carbono del 3,5 % al 6 %
durante 12 horas a 48 horas.

4. El procedimiento de expansién de células hES de la reivindicaciéon 1 en el que dicha incubacioén se lleva a cabo en
una incubadora de cultivo celular con camisa de agua.

5. El procedimiento de expansién de células hES de la reivindicacion 1, en el que dichas células madre en medio de
cultivo se incuban en un recipiente biocompatible en condiciones sustancialmente anaerdébicas.

6. El procedimiento de expansién de células hES de la reivindicacion 5, en el que dichas células madre no se
diferencian en la proliferacion.

7. El procedimiento de expansion de células hES de la reivindicaciéon 1, que comprende ademas el paso de probar
las células madre expandidas para detectar cualquier contaminacion.

8. El procedimiento de expansién de células hES de la reivindicaciéon 1 en el que dicho proceso de cultivo se lleva a
cabo en recipientes biocompatibles.

9. El procedimiento de expansién de células hES de la reivindicacion 1, en el que la proporciéon de la parte alicuota
de células madre incubadas al medio celular es 1:3,5 a 1:35.

10. El procedimiento de expansién de células hES de la reivindicacién 1 en el que dicha incubacién se lleva a cabo
en un entorno sustancialmente anaeroébico.

11. El procedimiento de expansion de células hES de la reivindicacién 10, en el que dicha incubacion se lleva a cabo
en un recipiente biocompatible donde el volumen esta casi completamente ocupado por el medio y el recipiente se
mantiene en una posicion vertical.

12. Un procedimiento para diferenciar parcialmente las células hES, que comprende las etapas de:
(a) expandir las células hES por el procedimiento de la reivindicacion 1;
(b) introducir las células hES en un medio de cultivo celular que consiste en un medio esencial minimo; e
(c) incubar las células madre a una temperatura de 34 °C a 38 °C en un entorno de didxido de carbono del 3,5%
al 6% durante de 12 horas a 48 horas.

13. El procedimiento de diferenciar parcialmente las células hES de la reivindicacién 12 en el que dicho medio de
cultivo celular es RPMI o DMEM.

14. El procedimiento de diferenciar parcialmente las células hES de la reivindicacion 12 en el que dicha incubacion
se lleva a cabo en una incubadora de cultivo celular con camisa de agua.

15. El procedimiento de diferenciar parcialmente las células hES de la reivindicacién 12, en el que dichas células
madre en medio de cultivo se incuban en un recipiente biocompatible en condiciones sustancialmente aerébicas.
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16. El procedimiento de diferenciar parcialmente las células hES de la reivindicacién 15, en el que dichas células
madre se diferencian en la proliferacion.

17. El procedimiento de diferenciar parcialmente las células hES de la reivindicacion 12, que comprende
adicionalmente la etapa de probar las células madre expandidas para detectar cualquier combinacion.

18. El procedimiento de diferenciar parcialmente las células hES de la reivindicaciéon 12, en el que dicho
procedimiento de cultivo se lleva a cabo en recipientes biocompatibles.

19. El procedimiento de diferenciar parcialmente las células hES de la reivindicacion 12, en el que la relacion de la
alicuota de células madre incubadas y el medio celular es 1:3,5 a 1:35.

20. El procedimiento de diferenciar parcialmente las células hES de la reivindicacién 12, en el que dicha incubacién
se lleva a cabo en ambiente sustancialmente aeroébico.

21. El procedimiento para diferenciar parcialmente las células hES de la reivindicacion 20, en el que dicha
incubacion se lleva a cabo en un recipiente biocompatible y el recipiente se mantiene en una posicion horizontal.

22. Un procedimiento de preparacion de una preparacion lista para usar de células hES para trasplante humano, que
comprende las etapas de:

(a) expandir las células hES y/o diferenciar parcialmente las células hES por el procedimiento de la reivindicacion
1 o la reivindicacion 12,

(b) centrifugar dichas células madre para obtener un granulo, y

(c) suspender el granulo en una solucion biocompatible;

23. El procedimiento de preparaciéon de una preparacion lista para usar de células hES para trasplante humano de la
reivindicacion 22, que comprende ademas las etapas de:

(a) almacenar la preparacion de -15°C a-72 °C, y
(b) descongelar de manera natural la preparacion almacenada antes del trasplante,

en el que la viabilidad de las células es al menos el 40 % al descongelar.

24. El procedimiento de preparar una preparacion lista para usar de células hES para trasplante humano de la
reivindicacion 22 o 23, que comprende ademas la etapa de probar la preparacion para detectar cualquier
contaminacion antes del trasplante.

25. Un procedimiento para almacenar una preparacion de células hES en una condicién viable que comprende las
etapas de:

(a) expandir las células hES y/o diferenciar parcialmente las células hES por el procedimiento de la reivindicacion
1 o la reivindicacion 12,

(b) afadir un agente de crioconservacion, y

(c) congelar las células a -15 a-72 °C.

26. El procedimiento para almacenar una preparacion de células hES de la reivindicacion 25 en el que la proporcion
de la cantidad de dicho agente de crioconservacion a la del medio de cultivo es de 1:500 a 16:1000.

27. El procedimiento para almacenar una preparacion de células hES de la reivindicacion 25, en el que dicho
almacenamiento esta en un recipiente biocompatible.

28. El procedimiento para almacenar una preparacion de células hES de la reivindicacion 25, en el que las células se
congelan a una temperatura de -18 a -20 °C.
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