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de regeneracion celular no existente

(57) Abstract: The present invention relates to a cell
regeneration compound  permitting  intravenous,
intramuscular and local administration of stem cells for
therapeutic purposes in chronic degenerative diseases,
wherein are included chronic renal insufficiency and
diabetes mellitus. The object of this invention is to
provide a cell regeneration compound which does not
exist in the market permitting the application of stem
cells in the form of cell therapy, avoiding HLA gene
typification  studies, surgical interventions and
interventional radiology employed in implantation or
transplantation of stem cells. The formula of the cell
regeneration compound permits the application of stem
cells, without genetic modification whatsoever,
cryopreserved or lyophilised in flasks or boxes of

oo ceLuLar ceLL receneraion compouno cultured cell lines, subsequent to gradual thawing from

-20°C to 8°C, being rehydrated in the base solution of
the cell regeneration compound (CRC).

(57) Resumen: Esta invencion se refiere a un
compuesto de regeneracién celular que permite la
administracién intravenosa, intramuscular y local de
células madre con fines terapéuticos en padecimientos
cronicos degenerativos en los que se incluye la
Insuficiencia Renal Crénica y la Diabetes Mellitus. El
objeto de esta invencidn es proporcionar un compuesto

[Contintia en la pagina siguiente]



WO 2010/056099 A1 I 000000 U0 T RO T

(84) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,

para toda clase de proteccion regional admisible):

ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL,
SZ, TZ, UG, ZM, ZW), euroasidtica (AM, AZ, BY, KG,
KZ, MD, RU, TJ, TM), europea (AT, BE, BG, CH, CY,
CZ, DE, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS,

Publicada:

con informe de busqueda internacional (Art. 21(3))

antes de la expiracion del plazo para modificar las
reivindicaciones y para ser republicada si se reciben
modificaciones (Regla 48.2(h))

IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO,
SE, SI, SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM,
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

en el mercado, que permite aplicar células madre en forma de terapia celular, evitandose estudios de genetipificacién de HLA, e
intervenciones quirtrgicas y de radiologia intervencionista que se emplean en el implante o trasplante de células madre. La
férmula del compuesto de regeneracion celular que permite aplicar de células madre sin modificacién genética alguna, las cuales
se encuentran criopreservadas o liofilizadas en frascos o cajas de lineas celulares en cultivo, después de descongelarlas
gradualmente de -20° C a 8° C, son prehidratadas en la solucién base del Compuesto de Regeneracion Celular (CRC).
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1

COMPUESTO DE REGENERACION CELULAR
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

5 Las células madre conocidas en inglés como stem cells, también se les conoce como “céllulas‘
troncales’, “células tronco”, “células precursoras’, “células progeniforas” y “células estaminales’.
La célula madre es la precursora de aproximadémente 250 estirpes de células diferenciadas y sus

10estadios de diferenciacion parcial que van perdiendo la capacidad pluripotencial de la célula
madre ori'ginal y se van comprometiendo con un determinado linaje celular para formar células

15 especializadas  especificas, como son las neuronas, las células beta pancreaticas, los
cardiomiocitos, entre otras muchas mas. -

| Las células madre se caracterizan por que pueden dividirse simultaneamente para mantener una

20 : »
autorenovacion celular; es decir una produccion sostenida de células madre semejantes a ella-

Asi como la transdiferenciacién y tropismo que pérmite generar células hijas comprometidas hac;a
25 una estirpe celular especifica, ademés de que tienen la capacidad de migrar al sitio de lesion o
dafio en el que ocurre la diferenciacion celular, después de que ocurra la implantacion,
observandos la regeneracion celular en los tejidos sanos y enfermos (Sanchez-Gonzalez DJ,
¥ Trejo-Bahena NI. Biologia .Ce/ular y Molecular. Editorial Affil; México Distrito Federal, 2006). Estas
caracteristicas haqen verala inyeécién de células madre como una terapéutica potencial, Ofil para
35 llevar acabo la regeneracion celular en enfermos. (Gonzalez-Lépez GM, Sanchez-Gonzélez DJ y
Sosa-Luna CA. Terépia Celular con Células Madre y Mediciha Regenerativa. México 2008;
Editorial Affil). |
40 o '
Thomson y colaboradores (U.S. Pat. No. 5, 843,780; Proc. Natl, Acad. Sci. USA 92:7844, 1995)

fueron los primeros en aislar y propagar células madre de primates. En forma subsiguiente

45 derivaron la primera linea celular de células madre humana a partir de los blastocistos. Gearhart y
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2
5 colaboradores derivaron células madre germinales a partlr de tejidos fetales de origen gonadal

(Shamblott etal. Proc. Natl. Acad. Sc: USA 95: 13726, 1998 and U.S. Pat. No. 6,090,622).
Tanto las células madre derivadas de blastocistos como las que se obtienen de tejidos gonadales
10tlenen caracteristicas que las defmen como células madre pIunpotentenc:a/es es decw pueden
ser cultlvadas durante largos periodos. de tiempo sin que estas entren en dlferencaamon
15manteniendo un morfologia con cariotipo normal y son capaces diferenciarse un importante
nimero de células especializadas.
El problema mas impértanté para utilizar células madre pluripqtentes en protocolos de terapia
2Ocelular es que estas células madre son cultivadas tradicionalmente sobre un_a'cama de células
(feeder cells) que previenen la diferenciacién (U.S. Pat. No. 5, 843,780; U.S. Pat. No. 6, 090, 622).
25De a cuerdo a los experihentos de Thomson y colaboradores (Science 282:114, 1998), Cuando
las células madre son cultivadas sin su cama de células (feeder cells), las células madre mueren y
comienzan é diferenciarse en forma desordenada. En la patente Internacional publicada por
30Geron Corp. (WO 99/20741), titulada: “Métodos y materiales para el crecimiento de células madre
derivadas de células primordiales de primate”; se refiere a un medio de cultivo celular para hacer
35crecer células' madre de primates y que permanezcan en un estado de indiferenciacion bajo
condiciones de presion osmética baja y bajo nivel de endotoxinas. Este medio de cultivo celular
puede combinar suero para soportar las células madre y la cama de células, el medio de culti\}o
40celular ademas incluye aminoacidos no-esenciales, antioxidantes, factores de crecimie;nto
nucleotidos y sales de piruvato. Otra pétente Intemacional publicada por Geron Corp. (WO
4501/51616) titulada: “Técnicas de crecimiento y diferenciacion de células madre humanas
pluripotentes” Y el articulo de Xu y colaboradores '(Nature Biotechnology 19:971, 2001) titulado:
“Crecimiento de células madre indiferenciadés, sin cama de células (feeder cells’). El articulo de

50
Lebkowski y colaboradores (Cancer J. 7 Suppl. 2:S83, 2001) fitulado: “Células madre
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3
5 embrionarias humanas: cultivo, diferenciacion, y modificacion genética para aplicaciones de

medicina regenerativa”. Estas publicaciones reportan ejemplos de estado del arte de la técnica y
siempre se tratan de medios y métodos de cultivo celular para propagar células madre y
10mantenerla§ en un estado de indiferenciacion. Sin embargo, no existe ningdn “Compuesto de
Regeneracién Celular’ que permita inyectar células madre’ en forma de terapia celular a'seres.
15humanos. Ni existe -algun producto farmacéutico similar que 'pueda actuar como “Compuesto de
Regeneracion Celular’, que haya tenido éxito en revertir la progres'ién de enfermedades crénicas
degenerativas, como la Insuficiencia Renal Cronica inducida por la Diabetes Mellitus u otras
2 patologias (Chfrino Yl, Sanchez-Gonzalez DJ et. al. Protective effects of gpocynin against
cisplatin-induced oxidative stress and nephrotoxicity. Toxicology 2008; 245: 18-23 y Razo-
25 Rodriguez AC, Chirino YI, Sanchez-Gonzélez DJ et. al. Garlic powder ameliorateé cisplatin-
induced nephrotoxicity and oxidative stress. J Med Foéd 2008; 11(3):582-586.).
Si bien las células madre se han aplicado en algunos protocolos clinicos de investigacion en
¥ Medicina en fase | a Ill (Traynor A. et. al. “Treatment of severe systemic lupus erythematosus with
high-dose chemotherapy and haematopoietic stem-cell transplantation: a phase I” publicados en
35 Agosto del 2000 en la revista The Lancet. Vol. 356. Andrew P. et. al., “The Adult Blood and
Marrow Stem Cell Transplant Service” Hackensack. Bone Marrow Transplantation, Abril del 2000,
Sj/kes M. ef. al. “Treatment of severe autoimmune disease by stem-cell transplantation” Nature
0 No. 2; Vol. 435 (7042), pp. 620-7. June 2005, Shamblott MJ et. al. "Cell ‘ther.apies for type 1
diabetes mellitus”. Expert Opin Biol Ther 2004 Mar; Vol. 4 (3), pp. 269-77); en todos e‘stos
45 protocolos las células madre son cultivadas y en ocasiones expandidas con los rﬁétodos y
medios de cultivo descritos previamente en los antecedentes de la presente invencién, y las
células madre se administran en masa 0 €Omo t_)olos mediante procedimientos conocidos como

50 ,
trasplante de médula 6sea, de forma muy similar a las convencionales transfusiones sanguineas,
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4
5 o bien se aplican inyecciones de células madre purificadas, en las que se incluyen

procedimientos  quirdrgicos aliamente especializados, en los que se pueden integrar
procedimientos de radiologia intérvencionista, los cuales ademas requiere de la erogacion de
© gasto de hohorarios meédicos, los de hospitalizacion, anestesia, estudioé de laboratorio clinico y
gabinete. Orlic y cqlaboradores inyectaron en la zona periférica del infarto agudo al miocardio,
15 células madre, estas células se diferenciaron en estructuras del coralzén, mejo‘randb la funcién del
corazén infartado.
La reparacion cardiaca producida por las células madre redujo la mortalidad en un 68% y el
2 tamafio del infarto en un 40%.(Orlic D. et. al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2001, 98(18):10344-
10349) Otros trabajos relacionados con la células madre estan contribuyendo a establecer
25 quecuanto mas altos sean los niveles de células madre en circulacion, mayor es la habilidad del
cuerpo para regenerarse y estar por mas tiempo sano (Wemer etal. N Engl J Med.2005; 8; 353
(10):999-1007).
30 ' ‘
Este tipo de invenciones e investigaciones estan cambiando el paradigma en la historia de la
humanidad en la que se bensé que era imposible reparar el dafio causado una vez que se ha
35 establecido la muerte o dafio celular en un 6rgano vital como es el caso de los infartos al corazon.
Otras investigaciones complementarias son las de Bozlar M et. La. (2005) Saudi Med J.
26(8):1250-4. Kong D, et. al. (2004) Circulation. 110(14):2039-46. Eroglu E, et al. Agalar F,
0 huntse |, Eroglu F. (2004) Tohoku J Exp Med. 204(1):11-6, Tomoda H, Aoki N.etal. Clin Cardiol.
2003 Oct: 26(10):455-7. Krause DS et. Al. Cell 105:369-77. Eglitis M. ef. Al Proc. Natl. Acad. Sci
45 USA Vol. 4094, pp. 4080-4085. Camargo FD, et. Al. Nature 2003 9(12):1520-27, y el de lanus A,
et. Al J. Clin. Invest. (2003) 111:843-850. Secretaria de Salud. Manual de Procedimientos
. Operativos de la Unidad de Trasplante de Progenitores Hematopoyeticos, del Instituto Nacional

50 .
de Pediatria (2008).
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5
DESCRIPCION DE LA INVENCION

5 Como se puede constatar en el estado de la técnica, hasta el momento de |a presente invencion,
vIa aplicacion terapéutica de qélulas madre en inyecciones o transfusiones no incluye un
“Compuesto de Regeneracion Celular” yé que la terapia celular con células mad're se ha

10realizado en forma directa y empleando células frescas de médula éseé, cordon umbilical o lineas

célulares de células madre pluripotenciales cultivadas y purificadas, las cuales son implantadas |
15en el siio de dafio 0 a través de trasplantes de médula dsea (similares a la transfusion
sanguinea), procedimientos terapéuticos qué incluyen necesariamente la gen -tipificacion del
haplotipo HLA del donador'y receptor del trasplante, procedimientos que elevan el costo, que
20ig(JaImente se ve incrementado por la mano de obra altamente especializada; como de.cirujano's
subespecialistas, como son- los neurocirujanos y los cirujanos cardiovasculares, que 'éstén
95capacitados para llevar las células madre en grandes cantidades a los sitids anatémicos
especificos donde se reqﬁieren,é través de avanzados procedimientos quirurgicos (Sanchez-
Gonzalez DJ, Trejo-Bahena NI. Practicas de Histologia. Editorial Alfil; México Distrito Federal,

302007). Con la finalidad de suprimir estos y otros inconvenientes, se pens6 en el desarrollo de la
presente invencion “Compuesto de Regeneracion Celular” (CRC), que se pretende p’roteger por

35medio de la presente solicitud, pues se trata de un compuesto integradé por cuatro ffascos con
soluciones base (“A”, “B", “C" y “D") en las cuales se suspenden elementos celulares (células
madre en estado de criopreservacion a una temperatura de menos ciento noventa y seis grados

40centigrados (-196° C) y el polvo derivado de la misma cantidad de células deshidratadas por
liofilizacion) para diversas aplicaciones terapéuticas en Terapia Celular, Medicina Regenerativa y
45Antienvejecimiento. Los detalles caracteristicos de nuestra invencion titulada “Compuesto de

Regeneracion Celular’ (CRC), se muestran claramente en la siguiente descripcion y en las 3

figuras que le acompafian. La figura 1 muestra un esquema de la invencion, la figura 2 se refiere a
50 :
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. 6 .
5 los resultados obtenidos después de aplicar “Compuesto de Regeneracion Celular” (CRC), en

animales de experimentacion ratas Wistar con Diabetes Mellitus- inducida previamente con
estreptozotocina, en donde se aprecia el aumento de la funcion renal medida por la depurécién de
" creatinina (mi/min) y el analisis morfolégico de los cortes histologicos de los glomérulos. La figura
3 se refiere a los resultados obtenidos clinicamente en nuestro grupo de pacientes con
15 insuficiencia renal cronica en donde se aprecia claramente el incremento estadisticamente |
significativo de la funcién r_ehal medida por la depuracién de creatininaA(mI/min),Aexistiendo
consistencia entre los resultados en animales como en pacientes humanos hecﬁo inédito que no
2 ha sido publicado hasta la presente solicitud de patente, tod.os; ellos son ejemplos que demuestran
la efectividad del “Compuesto de Regeneracion Celular’ (CRC) descrito en la presente solicitud de
25 patente de invencion. | |
La descripcion de la de la pagina 1/2, la figura 1, se refiere a la forma en que se debe preparar el
CRC, asi mismo se indica las ca‘ntidades, condiciones y elementos que se requierén para producif
¥ el CRC (“Compuesto de regeneracién Celular’): En el No. 1; se refiere a una caja de cuitivo
celular con una linea purificada de células madre pluripotenciales criopreservadas -198 °C, las
35 éuales se descongelan gradualmente aumentado la temperatura a una velocidéd de 2 grados
centigrados por minuto (A 2°C/min.) hasta alcanzar la
temperatura de menos-veinte grados centigrados (-20 °C).
0 En el No 2 de la figura 1; muestra la segunda opcion de |a fuente de células madre las cuales se
encuentran en polvo en un estado de deshidratacion total obtenido por un proceso de liofilizacién
45 convencional.

En el No 3 de la figura 1; se muestra que ambas fuentes de células madre deben ser hidratadas

con la solucion “A” la cual se debe encontrar a una temperatura de 8 °C.
50
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7
5 EnelNo4 delafigura 1, de la pagina 1/2 se encuentra la base del “Compuesto de Regeneracion

Celular’ (CRC) que es la solucion “A’, esta sé prepara en condiciones de esterilidad y en un
ambiente controlado a una temperatura de refrigeracion menor a dieciséis grados centigrados (16
© °C) y mayor a cuatro grados centigrédos (4 °C). La solucion basé “‘A” del “CRC", se prepara con
un litro de d_e agua bidestilada en una botella de vidrio o de plastico con tapén de goma la cual se
15 somete-a un proceso tradicional dé esterilizacion como el de la autociave, en la que previamehte
se disolvio cloruro de sodio (NaCl), lactato de sodio (N‘acaHsos), cloruro de calcio (CaCly) y
cloruro de potasio (KCI) para alcanzar la siguiente proporcion ionica: Na*= 130 mEq, C- = 109
? mEq, Lactato = 28 mEq, Ca? = 3 mEq y K* = 4 mEq; esta solucion debe alcanzar uﬁa
osmolaridad de 273 mOsmiL, y no debe rebasar los 300 m'Osm/L la cual es verificada empleando
25 un ’oémémetro convencional. Después de esterilizar esta solucion por cualquier método
convencional de esterilizacion, se le agregan una solucion estéril con 55 mg de cloruro de zinc,
16.9 mg de sulfato cuprico pentahidratado, 38.1 mg de sulfato de magnesio, 1.3 mg de yoduro de
' ¥ sodio, 14 mg de fluoruro de sodio, 163.9 mg de cloruro de sodio, 10 mg de tiamina, 250 mg de
piridoxina, 1000 mg de acido ascorbico, 1.0 mg de activina, 0.2 mg de factor estimulador de
35 célulaé pluripotenciales (C-kit), 0.6 mg de derivado pvrocainico G1, 0.4 mg de derivado procainico
G2,y04 mQ de derivado. procainico G3.
En el No 5 Ial células madre prehidratadas en. ia solucion base “A” son evaluadas en el
® microscopio confocal que emplea una fuente de luz laser (laser), la cual permite realizar diversas
imagenes transversales de la células madre (No 6) (Ordofiez RM, Espinosa AM, Sanchez-
45 Gonzélez DJ et al. Enhanced oncogenicity of Asian-Americah hdmén pabillomavirus 16 is
associated with impaired E2 repression of E6/ET oncogene transcription. J Gen Virol 2004; 85:
1433-1444), las cuales son reflejadas y enfocadas por las lentes 6pticas (No. 7) emitidas por la

50 :
células en suspension con la solucion base ‘A" (No. 8) obteniendo diversas imagenes



WO 2010/056099 ) . ~ PCT/MX2009/000121

8
5 microscopicas (No. 9) (Floriano-Sanchez E, Villanueva C, Medina-Campos ON, Rocha D,

.Sanchez-Gonzalez DJ et. al. Nordihydroguaiaretic acid is a potent in vitro scaVenger of

peroxynitrite, singlet oxygen, hydroxyl radical, superoxide anion, and hypochlorous acid and

© prevents in vivo ozone-induced tyrosine nitration in lungs. Free Rad)’c Res 2006; 40 (5): 523-533).

Las células madre con morfologia saludable éon tomadas en una jeringa estéril (No. 10).

15En el No 11 de la figura 1; se refiere al estudio morfolégico minucioso que descarte arlteraciones
dé la membrana, 'infeccic’m, alteraciones geneticas.

En el No. 12 de la figura 1; se‘ refiere a la cuantificacion del numero de ceélulas por'rﬁililitro de
2 solucion base por diversos métodos de microscopia confocal o FACs en este se suspendeh '
aproximadamente 1000, 000,000 células madre en 500 mi de la solucién base ‘A" del CRC
25 anteriormente ya descrita.

En el No 13 de la figura 1;'se refiere a la segunda solucion base “B" del CRC; util para inducir

regeneracion celular por condrogenesis, hematopoyeéis y osteogénesis. La cual se prepara de la
' P siguiente forma: 500 ml de solucion base ‘A’ del CRC con una concentracién de 2000,000
elementos celulares (células madre) cuantificadas y ve'riﬁ<-:adas previameﬁte por a'nélisis
35 morfologico en microscopia confocal, a este volumen (500 ml) se le agrega ademas: L-cisteina 1.0

mg, 0.5 ug de interleucina 7 (IL-7), 0.5 pg de interleucina 3 (IL-3), 0.1 mg de Factor de crecimiento

mesodérmico A1 (FGM), 0.1 mg de factor estimulador de colonias de monocitos (M-CSF), y 0.1

40 ~
mg de factor estimulador de colonias de granulocitos (GM-CSF); todos adicionados y mezclados

en forma controlada en condiciones estériles almacenados a ocho grados centigrados (8° C) por
45no mas de una semana, 0 a menos cuatro grados centigrados (-4° C) por no mas de cinco-

semanas 0 a menos veinte grados centigrados (-20 °C) polr no mas de veinticuatro semanas.

En el No 14 de la figura 1; se refiere a la tercer solucion base “C” del CRC; util para inducir

50 .
regeneracion celular por angiogénesis y vasculogenesis. La cual se prepara de la siguiente forma,
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5 500 ml de solucion base “B” del CRC anteriormente preparada a la que se le adiciona lo siguiente:

a la que se le agrega 0.3 mg de factor de transformacion de crecimiento beta (TGF-B) y 0:2 mg de
factor de crecimiento endodérmico K2 (FGE); todos adicionados‘ y mezclados en forma controlada
10en condiciones estériles almacenados a ocho grados centigrados (8°‘C).por no mas de una
semana, 0 a menos cuatro grados centigrados. (-4° C) por no més de cinco semanas 0 a menos
15 veinte Qrados centigrados (-20 °C ) por no mas de veinticuatro semanas. En el No 15 de la figura
1/3 se refiere a la cuarta solucion base ‘D" .del CRC; Util para inducir regeneracion celular por
neurogénesis, angiogénesis y vascdlogénesis. La cual se prepara de la siguiente manera, 500 ml
? de solucion base “C* del CRC énteriormente descrita a la que se le adiciona lo siguiente: 100 mg
de de retinol, 0.5 mg factor de crecimiento de ﬁbroblastos.(FGF) y 0.2 mg de factor de crecimiento
25 neuroldgico (FGFN). Finalmente el “Compuesto de_Regeneracién Celular” CRC para aplicacion en
Terapia Celular, Medicina Regenerativa y Antienvejecimiento sé integra por las cuatro soluciones
base (‘A""B""C" y “D"), formando una composicion liquida integrada por una cohcentracic’m de 2x
¥ 109 células madre hidratadas, previamente analizadas y cuantificadas por microscopia confocal_,
las cual se prepara adicionados diversas sustancias ‘en las concentraciones y condiciones ya
35 antes descritas (oligometales, activita y factores de crecimiento de fibroblastos.
La formula y el procedimiento para preparar el “CRC" permite aplicar . células madre
pluripotenciales sin modificacion genética alguna, las cuales se encuentran criopreservadas 0
0 liofilizadas en frascos o cajas de lineas celulares en cultivo, desbués de descongelarlas
gradualmente de -20 °C a 8° C, son prehidratadés en la solucion base del compuesto de
45 regeneracion celular (solucion base “A”) el cual es la solucion base para préparar el compuesto de
regeneracion celular (frascos “B”, “C" y ‘D"). |
El “CRC” (en sus soluciones base “B", “C" y “D") sirven de combuestos inductores de las células‘

50
madre en los protocolos de terapia celular, favoreciendo su capacidad regenerativa y de
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5 antienvejecimiento. La aplicacion del procedimiento para preparar el compuesto de regeneracion

celular (frascos ‘A", “B", “C" y “D") incluye condiciones de esterilidad, anélisis_morfolégico y la

cuantificacion de células madre.

" La aplicacion de este “CRC" en terapia celul.ar No 16 y No 17 figura 1/3 (fras'cos ‘A", 'B", “C"y "D")
permite que la terapia celular con celulas madre, se muy segura y ﬁo requiere de estudibs de gen
15 tipificacion para haplotipos HLA por que tanto la base El compuesto de regeneracion celular

(frascos A “B”, “C" y “D") sirve de vehiculo para transportar las células madre en los protocolos

de terapia celular, medicina regenerativa y antienvejecimiento Gtil para diversos .padecimiéntos
20crc’)nico'degenerativos, que requieren de una regeneracion ceIuIaf como: la Insuficiencia Renal
Cronica: las Diabetes Meliitus, las artrosis, la Enfermedad de Parkinson, el Vitiligo, etc. Para lo
oscual se requieren aplicar un minimo de 5 aplicacion intravenosa cada 7 dias de 6 mi del
compuésto de regeneracion celular empleando “2 m! de frasco “B", 2 mi de frasco “C" y 2 ml del
frasco “D" ademés de aplicar un volumen de 1.0 mI-intramuscularmente en la region deltoidea del
? compuesto B y de ser necesario 3 ml mas del compuesto de regeneracion celular, ém’bleando un
volumen de 1 mi del frasco “B”, 1 ml del frasco “C" y 1 ml del frasco “D”" este volumen se aplica
35localmente en el sitio que se pretende regenefar.

Finalmente él “Compuesto de Regeneracion Celular’ CRC queda preparado como un compuesto
~ en estado liquido de color trénsparente con diversas tonalidades de color r;)jizo, para aplicacion
4 en forma de inyecciones lo hacé atii en Terapia Celular, Medicina Regenerativa y

Antienvejeéimiento que se integra por las cuatro soluciones base ("A",B","C" y “D”), descritas
45 ampliamente en la descripcion de la invencion. EI “CRC” forma una composicion liquida integrada
por una concentracion de 2 x 10° célula_s madre pIuripotenciales; previamente analizadas y
cuantificadas por microscopia confocal, las cual se prepara adicionados diversas sustancias en las

50 :
concentraciones y-condiciones ya antes descritas (oligometales, activina, factores de crecimiento
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5 de fibroblastos (FGF), Factor de Transformacion Beta (TGF-B), é&cido ascérbico, tiamina, |

riboflavina, Factor de Crecimiento Neurolégico, retinol, derivado procafnico G1, derivado
proéainico G2, derivado procainico G3, L-Cisteina, Factor de Crecimiento Mesodérmico A1
© (FGM), Factor de crecimiento endodérmico K2 (FGE), Factor estimulador de celulas
pluripotenciales (cKit), Interleucina 7 (IL-7), interleucina 3 (lL-é), Factor Estimulador de Colonias
15 de Monocitos (M-CSF) y Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos (GM-CSF)), Ia. cual se
extraen de frasco contenedor del “CRC” empleando siempre una jeringa con aguja estériles,
aplicando procedirﬁientos convencionales de asepsia y antisepsia (limpieza de! tapon de goma
2(-) con torunda con alcohol del 96°),'én forma inmediata un volumen de 5 a 6 ml “CRC” es aplicado
por via intraven‘osa, (vea la figura 1 No 16) y por via intramuécular en el mismo paciente 'regién-
25 deltoidea (vea la figura 1 No 17), el “CRC" debe ser almaceﬁado a temperatura de refrigeracién a.
4°C a 8° C, tiene un periodo de caducidad de 10 dias y no debe emplearse después de 'qna
semana. En la figura 1 en los No.l 16 y No 17, s.e refieren al protocolo que se debe seguir para
¥ éplicar las inyecciones con e! “CRC’, una vez que se han preparaciéh las cuatro solubiones base
‘A, "B","C" y “D"; descritas cgn anterioridad.
35El “CRC" puede aplicarse por diversas vias de .administracion paraenteral, a una dosis de 0.1
mililitros por kilogramo de peso, géneralmente se emplea cinco aplicaciones por via intravenosa
con un volumen de 5 mililitros del compuesto de regeneracion celular y cinco inyec;ciones por via
0 intramuscular preferentemente en la region deltoidea (No 17); inyectando 0.5 mililitros del mismo
compuesto cada 7 dias, obteniéndose efectos de regeneracion celular, para inducir: neurogénesis,
45 hematopoyésis, condrogénesis, osteogénesis, vasculogénesis y angiogenesis que pueden ser
valorados en la piel, pruebas de funcion renal, asi como la desaparicion de sintomas neurolégico's,
"~ inflamacion y dolor articular que se presentan por el envejecimiento biolégico y por el desarrollb

50
enfermedades crénico degenerativas. Este ciclo de diez inyecciones del compuesto' puede
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5 emplearse en dos a tres ocasiones hasta completar treinta inyecciones en un periodo de cuatro

meses.

La aplicacion del CRC es la mas segura, ya que la mayoria de nuestros pacientes (mas 700
0 pacientes con 10 aplicaciones del CRC cada uno) no han tenido que correr de riesgbs quirﬁrgicos
y no han requerido del apoyb de radiologia intervencionista, y solamente en algunos casos se han
15 requerido de procedimientos que exigen quiréfano, y de cirujanos - subespecializados 'y

anestesiologos. Generalmente no se requiere de terapia intensiva, y déspués de tres afios de

aplicacion no se han observado complicaciones, sin embargo, todos los pécientes mejoran en .
2 forma suficigntemente notoria apreciéhdo'se clinicamente, con signos y sintomas de regeneracion

celular. El “CRC” es en la actualidad la Gnica opcion real vde regeneracion celular para algunas
o5 enfermedades incurables oque no cuentan con tratamiento actual. El “CRC”" es una fuente de
sustitucion de células mu'ertas, desvitalizadas y de regeneracion celular en tejidos enfermos,
prolongan y mejoran la calidad de vida en personas sanas o enfe&nas.
¥ Las células madre circulantes liberadas por el “CRC” puedeh incorporarse a 6rganos no dafiados,

y actuar como agentes anti-envejecimiento, al aumentar el promedio de vida de las células del
35 érgano y de la persona en cuestion (Méndez-Bolaina E, Sanchez-Gonzalez DJ et. al. . Effect of

caveolin-1 scaffolding peptide and 17B-estradiol on intracellular Ca2+ kinetics evoked by

angiotensin Il in human vascular smooth muscle cells. Am J Physiol Cell Physiol 2007; 293: C1953

40
- C1961).

El o_bjeto de esta invencion es proporcionar un compuesto de regeneracion celular no existente en
45¢€l mercado,‘ que permite aplicar células madre en forma de terapia celular, evitandose estudios de
gen tipificacion de HLA, e intervenciones quirirgicas y de radiologia intervencionista que se
emplean en el implante o trasplante de células. El "CRC" actia empleando el principio de

50 :
regeneracion celular, que de forma natural ocurre en los tejidos del cuerpo. Si consideramos que a
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5 lo largo de la vida los organismos sufren de un desgaste continuo, si no existiera la regeneracion

| ’celular, la esperanza de vida de los seres vivos se reduciria en forma notable. Por otro lado, gran .
parte del amplio elenco de las enfermedades queA afectan al ser humano, tienen su origen en 'la
v degeneracion y muerte de los diferentes tipos de células diferenciadas que conforman los tejidos y
6rganos de nuestro cuerpo, que se ven afectados en forma nociva de manéra agudé como suele
15 ocurrir en un infarto agudo al miocardio o de manera cronica como en las enfermedades
degenerativas y el envejecimiento bioloégico. Queda ampliamente descrito que la invencion a que
se refiere a la presente solicitud de patente de invencion es un “Compuesto de Regeneracion
2 Celular” (CRC) es que permite la administracion intravenosa, intramuscular y local de células
madre con fines terapéuticos en padecimientos cronicos degenerativos en los que se incluye la
25 insuficiencia’ renal cronica y la Diabetes Mellitus, Después de describir émpliamente. su
composicion y forma de preparar e'I “Compuesto de Regeneracién Celular” los inventores Gerardo
" Martin Gonzalez-Lopez, Dolores Javier Sanchez- Gonzélez y Carlos Armando Sosa-Luna,
¥ reclaman el “Compuestb de Regeneracion Celular’ (CRC) como su invencién, declarando que a
su real saber y entender han descrito en la forma mas sencilla, la manera de llevarlo acabo su
35 invencion, ademés de incluir la resultados de sus investigacio‘nés y hasta Ilégar al desarrollo del"
“CRC", los que constatan el funcionamiento de la presente ihvencién al que han denominado
“Compuesto de Regeneracién Celular” “CRC" declarando que els la manera mas segura de llevar
* células madre pluripotenciales al organismo de los seres humanos, evitandose en la mayoria de
las veces de hospitalizacion y estudios de laboratorio (p. e. genotipificacion como los haplotipos
45 HLA). |
FUNCIONAMIENTO DE LA INVENCION
Las. enfermedades cronicas, degenerativas, el envejécimiento y las agresiones del medio

50
ambiente contaminado por la industrializacion humana, aceleran considerablemente la reserva de
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5 células madre de los seres vivos limitando la capacidad de regeneracién celular intrinseca de los

organismos (Trejo-Bahena NI, Pérez-Astudillo LH, Orjuela-Henry DJ, Balderas-Cornelio A,
Salinas-Cano F, Martinez-Martinez CM, Sénchez-Gonzélez DJ. Estudio comparétivo para
0 determinar &cido hipdrico (HA) en orina mediante los métodos colorimétricos de Ogata y de
Astudillo. Rev Sanid Milit Mex 2008; 62 (1): 35-41).
15 En diversas publicaciones cientificas recientes sefialadas anteriormente en los antecedentes de la
, presente solicitud de patente, se ha concluido.que el nimero de células madre en la sangre es
uno de los mejores indicadores para la salud en los seres humanos. Por lo tanto se requiere de un
2 Compuesto que permita introducir celulas médre sanas en la sangre, esto se logra en forma
segura aplicandb el “Compuesto de Regeneracion Celular’ CRC, émp!iamente descrito en fa
25 presente solicitud de invencion.
El funcionamiento del “Compuesto de Regeneracion Celular’ (CRC) se explica debido a que
incrementa la reservas de células madre incrementando fa capacidad intrinseca de regeneraciéh '
P celular'en pacientes y personas sanas, obteniéndose una mejor estado de salud y calidad de vida
en muchas maneras, de esto no hay duda ya que cada dia aumentan el numero de
35 investigaciones que comprueban que las células madre -en circulacion son el factor mas
importante en la salud de las personas, que permite la regeneracién celular; cuanto mayor sea la
cantidad de celulas madre en circulacion, mayor sera la habilidad del cuerpo para regenerarse.
@ El funcionamiento de nuestra invencion denominada “Compuesto de Regeneracién Celular’
(CRC) trabaja induciendo la capacidad regenerativa de las células madre en una éuspensién
45 liquida estéril que permite llevar en un volumen adecuado (6 a 0.5 ml ) un nimero suficiente
células madre (10,000,000 de elementos celulares) que permiten en forma segura y practica
elevar el nimero de células madre en la circulacion sistémica-o en forma local empleando

50
diversas vias de administracion farmacologica, como son: la intravenosa, intramuscular y la local.



WO 2010/056099 PCT/MX2009/000121

15
5 Al aplicar por via intravenosa e intramuscular el “Compuesto de Regeneracion Celular” (CRC),

permite la liberacion inteligente de células madre pluripotenciales y moléculas bioactivas, las

cuales. promueven la activacién de los elementos necesarios para que se lleve acabo la
10

regeneracion celular, lo que facilita su ingreso a la circulacion hacia [os tejidos danados y acelera

la transdiferenciacion es decir las células madre adquieren las caracteristicas propias de las
15 células del tejido donde se implantan en forma mé_s rapida. En el sitio de lesién se formgn cambios

en el microambiente que atraen a las células madrés liberadas y activadas por el “CRC" que se

encuentran circulantes. Las células madre circulantes del “CRC" pueden incorporarse a 6rganos
20 ~
no dafiados, actuando como agentes antienvejecimiento al proveer de moléculas bioactivas de
regeneracion celular, que aumentan el promedio de vida de las células del 6rgano y de la persona
25 en cuestion.

El mejor ejemplo de que el “Compuesto de Regeneracion Celular’ (CRC) es un inductor de

hematopoyesis, vasculogénesis, angiogénesis, miogénesis y neurogénesis, es el efecto de

0 - . .

’ regeneracion en la insuficiencia renal cronica, el cual se ejemplifica ampliamente en la presente
solicitud de patente, sin embargo, el “Compuesto de Regeneracion Celular’ (CRC), también es util
35 para tratar diversas afecciones y enfermedades de indole crénica, degenefativa 0 por
envejecimiento celular bioldgico; obteniéndose buenos resultados en los bacientes en los que la
enfermedad o padecimiento es el resultado de la destruccion ylo disfunciéon de ceélulas
- 40 : .

diferenciadas especificas, como por ejemplo: la enfermedad de Parkinson que es el resultado de

la destruccion o degeneracion de las neuronas dopaminérgicas del cerebro (Gonzélez Lépez GM
45 et. al. Neurol Neurocir Psiquiat 2007, 40 (3): 80-91).

La Diabetes Mellitus que es el resultado de la destruccion o .degeneracion de las células B

pancreaticas y sus complicaciones vaéculares, las cuales pueden ser tratadas con el CRC ya que

50 .
se induce una regeneracion celular induciendo vasculogénesis, angiogénesis, neurogénesis y
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5 muogenesns que permite revertir la historia natural o evolucion clinica de los pamentes con

insuficiencia renal cronica, con pérdida o disfuncion de las células endoteliales, manifestandose
con hiperténsion arterial, y nefropatia diabética; ademas de la vasculopatia periférica que se
' 10presenta con insufi mencna venosa, arterial, Ulceras e infecciones de dificil cicatrizacion en las
extremidades inferiores, pademmuento conocndo como pie diabético. (Sosa Luna CA ef. al Rev
15 Sanid Milit Mex 2005 59(1):32-50 y Rev Sanid Milit Mex 2006 60(5):324-333), anemia falciforme,
talasemia, distrofia muscular, Demencia de Alzheimer, Epilepsia, Esquizofrenia, Enfermedad |
Cefebro-vascular, (Sosa Luna CA et. al. Rev Sanid Milit Mex 1999; 53(2):123-128 y Sosa Luna CA
2 et. al. Rev. Neurologia, Neurocirugia y 'Psiquiatria 2002; 35(4):183-202) lesion traumética de la
columna vertebral, degenerabién de las células de Purkinje, isquemia cardiaca, insuficiencia
o5 hepatica, distrofia muscular de Duchenne, artrosis, osteogénesis imperfecta, Sindrome deﬁ de .
Down,v y como apoyo regeneracion en los pacienteslcon cancer que se encuentra recibiendo
esquemas de radioterapia y quimioterapia, etc.(Vasquez-Moctezuma |, Meraz-Rios MA, Magaﬁa
30 M, Villanueva-Lopez GC, Sénchez-Gohzé/ez DJ. Quimiorresistencia en el melanoma‘. Informe
preliminar. Actas Dermatol Dermatopatol 2006; 6: 8-10 y Torres-Salazar JJ, Séncheé-Gonzé/ez DJ
356t. al. Distribucion y estado de maduracion de células dendrit)’cas y activacion de linfocitos CD4*
en adenocarcinoma prostético. Rev Mex Urol 2007, 67: 140-146). |
El “CRC" tiene un efecto de antienvejecimiento'biol()gico, esto se explica ya qﬁe al pasar el tiempo
0 las células madre se vuelven mas escasas, tal vez esta disminucion sea la que condicione la
mayor vulnerabilidad de las personas ancianas. Si nosotros inyectamos el “CRC" en la circulacion
45de estos pacientes tendran mas capacidad de regeneracion celular, yév que en la circulacién se
incrementa el nimero de células madre activadas y liberadas por el “CRC" tienen la capacidad dé
migrar a partir dé la circulacion a los 6rganos, aparatos y.sistem-as que se estan envejeciendo. Las

50 - _
" células madre del “CRC" tienen la capacidad de transdiferenciarse en diferentes tipos de células
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5 diferenciales como: las endoteliales y otras mas que conforman los érganos vy tejidos del cuerpo,

observandose una regeneracion celular de la piel, mayor hidrataCién, luminosidad, turgencias de
la piel, asi como el anciano percibe un estado de revitalizacion (recuperacion de la energia) al
10anciano (Tapia E, Sanchez-Gonzélez DJ, et al. Treatment with pyrrolidine dithiocarbamate
improves proteinuria, oxidative stress and glomérular hypertension in overload proteinuria. Am J
15 Physiol Reﬁa/ Physiol 2008 Aug 27).
En los cromosomas }de personas que presentan envejecimiento' biolégico, se observan
entrecruzamientos de ADN y con frecuencia se producen rotu‘ras de una sola cadena; disminuyen
20Ias metilaciones del ADN y perdiéndose las secuencias teloméricas en dicho acido nucleico..
También al envejecimiento bioldgico se suma la agresion ambiental (en los que se. incluyen
25infecciones diversas, accidentes, traumatismos y otras enfermedades cuyo origen y fisiopatologia
todavia no se conoce), ‘asi como la agresion endogena la cual se divide en las alteraciones del
ADN heredados por nueétros padres, la cual se asocia a la aparicion de enfermedades crénjco-
30degenerativas como la Diabetes Mellitus, Hipertension, cancer etc. (Pou-Lépez VC, Gallardo-
Ollervides FJ, Garcia-Mendoza JA, Sanchez-Gonzalez DJ. Dexametasona transtimpénica en
35 hipoacusia .SUbita neurosensorial tardia. Rev Sanid Milit Mex 2008; 62 (2): 57-65). Estas
agresiones continGlan con la serie de impactos nociVos, si bien la estructura primaria de las .
proteinas no se altera con el enyejecimiento del ADN, las agresiones ambiéntales y enddgenas
“ aumentan los cambios posteriores a la traduccion (Sanchez-Gonzalez DJ et al. Ozone exposure
induces iNOS expression and tyrosine nitration in rat aorta. Environ Toxicol Pharmacol 2004, 17:
451-7 y Sanchez-Gonzélez DJ et. al. Produccién de iNOS y nitracién de proteinas en la aorta de
ratas expuestas a ozono. Rev Sanid Milit Mex 2005, 59 (4): 223-240).
Los dafos en las proteinés pueden explicarse mejor, pdr una mala alimentacién (rica en

50 : .
-carbohidratos, pobre en aminoacidos y proteinas) y dafio en las mitocondrias, que también se
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"5 deterioran con el tiempo, aunque no siempre los hacen de forma constante. Cuando el dafio

existe, es posible evidenciarlo estructuralmgnte con microscopia éonfocaf de alté resolucion
(Sénchez-Gonzalez DJ et. al. Microscopio conf.ocalAen el diagnostico dermatologico de las
10enfermedades ampollosas autoinmunitarias. Actas Dermatol Dermatopatol 2007, 7: 9-15 e
“Imagenes de microscopia confocal en el diagnéstico de las enfermedades ampollosas
15 autoinmunes. Rev Sanid Milit Mex 2006; 60 (2): 82-90).
En el envejecimiento y en organismo que reciben este tipo de nutricion rica en carbohidratos y
pobre en proteinas, hemos observado como Iés mitocondrias son mas ‘susceptibles sufrir de
20alteraciones del ADN de las mismas condicionan estados de estrés  oxidativo ocasionan
alteraciones en los procesos bioquimicos de deAsaminacién, oxidécién, entrecruzamientos y
25glicosilacion no | enzimatica, en las " enzimas prostaciciina sintasa y tromboxano  sintasa,
ocasionando un désequilibrio en la bfodisponibilidad del tromboxano liberado en la circulacion y
una reduccion de la prostaciclina, provocando una mayor predisposicion a la trombosis y
» vasoconstriccion en los vasos sanguineos de los pacientes que presentan Diabetes Melltus e
Hipertension Arteri.al (Sosa Luna CA et. al. Rev Sanid Milit Mex 2005 59(1):32-50 y Rev Sanid Milit
35 Mex 2006 60(5):324-333).
El efecto de regeneracion celular, es més evidente, cuando por motivo de alguha enfermedad,
algun sftirpe,celular diferenciada, se encuentra bajo un gran feto 0 estrés, Vtalles el caso de las
40células productoras de insuling conocidas: como células B del los islotes de Langerhans del
'péncréas, las cuales se encuentran disminuidos o destruidas en los pacientesvcon DiabetesA
45Mellitus, ocasionando una sensacion de fatiga crénica, y buando se ocasiona la insuficiencia de

insulina, se observa el incremento de la glucosa sanguinea, apareciendo incremento en la orina,

sed y-aumento del apetito, sintomatologia caracteristica de esta enfermedad (Shamblott MJ; Clark
50 '
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5 GO, Cell therapies for type 1 diabetes mellitus. Expert Opin Biol Ther 2004 Mar; Vol. 4 (3), pp.

269-77).
En la figura 2, se presentan algunos resultados de nuestros experimentos aplicando “Compuesto
© de Regeneracion Celular’ CRC (Terapia Celu|ér) en animales con insuficiencia renal en un'modelo
experimental de Diabetes Mellitus de nuestro laboratorio con insuficiencia de insuliﬁa, en ratas de
15 la cepa wistar hiberglicémicas (glucosa sanguinea >300 mg/d)), bor induccion  con
estreptozotocina.
La aplicacion de Compuesto de Regeneracion Celular’ CRC (Terapia Celular) permitio regenerar
? los rifiones dafiados, evidenciado por el qurﬁento en la depuracion de creatinina (No 10) y el
analisis morfolégico (NQ 5). Podemos apreciar que en ia barra negra (animales de laboratorio
25 sanos o control No 2 y No 4) presentan una depuracion de creatinina promedio de 2.84 ml/min que
equivale a una funcion renal del 94.66% de. mientras qué los animales de laboratorio
re;presentadoé por la barra roja enfermos con Diabetes Méllitus (No 8 y No 6)), sin tratamiento
30- alguno durante fa evolucion ‘de la hiperglicemia) presentaron un depufacién de creatinina
promedio de 1.84 ml/min, que equivale a una funcion renal del 61.3% valor que permite hacer el
35 diagnostico de insuficiencia renal crénica (< 70%). Los animales enfermos representados por la
barra verde (No 9) con Diabetes Mellitus que recibieron un tratamiento nefroporotector estandar
con un farmaco inhibidor dé la enzima convertidora de angiotensina Ramipril a uha dosis1 mg/kg
0 de peso diariamente por via oral presentaron una depuracion de creatinina de 2.6 que equivale Ia
una funcién renal de 86.6% y los animales enfermos con Diabetes Mellitus representados con una
l45 barra amarilla (No 10) que recibieron el “Compuesto de Regeneracion Celular” (Terépia Celular)
| presentaron una depuracion de creatinina dé 3.7 mlimin equivalente a una funcién renal de
123.3% , se obtuvo una regeneracion celular (No 5). Los animales con Diabetes Mellitus

50 .
referenciados en la barra azul (No 11), recibieron un tratamiento con farmaco inhibidor selectivo
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5 de la ciclooxigenasa, Celecoxib a una dosis de 4 mg/kg de peso diariamente por via oral,

presentaron un efecto nefrotoxico (No 7), observandose, la presencia de proteinuria franca en la

capsula de Bowman, una depuracion de creatinina de 1.4 mi/min equivalente a una funcién renal
h de 46.66% en franca insuﬁciencia renal.

De forma natural las células madre son liberadas desde la médula dsea y otros reservorios,
15 atravesando el torrente sanguineo hacia aquellos tejidos que tienen mayor necesidad. Cuando un
6rgano esté sujeto a exigencias por enfermedad, este organo dispara cbmpuestos que emiten una-
sefial para que las células madre sean liberadas a'la circulacion. El érgand inicia la cascada de la
2 inflamacion lanzando a la circulaciéﬁ compuestos que atraen a las células madre a este érgané en
paniculaf. Entonces las células madre que fueron liberadas por nuestro compuesto de
25 regeneracion celular, siguen el camino de la concentracion de esos compuestos y dejah el torrente

sanguineo para migrar al érgano donde se estan proliferando y comienzan a diferenciarse en

células de ese organo en particular La hébilidad del “CRC” de liberar Ia; células madre activadas
P en la circulacion a través de nuestra invencion y los protocolos déscritos dé terapia celular para
medicina regenerativa y antienvejecimiento son de gran relevancia ya que las células madre en
35 circulacion disminuyen al aumentar en edad y en las enfermedades crénicas y degenerativas
(Pacheco-Ramirez MA, Rodriguez-Perales MA, Lopez-Chavira A, Canul-Andrade LP, Martinez-
Martinez CM, Sénchez-Gonzalez DJ. Expresion de las sintasas de oxido nitrico en tumores
© glémicos de cabeza y cuello. Rev Sanid Milit Mex 2006;l 60 (6): 369-378). De esta manera, se
podria concluir que los nifios y bebés tienen un “sistema de celulas madré” muy efectivo y no
45 necesita del apoyo del “CRC". Sin embargo, hemos aplicado “CRC” en nifios menores de .10 anos
como apoyo al tratamiento de quimioterapia y radioterapia en leucemias agudas, asi tambien en
pacientes- p'ediétricos con Sindromes Genéticos como el de de Down, Turner, etc. Tambien en

50
nifios con problemas del neurodesarrollo, autistas, debilidad mental, pardlisis cerebral infantil,
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5 déficit de atencion y jovenes con esquizofrenia. Estamos recibiendo testimonios con informacion

acerca de eiperiencias muy fuertes indicando que la terapia celular con células madre podria
brindar beneficios significantes paré los nifios pequefios (Aguilera-Hernéndez P, Chanez-
© Cardenas ME, Sanchez-Gonzéalez DJ et al. Regulacion de las sintasas de oxido nitrico en el
estriado de rata en el modelo de la enfermedad de Huntington inducido por quinolinico. Arch
15 Neurocien Mex 2006, 11: 31).
, ,
La terapia celular empleando el “CRC” es la forma mas ‘segura de tratar los dafios que sufre el
material genético que se éncuentra en el nlcleo celular y las mitocondrias. Estos dafios son uno
2 de los factores méé relevantes del proceso/de envejecimiento biologico y la senescencia celular.
En los ancianos se producen un mayor nimero de alteraciones estructurales de los cromosomas
25(material genético) los cuales estan compuestos del acido desoxirribonucléico (ADN) due se
manifiestan con la s@ntomatologia propia del envejecimiento como deterioro de la. funcion
cardiovascular, osteomuscular, presbiacusia y presbiopia, etc (Béjar-Cornejo F, Olivares D
¥ Cantero MA, Sanchez-Gonzalez DJ. Grosor corneal determinado mediante topografia corneal
ORBSCAN en pacientes dlagnost/cados con glaucoma en poblacion mexicana. Rev Sanid Milit
35Mex 2007; 61 (5): 310-319) Las células madre contienen ADN intacto asi como mltocondnas
saludables y muchas proteinas que tienen la capacidad de revertir muchos de los efectos del
envejecimiento, las células madre son ricas en la enzima telomerasa la cual puéde disminuir la
40 pérdida de las secuencias teloméricas del ADN en las células envejecidas o senescentes. Deéde
el punto de} vista de “terapia génica’, podemos considerar due las células madre son el mejor
45vector, y pueden ser consideradas como “micro-esferas intéligentes” (ya que son organismos
Vivos mibroscépicos, con la total capacidad de autorreplicacion asi como de‘tropismo, es decir
reconocen y viajan al sitio del dafio o lesion, asi co.mo de transdiferenciacién de diferehc.:ivan' en el

50 ,
tipo celular faltante o lesionado) (Sénchez-Gonzélez DJ et. al. Efectos biolégicos de campos
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5 electromagnéticos de frecuencia industrial. Modelo en ratas. Rev Sanid Milit Mex 2007; 61 (6):

371-380). Ya qué contienen en su interior el genoma humano completo; el'cual, a diferencia dé los

protocolos de terapia génica, se encuentra intacto, indiferenciado y puede dar origen a todas las
" proteinas que dan origen a los diverso tipos celulares que'constituyen el cuerpo humano, cabe
resaltar que en Ia terapia celular con células médre, las células madre no {(negativo) han sido
15 modificadas, alterada o-siquiera tocadas en su maquinaria genética (ADN), soIaménte han sido

protegidas de todos los agentes nocivos antes mencionados como son la irradiacion, agentes

infecciosos, etc. De manera que las células que se trasplantan tienen una edad biologica de cero
20 ' |

afos (nuevas).

A continuacion presentamos diversos ejemplos de la utilidad en et empleando de “Compuesto de
25 Regeneracion Celular (CRC):

Ejemblo 1. Las enfermedades cronicas y Iés neurodegenefativas son un grupo de entidades

clinicas que se diagnostican cada vez con méas frecuencia en nuestro pais y en el mundo. Entre
¥ estas enfermedades se incluyen: la demencia de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, Ia

enfermedad de Huhtington y la Esclerosis Lateral Amiotrfica (Aguilera P, Sanchez-Gonzalez DJ

35 et. al. Time-related changes in constitutive and inducible nitric oxide synthases ih the rat striatum in
a model of Huntington's disease. |
~ Neurotoxicology 2007; 28 (6):1200-1207). La particularidad que guardan estas entidades clinicas
0 es que no cuentan con una forma de tratamiento que limite o revierta el sevefo deteribro e
incapacidad que producen. Tienen un curso invariablemente progresivo, incapacitante y con -
45 mortalidad a corto plazo en algunas, e incapacidad significativa en todas ellas. Dadd el poco
| efecto curativo de los tratamiéntos actuales, se ha eﬁ(plorado el uso de la terapia celular como una

alternativa terapéutica. La reparacion cerebral mediante la aplicacién de tfasplantes celulares es el

50
foco de atencion en las investigaciones recientes. Adicionalmente, el sistema nervioso tiene
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5 privilegios inmunolégicos que reducen la necesidad de los inmunosupresores habituales en

trasplantes, incluso en los heterélogos. Adicionalmente, el trasplante aut6logo de células madre
favorece elque estas células puedan establecerse en el cerebro y transdiferenciarse a neurbnas.
0 Ejemplo 2: Los pacientes con angina refractaria y con antecedentes de isquemia al miocardio o
infarto, cuando ya no pueden ser tratados con terapias convencionales cbmo son la angioplastias
15coronarias y colocaciones. de Sten, con fraccion de eyeccion de 37.5% después de recibir la
terapia celular con “CRC" pueden mejorar en meses su fraccion de eyeccion quedando en un 47%
y disminuyendo los requerimientos de medicamentos y la sintomatologia. Los pacientes con
A insuficiencia cardiaca con clase funcional Il y fraccion de eyeccion basal del 30% mejoran
después de cinco a quince sesiones de terapia celular con “CRC". Todos los pacientés mejoraran
25a una clase funcional Il. Algunos de los estudios de SPECT Sestamibi Tc99m a los posteriores al '
tratamiento con “CRC” durante el seguimiento clinico muestran mejoria por la regeneraci'()n celular
traducida en un incremento de la vascularizacion y viabilidad del miocardio. Uno de nuestros
0 pacientes con enfermedad de tres vasos coronarios fuera de tratamiento por angioplastia
coronaria después de haber sido valorada por el especialista Dr. Hugo Gutiérrez, Leonard en el
35 Hospital Central Militar, mejoro Ia'perfusién miocardica SPECT Sestamibi Tc99m después de
recibir cinco inyecciones intravenosas del “CRC" encontrandose una mejoria notable evidenciada
~ por los mismos familiares, ya que ahora podia caminar mas cuadras sin presentar dolor en el
4 torax, cansancio y falta de aire, el estudio mostré isquemia en un sola rama coronaria es decir de
los tres vasos con isquemia se regeneraron dos, con la aplicacién de células madre.
45 Ejemplo 3: Insuficiencia Renal Crénica y complicaciones de la Diabetes Mellitus., en la figura 3 se
muestra una grafica con el promedio del resultado de la depuracion de creatinina antes y deépués
del tratamiento con “CRC” en nuestros pacientes con insuficiencia renal crénica, obtenidos de los

50
estudios de depuracion de creatinina antes (No 1) y después (No 2) de recibir diez aplicaciones
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5 diez aplicaciones del “CRC” por via intravenosa e intramuscular. Presentaron reversion en la

progresion del deterioro de la funcion renal en sus estudios de laboratorio clinico y éintomato'logia,
sin precedentes (Cruz C, Correa-Rotter R, Sanchez-Gonzalez DJ et. al. Renoprotective and
0 antihypertensive effects of S-allylcystéine in 5/6 nephrectomized rats. Am J Physiol Renal Physiol
2007: 293: F1691-F1698 y Chirino YI, Trujillo J, Sénchez-Gonzéalez DJ et. al. Selective iNOS
15 inhibition reduces renal-damage induced by cisplatin. Toxicol Lett 2008,176 (1 ). 48-57). En la
- figura 2/3 se mostro la grafica, elaborada con los resultados'de nuestros experimentos realizados
en ariimales de laboratorio, ratas: cepa .wistar con nefropatia diabética por Diabetes Mellitus;
? inducidas con una myecmon intraperitoneal de estreptozotocma
En la pagina 2/2, se pueden observar cambios a las 5 semanas despues del tratamlento con
25 “CRC”, figura 2, que corroboran los resultados de la depuracion de creatinina en coherencia conv
los obtemdos en humanos con expedientes clinicos figura 3 (Pedraza-Chaverri J, Yam Canul P,
Chirino Y, Sa'nchez-GonzéIez DJ et al. Protective effects of garlic powder against potassium
¥ dichromate-induced oxidative st(ess and nephrotoxicity. Food Chem Toxicol 2008; 46 (2): 619-627 |
y Segoviano-Murilld S, Sanchez-Gonzalez DJ et. al. S-allylcysteine ameliorates ischemia and
35 reperfusion induced renal damage. Phytother Res 2008; 22 (6): 836-840). Los experimentos en
animalés figura 2, no sélo nos permitieron evaluar la funcion, sino que también pudimos observar
los cambios en el microscbpio de los glomérulos en los cortes de histologia renal. Los co&es de
0 los animales control fuerqn similares a los cortes de ratas diabéticas tratadas con nuestro
tratamiento de Medicina Regenerativa que se ofrece a I0s pacientes en la SITECEM (Orozco-
45 Ibarra M' Medina-Campos ON, Sanchez-Gonzalez DJ et.. al. Pedraza-Chaverril J. Evaluafion of
ox:dat/ve stress in d-serlne induced nephrotoxicity. Toxicology 2007; 229: 123-135; Yam-Canul P
Chmno Yl, Sanchez-Gonzélez DJ et. al. PJ34, a poly adenos:ne diphosphate-ribose polymerase

50
inhibitor, attenuates chromate-induced nephrotoxicity. Basic Clin Pharmacol Toxicol 2008; 102 (5):
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5 483-488 y Yam-Canul P, Chirino YI, Sénchez-Gonzéalez DJ et. al. Nordihydroguaiaretic acid

attenuates potassium dichromate-induced oxidative stress and nephrotoxicity. Food Chem Toxicol
2008; 46 (3):1089-1096). |
10Ejemplo 4: en las enfermedades neurodegenerativas, a partir de los afios 2001 y 2003, se
reportaron los resultados de estudios controlados de trasplante de neuronas de dopamina de
15 origen embrionario en pécientes con enfermedad de Parkinson ligero-moderado. En estos
estudios se concluyé que la aplicacion de implantes multiples, incluyendo la sustancia nigra y
cuerpo estriado en modelos animales producen mejor resultado.-Igualmente, estos hallazgos se
@ confirmaron en pacientes, los cuales mostraron mejoria clinica al igual due con el uso de la
tomografia por émisién de positrones con fluorodopa (PET), y sin desarrollar complicaciones
o5 motoras. El objetivo de implantar células médre en la enfermedad de Parkinson es reconstruir la
via neuroﬁal niQroestriada con precursores de células madre neurales.o injertos de neuronas de
dopamina. El trasplante de neuronas dopaminérgicas derivadas de células madre se ha intentado
0 con el objetivo de estimular sinapsis local o liberacion de citoquinas por el injérto. Lds pacientes
con enférmedades neurodegenerativas como el Parkinson mejoran clinicamente con el
35 tratamiento de células madre humanas disminuyendo la torpeza generalizada y la lentitud en la
realizacion de movimientos; mejorando la escasez de motilidad espontanea, disminuye el temblor
de reposo y la rigidez (Sanchez-Gonzélez DJ et. al. Oxido nitrico en el sistema nervioso central.
0 Neuronas nitrérgicas. Neurol Neurocir Psiquiat 2004; 37 (2): 73-78). Los pacientes recuperan la
respuesfa ala admiﬁistracién farmacoldgica del precursor (levodopa). Hoy la aplicacion del “CRC”
45 es una alternativa para los pacientes con Parkinson. Se puedén realizar estudios de resonancia

magnética al inicio y a los 6 meses de la terapia celular, con espectroscopia de N-acetilaspartato

(NAA)/creatina (Cr) y estudios de perfusion SPECT con Tc 99m sestamibi. Los resultados clinicos
50
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5 han sido muy satisfactorios. No han ocurrido complicaciones y todos los pacientes mejoran sus

parametros clinicos.
Ejemplo 5: en las demencias que son sindrome clinico caracterizado por perdida severa de las
© habilidades cognitivas y emociqnales adquiridas que interfieren coﬁ el 'des‘empeﬁo diario y la
calidad de vida. La demencia puede ser ocasionada por mas de 55 enfermedades, algunés no
15 progresivas y ocurre principalmente en etapas tardias de la vida. La prevalencia es del uno % en
personas de 60 afios de edad y se duplica cada cinco afios, para incrementarse Hasta Uegar al 30
0 50 % en las personas de 85 afios y mayores.
20 : :
Existen mitiples formas de demencia; sin embargo, la méas comin es la demencia de Alzheimer,
que explica entre el 80 y el 85 % de las causas de demencia. Otras fbrmas son la demencia
25vascular (por infartos cerebrales maltiples); demencia en enfermedad de Huntington, demencia
fronto-temporal, demencia con15 cuerpos de Lewy y demencié por SIDA, entre otras. De Ia4
totalidad de los casos con demencia, menos del % son susceptibles de tratamiento con el “CRC”
. No obstante que existen varios medicamentos utiles en el tratamiento de la demencia, ninguno de
ellos ha sido eficai en detener la progresion inevitable de esta enfermedad neurodegenerativa. La
35frecuencia y prevalencia de este trastorno se incrémenta paulatinamente en el mundo. Este hecho
se debe principalmente al incremento en la esperanza de vida de la poblacién. Una estimacion
efectuada por nuestro grupo de investigadores en el afio 1999 report6 que en nuestro pais existia
* una prevalencia de 814 mil personas con trastornos cognitivos asociados a la edad, y mas de
medio millén de mexicanos con demencia de tipo Alzheimer. Los pacientes con Alzheimer mejoran
'45su capacidad intelectual y memoria. Los autistas y nifios con sindrome. de Down mejoran su |
capacidad de Ienguajé, articulacion de palabras, mejorando las comunicaciones con sus padres y
maestros. . |

50 - . '
Ejemplo 6: Tenemos grandes expectativas debido a la mejoria que se observa en pacientes con '
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5 padecimientos neuroldgicos, paralisis facial por fo cual hemos utilizado el “CRC” en pacientes con

sindrome de Down, autismo, sordera, mudez, secuelas por eventos vasculares cerebrales y todos
han presentado mejoria en la sintomas y signos que presentan, todos estos se han tratado con
0 protocolo externos y estamos en proceso de construccion de una area de internamiento para
aplicar la terapia celular con “CRC” en pacientes con padecimientos mentales y psiquiatricos
15 graves, como la Esquizofrenia Cronica, y tenemos un acuerdo de cooperaéién e investigacion con
la Asociacion Mexicana de Amigos de ‘Pacientes Esquizofrénicos A.C. (AMAPE).
Ejemplo 7: En. lesiones traumaticas artrosis, esguinces, para una recuperacion mas rapida de una
2 cirugias o durante la - lesion trauméatica de la médula espinal no-es una enfermedad
neurodegenerativa. Sin embargo, en nuestro laboratorio hemos estado trabajando en la busqueda
25 de la metodologia mas apropiada pafa buscar la repéracién de la médula espinal dafiada.
Desafortunadamente jovenes y adultos jovenes presentan secuelas de diferente magnitud que
‘va‘n desde hernias discales con una excellente respuesta al tratamiento con “CRC” hasta
¥ consecuencia de paralisis por lesion medular ocasionada en accidentes o enférmedades
degenerativas y congénitas. Por lo anterior, estamos investigando clinicamente el efecto del
35 “CRC” para tratar de reparar la médula espinal dafada. En nuestro pais no se han realizado
estudios de frecuencia y prevalencia de lesion traumatica de la médulé espinal; no obstante, se ha
estimado que la frecuencia anual de personas con dafio en la médula espinal es de 40 casos por
@ un millon de habitantes (Estados Unidog), lo cual representa ‘una incidencia de 11 mil casos
nuevos cada afio En esta estimacion no se incluyen los casos de las personas que mueren en el
45 accidente. Las causas mas frecuentes de lesion en la médula espinal son, en forma consistente,
los accidentes en vehiculo (41 %), lesiones por violencia (22 %) y caidas (21 %). Debido a que la
edad de presentacion de la lesion espinal es en jovenes y adultos jovenes, con poteﬁcial para’

50
prolongada sobrevida, la prevalencia de esta entidad clinica es bastante alta y se incrementa
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| 5 cada afio. Se ha estimado que méas de un cuarto de millén de personas en los Estados Unidos

viven en la actualidad con incapacidad, por secuelas debidas a lesion de_médula espinal. La
mayoria de los casos de trauma en la rﬁédula espinal ocurre en éduitos jévenes. El promedio de
0 edad de estos casos es de 28.7 afios; la mayor parte de los traumas medulares ocurrieron entre
los 16 y los 30 afios de edad. El 77.8 % de los casos de lesion espinal son del sexo masculino,
15 por lo general jovenes o adultos jovenes que se encuentran en etapa productiva o en el inicio de
la misma. Se ha observado que mas de la mitad de los enfermos (64.2 %) tenian empléo antes de
sufrir la lesién medular. |
20 ' . :
Posteriormente al evento traumatico, al décimo afio de evolucion solo una tercera parte de los
pacientes con Paraplejia volvian a tener empleo remunerativo. Por lo anterior, se considera que
25 esta éntidad clinica tiene importanite repercusion econémica en el paciente y en.su familia, por los
costos directos e indirectos que produce. El gasto promedio anual por el cuidado de salud del
enfermo y los costos directos, varian de acuerdo con la severidad de la lesion. Sin 'embargo, Io§
¥ costos indirectos que incluyen pérdida del salério, pérdida de beneficios suplementarios y
‘productividad, se estiman que 'son en promedio alrededor de los 60 mil délares por afio; no
35 obstante, esta cifra puede variar dependiendo del.nivel educativo del paciente, el tipo de empleo y
¢l historial laboral antes del accidente, ademéas de la severidad de la lesion medular. Por lo
anterior, consideramos- justificada la aplicacion del “CRC" como una opcion alternativas

40
terapéuticas para este tipo de problemas.

45

50
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REIVINDICACIONES

5 Habiendo descrito suficientemente nuestra invencién, la consideramos como novedad y.p'or lo
tanto reclamamos como de nuestra excusiva propiedad, lo contenido en las siguientes clausulas:
10
1. Las concentraciones, volimenes, condiciones de esterilidad y temperatura que permite
elaborar las soluciones base “A”, “B", “C"y ‘D" del “Compuesto de Regeneracién Celular’ CRC de
15 la descripcion de la invencion que permite aplicar de células madre sin modificacion genética
valguna, las cuales se encuentran criopreservadas o liofilizadas en frascos o cajas de lineas .
celulares en cultivo, después de descongelarlas gradualmente c_ie -20 5C a 8° C, son prehidratadas

20
en la solucion base “A” del Compuesto de Regeneracion Celular (CRC).

25 2. La aplicacion del procedimiento de la descripcion de la invencion (ﬁgufa 1/3:) que permite para
preparar el compuesto de regeneracion celular (frascos “A” “B”, “C” y “D") incluye condiciones de
" - esterilidad, temperatura, analisis morfoiogico y la cuantificacion de células madre en la

30
concentracion y volumen estipulado estipulada en la descripcion del CRC.

35 3. La aplicacion del “Compuesto de Regeneracion Celular” para protocolos de terapia celular con
células madre, se sin requerir de estudios de gen tipificacion para haplotipos HLA de las células
madre pluripotenciales empleadas para la preparacion del “CRC’ y del paciente que recibe la

40
inyeccién del CRC.

454. La aplicacion del “Compuesto de Regeneracion Celular’ (CRC) para tratar diversos
padedimientos cronicos degenerativos, que requieren de una regeneracion celular como:

Insuficiencia Renal Cronica; Diabetes Mellitus, Artrosis, Artritis Reumatoide, Lupus Eritematoso
50
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Sistémico, Esclerosis Lateral Amiotrofica, Esclerosis Multiple, Enfermedad de Parkinson, Vitiligo,

Hemnias Discales, Sindrome de Down, Autismo, Esquizofrenia, Demencias, Pérdida de la audicién,
paralisis, insuficiencia va;.cular arterial o venosa, efc. Para lo cual se requieren aplicar un minimo
de.cinco inyecciones intravenosas cada 7 dias con-un volumen de 6 ml del “Compuesto de
Rvegeneracién Celular’ (CRC) empleando “2 ml de frasco “B", 2 mi de frasco “C" y 2 ml del frasco

“D" ademas de aplicar un volumen de 1.0 ml intramuscularmente en la regién deltoidea del

compuesto “B" y de ser necesario 3 ml mas del compuesto de regeneracion celular, empleando un

volumen de 1 mi del frasco “B”, 1 ml del frasco “C" y 1 ml del frasco ‘D" este volumen se aplica

localmente en el sitio que se pretende regenerar.

5. Otras aplicaciones del “Compuesto de Regeneracion Celular” (CRC) la dnica opcion real de
regeneracion para enfermedades incurables. Como fuente de sustitucion de células y tejidos
enfermos, con la intencién de prolongar la calidad de vida en personas sanas o enfermas,

actuando como un compuesto de antienvejecimiento.
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

see extra sheet

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

A61K, C12N

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

INVENES, EPODOC, WPI, TXTE, MEDLINE, BIOSIS, NPL, EMBASE, XPESP

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
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Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A US 20050181502 A1 (FURCHT et al.) 18.08.2005.
see abstract; paragraphs [0019], [0027], [0035-
00371, [0089-0097], [0110-0115], [0128-0141],
[0231-0238], [0246-0264]; and figures 5-14.

A WO 2004085630 A1 (MEDVET SCIENCE PTY LTD &
ANGIOBLAST SYSTEMS INC) 07.10.2004. Sce abstract;

page 22, lines 19-28; claims 2, 3,
11, 17, 66 and 67; figures.

A TARE, R.S., et al. Skeletal stem cells:

summary.

phenotype, biology and invironmental niches
informing tissue regeneration. Molecular and
cellular endocrinology. 25-06-2008. Vol. 288, n.
1-2, pages 11-21. ISSN 0303-7207. See abstract,
introduction, paragraph 4.1, figure 1 and

14

D Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents: “T” later document published after the international filing date or
“A”  document defining the general state of the art which is not considered priority date and not in conflict with the application but cited to
to be of particular relevance. understand the principle or theory underlying the invention

“E” earlier document but published on or after the international filing date

“I”  document which may throw doubts on priority claim(s) or which is “X”  document of particular relevance; the claimed invention cannot be
cited to establish the publication date of another citation or other considered novel or cannot be considered to involve an inventive
special reason (as specified) step when the document is taken alone

“0” document referring to an oral disclosure use, exhibition, or other “Y"  document of particular relevance; the claimed invention cannot be
means considered to involve an inventive step when the document is

“P”  document published prior to the international filing date but later than combined with one or more other documents , such combination
the priority date claimed being obvious to a person skilled in the art

“&”  document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report

22 March 2010 (22.03.2010) (25/03/2010)

Name and mailing address of the ISA/ Authorized officer

OEPM. B. Pérez Esteban

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.
Facsimile No. 34 91 3495304

Telephone No. +34 91 349 84 84
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Box No. IT Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.: 4 (in part)
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:
The last part of claim 4 relates to subject matter considered by this Authority to be affected by the
provisions of PCT Rule 67.1(iv) relating to a method for treatment of the human or animal body by
therapy. Nevertheless, a search has been carried out for this claim on the basis of the alleged effects
of the compounds (the compositions described as “bottles A,B,Cand D" ).

2. Claims Nos.: 1-4 (in part), 5
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:
Claims 14 are not clear and refer to the description, and owing to the lack of technical features in the
claims, the search was directed to the information in the description, although this information is not
claimed. Claim 5 also fails to meet the requirement of clarity and contains no technical features, and
for this reason has been excluded from the search.

3. D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. III  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

|:| No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ MX 2009/000121

A. CLASIFICACION DEL OBIJETO DE LA SOLICITUD

Ver hoja adicional
De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segtin la clasificacién nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentaciéon minima buscada (sistema de clasificacién seguido de los simbolos de clasificacion)

A61K, C12N

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacion minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la biisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la bidsqueda internacional (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
biisqueda utilizados)
INVENES, EPODOC, WPI, TXTE, MEDLINE, BIOSIS, NPL, EMBASE, XPESP

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria* Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
A US 20050181502 A1 (FURCHT et al.) 18.08.2005. 1-4

Ver resumen; parrafos [0019], [0027], [0035-
0037], [0089-0097], [0110-0115], [0128-0141],
[0231-0238], [0246-0264]; y figuras 5-14.

A WO 2004085630 A1 (MEDVET SCIENCE PTY LTD &
ANGIOBLAST SYSTEMS INC) 07.10.2004. Ver resumen;
pagina 22, lineas 19-28; reivindicaciones 2, 3,

11, 17, 66 y 67; figuras.

A TARE, R.S., et al. Skeletal stem cells:

phenotype, biology and environmental niches
informing tissue regeneration. Molecular and
cellular endocrinology. 25-06-2008. Vol. 288, n°
1-2, paginas 11-21. ISSN 0303-7207. Ver resumen,
introduccion, parrafo 4.1, figura 1y

conclusiones.

D En la continuacidn del Recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo
* Categorias especiales de documentos citados: “T” documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

“A”  documento que define el estado general de la técnica no considerado presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E”  solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de comprensién del principio o teorfa que constituye la base de la
presentacién internacional o en fecha posterior. Invencion.

“L”  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién de “X” documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como la indicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“0” documento que se refiere a una divulgacién oral, a una utilizacién, a “Y”  documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
una exposicién o a cualquier otro medio. puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el

documento se asocia a otro u otros documentos de la misma

“P”  documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional & o -
naturaleza, cuya combinacion resulta evidente para un experto en

pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada.

la materia.

“&”  documento que forma parte de la misma familia de patentes.
Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicion del informe de bisqueda internacional
22 Marzo 2010 (22.03.2010) 25-MARZ0O-2010 (25/03/2010)
Nombre y direccién postal de la Administracion encargada de la Funcionario autorizado
biisqueda internacional O0.E.P.M. B. Pérez Esteban
Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.
N° de fax 34 91 3495304 N° de teléfono +34 91 349 84 84

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio 2009)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ MX 2009/000121

Recuadro I1 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de busqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segin el Articulo 17.2.a) por los
siguientes motivos:

1. [ Las reivindicaciones N*: 4 (en parte)
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:
La reivindicacién n° 4, en su parte final, se refiere a una materia que esta Administracién considera que esta
afectada por las disposiciones de la Regla 67. 1 (iv) PCT, relativas a un método de tratamiento terapéutico del
cuerpo humano o animal. A pesar de ello, se ha efectuado una bisqueda para esta reivindicacién basada en
los efectos atribuidos a los compuestos (las composiciones descritas como "frasco A, B, Cy D").

2. Las reivindicaciones N: 1-4 (en parte), 5
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

Las reivindicaciones 1 a 4 no estdn redactadas de forma clara, y remiten a la descripcidn, por lo que, a falta
de caracteristicas técnicas en las reivindicaciones, la bisqueda se ha dirigido a los datos descritos, aunque
éstos no estén reivindicados. La reivindicacién n° 5 tampoco cumple el requisito de claridad, ni tiene
caracteristicas técnicas, por lo que se ha excluido de la biisqueda.

3. [ Las reivindicaciones N*
son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.a).

Recuadro III  Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la bisqueda internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. |:| Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buisqueda.

2. D Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracion no requirié el pago de tasas adicionales.

3. [J Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N°%

4. [ Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente

informe de btisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N

Indicaci6n en cuanto a la protesta D Se acompaii6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

]

Se acompaii$ a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagd en el plazo establecido en el requerimiento.

D El pago de las tasas adicionales no ha sido acompaifiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2009)
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Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de busqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
US 2005181502 A 18.08.2005 WO 0111011 A 15.02.2001
CA 2381292 A 15.02.2001
AU 6621800 A 05.03.2001
EP 1226233 A 31.07.2002
EP 20000953840 04.08.2000
JP 2003506075 T 18.02.2003
NZ 517002 A 25.06.2004
7ZA 200201125 A 28.07.2004
US 2006008450 A 12.01.2006
US 2006030041 A 09.02.2006
US 7659118 B 09.02.2010
AU 784163 B 16.02.2006
US 7015037 B 21.03.2006
AU 2006202072 A 15.06.2006
US 2006263337 A 23.11.2006
US 2007009500 A 11.01.2007
JP 2008044965 A 28.02.2008
US 2009104163 A 23.04.2009
US 2009203129 A 13.08.2009
US 2009203130 A 13.08.2009
US 2009233353 A 17.09.2009
US 2009233354 A 17.09.2009
WO 2004085630 A 07.10.2004 CA 2520390 A 07.10.2004
CA 2520273 A 07.10.2004
WO 2004084921 A 07.10.2004
AU 2004224830 A 07.10.2004
AU 2004224830 B 29.06.2006
AU 2004223798 A (07.10.2004
AU 2004223798 B 15.06.2006
US 2005019911 A 27.01.2005
US 7670628 B 02.03.2010
EP 1613335 A 11.01.2006
EP 20040723937 29.03.2004
EP 1613741 A 11.01.2006
EP 20040723935 29.03.2004
CN 1809632 A 26.07.2006
CN 1822846 A 23.08.2006
US 2006193840 A 31.08.2006
AU 2006203628 A (07.09.2006
AU 2006203627 A 07.09.2006
JP 2006521121 T  21.09.2006
JP 2006521096 T  21.09.2006
US 2006286077 A 21.12.2006
US 2007065938 A 22.03.2007
AU 2009227897 A 12.11.2009
AU 2009227881 A 12.11.2009
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