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DESCRIPCION
Medio de induccién y procedimientos para el cultivo y la terapia de células madre
RESUMEN DE LA INVENCION

Una de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccidn para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacién de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de induccién comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina, y
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto;

donde la poblacion de células madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina, y
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto, y

(d) desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),
(b) eritropoyetina, y
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),
(b) eritropoyetina, y
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:
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(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto, y
(d) desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),
(b) eritropoyetina, y
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),
(b) eritropoyetina, y
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto, y
(d) desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml, y
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml, y
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2961 691 T3

estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto, y

(d) desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),
(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml, y
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),
(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml, y
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto, y

(d) desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),
(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml, y
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),
(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml, y
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.
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Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto, y

(d) desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina, y
(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),
(b) eritropoyetina, y
(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),
(b) eritropoyetina, y
(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM;
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donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de induccién comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) desferrioxamina;

donde la poblacion de células madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencidn es un medio de induccién para crear una poblacion de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacién de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de induccién comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml, y
(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM;

donde la poblacion de células madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencidn es un medio de induccién para crear una poblacion de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacién de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de induccién comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) desferrioxamina;

donde la poblacion de células madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencidn es un medio de induccién para crear una poblacion de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacién de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de induccién comprende:

(a) poli(l:C),
(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml, y
(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM;

donde la poblacion de células madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

() poli(A:U),
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(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml, y
(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) desferrioxamina;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina,

(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.
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Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto,
(d) desferrioxamina, y
(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina,

(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto,
(d) desferrioxamina, y
(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:
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(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y

(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y

(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina, y
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(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y

(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.
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Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:
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(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 4 (IL-4);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina,
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(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina,

(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
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antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina,

(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y

(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2961 691 T3

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y

(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

() poli (A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina, y
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(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
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antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
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estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uMy 500 uM, y
(d) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina, y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),
(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina,
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(e) interleucina 4 (IL-4), y
(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina,

(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y
(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

() poli (A:U),

(b) eritropoyetina,
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina,
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(d) interleucina 4 (IL-4), y
(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y
(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto,

(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina,

(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y

(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células

madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),
(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
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(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto,
(d) interleucina 4 (IL-4), y
(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina,

(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y

(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(c) un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto,

(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
(¢) un mimético de hipoxia seleccionado de desferrioxamina,

(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),
(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,
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(c) cloruro de cobalto,

(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y
(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y

(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y

(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células

madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:
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(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y

(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y

(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:
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(@) poli (I:C),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y

(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) interleucina 4 (IL-4), y

(e) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli (A:U),

(b) eritropoyetina presente a una concentracion inferior a 10 ng/ml,

(c) cloruro de cobalto presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM,
(d) desferrioxamina,

(e) interleucina 4 (IL-4), y

(f) interleucina 13 (IL-13);

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

Otra de las invenciones reivindicadas en esta invencion es un medio de induccion para crear una poblacién de células
madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas, donde el medio de inducciéon comprende:

(a) poli(l:C) a una concentracién de entre 0,1 ug/mly 100 ug/mil,
(b) eritropoyetina a una concentracién inferior a 10 ng/ml, y
(c) cloruro de cobalto a una concentracién de entre 5 uM y 500 uM;

donde la poblacion de células madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias y estd marcada por una mayor expresion de ARNm de CXCL9, OAS1 e ISG15 en comparacién con
una poblacién de células madre mesenquimales no estimuladas.

Las invenciones adicionales reivindicadas en esta invencién son cualquiera de los medios de induccién establecidos
anteriormente que no comprenden suero de origen humano o animal.

Sin embargo, las invenciones adicionales reivindicadas en esta invencidn son soluciones concentradas de cualquiera
de los medios de induccion expuestos anteriormente.

Las invenciones adicionales reivindicadas en esta invencién son procedimientos para elaborar una poblacién de
células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas a partir de una poblacién de células madre
mesenquimales no estimuladas, comprendiendo el procedimiento poner en contacto la poblacidén de células madre
mesenquimales no estimuladas con cualquiera de los medios de induccién expuestos anteriormente, donde, en la
poblacion de células madre mesenquimales tratada mediante el procedimiento, las células estan marcadas por una
mayor expresion de ARNm de CXCL9 en comparacion con la poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas.

Las invenciones adicionales reivindicadas en esta invenciéon son procedimientos para preparar una poblacion de
células madre mesenquimales polarizadas inmunolégicamente, para su uso en un procedimiento de tratamiento de un
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trastorno inflamatorio o autoinmunitario, a partir de una poblacion de células madre mesenquimales no estimuladas;
comprendiendo el procedimiento poner en contacto la poblacion de células madre mesenquimales no estimuladas con
cualquiera de los medios de induccidén expuestos anteriormente, donde, en la poblacion de células madre
mesenquimales tratada por el procedimiento, las células estan marcadas por una mayor expresion de ARNm de
CXCL3 en comparacion con la poblacion de células madre mesenquimales no estimuladas. En estos procedimientos,
el trastorno inflamatorio o inmunitario puede ser artritis reumatoide, enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad de
Crohn, neuritis 6ptica aguda, enfermedad de Krabbe, retinopatia diabética o lesiéon pulmonar aguda.

Las invenciones adicionales reivindicadas en esta invencién son procedimientos para elaborar una poblacién de
células madre mesenquimales inmunolégicamente polarizadas a partir de una poblacién de células madre
mesenquimales no estimuladas, comprendiendo el procedimiento poner en contacto la poblacidén de células madre
mesenquimales no estimuladas con cualquiera de los medios de induccién establecidos anteriormente, donde, en la
poblacion de células madre mesenquimales tratada mediante el procedimiento, las células estan marcadas por una
mayor expresion de ARNm de CXCL9 en comparacion con la poblacion de células madre mesenquimales no
estimuladas; y ademas donde las células madre mesenquimales son células madre mesenquimales humanas.

Las invenciones adicionales reivindicadas en esta invencién son composiciones que comprenden cualquiera de los
medios de induccién expuestos anteriormente y una poblacion de células madre mesenquimales.

UTILIDAD DE LA INVENCION

Existe la necesidad de procedimientos terapéuticos mejorados y procedimientos y medios de cultivo celular mejorados
para inducir, activar o cebar poblaciones uniformes de MSC (células madre, células madre mesenquimales, células
estromales de médula, células estromales multipotentes, células madre multipotentes) derivadas de diversos tejidos
adultos. Las aplicaciones clinicas de las MSC requieren procedimientos de cultivo celular reproducibles y
procedimientos de expansién celular que proporcionen un nimero adecuado de células de calidad adecuada y
beneficios terapéuticos consistentes. Los diferentes medios y procedimientos de cultivo han tenido diversos grados de
éxito. Sigue existiendo la necesidad de mejoras adicionales en el medio de cultivo de MSC y procedimientos que
garanticen rendimientos expandidos de células cebadas, activadas o inducidas utilizadas en terapia basada en células
que tengan efectos terapéuticos seguros y consistentemente reproducibles.

Se ha demostrado la potencia o el beneficio terapéutico de las MSC inducidas, activadas o cebadas sobre las MSC
convencionales no inducidas en modelos preclinicos de enfermedad. La terapia antiinflamatoria inducida por CMM
alivio el dolor y la inflamacién en modelos de neuropatia periférica diabética dolorosa, artritis reumatoide, enfermedad
intestinal inflamatoria y lesién pulmonar aguda de una manera significativamente mejor que la terapia convencional
con CMM. Ademas, la terapia antiinflamatoria inducida por CMM mejoré las puntuaciones clinicas, la marcha y la
funciéon motora en un modelo preclinico de esclerosis multiple (EAE) y enfermedad de Krabbe. En un modelo de cancer
de ovario competente inmunitario murino, la inmunoterapia basada en células MSC inducida por antitumor
proinmunitario condujo a la atenuacioén del crecimiento y la propagacion del tumor, mientras que la terapia convencional
con MSC promovi6 el crecimiento y la propagacién del tumor.

BASE CIENTIFICA DE LA INVENCION

La estimulacién de receptores de tipo Toll (TLR) especificos afecta a las respuestas inmunomoduladoras de las MSC.
Los receptores de tipo Toll reconocen las sefiales de "peligro" y su activacion conduce a respuestas celulares y
sistémicas profundas que movilizan las células inmunitarias innatas y adaptativas del huésped. Las sefiales de peligro
que desencadenan los TLR se liberan después de la mayoria de las patologias tisulares. Dado que las sefiales de
peligro reclutan células inmunes a los sitios de lesién, el Inventor razond que las MSC podrian reclutarse de una
manera similar. El inventor observo que las MSC expresan varios TLR (por ejemplo, TLR3 y TLR4, conocidos en la
técnica), y que su migracion, invasién y secrecion de factores inmunomoduladores se ve drasticamente afectada por
la participacién especifica de agonistas de TLR. En particular, el inventor observé diversas consecuencias para las
MSC después de la estimulacion de TLR3 en comparaciéon con TLR4 mediante un protocolo de cebado de TLR a corto
plazo de bajo nivel. En base a estos hallazgos, el inventor propuso un nuevo paradigma para las MSC que siguié el
ejemplo de la bibliografia sobre monocitos. Especificamente, que las MSC pueden polarizarse (inducirse, activarse o
cebarse) mediante la sefializacion de TLR aguas abajo en dos fenotipos de accion homogénea clasificados como
MSC1 y MSC2. Las MSC cebadas con TLR4, o MSC1, expresan principalmente mediadores inflamatorios
proinmunitarios, mientras que las MSC cebadas con TLR3, o MSC2, expresan principalmente mediadores
antiinflamatorios o inmunosupresores. Ademas, el inventor demostré que los cocultivos alogénicos (no propios) de
MSC cebadas con TLR con células mononucleares de sangre periférica (PB-MC) conducen de manera predecible a
la activacion suprimida de linfocitos T después del cocultivo de MSC2 y la activacion permisiva de linfocitos T en
cocultivo con MSC1. La inducciéon de MSC en el fenotipo MSC1 proinmune mediante la activacién de TLR4 o en el
fenotipo MSC2 antiinflamatorio mediante la activacion de TLR3 garantiza células uniformes y definidas que resuelven
un obstaculo de la industria al proporcionar células definidas y predecibles para su uso en aplicaciones de terapia
basada en células.

La eritropoyetina, también conocida como EPO, es una hormona glucoproteica que controla la eritropoyesis o
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produccion de glébulos rojos. Es una citoquina o molécula de sefalizacion celular para precursores de eritrocitos
(glébulos rojos) en la médula 6sea. La EPO humana tiene un peso molecular de 34 kDa y también se llama
hematopoyetina o hemopoyetina. La EPO es producida por fibroblastos intersticiales en el rifion en estrecha asociacion
con el tubulo epitelial tubular y capilar peritubular y en las células peri sinusoidales en el higado. Si bien la produccién
hepatica predomina al principio del desarrollo (periodo fetal y perinatal), el rifion es el sitio de produccién de EPO
predominante en los adultos. Ademas de la eritropoyesis, la eritropoyetina también tiene otras funciones bioldgicas
conocidas. Por ejemplo, desempefia un papel importante en la respuesta del cerebro a la lesiéon neuronal al
proporcionar una sefial de anti-apoptosis (muerte celular programada) a favor de la supervivencia. La EPO también
esta involucrada en el procedimiento de cicatrizacién de heridas. La eritropoyetina sintética también se produce
mediante tecnologia de ADN recombinante en cultivo celular. Ademas, varios agentes farmacéuticos similares a la
EPO estan disponibles con una variedad de patrones de glicosilacion, y se denominan colectivamente agentes
estimulantes de la eritropoyesis (esa). La EPO se utiliza en esta invencién como un medio para prevenir la muerte
celular prematura y prolongar la supervivencia de las células cebadas, activadas o inducidas producidas utilizadas en
la terapia basada en células.

El suministro constante de oxigeno es un factor importante que influye en todos los aspectos principales de la biologia
celular, incluida la supervivencia, la proliferacién, la diferenciacién y la migracion. Por lo general, las células de
mamifero (no las células madre) requieren un suministro constante de oxigeno para mantener una produccién de
energia robusta y para preservar la funcion celular normal y la supervivencia celular. Por el contrario, las células madre
de mamiferos parecen prosperar y persistir en el entorno hipdxico (con una tensiéon de oxigeno que oscila entre el
0,5% y el 7 %) de la médula 6sea. Varios estudios han demostrado que el entorno hipéxico es necesario para
mantener la capacidad de proliferacion y autorrenovacion de las células madre en la médula 6sea. En particular, los
efectos de la reduccién de la tension de oxigeno incluso después del cultivo a corto plazo de MSC se han descrito
como un procedimiento general para mejorar su capacidad de injerto en terapias basadas en células. Se utiliza un
entorno hipéxico en esta invencion como un medio para mantener la autorrenovacion y el potencial proliferativo de las
células cebadas, activadas o inducidas producidas utilizadas en la terapia basada en células.

DEFINICIONES Y VALORES PREFERIDOS

Para una comprension clara, los términos se definen y los valores preferidos se indican aqui, y también en todo el
texto cuando sea necesario.

El término "cancer" significa cualquier enfermedad causada por una division incontrolada de células en una parte del
cuerpo. Los canceres incluyen, pero no se limitan a, leucemia, linfoma, melanoma, carcinoma, sarcoma, adenoma o
cualquier otro tumor maligno o neoplasia causada por un mecanismo genético, ambiental o estocastico.

El término "célula madre" significa una célula que es capaz de dar lugar a mdltiples tipos diferentes de células. El
término "célula madre mesenquimatosa" o "MSC" significa una célula madre derivada originalmente del mesénquima.
El término se refiere a una célula que es capaz de diferenciarse en al menos dos 0 mas de un osteoblasto, un
condrocito, un adipocito o un miocito. Las MSC pueden aislarse de cualquier tipo de tejido adulto. Tipicamente, las
MSC se aislan de la médula 6sea, el tejido adiposo, el corddn umbilical o la sangre periférica. En un aspecto preferido
de la invencidn, las MSC se obtienen a partir de médula dsea o lipoaspirados, obtenidos ellos mismos a partir de tejido
adiposo.

El término "multipotente” y el término alternativo "pluripotente" significan una célula que es capaz de dar lugar a
multiples tipos de células de diferentes linajes tisulares. El término "multipotente" o "pluripotente" también abarca
células madre multipotentes inducidas o células madre pluripotentes inducidas, o células que se han inducido a una
etapa pluripotente usando cualquier medio quimico o genético. En ciertas realizaciones, las células madre
multipotentes o pluripotentes de la descripcidon son células madre mesenquimales.

Las células de esta descripcion se derivan de cualquier célula de cualquier especie de mamifero, incluidos humanos,
primates, perros, gatos, caballos, vacas, cabras, ovejas y cerdos. La célula puede ser una célula primaria o una linea
celular inmortalizada.

El término "terapia celular" o "terapia basada en células" significa el trasplante de células humanas o animales para
prevenir, tratar 0 mejorar uno o mas sintomas asociados con una enfermedad o trastorno, tal como, pero sin limitacion,
el reemplazo o reparacion de tejidos u érganos dafiados, la modulacidn de reacciones inmunitarias y la reduccién de
sintomas inflamatorios y canceres.

El término "sujeto” se refiere a un animal, preferentemente un mamifero, incluidos los no primates (por ejemplo, una
vaca, un cerdo, un caballo, un gato, un perro, una rata o un ratén) o un primate (por ejemplo, un mono o un ser
humano). En una realizacion preferida de la invencion, el sujeto es un ser humano.

Los términos "tratar", "tratamiento" y "que trata", cuando se usan directamente en referencia a un paciente o sujeto,
significan la mejora de uno o mas sintomas asociados con un trastorno que incluye, pero no se limita a, cualquier
cancer, cualquier tumor o neoplasia, un trastorno inflamatorio, una enfermedad autoinmunitaria 0 una enfermedad
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mediada inmunoldgicamente que incluye el rechazo de 6rganos y tejidos trasplantados, donde la mejora resulta de la
administracion de las células inmunomoduladoras producidas por la invencién, o una composicion farmacéutica que
comprende células inmunomoduladoras producidas por la invencién, a un sujeto que necesita dicho tratamiento.

El término "no estimulado" se refiere a una poblacion de células que ha sido no tratada, no polarizada o no inducida
por los procedimientos de esta descripcion. Las células madre mesenquimales aisladas primarias que estan frescas o
congeladas se consideran no estimuladas. Las células que se han tratado previamente con un compuesto o
composicién que carece de al menos uno de un ligando de receptor de tipo toll, eritropoyetina, hipoxia o0 un mimético
de hipoxia se consideran no estimuladas.

Los términos "reparar" y "reparando" cuando se usan directamente en referencia a tejidos dafiados significan la mejora
de dicho dafio tanto por mecanismos directos tales como la regeneracion de tejidos dafiados, asi como a través de
mecanismos indirectos, por ejemplo, reduciendo la inflamacién permitiendo asi la formacion de tejido.

"Alogénico" significa de diferentes individuos de la misma especie. Cuando los individuos poseen genes que difieren
en uno 0 mas loci, se dice que son alogénicos. Por el contrario, "autdlogo" significa del mismo individuo.

El término "enfermedad inmunitaria" se refiere a una afeccién en un sujeto caracterizada por lesién celular, tisular y/u
organica causada por una reaccién inmunologica del sujeto.

El término "trastorno autoinmunitario" se refiere a una afeccion en un sujeto caracterizada por una lesién celular, tisular
y/u organica causada por una reaccion inmunoldgica del sujeto a sus propias células, tejidos y/u 6rganos. Los ejemplos
ilustrativos y no taxativos de enfermedades autoinmunitarias que se pueden tratar con las células inmunomoduladoras
producidas por la invencion incluyen alopecia areata, espondilitis anquilosante, sindrome antifosfolipido, enfermedad
de Addison autoinmunitaria, enfermedades autoinmunitarias de la glandula suprarrenal, anemia hemolitica
autoinmunitaria, hepatitis autoinmunitaria, ooforitis y orquitis autoinmunitarias, trombocitopenia autoinmunitaria,
enfermedad de Behcet, penfigoide ampolloso, cardiomiopatia, dermatitis celiaca, sindrome de disfuncion inmunitaria
por fatiga crénica (CF1DS), polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica, sindrome de Churg-Strauss,
penfigoide cicatricial, sindrome de CREST, enfermedad de aglutinina fria, lupus discoide, crioglobulinemia mixta
esencial, fibromialgia-fibromiositis, glomerulonefritis, enfermedad de Graves, Guillain-Barre, tiroiditis de Hashimoto,
fibrosis pulmonar idiopatica, puarpura trombocitopénica idiopatica (PTI), neuropatia IgA, artritis juvenil, liquen plano,
enfermedad de Meniere, enfermedad mixta del tejido conectivo, esclerosis miultiple, diabetes mellitus de tipo 1 o
inmunomediada, miastenia grave, pénfigo vulgar, anemia perniciosa, poliarteritis nodosa, policondritis, sindromes
poliglandulares, polimialgia reumatica, polimiositis y dermatomiositis, agammaglobulinemia primaria, cirrosis biliar
primaria, psoriasis, artritis psoriasica, fendmeno de Raynauld, sindrome de Reiter, sarcoidosis, esclerodermia,
esclerosis sistémica progresiva, sindrome de Sjogren, sindrome de Good pasture, sindrome de hombre rigido, lupus
eritematoso sistémico, lupus eritematoso, arteritis de takayasu, arteris temporal/célula gigante arteritis, colitis ulcerosa,
uveitis, vasculitis como dermatitis herpetiforme vasculitis, vitiligo, granulomatosis de Wegener, enfermedad de
membrana basal antiglomerular, sindrome antifosfolipido, enfermedades autoinmunes del sistema nervioso, fiebre
mediterranea familiar, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, oftalmia simpatica, polendocrinopatias, psoriasis, etc.

Los "trastornos inmunitarios" incluyen enfermedades autoinmunitarias y enfermedades inflamatorias mediadas
inmunoldgicamente.

"Enfermedad inflamatoria inmunomediada" significa cualquier enfermedad caracterizada por inflamacién crénica o
aguda, resultante de, asociada con, o desencadenada por, una desregulacién de la respuesta inmune normal; por
ejemplo, enfermedad de Crohn, diabetes mellitus tipo 1, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal,
psoriasis, artritis psoriasica, espondilitis anquilosante, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Hashimoto,
enfermedad de injerto contra huésped, sindrome de Sjogren, anemia perniciosa, enfermedad de Addison,
esclerodermia, sindrome de Goodpasture, colitis ulcerosa, anemia hemolitica autoinmune, esterilidad, miastenia
gravis, esclerosis multiple, enfermedad de Basedow, plrpura trombopénica, sindrome de Guillain-Barre, alergia, asma,
enfermedad atopica, arteriosclerosis, miocarditis, cardiomiopatia, nefritis glomerular, anemia hipoplasica y rechazo
después del trasplante de 6rganos.

El término "inmunomodulador" se refiere a la modificacion, amplificacién, inhibicién o reducciéon de una o mas
actividades bioldgicas del sistema inmunitario que incluye, entre otras, la regulacién negativa de la respuesta
inmunitaria, el aumento de las respuestas inmunitarias y los cambios de los estados inflamatorios mediados por
cambios en el perfil de citocinas, la actividad citotéxica y la produccién de anticuerpos y sus efectos sobre las células
inmunitarias y relacionadas con el sistema inmunitario.

El término "trastornos inflamatorios" se refiere a una afeccidn en un sujeto caracterizada por inflamacion, por efemplo,
inflamacion crénica. Los ejemplos ilustrativos y no limitantes de trastornos inflamatorios incluyen, pero no se limitan a,
neuritis dptica aguda, neuropatia diabética, enfermedad de Krabbe, lesién pulmonar aguda, enfermedad de Crohn,
enfermedad celiaca, artritis reumatoide (AR), enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), asma, encefalitis, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), ostedlisis inflamatoria, trastornos alérgicos, choque séptico, fibrosis pulmonar
(por ejemplo, fibrosis pulmonar idiopatica), vacultidas inflamatorias (por ejemplo, poliarteritis nodosa, granulomatosis
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de Wegner, arteritis de Takayasu, arteritis temporal y granulomatosis linfoma atoide), angioplastia vascular
postraumatica (por ejemplo, restenosis después de la angioplastia), espondiloartropatia indiferenciada, artropatia
indiferenciada, artritis, ostedlisis inflamatoria, hepatitis crénica e inflamacién crénica resultante de infecciones virales
o bacterianas crénicas.

El término "afeccién viral" se refiere a cualquier enfermedad causada por un virus. Las enfermedades adecuadas
incluyen, pero no se limitan a: Influenza, infecciones por adenovirus, enfermedad sincitial respiratoria, infecciones por
rinovirus, herpes simple, varicela (varicela), sarampién (rubéola), sarampion aleman ( rubéola), paperas (parotitis
epidémica), viruela pequefia (variola), enfermedad de Kawasaki, fiebre amarilla, dengue, hepatitis A, hepatitis B,
hepatitis NANB, gastroenteritis viral, fiebres virales, enfermedad por citomegalovirus, SIDA (VIH), rabia, polio, virus del
Ebola, fiebre hemorragica, Epstein-Barr y enfermedades que incluyen canceres causados por el virus que causa
cualquiera de las enfermedades anteriores.

El término "infeccidn bacteriana" se refiere a cualquier infeccién causada por una bacteria médicamente relevante que
incluye, pero no se limita a, tos ferina, lepra, tuberculosis, sindrome de choque tdxico, intoxicacion alimentaria,
salmonela, intoxicacion por E. coli, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, sepsis, enfermedad de Lyme, célera,
disenteria y otros.

"Poblaciéon celular aislada" significa una poblaciéon celular, aislada del cuerpo humano o animal, que esta
sustancialmente libre de una o mas poblaciones celulares que normalmente estan asociadas con la poblacién celular
in vivo o in vitro.

El término "inductor de ligando" significa un agente o agentes que dan como resultado una mayor produccion de dicho
ligando. Un inductor de ligando para un ligando de receptor tipo Toll (TLR) producira un mayor ligando de TLR y, por
lo tanto, es esencialmente equivalente al propio ligando de TLR.

El término "MHC" (complejo mayor de histocompatibilidad) se refiere a un subconjunto de genes que codifican
proteinas presentadoras de antigenos en la superficie celular. En los seres humanos, estos genes se denominan
genes de antigeno leucocitario humano (HLA). Las abreviaturas MHC o HLA se usan indistintamente.

El término "poblacion de células" significa cualquier namero de células mayor que 1, pero es al menos 1 x 10° células,
al menos 1 x 104 células, al menos 1 x 10° células, al menos 1 x 10 6 células, al menos 1 x 107 células, al menos 1 x
108 células, o al menos 1 x 10% 0 mas células. Una poblacion de células también se refiere a células en formacion de
lotes cultivadas en biorreactores u otros procedimientos industriales destinados a cultivar una gran cantidad de células

En realizaciones preferidas de la presente invencion, al menos el 50 %, al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos
el 65 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el
91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 % o al menos el 95 %, de las células madre (% por namero
de células) en una poblacion celular inicial seran MSC indiferenciadas.

El término "expresion significativa" o sus términos equivalentes "positivo" y "+" cuando se usa con respecto a un
marcador de superficie celular significa que, en una poblacién celular, mas del 20 %, preferentemente mas del 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o incluso el 100 % de las células expresan el marcador de
superficie celular.

La expresion de marcadores de superficie celular se puede determinar, por ejemplo, por medio de citometria de flujo
para un marcador de superficie celular especifico utilizando procedimientos y aparatos convencionales (por ejemplo,
un sistema BECKMAN COULTER EPICS XL FACS utilizado con anticuerpos disponibles comercialmente y protocolos
estandar conocidos en la técnica) que muestran una sefial para un marcador de superficie celular especifico en
citometria de flujo por encima de la sefial de fondo utilizando procedimientos y aparatos convencionales. La sefial de
fondo se define como la intensidad de sefial dada por un anticuerpo no especifico del mismo isotipo que el anticuerpo
especifico utilizado para detectar cada marcador de superficie en el analisis FACS convencional. Para que un
marcador se considere positivo, la sefial especifica observada es mas fuerte que el 20 %, preferentemente mas fuerte
que el 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 500 %, 1000 %, 5000 %, 10000 % o superior, que la intensidad de
la sefial de fondo utilizando procedimientos y aparatos convencionales. Ademas, se pueden usar anticuerpos
monoclonales comercialmente disponibles y conocidos contra dichos marcadores de superficie celular (por ejemplo,
receptores celulares y proteinas transmembrana) para identificar células relevantes.

La expresion de ARNm se determina mediante cualquier tecnologia adecuada que incluye, pero no se limita a, matrices
de expresion génica (chips génicos), ARNm-SEQ, transferencia Northern o la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR), que incluye procedimientos de PCR cuantitativa (QPCR) que incluyen el uso de transcriptasa inversa. Los
procedimientos de QPCR incluyen, pero no se limitan a: cuantificacion basada en sonda, por ejemplo, TagMan®;
cuantificacién basada en colorante, por ejemplo, verde SYBR; PCR digital. El procedimiento de qPCR puede ser uno
que use un procedimiento de cuantificaciéon absoluta, o un procedimiento de cuantificacién relativa que requiera
normalizacién a genes de mantenimiento tales como actina, GAPDH o subunidades ribosémicas.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 muestra los datos de expresidn génica generados usando una matriz de PCR de MSC polarizadas para
poseer caracteristicas antiinflamatorias usando el ligando de TLR3 poli(l:C). El gris indica al menos una induccién
de dos veces de la expresion génica; el negro indica una reduccién de dos veces en la expresion génica; y los
recuadros gruesos indican genes que se sobrerregularon mas de dos veces y se seleccionaron para una validacién
adicional (con la excepcion de PIAS2 que se redujo en al menos dos veces) en la Fig. 2.

La Fig. 2 muestra la validacion de genes seleccionados del experimento en la figura 1 usando gPCR (A y B). Las
barras de error indican SEM.

La Fig. 3 muestra la induccidn de la secrecion de IL-6 e IL-8 en células MSC después del tratamiento con ligando
TLR4 (MSCH1), o ligando TLR4 mas EPO y cloruro de cobalto (MSC1¥).

La Fig. 4 muestra la induccién de la secrecion de CCL5 y CXCL10 en células MSC después del tratamiento con
ligando TLR3 (MSC2), o ligando TLR3 mas EPO y cloruro de cobalto (MSC2%).

La Fig. 5 muestra la induccion de un fenotipo MSC1, mediante la expresion de TNFSF10 (TRAIL) en células MSC
de diferentes donantes humanos, después del tratamiento con ligando TLR4 (sin*), o ligando TLR4 mas EPO y
cloruro de cobalto (con®).

La Fig. 6 muestra la induccion de un fenotipo MSC2, mediante la expresion de CXCL9 en células MSC de
diferentes donantes humanos, después del tratamiento con ligando TLR3 (sin*), o ligando TLR3 mas EPO y cloruro
de cobalto (con®).

La Fig. 7 muestra un curso temporal de induccién de la expresion de TNFSF10 (TRAIL) en células MSC de MSC
después del tratamiento con ligando TLR4 (MSC1), o ligando TLR4 mas EPO y cloruro de cobalto (MSC1%).

La Fig. 8 muestra un curso temporal de induccién de la expresion de CXCL9 en células MSC de MSC después del
tratamiento con ligando TLR3 (MSC2), o ligando TLR3 mas EPO y cloruro de cobalto (MSC2%).

La Fig. 9 muestra un ensayo de migracién transwell de MSC que no estan estimuladas (control neg) en
comparacion con MSC que se han estimulado con ligando TLR4 (MSC1), ligando TLR4 mas EPO y cloruro de
cobalto (MSC1*), ligando TLR3 (MSC2) y ligando TLR3 mas EPO y cloruro de cobalto MSC2*). Las barras de error
indican SEM.

La Fig. 10 muestra un ensayo de proliferacion/viabilidad celular de MSC que no estan estimuladas (control neg)
en comparacion con MSC que se han estimulado con ligando TLR4 (MSC1), ligando TLR4 mas EPO y cloruro de
cobalto (MSC17%), ligando TLR3 (MSCZ2) y ligando TLR3 mas EPO y cloruro de cobalto (MSC2*). Las barras de
error indican SEM.

La Fig. 11 muestra la validacion de un ensayo de qPCR para medir la expresion de TNFSF10 (TRAIL): muestra
un gel de agarosa de los productos de amplificaciéon por PCR del cebador TNFSF10 (TRAIL).

La Fig. 12 (A) muestra un curso temporal de la expresion de CXCL3 en MSC polarizadas a MSC2; (B) muestra un
gel de agarosa de productos de amplificacion por PCR del cebador CXCLS9.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La practica de la invencidn emplea, a excepcion de la propia invencion, técnicas convencionales de cultivo celular,
biologia molecular y microbiologia, que estan dentro de la habilidad de los que trabajan en la materia.

La invencion proporciona un medio de induccidén de cultivo inductor, activador, polarizador o cebador para una
poblacion de células madre mesenquimales, que comprende un ligando de receptor tipo Toll (TLR) o inductor de
ligando de TLR en combinacion con eritropoyetina (EPO) y con exposicién a hipoxia o mimético de hipoxia, mas
componentes estandar adicionales del medio de cultivo celular conocido en la técnica y descrito aqui.

La invencion también proporciona un suplemento de induccién de medio de cultivo que comprende un ligando de
receptor de tipo Toll (TLR) o inductor de ligando de TLR en combinacién con eritropoyetina (EPO) y con exposicion a
hipoxia 0 mimético de hipoxia, que se puede agregar a otro medio de cultivo existente. Dicho suplemento podria ser
apropiado cuando los componentes inusuales o las concentraciones de otros componentes sean apropiadas para
ciertas circunstancias.

La invencién también proporciona un recipiente de cultivo sellado herméticamente que contiene el medio de induccion
de cultivo o el suplemento de inducciéon de medio de cultivo de la invencion.

La invencion también proporciona un procedimiento para preparar un medio de induccién de cultivo como se describe
en esta invencion, que comprende las etapas de: (a) obtener un medio de cultivo; y (b) afiadir un ligando de receptor
tipo Toll (TLR) o inductor de ligando de TLR en combinacién con eritropoyetina (EPO) y con exposicién a hipoxia o
mimético de hipoxia al medio de cultivo.

La invencion también proporciona una composicion que comprende: (a) un medio de cultivo segun la invencion; y (b)
células madre.

La invencidén proporciona también una composicion que contiene: (a) un medio de cultivo de acuerdo con la invencion;
y (b) una superficie solida. En determinadas realizaciones, una superficie sélida es cualquier superficie compatible con
el cultivo de tejidos, incluidas placas de cultivo de tejidos, matraces y botellas de cualquier tamafio para su uso en el
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cultivo celular 2D. En determinadas realizaciones, una superficie sélida es un microportador o cualquier otra matriz de
soporte para células utilizadas en cultivo 3D.

La invencion también proporciona el uso de un medio de cultivo de la invencién para inducir, activar o cebar una
poblacion de células madre mesenquimales.

La invencion también proporciona un procedimiento ex vivo para inducir, activar o cebar una poblacién de células
madre mesenquimales, que comprende: (a) proporcionar una poblacién de células madre mesenquimales; (b)
proporcionar un medio de cultivo de la invencion; (c) poner en contacto las células madre con el medio de cultivo; y
(d) cultivar las células en condiciones apropiadas.

En un aspecto, la invencidn proporciona el uso de un ligando de receptor tipo Toll (TLR) o inductor de ligando de TLR
en combinaciéon con eritropoyetina y con exposicién a hipoxia o mimético de hipoxia en la fabricacién de un
medicamento de terapia celular. Por consiguiente, en una realizacién, la invencion también proporciona un
procedimiento de fabricacion de un medicamento de terapia celular, que comprende: (a) proporcionar una poblacion
de células madre mesenquimales; (b) proporcionar un medio de cultivo de la invencién; (c) poner en contacto las
células madre con el medio de cultivo; y (d) cultivar las células en condiciones apropiadas. La invencién también
proporciona el uso de una composicion que comprende : (a) un medio de cultivo de acuerdo con la invencion; y (b)
células madre, para fabricar un medicamento de terapia celular. La invencion también proporciona el uso de una
composicién que comprende : (a) un medio de cultivo de acuerdo con la invencion; y (b) una superficie sélida, para
fabricar un medicamento de terapia celular.

Dichos medicamentos son (tiles en el tratamiento, la reparacién, la profilaxis y/o la mejora de tejidos dafiados, o uno
0 mas sintomas asociados con trastornos inflamatorios y/o inmunitarios tales como, pero sin limitarse a, enfermedades
autoinmunitarias, trastornos inflamatorios y enfermedades mediadas inmunolégicamente que incluyen el rechazo de
organos y tejidos trasplantados y cancer. Un medicamento de terapia celular de la invencién comprende una cantidad
profilactica o terapéuticamente eficaz de células madre y un portador farmacéutico. Particularmente preferidas son las
células madre de origen mesenquimal. En la técnica se conocen ejemplos de dosificaciones y regimenes de
dosificacion para cada uno de estos tipos de células. En la técnica se conocen portadores farmacéuticos adecuados
y son preferentemente aquellos aprobados por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal de EE. UU. o
enumerados en la Farmacopea de EE. UU., o Farmacopea Europea, u otra farmacopea generalmente reconocida para
Su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. El término "portador" se refiere a un diluyente,
adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el agente terapéutico. La composicion, si se desea, también
puede contener cantidades menores de agentes amortiguadores de pH. Los ejemplos de portadores farmacéuticos
adecuados se describen en "Remington 's Pharmaceutical Sciences" de E W Martin. Dichas composiciones contendran
una cantidad profilactica o terapéuticamente eficaz de un agente profilactico o terapéutico preferentemente en forma
purificada, junto con una cantidad adecuada de portador para proporcionar la forma para la administracion adecuada
al sujeto. La formulacion debe adaptarse al modo de administracién. En una realizacién preferida de la invencion, los
medicamentos son estériles y estan en una forma adecuada para su administraciéon a un sujeto, preferentemente un
sujeto animal, mas preferentemente un sujeto mamifero, y lo mas preferentemente un sujeto humano.

Si bien no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencidn, en determinadas realizaciones, los
procedimientos, las células y el medio de induccidn de la presente descripcion son para el tratamiento del cancer. En
ciertas realizaciones, los procedimientos, células y medio de induccion de esta descripcion son para el tratamiento de
tumores. En ciertas realizaciones, los procedimientos, las células y el medio de induccion de esta descripcion son para
aumentar el tratamiento del cancer. En determinadas realizaciones, el cancer es leucemia linfoblastica aguda, en el
adulto; leucemia linfoblastica aguda, en la infancia; leucemia mieloide aguda, en el adulto; leucemia mieloide aguda,
en la infancia; carcinoma cortical adreno; canceres relacionados con el SIDA; linfoma relacionado con el SIDA; cancer
anal; cancer de apéndice; astrocitomas; tumor teratoide/rabdoide atipico; carcinoma de células basales; cancer de
conducto biliar, extrahepatico; cancer de vejiga; cancer de hueso, osteosarcoma e histiocitoma fibroso maligno; glioma
del tronco cerebral; tumor cerebral; tumores embrionarios del sistema nervioso central; astrocitomas;
craneofaringioma; ependimoblastoma; tumor cerebral, ependimoma; meduloblastoma; meduloepitelioma; tumores
parenquimales pineales de diferenciacion intermedia; tumor supratorial primario ectodérmico y pinoblastoma; Tumores
cerebrales y de la médula espinal; Cancer de mama; Cancer de mama, masculino; Tumores bronquiales; Linfoma de
Burkitt; Tumor carcinoide; Tumor teratoide/rabdoide atipico del sistema nervioso central; Tumores embrionarios del
sistema nervioso central; Linfoma del sistema nervioso central (SNC), cancer cervical; Primario; Cancer cervical;
Canceres infantiles; Cordoma; Leucemia linfocitica crénica; Leucemia mielégena crénica; Trastornos
mieloproliferativos crénicos; Cancer de colon; Cancer colorrectal; Craneofaringioma; Linfoma cutaneo de células T,
Tumores embrionarios, sistema nervioso central; Cancer endometrial; Ependimoblastoma; Ependimoma; Cancer
esofagico; Esthesioneuroblastoma; Sarcoma de Ewing Familia de tumores;, Tumor de células germinales
extracraneales; Tumor de células germinales extragonal; Tumor de células germinales extragonal; Ducto biliar
extrahepatico Cancer; Cancer ocular, melanoma intraocular; Cancer ocular, retinoblastoma; Cancer de vesicula biliar;
Cancer gastrico (estdbmago); Tumor carcinoide gastrointestinal; Tumor del estroma gastrointestinal (GIST); Tumor de
células germinales, extracraneal, Tumor de células germinales, extragonadal; Tumor de células germinales, ovarico;
Tumor trofoblastico gestacional; Glioma; Leucemia de células pilosas; Cancer de cabeza y cuello; Cancer cardiaco;
Cancer hepatocelular (higado), adulto (primario); Cancer hepatocelular (higado); Histiocitosis, célula de Langerhans;
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Linfoma de Hodgkin, adulto; Linfoma de Hodgkin, infantil; Cancer de hipofaringe; Melanoma intraocular; Tumores de
células islotes (pancreas endocrino); Sarcoma de Kaposi; Cancer de rifidon (células renales); Cancer de rifién;
Histiocitosis de células de Langerhans; Cancer laringeal, Cancer laringeo, infantil; Leucemia, Linfoblastico agudo,
adulto; Leucemia, linfoblastico agudo, infantil; Leucemia, mieloide agudo, adulto; Leucemia, mieloide agudo, infantil;
Leucemia, linfocitica crénica; Leucemia, mieldgena cronica; Leucemia, de células pilosas; Cancer de labios y cavidad
oral; Cancer de higado, adulto (primario); Cancer de higado; Cancer de pulmén, de células no pequefias; Cancer de
pulmén, de células pequefias; Linfoma, relacionado con el SIDA; Linfoma, Burkitt; Linfoma, células T cutaneas;
Linforna, Hodgkin, adulto; Linfoma, Hodgkin, infantil; Linfoma, no Hodgkin, adulto; Linfoma, no Hodgkin, infantil;
Linfoma, sistema nervioso central primario (SNC); Macroglobulinemia, sindrome de Waldenstrom; Histiocitoma 6seo
fibroso maligno y osteosarcoma; Meduloblastoma; Meduloepitelioma; Melanoma; Melanoma, intraocular (0jo));
Carcinoma de células de Merkel; Mesotelioma, maligno en adultos; Mesotelioma; Cancer de cuello escamoso
metastasico con cancer primario oculto; Cancer de boca; Sindrome de neoplasia endocrina multiple; Mieloma
multiple/neoplasia de células plasmaticas, Micosis fungoide; Sindromes mielodisplasicos;, Neoplasias
mielodisplasicas/mieloproliferativas; Leucemia mielégena, cronica; Leucemia mieloide, aguda en adultos; Leucemia
mieloide, aguda en la infancia; Mieloma, multiple; Trastornos mieloproliferativos, cronicos; Cancer de cavidad nasal y
de seno paranasal; Cancer nasofaringeo; Neuroblastoma; Linfoma no hodgkiniano, adulto; Linfoma no hodgkiniano,
infancia; Cancer de pulmén no microcitico; Cancer oral, Cancer de cavidad oral, labio y orofaringeo; Cancer
orofaringeo; Osteosarcoma e histiocitoma fibroso maligno Hueso; Cancer de ovario; Cancer epitelial de ovario; Tumor
de células germinales de ovario; Tumor ovarico de bajo potencial maligno; Cancer de pancreas; Cancer de pancreas,
tumores de células de islotes; Papilomatosis; Cancer de seno paranasal y cavidad nasal; Cancer de paratiroides;
Cancer de pene; Cancer de faringe; Tumores parenquimatosos pineales de diferenciaciéon intermedia; Tumor
hipofisario; Neoplasia de células plasmaticas/mieloma miuiltiple; Blastoma pleuropulmonar; Embarazo y cancer de
mama, Linfoma primario del sistema nervioso central (SNC); Cancer de préstata; Cancer de recto; Cancer de células
renales (rifion); Cancer de pelvis renal y uréter, cancer de células transicionales; Cancer del tracto respiratorio con
cambios en el cromosoma 15; Retinoblastoma; Rabdomiosarcoma; Cancer de glandulas salivales; Cancer de glandula;
Sarcoma, familia de tumores de sarcoma de Ewing; Sarcoma, Kaposi; Sarcoma, tejido blando, adulto; Sarcoma, tejido
blando, infancia; Sarcoma, Utero; Sindrome de Sézary; Cancer de piel (no melanoma); Cancer de piel; Cancer de piel
(melanoma); Carcinoma de piel, células de Merkel; Cancer de puimén de células pequefias; Cancer de intestino
delgado; Sarcoma de tejido blando, adulto; Sarcoma de tejido blando, infancia; Carcinoma de células escamosas;
Cancer de cuello escamoso con oculto primario, metastasico; Cancer de estdmago (gastrico); Tumores
neuroectodérmicos primitivos supratentoriales; Linfoma de células T, cutaneo; Cancer testicular; Cancer de garganta;
Timoma y Carcinoma timico; Cancer de tiroides; Cancer de células transicionales de la pelvis renal y uréter; Tumor
trofoblastico, gestacional; Sitio primario desconocido, carcinoma de; Uretero y pelvis renal, cancer de células
transicionales; Cancer de Gtero; Cancer de (tero, endometrial; Sarcoma; Melanoma uveal; Cancer vulvarinal; Cancer
de macromobular o virculo de rana.

Si bien no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencidn, en determinadas realizaciones, los
procedimientos, células y medio de induccién de la presente descripcidon son para la administracién a un sujeto que
necesita tratamiento para un cancer, trastorno autoinmunitario o trastorno inflamatorio. En ciertas realizaciones, las
células de los procedimientos y el medio de induccidn de esta descripcion abarcan diferentes vias de administracion.
En ciertas realizaciones, las vias de administracion son subcutanea, intraparietal, intramuscular, intravenosa,
intratumoral, intraocular, intrarretinal, intravitrea o intracraneal.

En ciertas realizaciones, los procedimientos, las células y el medio de inducciéon de esta descripcién son para la
administracion a un sujeto que necesita tratamiento para un trastorno autoinmunitario o una enfermedad inflamatoria
inmunomediada.

El medicamento de la invencidn puede estar en una variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo, formas de
dosificacion semisdlidas y liquidas, tales como preparaciones liofilizadas, soluciones o suspensiones liquidas,
soluciones inyectables e infusibles, etc., el medicamento es preferentemente inyectable.

En determinadas realizaciones, los medicamentos son para tratar o reparar tejido dafiado (preferentemente tejido
mesenquimal), y/o para el tratamiento, modulacién, profilaxis y/o mejora de uno o mas sintomas asociados con
trastornos inflamatorios y/o inmunitarios. En la seccion de definiciones se proporciona una lista representativa no
exhaustiva de dichos trastornos. Particularmente preferido es un medicamento para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias inmunomediadas. Se prefiere adicionalmente un medicamento para el tratamiento de diabetes mellitus,
artritis reumatoide (AR), enfermedad inflamatoria intestinal (Ell, incluyendo enfermedad de Crohn y/o colitis ulcerosa)
y esclerosis multiple (EM). La invencién también proporciona el uso de un ligando de receptor tipo Toll (TLR) o inductor
de ligando de TLR en combinacién con eritropoyetina y con exposicién a hipoxia o mimético de hipoxia para cultivo de
células madre mesenquimales.

Los ingredientes especificos y la proporcion de ingredientes del medio de cultivo, los suplementos y las composiciones
de la invencioén pueden variar de acuerdo con las necesidades y aplicaciones particulares. Del mismo modo, las etapas
precisas de los procedimientos de la invencion pueden variar de acuerdo con las necesidades y aplicaciones
particulares. El medio de cultivo, los suplementos, los procedimientos, las composiciones y los usos de acuerdo con
esta invencién se pueden optimizar mediante experimentacion de rutina. Por ejemplo, si un resultado deseado es un
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efecto terapéutico antiinflamatorio, un medio de cultivo, suplemento o composicidn contendra especificamente un
ligando de TLR3 o inductor de ligando de TLR en combinacién con eritropoyetina y con exposicion a hipoxia o mimético
de hipoxia (cloruro de cobalto o desferrioxamina). La cantidad de cada uno de los ingredientes descritos en esta
invencion se puede optimizar independientemente de los otros ingredientes mediante optimizacion de rutina o se
pueden afiadir o eliminar uno o mas ingredientes. Un medio de cultivo puede analizarse para determinar su capacidad
para soportar la induccion, activacién o sensibilizacion de células madre mesenquimales analizandolo junto con o en
lugar de un medio o procedimiento de cultivo conocido. El medio de cultivo, los suplementos, los procedimientos, las
composiciones y los usos de la invencidn se describen con mas detalle a continuacion.

El medio de induccién de la invencién comprende un ligando de receptor tipo Toll (TLR) o un inductor de ligando de
TLR en combinacién con eritropoyetina y con exposicion a hipoxia 0 mimético de hipoxia. En un aspecto, el medio de
induccion de la invencién comprende un ligando de receptor tipo Toll (TLR) o un inductor de ligando de TLR. En un
aspecto alternativo, el medio de induccion de la invencién comprende eritropoyetina y exposicion a hipoxia o0 mimético
de hipoxia. En un aspecto adicional, el medio de induccion de la invencién comprende un ligando de receptor tipo Toll
(TLR) o un inductor de ligando de TLR en combinacidn con eritropoyetina y con exposicién a hipoxia o mimético de
hipoxia. Aunque no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencion, en determinadas realizaciones, el
ligando de TLR es un ligando de TLR4. En ciertas realizaciones, el ligando de TLR es un ligando de TLR3.

El medio de induccién de la invencion puede comprender dos o mas, tres o mas, 4-, 5-,6-,7- ,8- ,9-,10- 0 mas,
combinaciones de un ligando de receptor tipo Toll (TLR) o inductor de ligando de TLR en combinacién con
eritropoyetina (EPO) y con exposicion a hipoxia o mimético de hipoxia.

Un medio de induccidn de la invencion puede comprender entre alrededor de 0,10 picomolar (pM) y alrededor de 100
milimolar (mM) de un ligando de TLR o inductor de ligando de TLR en combinacioén con entre alrededor de 0,5 mU/mL
y alrededor de 100 mU/mL de eritropoyetina (EPO) y con exposicion a alrededor de 0,5 a alrededor de 2 % de
condiciones de oxigeno (hipoxia) o mimético de hipoxia tal como cloruro de cobalto o desferrioxamina, a una
concentracién de alrededor de 10 micromolar a alrededor de 1 mM, o cualquier otra combinacién del ligando de TLR
o inductor de ligando de TLR anterior, eritropoyetina e hipoxia.

El ligando de TLR3 utilizado en el medio de cultivo de induccidén puede ser IL4, IL13, poli(A:U), poli(l:C) y
combinaciones de estos, y puede administrarse mediante incubacion, transfeccion, transduccion, mediante moléculas
portadoras o mediante combinaciones de estos. Preferentemente, el ligando o agonista de TLR3 es poli(l:C).

Aunque no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencién, el ligando de TLR4 utilizado en el medio
de cultivo de inducciéon puede ser aminoalquil glucosaminida 4-fosfatos, interferones, TNF-alfa, GM-CSF,
lipopolisacarido (LPS) y combinaciones de los mismos, y puede administrarse mediante incubacién, transfeccion,
transduccion, mediante moléculas portadoras o mediante combinaciones de los mismos. Preferentemente, el ligando
0 agonista de TLR4 es LPS.

El ligando o agonista de TLR3 se puede proporcionar en una cantidad de alrededor de 10 pg/mL a alrededor de 100
ug/mL, de alrededor de 100 pg/mL a alrededor de 100 yg/mL, de alrededor de 1 ng/mL a alrededor de 100 pg/mL, de
alrededor de 5 ng/mL a alrededor de 100 yg/mL, de alrededor de 10 ng/mL a alrededor de 100 ug/mL, de alrededor
de 100 ng/mL a alrededor de 100 pug/mL, de alrededor de 0,1 yg/mL a alrededor de 50 pg/mL, de alrededor de 0,1
Mg/mL a alrededor de 10 pg/mL, de alrededor de 0,25 uyg/mL a alrededor de 7,5 ug/mL, de alrededor de 0,5 pug/ mL a
alrededor de 5 ug/mL, de alrededor de 1 ug/mL a alrededor de 2,5 ug/mL, y preferentemente de alrededor de 1 pg/mL
a alrededor de 1,5 yg/mL en medio de cultivo o suplemento como se indic6 anteriormente.

En determinadas realizaciones, el ligando de TLR3 es poli(l:C), y se proporciona en una cantidad de alrededor de 10
pg/mL a alrededor de 100 ug/mL, de alrededor de 100 pg/mL a alrededor de 100 pg/mL, de alrededor de 1 ng/mL a
alrededor de 100 ug/mL, de alrededor de 5 ng/mL a alrededor de 100 ug/mL, de alrededor de 10 ng/mL a alrededor
de 100 yg/mL, de alrededor de 100 ng/mL a alrededor de 100 ug/mL, de alrededor de 0,1 yg/mL a alrededor de 50
dg/mL, de alrededor de 0,1 yg/mL a alrededor de 10 yg/mL, de alrededor de 0,25 yg/mL a alrededor de 7,5 yg/mL, de
alrededor de 0,5 ug/ mL a alrededor de 5 ug/mL, de alrededor de 1 pg/mL a alrededor de 5 ug/mL, y de alrededor de
1 ug/mL a alrededor de 2,5ug/mL en. En determinadas realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de
alrededor de 1 yg/mL. En ciertas realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de aproximadamente 2
Jg/mL. En ciertas realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de aproximadamente 3 ug/mL. En ciertas
realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de aproximadamente 4 yg/mL. En ciertas realizaciones, el
poli(l:.C) se proporciona en una cantidad de aproximadamente 5 uyg/mL. En ciertas realizaciones, el poli(l:C) se
proporciona en una cantidad de aproximadamente 6 ug/mL. En ciertas realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en
una cantidad de aproximadamente 7 ug/mL. En ciertas realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de
aproximadamente 8 ug/mL. En ciertas realizaciones, el poli(I:C) se proporciona en una cantidad de aproximadamente
9 yg/mL. En ciertas realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de aproximadamente 10 uyg/mL. En
ciertas realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de menos de aproximadamente 100 ng/mL. En ciertas
realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de menos de aproximadamente 50 ng/mL. En ciertas
realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de menos de aproximadamente 20 ng/mL. En ciertas
realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de menos de aproximadamente 10 ng/mL. En ciertas
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realizaciones, el poli(l:C) se proporciona en una cantidad de menos de aproximadamente 50 ng/mL.

Aunque no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencion, el ligando o agonista de TLR4 se puede
proporcionar en una cantidad de alrededor de 10 pg/mL a alrededor de 10 yg/mL, de alrededor de 100 pg/mL a
alrededor de 10 yg/mL, de alrededor de 1 ng/mL a alrededor de 1 ug/mL, de alrededor de 5 ng/mL a alrededor de 1
Jg/mL, de alrededor de 10 ng/mL a alrededor de 1 pg/mL, de alrededor de 100 ng/mL a alrededor de 1 pg/mL,
preferentemente de alrededor de 5 ng/mL a alrededor de 50 ng/mL, y también preferentemente de alrededor de 5
ng/mL a alrededor de 25 ng/mL en medio de cultivo o suplemento como se indicé anteriormente.

Aunque no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencion, en determinadas realizaciones, el ligando
de TLR4 es LPS. En determinadas realizaciones, el LPS esta presente en una cantidad de alrededor de 10 pg/mL a
alrededor de 10 yg/mL, de alrededor de 100 pg/mL a alrededor de 10 yg/mL, de alrededor de 1 ng/mL a alrededor de
1 yg/mL, de alrededor de 5 ng/mL a alrededor de 1 ug/mL, de alrededor de 10 ng/mL a alrededor de 1 pg/mL, de
alrededor de 100 ng/mL a alrededor de 1 yg/mL, preferentemente de alrededor de 5 ng/mL a alrededor de 50 ng/mL,
y también preferentemente de alrededor de 5 ng/mL a alrededor de 25 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta
presente a una concentracion de aproximadamente 5 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta presente a una
concentracién de aproximadamente 10 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta presente a una concentracion de
aproximadamente 15 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta presente a una concentracion de aproximadamente
20 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta presente a una concentracion de aproximadamente 25 ng/mL. En
ciertas realizaciones, el LPS estd presente a una concentracion de aproximadamente 30 ng/mL. En ciertas
realizaciones, el LPS esta presente a una concentracién de aproximadamente 35 ng/mL. En ciertas realizaciones, el
LPS esta presente a una concentracién de aproximadamente 40 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta presente
a una concentracion de aproximadamente 45 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta presente a una
concentracion de aproximadamente 50 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta presente a una concentracion de
menos de aproximadamente 100 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta presente a una concentracion de menos
de aproximadamente 50 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta presente a una concentracion de menos de
aproximadamente 20 ng/mL. En ciertas realizaciones, el LPS esta presente a una concentracién de menos de
aproximadamente 10 ng/mL.

En ciertas realizaciones, el medio de cultivo de induccién de la invencién comprende una incubacioén en un entorno
hipoxico o sin oxigeno. En determinadas realizaciones, un entorno hipoxico posee menos del 2 % de oxigeno. En
determinadas realizaciones, un entorno hipdxico posee menos de 1,5 % de oxigeno. En determinadas realizaciones,
un entorno hipdxico posee menos de 1,0 % de oxigeno. En determinadas realizaciones, un entorno hipéxico posee
menos de 0,5 % de oxigeno. En determinadas realizaciones, un entorno hipoxico posee eficazmente 0 % de oxigeno.
En determinadas realizaciones, un entorno hipdxico posee entre 0,5% y 2,0 % de oxigeno. En determinadas
realizaciones, un entorno hipéxico posee entre 0,5 % y 1,5% de oxigeno. En determinadas realizaciones, un entorno
hipodxico posee entre 0,5 % y 1,0% de oxigeno. En determinadas realizaciones, un entorno hipéxico posee entre 1,0 %
y 2,0% de oxigeno. En determinadas realizaciones, un entorno hipdxico posee entre 1,5 % y 2,0 % de oxigeno.

En ciertas realizaciones, el medio de cultivo de inducciéon de la invencién comprende cloruro de cobalto. En
determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente en una concentracion de aproximadamente 50 uM. En
determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente en una concentracion de aproximadamente 100 _uM.
En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 200 uM.
En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 300 uM.
En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 400 uM.
En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 500 uM.
En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 600 uM.
En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 700 uM.
En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 800 uM.
En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 900 uM.
En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracidén de aproximadamente 1 uM.
En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 10 uM
a aproximadamente 1 mM. En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de
aproximadamente 10 yM a aproximadamente 800 uM. En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta
presente a una concentracion de aproximadamente 10 yM a aproximadamente 500 uM. En determinadas
realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 10 uM a aproximadamente
400 uM. En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente
10 uM a aproximadamente 300 uM. En determinadas realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una
concentracion de aproximadamente 50 uM a aproximadamente 300 uM. En determinadas realizaciones, el cloruro de
cobalto esta presente a una concentracion de aproximadamente 100 yM a aproximadamente 300 uM. En determinadas
realizaciones, el cloruro de cobalto esta presente a una concentracién de aproximadamente 150 uM a
aproximadamente 300 uM.

En determinadas realizaciones, el medio de cultivo de induccién de la invencién comprende desferrioxamina. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 50 yM. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 200 uM. En
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determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 300 uM. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 400 uM. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 500 uM. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 600 uM. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 700 uM. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 800 uM. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 900 uM. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 1 mM. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 10 yM a
aproximadamente 1 mM. En determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de
aproximadamente 10 yM a aproximadamente 800 uM. En determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta
presente a una concentracion de aproximadamente 10 yM a aproximadamente 500 uM. En determinadas
realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 10 uM a aproximadamente
400 uM. En determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente
10 UM a aproximadamente 300 uM. En determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una
concentracién de aproximadamente 50 UM a aproximadamente 300 uM. En determinadas realizaciones, la
desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 100 yM a aproximadamente 300 uM. En
determinadas realizaciones, la desferrioxamina esta presente a una concentracion de aproximadamente 150 uM a
aproximadamente 300 uM.

En ciertas realizaciones, el medio de cultivo de inducciéon de la invencion comprende eritropoyetina. En ciertas
realizaciones, el medio de cultivo de induccién de la invencidén comprende eritropoyetina recombinante. En ciertas
realizaciones, el medio de cultivo de induccién de la invencion comprende eritropoyetina recombinante humana. En
ciertas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina esta entre aproximadamente 0.1 ng/mL y aproximadamente 1.0
mg/mL. En ciertas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina esta entre aproximadamente 0,1 ng/mL y
aproximadamente 100 ng/mL. En ciertas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina esta entre aproximadamente 0,1
ng/mL y aproximadamente 50 ng/mL. En ciertas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina esta entre
aproximadamente 0,1 ng/mL y aproximadamente 10 ng/mL. En ciertas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina esta
entre aproximadamente 0,1 ng/mL y aproximadamente 1,0 ng/mL. En ciertas realizaciones, la cantidad de
eritropoyetina esta entre aproximadamente 0.2 ng/mL y aproximadamente 0,8 ng/mL. En ciertas realizaciones, la
cantidad de eritropoyetina esta entre aproximadamente 0.3 ng/mL y aproximadamente 0,6 ng/mL. En ciertas
realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es inferior a 10 mg/mL. En ciertas realizaciones, la cantidad de
eritropoyetina es inferior a 5 mg/mL. En ciertas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es inferior a 1 mg/mL. En
determinadas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es inferior a 100 ng/mL. En determinadas realizaciones, la
cantidad de eritropoyetina es inferior a 30 ng/mL. En determinadas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es
inferior a 10 ng/mL. En determinadas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es inferior a 5 ng/mL. En
determinadas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es inferior a 4 ng/mL. En determinadas realizaciones, la
cantidad de eritropoyetina es inferior a 1 ng/mL. En determinadas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es inferior
a 0,8 ng/mL. En determinadas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es inferior a 1 ng/mL. En ciertas
realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es inferior a 5U/mL. En ciertas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina
es inferior a 1U/mL. En ciertas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es inferior a 0,5 U/mL. En ciertas
realizaciones, la cantidad de eritropoyetina es inferior a 0.1U/mL. En ciertas realizaciones, la cantidad de eritropoyetina
es inferior a 0,05 U/mL.

El medio de induccion celular tipicamente contiene una gran cantidad de ingredientes, que son necesarios para apoyar
el mantenimiento de las células cultivadas. Por lo tanto, un medio de induccién de la invencién normalmente contendra
muchos otros ingredientes ademas de un ligando de receptor tipo Toll (TLR) o un inductor de ligando de TLR en
combinaciéon con eritropoyetina y con exposicion a hipoxia o mimético de hipoxia (cloruro de cobalto o
desferrioxamina). El experto en la materia puede formular facilmente combinaciones adecuadas de ingredientes,
teniendo en cuenta la siguiente descripcion. Un medio de induccién de acuerdo con la invencion generalmente sera
una solucion nutritiva que comprende ingredientes de cultivo celular estandar, tales como aminoacidos, vitaminas,
metales traza, sales inorganicas, una fuente de energia de carbono y un amortiguador, como se describe con mas
detalle a continuacion.

Un medio de induccién de la invencién puede contener suero. El suero contiene factores y componentes celulares y
no celulares que pueden ser necesarios para la viabilidad y la expansién. Se puede utilizar suero obtenido de cualquier
fuente apropiada, incluido suero bovino fetal (FBS), suero bovino (BS), suero de ternero (CS), suero de ternero fetal
(FCS), suero de ternero recién nacido (NCS), suero de cabra (GS), suero de caballo (HS), suero porcino, suero de
oveja, suero de conejo, suero de rata (RS), etc. También queda dentro del alcance de la invencién que si dichas MSC
son de origen humano, el medio de induccion celular se complemente con un suero humano, preferentemente de
origen autdlogo. Se entiende que los sueros pueden inactivarse por calor a 55-65 grados C si se considera necesario
para inactivar los componentes de la cascada del complemento. Cuando se usa un reemplazo de suero, puede usarse
entre aproximadamente el 2% y aproximadamente el 40 % en volumen del medio, de acuerdo con técnicas
convencionales.

En otras realizaciones, un medio de induccién de la invenciéon puede contener un reemplazo de suero. Varias
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formulaciones de reemplazo de suero diferentes estan disponibles comercialmente y son conocidas por el experto,
tales como, pero sin limitarse a, albamina sérica, transferrina sérica, selenio y proteinas recombinantes que incluyen,
pero sin limitarse a, insulina, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento de fibroblastos
basico (bFGF). Cuando se usa un reemplazo de suero, puede usarse entre aproximadamente el 2% y
aproximadamente el 40 % en volumen del medio, de acuerdo con técnicas convencionales. En otras realizaciones, un
medio de induccidn de la invencidn puede estar libre de suero y/o libre de reemplazo de suero. Un medio libre de suero
es aquel que no contiene suero animal de ningun tipo. Se puede preferir el medio libre de suero para evitar la posible
xenocontaminacion de las células madre. Un medio libre de reemplazo de suero es aquel que no se ha complementado
con ninguna formulaciéon comercial de reemplazo de suero.

Un medio de induccién de la invencién normalmente se formulara en agua destilada desionizada. Un medio de
induccion de la invencion se esterilizara tipicamente antes de su uso para evitar la contaminacién, por ejemplo, por
luz ultravioleta, calentamiento, irradiacién o filtracion. El medio de induccion se puede congelar (por ejemplo, a -20 °C
0 -80 °C) para su almacenamiento o transporte. Los agentes antimicrobianos también se usan tipicamente en el medio
para mitigar la contaminacién bacteriana, micoplasmatica y fungica. El medio puede contener uno o mas agentes
antimicrobianos o antibiéticos para prevenir la contaminacion. Tipicamente, los antibidticos o compuestos antimicéticos
utiizados son mezclas de penicilina/estreptomicina, pero también pueden incluir, entre otros, anfotericina
(Fungizone®), ampicilina, gentamicina, bleomicina, higromacina, kanamicina, mitomicina, etc.

En una realizacion de la invencidn, el medio de cultivo es un medio que se ha condicionado mediante la adicion de
células inducidas por un ligando de receptor tipo Toll (TLR) o un inductor de ligando de TLR en combinacién con
eritropoyetina y con exposicion a hipoxia o mimético de hipoxia (cloruro de cobalto o desferrioxamina). El medio
acondicionado se produce cultivando una poblacion de dichas células en un medio de induccién durante un tiempo
suficiente para acondicionar el medio y a continuacion recogiendo el medio acondicionado. Cuando se utiliza un medio
acondicionado, el medio puede estar condicionado a células de mamifero, por ejemplo, células de ratdén o células
humanas. Se pueden usar varios tipos diferentes de células de mamifero para producir medio acondicionado adecuado
para la induccion de células madre mesenquimales.

Un medio de induccién puede ser una formulaciéon 1x o una formulacién concentrada, por ejemplo, una formulacion
de medio concentrado 2x a 250x. En una formulacion 1x, cada ingrediente en el medio esta a la concentracién prevista
para la induccion celular. En una formulacién concentrada, uno o mas de los ingredientes estan presentes a una
concentracién mas alta que la prevista para la induccién celular. El medio de induccién se puede concentrar usando
procedimientos conocidos, por ejemplo, precipitacidon de sal o filtraciéon selectiva. Un medio concentrado se puede
diluir para su uso con agua (preferentemente desionizada y destilada) o cualquier solucién apropiada, por ejemplo,
una solucién salina acuosa, un tamp6n acuoso o un medio de cultivo.

Un medio de induccion como se describe en esta invencion puede ser capaz de inducir, activar o cebar una poblacion
de células madre en un estado multipotente, indiferenciado y proliferativo para solo un Gnico pase o poblacién que se
duplica en condiciones apropiadas. Se considera que las células madre estan en un estado multipotente,
indiferenciado y proliferativo si exhiben ciertas caracteristicas como se describe con mas detalle en otra parte en esta
invencion. El experto en la materia puede seleccionar las condiciones apropiadas a partir de las que se utilizan
normalmente para el cultivo de células madre mesenquimales.

Como se indica en otra parte en esta invencion, la invencién también proporciona un recipiente sellado herméticamente
que contiene un medio de induccion de la invencidn. Los recipientes herméticamente sellados pueden preferirse para
el transporte 0 almacenamiento del medio de induccidn, para evitar la contaminacion. El recipiente puede ser cualquier
recipiente adecuado, tal como un biorreactor, un matraz, una placa, una botella, un frasco, un vial o una bolsa. Como
se indica en otra parte en esta invencion, la invencién proporciona también un procedimiento para preparar un medio
de induccién, que comprende las etapas de: (a) obtener un medio de cultivo; y (b) afiadir un ligando de receptor tipo
Toll (TLR) o inductor de ligando de TLR en combinacién con eritropoyetina (EPO) y con exposicion a hipoxia o mimético
de hipoxia (cloruro de cobalto o desferrioxamina) al medio de cultivo. Se prevén varios procedimientos diferentes para
preparar el medio de induccién, dependiendo de los ingredientes especificos que se incluiran en el medio de induccion.
Por ejemplo, un procedimiento para preparar un medio de induccién puede comprender las etapas de: (a) obtener un
medio de cultivo; y (b) afiadir un ligando de TLR o inductor de ligando de TLR en combinacion con eritropoyetina (EPO)
y con exposicion a hipoxia o mimético de hipoxia (cloruro de cobalto o desferrioxamina) al medio de cultivo. En una
realizacién, un procedimiento para preparar un medio de induccién puede comprender las etapas de: (a) obtener un
medio de cultivo; y (b) afiadir un ligando de TLR, EPO y cloruro de cobalto al medio de cultivo.

El medio de induccién de la invencidn se puede usar para inducir, activar o cebar una poblacion de células madre
mesenquimales. Por consiguiente, la invencién proporciona el uso de cualquier medio de induccién como se describe
en esta invencion para inducir, activar o cebar una poblacion de células madre mesenquimales en fenotipos uniformes
discretos para la terapia basada en células.

En determinadas realizaciones, el medio de induccién descrito en esta invencién induce o reduce la expresion de
determinados genes que se pueden medir mediante procedimientos conocidos por un experto en la materia que
incluyen, entre otros: PCR; gPCR; qRT-PCR; RT-PCR semicuantitativa; PCR digital; técnica Northern; ARNm-SEQ;
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micromatrices; y otros. En determinadas realizaciones, el medio de induccidon descrito en esta invenciéon aumenta o
disminuye los niveles de proteina que se pueden medir mediante procedimientos conocidos por un experto en la
materia que incluyen, entre otros: ensayos basados en anticuerpos; ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA); inmunotransferencia o transferencia Western; citometria de flujo, espectrometria de masas y otros. En ciertas
realizaciones, el medio de induccion descrito en esta invencidén induce la activacién o atenuacion de las vias de
sefializacién celular que pueden medirse mediante un procedimiento conocido por los expertos en la materia que
incluye, pero no se limita a: ensayo de cinasa; mediciones de fosforilacién/desfosforilacion de proteinas; mediciones
de ubiquitinacién/desubiquitinacion de proteinas; mediciones de acetilacién/desacetilacion de proteinas; mediciones
de degradacidén/estabilidad de proteinas; mediciones de segundos mensajeros tales como calcio o diacilglicerol; o
monitorizacién de la escision de una forma inactiva a activa.

En ciertas realizaciones, el medio de induccion descrito en esta invencién conduce a cambios medibles en la expresion
génica, los niveles de proteinas o las vias de sefializacion celular de una poblacién celular. En ciertas realizaciones,
el cambio es un aumento en la expresion génica, los niveles de proteinas o la sefializaciéon celular. En ciertas
realizaciones, el cambio es cualquier cambio estadisticamente significativo medido entre una muestra no estimulada
o de control, y una muestra estimulada o de prueba. En determinadas realizaciones, el cambio entre una muestra no
estimulada o de control, y una muestra estimulada o de prueba, es un aumento de al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces,
5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 mas. En determinadas realizaciones, el cambio entre una
muestra no estimulada o de control, y una muestra estimulada o de prueba, es un aumento de al menos 100 veces o
mas. En ciertas realizaciones, el cambio entre una muestra no estimulada o de control, y una muestra estimulada o
de prueba, es una disminucién de al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces,
10 veces o0 mas. En ciertas realizaciones, el cambio entre una muestra no estimulada o de control, y una muestra
estimulada o de prueba, es una disminucién de al menos 100 veces o0 mas.

En ciertas realizaciones, el medio de inducciéon que comprende un ligando de TLR3 induce la expresién de ARNm de
cualquiera de los siguientes genes al menos 2 veces en comparacion con una poblacién de células no estimuladas:
CXCL9; EGFR; IRF1; A2M; FAS; IL2RG; MMP3; GBP1; ISG15; FCGR1; NFKB1; NOS2A; USF1; YY1, JAK2; STAZ2,
STAT4,; STATS; SOCS1; o IRF1. En ciertas realizaciones, el medio de induccién que comprende un ligando de TLR3
reduce la expresion de ARNm de cualquiera de los siguientes genes en al menos 2 veces en comparacion con una
poblacién de células no estimuladas: EPOR; F2R; STAM; PDGFRA; PIAS2; MYC; SH2B1; o CSF2RB. En ciertas
realizaciones, el medio de inducciéon que comprende un ligando de TLR3 induce la expresion de ARNm de cualquiera
de los siguientes genes en al menos 10 veces en comparacion con una poblacién de células no estimuladas: CXCL9;
GBP1; ISG15; SOCS1; MMP3; JAK2 0 IRF1. En ciertas realizaciones, el medio de induccién que comprende un ligando
de TLR3 induce la expresién de ARNm de cualquiera de los siguientes genes al menos 20 veces en comparacion con
una poblacion de células no estimuladas: CXCL9; GBP1; ISG15; o SOCS1. En ciertas realizaciones, el medio de
induccién que comprende un ligando de TLR3 induce la expresion de ARNm de CXCL9 en al menos 100 veces en
comparacion con una poblacién de células no estimuladas.

Aunque no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencion, en determinadas realizaciones, el medio
de induccién que comprende un ligando de TLR4 induce la expresion de ARNm de TNFSF10 (TRAIL) al menos 2
veces, 10 veces, 100 veces 0 1000 veces en comparacidn con una poblacién celular no estimulada.

La invencion también proporciona un procedimiento ex vivo para inducir, activar o cebar una poblacién de células
madre mesenquimales, que comprende: (a) proporcionar una poblacién de células madre mesenquimales; (b)
proporcionar un medio de induccidn como se describe en esta invencién; () poner en contacto las células madre con
el medio de induccidn; y (d) cultivar las células madre en condiciones apropiadas.

En determinadas realizaciones, el procedimiento ex vivo para inducir, activar o cebar una poblacién de células madre
mesenquimales descrito en esta invencion induce o reduce la expresion de determinados genes que se pueden medir
mediante procedimientos conocidos por un experto en la materia que incluyen, entre otros: PCR; qPCR; qRT-PCR;
RT-PCR semicuantitativa; PCR digital, técnica Northern; ARNm-SEQ; micromatrices; y otros. En determinadas
realizaciones, el medio de induccion descrito en esta invencién aumenta o disminuye los niveles de proteina que se
pueden medir mediante procedimientos conocidos por un experto en la materia que incluyen, entre otros: ensayos
basados en anticuerpos; ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA); inmunotransferencia o transferencia
Western; citometria de flujo, espectrometria de masas y otros. En ciertas realizaciones, el procedimiento ex vivo para
inducir, activar o cebar una poblacion de células madre mesenquimales descrito en esta invencion induce la activacion
o atenuacion de las vias de sefializacion celular que pueden medirse mediante un procedimiento conocido por los
expertos en la técnica que incluye, entre otros: ensayo de quinasa; mediciones de fosforilacion/desfosforilacion de
proteinas; mediciones de ubiquitinacién/desubiquitinacién de proteinas; mediciones de acetilacidén/desacetilacidon de
proteinas; mediciones de degradacion/estabilidad de proteinas; mediciones de segundos mensajeros tales como
calcio o diacilglicerol; 0 monitoreo de la escision de una forma inactiva a activa.

En ciertas realizaciones, el procedimiento ex vivo para inducir, activar o cebar una poblacion de células madre
mesenquimales descrito en esta invencién conduce a cambios medibles en la expresidn génica, los niveles de
proteinas o las vias de sefializacién celular de una poblacién de células madre. En ciertas realizaciones, el cambio es
un aumento en la expresion génica, los niveles de proteinas o la sefalizacion celular. En ciertas realizaciones, el
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cambio es cualquier cambio estadisticamente significativo medido entre una muestra no estimulada o de control, y una
muestra estimulada o de prueba. En determinadas realizaciones, el cambio entre una muestra no estimulada o de
control, y una muestra estimulada o de prueba, es un aumento de al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6
veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 mas. En determinadas realizaciones, el cambio entre una muestra no
estimulada o de control, y una muestra estimulada o de prueba, es un aumento de al menos 100 veces 0 mas. En
ciertas realizaciones, el cambio entre una muestra no estimulada o de control, y una muestra estimulada o de prueba,
es una disminucién de al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces o
mas. En ciertas realizaciones, el cambio entre una muestra no estimulada o de control, y una muestra estimulada o
de prueba, es una disminucién de al menos 100 veces o mas.

En ciertas realizaciones, el procedimiento ex vivo para inducir, activar o cebar una poblacion de células madre
mesenquimales descrito en esta invencion que comprende un ligando de TLR3 induce la expresion de ARNm de
cualquiera de los siguientes genes al menos 2 veces en comparacion con una poblacion de células no estimuladas:
CXCL9; EGFR; IRF1; A2M; FAS; IL2RG; MMP3; GBP1; ISG15; FCGR1; NFKB1; NOS2A; USF1; YY1; JAK2; STA2,
STAT4; STATS; SOCS1; o IRF1. En ciertas realizaciones, el procedimiento ex vivo para inducir, activar o cebar una
poblacion de células madre mesenquimales descrito en esta invencion que comprende un ligando de TLR3 reduce la
expresion de ARNm de cualquiera de los siguientes genes en al menos 2 veces en comparacion con una poblacion
de células no estimuladas: EPOR; F2R; STAM; PDGFRA; PIAS2; MYC; SH2B1; o CSF2RB. En ciertas realizaciones,
el procedimiento ex vivo para inducir, activar o cebar una poblacién de células madre mesenquimales descrito en esta
invencion que comprende un ligando de TLR3 induce la expresion de ARNm de cualquiera de los siguientes genes en
al menos 10 veces en comparacién con una poblacidon de células no estimuladas: CXCL9; GBP1; ISG15; SOCSH1,
MMP3; JAK2 o IRF1. En ciertas realizaciones, el procedimiento ex vivo para inducir, activar o cebar una poblacién de
células madre mesenquimales descrito en esta invencion que comprende un ligando de TLR3 induce la expresién de
ARNmM de cualquiera de los siguientes genes al menos 20 veces en comparacion con una poblacion de células no
estimuladas: CXCL9; GBP1; ISG15; 0 SOCS1. En ciertas realizaciones, el procedimiento ex vivo para inducir, activar
0 cebar una poblacién de células madre mesenquimales descrito en esta invencién que comprende un ligando de
TLR3 induce la expresion de ARNm de CXCL9 en al menos 100 veces en comparacion con una poblacion de células
no estimuladas.

Aunque no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencién, en determinadas realizaciones, el
procedimiento ex vivo para inducir, activar o cebar una poblacién de células madre mesenquimales descritas en esta
invenciéon que comprende un ligando de TLR4 induce la expresion de ARNm de TNFSF10 (TRAIL) al menos 2 veces,
10 veces, 100 veces o 1000 veces en comparacién con una poblacién de células no estimuladas.

La invencion también proporciona un procedimiento de preparacion de células para su uso en terapia celular, que
comprende: (a) proporcionar una poblacion de células madre mesenquimales; (b) proporcionar un medio de induccion
de la invencién; (c) poner en contacto la poblacion de células madre con el medio de induccion; y (d) cultivar las células
en condiciones apropiadas.

Los procedimientos de la invencién pueden comprender cultivar las células en contacto con una superficie sélida como
se describe en otra parte en esta invencién. Por ejemplo, la invencién proporciona un procedimiento que comprende:
(a) proporcionar una poblacion de células madre mesenquimales; (b) proporcionar un medio de induccién como se
describe en esta invencidn; (c) poner en contacto las células madre con el medio de induccion; y (d) cultivar las células
en condiciones apropiadas y en contacto con una superficie sélida. La invencién también proporciona el uso de un
medio de induccién como se describe en esta invencién y una superficie sélida para expandir una poblacién de células
madre mesenquimales. Las células madre mesenquimales pueden adherirse, fijarse o sembrarse en dicho soporte.
Tipicamente, las células se colocan en placas a una densidad deseada tal como entre aproximadamente 100
células/cm2 a aproximadamente 100.000 células/cm2 (tal como aproximadamente 500 células/cm2 a
aproximadamente 50.000 células/cm2, o, mas particularmente, entre aproximadamente 1.000 células/cm2 a
aproximadamente 20.000 células/cm2) antes de inducir, activar o cebar las células madre. En una realizacién
particular, la densidad celular esta entre 200-10.000 células/cm2.

Se apreciara que las etapas de los procedimientos descritos en esta invencion se pueden realizar en cualquier orden
adecuado o al mismo tiempo, segun corresponda, y no es necesario que se realicen en el orden en que se enumeran.
Por ejemplo, en el procedimiento anterior, la etapa de proporcionar una poblacién de células madre mesenquimales
puede realizarse antes, después o al mismo tiempo que la etapa de proporcionar un medio de induccién.

Los procedimientos y usos de la invencién pueden implicar cualquier medio o suplemento de induccién como se
describe en esta invencion. Por consiguiente, en algunas realizaciones, los procedimientos de la invencién pueden ser
procedimientos sin suero y/o sin reemplazo de suero. En algunas realizaciones, los procedimientos de la invencion se
pueden utilizar para inducir células en ausencia de contacto con una capa de células alimentadoras.

Los procedimientos y usos preferidos de la invencién son para la induccion, activacion o sensibilizacion de la poblacion

de células madre mesenquimales que se produce una vez que las células se han expandido y antes de ser
crioconservadas.
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Se prefiere que dicha poblacién de células madre sea de origen adulto, y se prefiere ademas que dichas células sean
una poblacion de células madre mesenquimales, como en las células derivadas de médula 6sea o derivadas de tejido
adiposo.

Las condiciones para el cultivo de células madre son conocidas por el experto en la materia. Se prefiere que el cultivo
se lleve a cabo en presencia de un soporte s6lido adecuado para la adherencia de células madre mesenquimales.

Dicho procedimiento de fabricaciéon puede comprender opcionalmente ademas las etapas de: (a) pasar las células en
un medio de cultivo como se describe en esta invencién; (b) cultivar adicionalmente las células en condiciones
apropiadas y (¢) inducir, activar o cebar las células.

Se ha demostrado que la expansion ex vivo de las MSC sin inducir diferenciacion se puede lograr durante periodos
de tiempo prolongados, por ejemplo, mediante el uso de lotes especialmente seleccionados de suero adecuado (como
suero bovino fetal o suero humano). En la técnica se conocen procedimientos para medir la viabilidad y el rendimiento
(por ejemplo, exclusién de azul de tripano).

Cualquiera de las etapas y procedimientos para aislar las células de la poblacion celular de la invencién se puede
realizar manualmente, si se desea. Alternativamente, el procedimiento de aislamiento de dichas células se puede
facilitar y/o automatizar a través de uno o mas dispositivos adecuados, ejemplos de los cuales se conocen en la
técnica.

La practica de la invencion se puede realizar usando cualquier recipiente de cultivo celular adecuado como soporte.
En la técnica se conocen recipientes de cultivo celular de diversas formas y tamafios (por ejemplo, matraces, placas
de pocillos individuales o multiples, placas de pocillos individuales o mdltiples, botellas, frascos, viales, bolsas,
biorreactores) y construidos a partir de diversos materiales diferentes (por ejemplo, plastico, vidrio). El experto en la
materia puede seleccionar facilmente un recipiente de cultivo celular adecuado.

Aunque no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencidn, también se proporciona un suplemento de
induccién de medio de cultivo que se puede usar para producir un medio de induccién de cultivo como se describe en
esta invencion. Un "suplemento de induccion de medio de cultivo" es una mezcla de ingredientes que no puede
soportar células madre mesenquimales por si misma, pero que permite o mejora el cultivo de células madre
mesenquimales cuando se combina con otros ingredientes de medio de cultivo celular. Por lo tanto, el suplemento se
puede usar para producir un medio de cultivo celular funcional de la invencion combinandolo con otros ingredientes
de cultivo celular para producir una formulacion de medio adecuada. En la técnica se conoce bien el uso de
suplementos de medio de cultivo. La invencion proporciona un suplemento de inducciéon de medio de cultivo que
comprende afiadir un ligando de TLR o inductor de ligando de TLR en combinacion con eritropoyetina (EPO) y con
exposicion a hipoxia o mimético de hipoxia (cloruro de cobalto o desferrioxamina). El suplemento puede contener
cualquier ligando descrito en esta invencion. El suplemento también puede contener uno o mas ingredientes de cultivo
celular adicionales, por ejemplo, uno o mas ingredientes de cultivo celular seleccionados del grupo que consiste en
aminodcidos, vitaminas, sales inorganicas, oligoelementos, fuentes de energia de carbono y amortiguadores.

Un suplemento de inducciéon de medio de cultivo puede ser un suplemento liquido concentrado (por ejemplo, un
suplemento liquido concentrado de 2x a 250x) o puede ser un suplemento seco. En la técnica se conocen bien tanto
tipos de suplementos liquidos como secos. Se puede liofilizar un suplemento.

Un suplemento de induccion de medio de cultivo de la invencidn se esterilizara tipicamente antes de su uso para evitar
la contaminacién, por ejemplo, por luz ultravioleta, calentamiento, irradiacion o filtracion. Un suplemento de induccion
de medio de cultivo se puede congelar (por ejemplo, a -20 ° C 0 -80 ° C) para su almacenamiento o transporte.

Aunque no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencidn, también se proporciona un recipiente
sellado herméticamente que contiene un suplemento de medio de cultivo de la invencion. Los recipientes sellados
herméticamente pueden preferirse para el transporte o almacenamiento de los suplementos del medio de cultivo
descritos en esta invencién, para evitar la contaminacion. El recipiente puede ser cualquier recipiente adecuado, tal
como un biorreactor, un matraz, una placa, una botella, un frasco, un vial 0 una bolsa.

Se ha utilizado una variedad de sustancias como superficies para el cultivo de células madre adherentes, y el experto
en la materia puede seleccionar faciimente un material apropiado. Preferentemente, la superficie solida comprende
plastico, pero alternativamente puede comprender vidrio, matriz extracelular. La superficie puede ser plana, tubular o
en forma de un andamio, perla o fibra.

Las composiciones de la invencidn pueden comprender suero, o pueden estar libres de suero y/o libres de reemplazo
de suero, como se describe en otra parte en esta invencién.

Las células madre mesenquimales para su uso en la invencidén se pueden obtener utilizando procedimientos bien
conocidos (véase mas adelante). Se prevé que se puedan usar varios tipos de células madre mesenquimales junto
con la invencion, ya sea obtenidas de tejido embrionario, fetal o adulto, pero preferentemente se derivan de fuentes
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de tejido adulto.

El medio de inducciéon descrito en esta invencidn puede usarse para cultivar células madre de mamifero,
particularmente células madre adultas humanas. Las células madre adultas humanas que se pueden usar junto con
la invencidn son preferentemente células madre mesenquimales. También se pueden usar células madre de ratén o
primate. En realizaciones preferidas de la invencion, las células madre son células madre derivadas de médula 6sea
(MSC) humana.

Las células madre mesenquimales pueden identificarse por su capacidad para diferenciarse en células de las tres
capas germinales, por ejemplo, determinando la capacidad de las células para diferenciarse en células que muestran
una expresion detectable de marcadores especificos para las tres capas germinales. Las referencias en singular (por
ejemplo, a "una célula" y referencias equivalentes) abarcan el plural (por ejemplo, "células") a menos que el contexto
requiera o contrario.

El medio de induccién de la invencién se puede usar para inducir, activar o cebar una poblacién de células madre
mesenquimales. Por consiguiente, la invencion proporciona el uso de cualquier medio de induccidén como se describe
en esta invencion para inducir, activar o cebar una poblacion de células madre mesenquimales en fenotipos uniformes
discretos para la terapia basada en células. Estos fenotipos discretos y uniformes pueden ser un fenotipo de MSC
antiinflamatorio (MSC2) y, aunque no forma parte de las invenciones actualmente reivindicadas, un fenotipo de MSC
antitumoral proinmune uniforme y discreto (MSC1).

El procedimiento preferido de induccion para un fenotipo de MSC antiinflamatorio uniforme y discreto (MSC2) es la
incubacion de las MSC con un medio de cultivo que contiene un ligando del receptor tipo Toll-3 (TLR3) tal como acido
poliinosinico: poli-citidilico (o poli(l:C); 1 mg/mL) en combinacién con eritropoyetina (1 mU/mL o 5 ng/mL) y con
exposicion a hipoxia (1 % de oxigeno) o mimético de hipoxia (cloruro de cobalto o desferrioxamina, ya sea a 200 mM)
durante 1 hora tras un crecimiento confluente del 70-90 %.

Aunque no forma parte de las invenciones reivindicadas en esta invencidn, el procedimiento preferido de induccion
para un fenotipo de MSC antitumoral proinmune uniforme y discreto (MSC1) es la incubacién de las MSC con un medio
de cultivo que contiene un ligando del receptor tipo Toll-4 (TLR4) tal como lipopolisacarido (LPS, endotoxina a 10
ng/ml) en combinacidn con eritropoyetina (1 mU/ml o 5 ng/ml) y con exposicién a hipoxia (oxigeno al 1%) o mimético
de hipoxia (cloruro de cobalto o desferrioxamina, ya sea a 200 mM)) durante 1 hora tras un crecimiento confluente del
70-90 %.

Los ligandos de TLR en combinacién con eritropoyetina y con exposicion a hipoxia o miméticos de hipoxia (cloruro de
cobalto o desferrioxamina) se agregan al medio de cultivo fresco, o como un suplemento de cultivo y se incuban con
las células durante 1 hora. Después de esta etapa de induccién, las MSC se lavan dos veces en medio de cultivo o
solucion salina tamponada adecuada sin los ligandos de TLR para eliminar las células y los restos de cultivo. Sin
querer limitarse a la teoria, los tiempos de incubacion cortos (< 1 h) y la exposicién minima al ligando de TLR a las
concentraciones indicadas anteriormente (o inferiores) son importantes para lograr los fenotipos deseados y, ademas,
este protocolo imita el gradiente de sefiales de peligro que las MSC enddgenas encuentran y al que responden a una
distancia del sitio de la lesion. Una vez lavadas, las MSC inducidas, activadas o cebadas se pueden recoger mediante
procedimientos tradicionales, por ejemplo, tripsina y EDTA durante entre 5 segundos y 15 minutos a 37 °C o con un
sustituto de tripsina (por ejemplo, TrypLE de Invitrogen), colagenasa, dispasa, accutasa u otros reactivos conocidos
por el experto en la materia. Después de recoger las células MSC cebadas, activadas o inducidas, estas pueden
crioconservarse mediante procedimientos convencionales.

Los agonistas de TLR3 se pueden administrar mediante incubacién, transfeccion, transducciéon por moléculas
portadoras o mediante otras técnicas conocidas por los expertos en la materia.

Las células pueden incubarse con ligando de TLR o ligando agonista en combinacién con eritropoyetina (EPO) y con
exposicion a hipoxia 0 mimético de hipoxia (cloruro de cobalto o desferrioxamina) durante de aproximadamente 1
minuto a aproximadamente 480 minutos, de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 475 minutos, de
aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 470 minutos, de aproximadamente 15 minutos a aproximadamente
400 minutos, de aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 120 minutos, de aproximadamente 25 minutos a
aproximadamente 90 minutos, de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 80 minutos, de aproximadamente
35 minutos a aproximadamente 70 minutos, de aproximadamente 40 minutos a aproximadamente 65 minutos, de
aproximadamente 45 minutos a aproximadamente 60 minutos, de aproximadamente 55 minutos a aproximadamente
60 minutos, y preferentemente de aproximadamente 60 minutos.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: induccién de una firma de expresion génica de MSC2 a partir de MSC primarias humanas

Para este experimento, se incubaron MSC humanas primarias a 37 °C con CO2 al 5 %, en medio sin suero que
contenia 2 pug/ml de poli(l:C), durante 6 horas. Posteriormente, las células se lavaron dos veces, el ARN se extrajo
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usando el RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) y a continuacion se trat6é usando el kit TURBO libre de ADN (Ambion,
Austin, TX). ElI ARN se transcribié de forma inversa y el ADNc resultante se utilizoé en la matriz de PCR ProfilerTM de
la via de sefializacion JAK/STAT (SuperArray Bioscience, Frederick, MD) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante en un sistema de deteccion de PCR en tiempo real iCycler iQ5 (Bio-Rad, Hercules, CA). Los datos sin
procesar de los grupos no tratados y tratados se analizaron utilizando el software GEarray Analyzer (SuperArray Inc.,
Bethesda, MD). Esta matriz mide los niveles de expresion de ARN de 84 genes diferentes en la via de sefalizacion
JAK/STAT. Los resultados se muestran en la Fig. 1. Los genes que muestran una induccion de 2 veces o0 mas estan
en caja en gris, los genes que muestran una reduccion de 2 veces 0 mas estan en caja en negro, y los genes que
fueron inducidos por mas de dos veces y seleccionados para una validacién adicional se representan en cajas gruesas
(excepto para PIAS2 que se redujo en mas de 2 veces). La Fig. 2 muestra la validacién por gPCR adicional de los
genes seleccionados en la Fig. 1; La validacion se realizé mediante gPCR utilizando una mezcla maestra SYBR Green
con cebadores especificos de genes en las mismas muestras analizadas en la Fig. 1.

Ejemplo 2: polarizacion de MSC1 y MSCZ2 de MSC humanas primarias

Los donantes primarios de MSC humanas se polarizaron a MSC1 o0 MSC2. Las MSC humanas se polarizaron usando
un medio que contenia 10 ng/ml de LPS en ausencia (MSC1) o en presencia de 0,5 ng/ml de eritropoyetina
recombinante humana y cloruro de cobalto 200 yM (MSC1*). Las células MSC2 se polarizaron usando un medio que
contenia 2 yg/mil de poli(l:C) en ausencia (MSC2) o en presencia de 0,5 ng/ml de eritropoyetina recombinante humana
y cloruro de cobalto 200 uM (MSC2*). Los sobrenadantes cultivados se recogieron y a continuacion se analizaron para
determinar la expresién de quimiocinas/citocinas mediante bio-plex como se describié anteriormente. En resumen, las
MSC se colocaron en placas a una densidad de 50.000 células en placas de 24 pocillos, se dejaron adherir durante la
noche, a continuacién se cebaron con agonistas de TLR durante 1 h como se indica. El medio acondicionado se
recolectd después de 48 h y se analizé con ensayos de citocinas Bio-Plex (Grupo Humano | y II; Bio-Rad, Hercules,
CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Estos experimentos se realizaron al menos tres veces en tres grupos
de donantes de MSC individuales. La induccién de MSC1 independientemente de la formula da como resultado una
secrecion significativa de citocina que incluye IL6 e IL8 mientras que (Fig. 3), la induccion de MSC2
independientemente de la férmula da como resultado una secrecién significativa de IP10 (CXCL10) y RANTES (CCL5)
(Fig. 4). Las barras de error indican +/- SEM.

Ejemplo 3: la polarizacion de MSCIl y MSC2 es consistente en muitiples fuentes de MSC

Los donantes de MSC humanas de 3 fuentes comerciales diferentes y hasta seis donantes diferentes se polarizaron
a MSC1. Las MSC humanas se polarizaron usando un medio que contenia 10 ng/ml de LPS en ausencia (MSC1) o
en presencia de 0,5 ng/ml de eritropoyetina recombinante humana y cloruro de cobalto 200 yM (MSC17*). El ARN total
se aislo, purificd y transcribié de forma inversa a ADNc. La PCR cuantitativa en tiempo real se llevé a cabo utilizando
SYBR Green Master Mix. Los datos se analizaron utilizando el procedimiento de TC comparativo cuantitativo,
normalizando la expresion del gen diana al gen constitutivo de ARNr 18S, y se mostraron como un aumento de veces
sobre el control no tratado. La expresidn del gen Trail aument6 significativamente después de la induccién de MSC1
en todos los donantes, incluidos los mixtos (FIG. 5). Las barras de error representan +/- el error estandar de la media
(SEM, por sus siglas en inglés). Los cebadores de ADNc humano utilizados: Cxc/9 Forward-CTT TCCTGG CTA
CTC CAT GTT Reverse- GTT GGT CACTGG CTG ATC TAT AA; Trail Forward-CTT CAC AGT GCT CCT GCA GT
Reverse-TTA GCC AACTAA AAA GGC CCC; 718S5rRNA Forward- GAGGGAGCCTGAGAAACGG, Reverse-
GTCGGGAGTGGGTAATTTGC con el protocolo: 1: 95,0 °C para 0:30, 2: 95,0 °C para 0:10, 3: 68,0 °C para 0:30,
lectura de placa, 4: IR A 2, 39 veces mas.

Los donantes de MSC humanas de 3 fuentes comerciales diferentes y hasta seis donantes diferentes se polarizaron
a MSC2. Las MSC humanas se polarizaron usando un medio que contenia 2 ug/ml de poli(l:C) en ausencia (MSC2) o
en presencia de 0,5 ng/ml de eritropoyetina recombinante humana y cloruro de cobalto 200 yM (MSC2*). El ARN total
se aislo, purificd y transcribié de forma inversa a ADNc. La PCR cuantitativa en tiempo real se llevé a cabo utilizando
SYBR Green Master Mix. Los datos se analizaron utilizando el procedimiento de TC comparativo cuantitativo,
normalizando la expresion del gen diana al gen constitutivo de ARNr 18S, y se mostraron como un aumento de veces
sobre el control no tratado. La expresion del gen CXCL9 aumenté significativamente después de la induccion de MSC2
en todos los donantes, incluidos los mixtos (Fig. 6). Las barras de error representan +/- el error estandar de la media
(SEM, por sus siglas en inglés).

Ejemplo 4: curso temporal de la polarizacion de MSC1 y MSC2.

Los donantes de MSC humanas se polarizaron a MSC1. Las MSC humanas se polarizaron utilizando un medio que
contenia 10 ng/ml de LPS en ausencia (MSC1) o en presencia de 0,5 ng/ml de eritropoyetina recombinante humana y
cloruro de cobalto 200 uM (MSC1%).

Los donantes de MSC humanas se polarizaron a MSC2. Las MSC humanas se polarizaron usando un medio que
contenia 2 yg/mil de poli(l:C) en ausencia (MSC2) o en presencia de 0,5 ng/ml de eritropoyetina recombinante humana
y cloruro de cobalto 200 uM (MSC2%). Las células se recogieron en diferentes momentos como se indica. El ARN total
se aislo, purificd y transcribié de forma inversa a ADNc. La PCR cuantitativa en tiempo real se llevé a cabo utilizando
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SYBR Green Master Mix. Los datos se analizaron utilizando el procedimiento de TC comparativo cuantitativo,
normalizando la expresion del gen diana al gen constitutivo de ARNr 18S, y se mostraron como un aumento de veces
sobre el control no tratado. La expresion génica de Cxcl9 aumenté significativamente 4 horas después de la induccién
de MSC2 (Fig. 8). Las barras de error representan +/- el error estandar de la media (SEM, por sus siglas en inglés).

Ejemplo 5: bio distribucion de células MSC1 y MSC2

Se realizd un experimento para determinar la eficacia in vivo de las MSC polarizadas en comparacion con las MSC
virgenes. Para este experimento, se administraron MSC virgenes humanas, MSC1 y MSC2 (1 millén de células)
mediante inyeccidon IP en ratones de tipo salvaje y, después de 4 horas, se extrajeron todos los 6rganos.
Posteriormente, el ARN extraido se analizé para GAPDH humana y se compar6 con el ADN de GAPDH de ratén para
determinar el direccionamiento del tejido. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 1.

Porcentaje de células recuperadas, 4 horas después
de la administracion

MSC virgenes MSC1 MSC2

Cerebro 0,10 0,3 0,4
Pulmén 54,20 3,1 4,9
Corazén 0,20 0,001 0,5
Bazo 25,50 46,7 82,9
Rifién 20,60 26,9 2,6
Higado 1,70 22,2 8,9
Intestino 0,60 0,001 0
infaticos 0.00 02 0

Ejemplo 6: la incubacion con eritropoyetina y cloruro de cobalto durante la polarizacion de MSC aumenta la migracion,
la proliferacion/viabilidad de las células MSC1y MSC2

Para determinar la capacidad de migracién de MSC cultivadas con o sin eritropoyetina e hipoxia, se afiadieron células
MSC virgenes humanas y células polarizadas MSC1 o MSC2 a insertos transwell individuales (poros 8uM, 50.000
células/inserto). Las células MSC1 se polarizaron usando un medio que contenia 10 ng/mlde LPS en ausencia (MSC1)
0 en presencia de 0,5 ng/ml de eritropoyetina recombinante humana y cloruro de cobalto 200 uM (MSC1¥). Las células
MSC2 se polarizaron usando un medio que contenia 2 pg/ml de poli(l:C) en ausencia (MSC2) o en presencia de 0,5
ng/ml de eritropoyetina recombinante humana y cloruro de cobalto 200 uM (MSC2%). Las membranas se bajaron a
placas complementarias de 24 pocillos que contenian medio libre de suero de control negativo (SFM) o el medio de
crecimiento que contenia suero (CCM) de control positivo, o el medio inductor correspondiente como se indica. Las
fotomicrografias se tomaron después de 16 horas de incubacién con un microscopio de fluorescencia invertido Nikon
Eclipse TE300. La Fig. 9 muestra datos representativos de MSC migradas contadas a partir de 4 cuadrantes de
imagenes representativas de mas de tres experimentos realizados de forma independiente realizados por triplicado (n
=3). Las barras de error indican SEM.

Se utiliz6 un ensayo de proliferacién para determinar la capacidad proliferativa y la viabilidad de las MSC cultivadas
con o sin eritropoyetina e hipoxia. Las MSC humanas se polarizaron usando un medio que contenia 10 ng/ml de LPS
en ausencia (MSC1) o en presencia de 0,5 ng/ml de eritropoyetina recombinante humana y cloruro de cobalto 200 yM
(MSC17%). Las células MSC2 se polarizaron usando un medio que contenia 2 pg/ml de poli(l:C) en ausencia (MSC2) o
en presencia de 0,5 ng/ml de eritropoyetina recombinante humana y cloruro de cobalto 200 uM (MSC2%). Las células
se incubaron con el medio especificado durante 48 horas. La proliferacion celular y la viabilidad de cada muestra se
midieron mediante el ensayo CyQUANT (Life Technologies, CA) y el ensayo de azul de tripano, respectivamente. Para
la proliferacién celular, las células se sembraron en placas de 96 pocillos a 1 x10° células en 50 ul por pocillo por
triplicado y se cultivaron a 37 °C, 5 % de CO2. Las muestras se recogieron a 0, 24, 48, 72 y 96 horas después del
tratamiento y se procesaron como lo describe el fabricante (ensayo CyQUANT, Life Technologies, CA). Los datos
mostrados se expresan en relacidn con los controles sin tratar. El ensayo de proliferacion celular se realizé en al menos
tres experimentos separados con cada muestra repetida a lo largo de 8 pocillos de la placa de 96 pocillos (n=3). Las
barras de error indican SEM. Los resultados se presentan en la Fig. 10.

Ejemplo 7: validacion del ensayo de gqPCR para CXCL9 y TNFSF 10

Las MSC humanas se indujeron en MSC1. El ARN total se aisld, purificd y transcribié de forma inversa a ADNc. La
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PCR cuantitativa en tiempo real se llevo a cabo utilizando SYBR Green Master Mix. Los datos se analizaron utilizando
el procedimiento de TC comparativo cuantitativo, normalizando la expresion del gen diana al gen constitutivo de ARNr
18S, y se mostraron como un aumento de veces sobre el control no tratado. La expresidn del gen Trail aumento
significativamente después de la induccion de MSC1. Las barras de error representan +/- el error estandar de la media
(SEM, por sus siglas en inglés). Se establecieron la eficiencia del cebador y la especificidad del producto (Fig. 11).

Las MSC humanas se indujeron en MSC2. El ARN total se aisl6, purifico y transcribié de forma inversa a ADNc. La
PCR cuantitativa en tiempo real se llevé a cabo utilizando SYBR Green Master Mix. Los datos se analizaron utilizando
el procedimiento de TC comparativo cuantitativo, normalizando la expresion del gen diana al gen constitutivo de ARNr
18S, y se mostraron como un aumento de veces sobre el control no tratado. La expresion del gen Cxcl9 aumento
significativamente después de la induccion de MSC2. Las barras de error representan +/- el error estandar de la media
(SEM, por sus siglas en inglés). Se establecieron el curso temporal de la expresion génica (Fig. 12A) y la especificidad
del producto (Fig. 12B).

Si bien esta invencion se ha descrito en detalle con referencia particular a sus realizaciones preferidas, los principios
y modos de funcionamiento de la invencidn también se han descrito en esta memoria descriptiva.
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REIVINDICACIONES

1. Un medio de induccion para crear una poblacion de células madre mesenquimales inmunolégicamente
polarizadas a partir de una poblacién de células madre mesenquimales no estimuladas, comprendiendo el medio de
induccion:

a. un ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3),

b. eritropoyetina, y

¢. un mimético de hipoxia seleccionado de cloruro de cobalto y/o desferrioxamina,

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas posee caracteristicas
antiinflamatorias marcadas por la expresion de mediadores antiinflamatorios o inmunosupresores.

2. El medio de induccion de la reivindicacion 1, donde el ligando del receptor tipo Toll 3 (TLR3) es poli(l:.C)
o poli(A:U).
3. El medio de induccién de la reivindicacion 1 o 2, donde la eritropoyetina estd presente a una

concentracién de menos de 10 ng/mil.

4, El medio de induccion de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el cloruro de cobalto esta
presente a una concentracion de entre 5 uM y 500 uM.

5. El medio de induccién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende ademas
interleucina 4 (IL-4) y/o interleucina 13 (IL-13).

6. El medio de induccidén de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que no comprende suero de
origen humano o animal.

7. El medio de induccién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es una solucién concentrada.

8. Un procedimiento para elaborar una poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente
polarizadas a partir de una poblacién de células madre mesenquimales no estimuladas, comprendiendo el
procedimiento

poner en contacto la poblacién de células madre mesenquimales no estimuladas con el medio de induccién de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde, en la poblacion de células madre mesenquimales tratada mediante
el procedimiento, las células estdn marcadas por una mayor expresion de ARNm de CXCL9 en comparacién con
la poblacion de células madre mesenquimales no estimuladas.

9. El procedimiento de la reivindicacién 8, donde la poblacién de células madre mesenquimales
inmunoldgicamente polarizadas es para su uso en un procedimiento de tratamiento de un trastorno inflamatorio o
autoinmunitario.

10. El procedimiento de la reivindicacién 9, donde el trastorno inflamatorio o autoinmunitario comprende
artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, neuritis dptica aguda, enfermedad de
Krabbe, retinopatia diabética o lesion pulmonar aguda.

1. El procedimiento de la reivindicacion 8, donde las células madre mesenquimales son células madre
mesenquimales humanas.

12. Una composicion que comprende el medio de induccidn de cualquiera de las reivindicaciones 1 a6 y
una poblacion de células madre mesenquimales.

13. Un medio de induccién para crear una poblacién de células madre mesenquimales inmunolégicamente
polarizadas a partir de una poblacién de células madre mesenquimales no estimuladas, comprendiendo el medio de
induccién:

(a) poli(l:C) a una concentracién de entre 0,1 ug/mly 100 ug/mi,
(b) eritropoyetina a una concentracién inferior a 10 ng/ml, y
(c) cloruro de cobalto a una concentracién de entre 5 uM y 500 uM;

donde la poblacién de células madre mesenquimales inmunoldgicamente polarizadas posee caracteristicas

antiinflamatorias y esta marcada por una mayor expresion de ARNm de CXCL9, OAS1 e ISG15 en comparacion
con una poblacién de células madre mesenquimales no estimuladas.
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