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DESCRIPCION

Células estromales mesenquimales derivadas de tejido del cordén umbilical para su uso en el tratamiento de trastornos
del espectro autista

ELIMINADO
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere a métodos para tratar el Trastorno del Espectro Autista, particularmente métodos
para usar células estromales mesenquimales derivadas de tejido de sangre de corddn humano para tratar el Trastorno
del Espectro Autista.

Descripcién de la técnica relacionada

El autismo o el trastorno del espectro autista (TEA), es un trastorno heterogéneo del desarrollo neurologico que se
refiere a un intervalo de afecciones caracterizadas por alteraciones en la comunicacion social y la presencia de un
intervalo repetitivo y restringido de actividades, con inicio temprano en la vida. El TEA es un diagndstico clinico basado
en la presencia de sintomas conductuales especificos, que pueden ser causados por diferentes combinaciones de
influencias genéticas y ambientales. El término “espectro” refleja la amplia variacién en desafios e intensidades que
posee cada persona con autismo.

Los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) estiman la prevalencia de TEA paraserde 1 en
68 nifios en los Estados Unidos (MMWR Surveill Summ 2014; 63:1-21). Esto incluye 1 en 42 nifios varones y 1 en 189
nifias. La mayoria de las personas con TEA no pueden vivir de forma independiente y requieren apoyo o adaptaciones
de por vida. Por consiguiente, se estima que el coste de vida (til de soporte de un individuo con TEA es de $1,4
millones. El coste estimado aumenta a $ 2,4 millones para aquellos que también tienen una discapacidad intelectual.
Se estima que 50.000 adolescentes con autismo se convierten en adultos y pierden los servicios escolares para el
autismo cada afio. Alrededor de un tercio de las personas con autismo permanecen no verbales. Alrededor del
cuarenta por ciento de las personas con autismo tienen una discapacidad intelectual. Ciertos problemas médicos y
mentales de salud con frecuencia acompafian al autismo. Estos incluyen trastornos gastrointestinales (Gl),
convulsiones, alteraciones del suefio, trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH), ansiedad y fobias. Los
enfoques actuales de tratamiento para TEA incluyen medicamentos, terapia conductual, terapias ocupacionales y del
habla, y un soporte educativo y vocacional especializado. La intervenciéon conductual temprana intensiva se asocia
con resultados sustancialmente mejorados, pero incluso con tal intervencién, muchos individuos con TEA permanecen
significativamente afectados. Si bien los tratamientos actuales son compatibles, se centran en la gestion de secuelas
con terapias fisicas, medicamentos y cirugia. Los tratamientos médicos actualmente disponibles, tales como
medicamentos psicotrdpicos, estan destinados a mejorar los sintomas comoérbidos asociados, tales como irritabilidad,
pero no abordan los sintomas centrales del TEA. A la luz de esto, existe una gran necesidad insatisfecha de nuevos
tratamientos eficaces dirigidos a sintomas centrales del TEA.

Ambos factores genéticos y ambientales contribuyen a la etiologia del TEA (de la Torre-Ubieta L, et al. Nat Med 2016;
22:345-361; Mandy W, Lai MC. J. Child Psychol Psychiatry 2016; 57:271-292; Sahin M, Sur M. Science 2015; 350).
En los Ultimos afios, a pesar de los avances en la secuenciacion y el andlisis genéticos que identificaron varias
mutaciones de novo, las variantes del nimero de copias (CNV) y polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que se
asocian con un mayor riesgo de TEA, se estima que menos del 20 % de los casos pueden atribuirse a un factor de
riesgo genético conocido (Abrams BS, Geschevium DH. Arch Neurol 2010; 67(4):395-399). Varios factores
ambientales también se asocian con un mayor riesgo de TEA, que incluye la exposicion al teratbgeno materno, las
toxinas ambientales y la edad paterna avanzada. Finalmente, la inflamacion y la disfuncién inmunitaria estan
implicadas en la etiologia del TEA.

Aunque la fisiopatologia exacta es desconocida, las observaciones incluyen un funcionamiento sinaptico anormal en
areas del cerebro (Gao R, Penzes P. Curr Mol Med 2015; 15:146-167; Volk L, y col. Annu Rev Neurosci 2015; 38:127-
149), anomalias de la materia blanca (Wolff JJ, y col. Am J Psychiatry 2012; 169:58 9-600) y neuroinflamacién (Young
AMH, y col. Mol Autism 2016, 7:1-8). La patogénesis de la patologia inmunitaria en los cerebros de pacientes con TEA
puede deberse a la sobreexpresion de redes génicas relacionadas con el sistema inmunitario (Voineagu |, y col. Nature
2011; 474:38 0-384), presencia de anticuerpos maternos al tejido cerebral fetal (Braunschweig D, y col. Transl
Psychiatry 2013; 3:eE277), niveles atipicos de citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a) en el liquido cefalorraquideo
(IL-6, TNF-a )Varga DL, y col. Ann Neuro12005; 57:67-81), y una activacién microglial excesiva que conduce a rutas
aberrantes de conectividad neuronal (Morgan JT, y col. Biol Psychiatry 2010; 68:368-376; Suzuki K, y col. JAMA
Psychiatry 2013; 70:49-58). Como tales, los enfoques terapéuticos que afectan la modulacién inmunitaria o la
regulacion de la conectividad neuronal son dianas Iégicas para nuevos tratamientos para esta poblacion.
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Varias observaciones diferentes apoyan un papel de la activacién y/o desregulacidén inmunitaria en la etiologia del
TEA. Estudios epidemiolégicos multiples demostraron una mayor tasa de TEA en nifios nacidos de madres que tenian
una infeccién durante el embarazo. Esta asociacion es consistente a través de los paises y periodos de tiempo, que
se ha informado tan pronto como la década de 1970 después de una pandemia de rubéola en los Estados Unidos
(Chess S. J Autism Child Schizophr 1971; 1(1):33-47) y durante las décadas en Dinamarca (Atladottir HO, y col. J
Autism Dev Disord 2010; 40(12):1423-1430), Suecia y otros paises. La fiebre materna, el tratamiento con antibiéticos,
los niveles elevados de marcadores inflamatorios y la infecciéon con varios microbios diferentes se han asociado con
un mayor riesgo para el desarrollo de TEA en el nifio, lo que indica que es probable que la respuesta inmunitaria a la
infeccion sea mas causante del propio agente infeccioso. En consecuencia, los modelos animales produjeron
descendencia con fenotipos de TEA mediante la induccion de la activacion inmunitaria en las madres gestantes
(Harvey L, Boksa P. Dev Neurobiol 2012; 72(10):1335-1348; Malkova NV, y col. Brain Behav Immun 2012; 26(4).607-
616). Mecanismos fisiopatoldgicos potenciales incluyen alteraciones en la tolerancia inmunitaria materna-fetal (a través
de anticuerpos maternos y/o inmunidad celular) e inflamacién cerebral fetal, que conducen a cambios en los perfiles
de citocinas cerebrales fetales y la activacion microglial que pueden ser perjudiciales para el neurodesarrollo. Se
obtuvo evidencia de un aumento de los nimeros de microglia y una mayor activacién microglial en TEA mediante
estudios de autopsia, imagenes cerebrales de tomografia por emision de positrones (PET) y modelos animales.
Ademas, se ha descrito un funcionamiento anormal en aspectos del sistema inmunitario en el cerebro (como la
microglia que tiene la tarea de proporcionar soporte a las sinapsis neuronales) (Takango T. Dev Neurosci 2015; 37(3):
195-202; Zantomio D, y col. Neurosci Biobehav Rev 2015; 52:172-177). TEA se asocia con niveles aumentados de
citocinas en plasma, genes regulados positivamente asociados con la activacién microglial, inflamacion localizada y
activacion patologica de astrocitos (Goines PE, Ashwood P. Clin Rheumatol 2013; 33(11):1611-1619). Cabe sefialar
que ahora se reconocen muchas citocinas y moléculas asociadas clasicamente con la regulacién inmunitaria también
juega un papel en el neurodesarrollo normal. Esta doble funcionalidad puede resultar un vinculo importante en la
asociacion de cambios relacionados con el sistema inmunitario y un neurodesarrollo anormal en el TEA.

La microglia juega papeles criticos pero incompletamente entendidos en la propagacién y resolucion del dafio del
sistema nervioso central (SNC). Estas células modulan la neuroinflamacion, producen factores que regulan las
actividades de los astrocitos, los oligodendrocitos y las neuronas, y los desechos claros para proporcionar un entorno
para los oligodendrocitos para comenzar a remielinizar las neuronas. En ratones, la microglia surge de un conjunto
Unico de precursores replicantes en el cerebro que originalmente se deriva del saco vitelino extraembrionario en los
primeros pasos del desarrollo fetal. Los monocitos de sangre circulante derivados de médula 6sea constituyen otra
fuente potencial de células fagociticas infiltrantes que pueden exacerbar o mejorar el dafio del SNC. Aunque
recientemente se ha descrito una ruta para la circulacién de monocitos entre la linfa y el parénquima cerebral, un gran
namero de monocitos circulantes no entran en el cerebro de ratén adulto, no lesionado, sino que pueden infiltrarse en
el SNC después de la agresién, tal como la irradiacién cerebral, la quimioterapia o la lesién, las afecciones
desmielinizantes o el estrés crénico. En algunos modelos, estos monocitos sanguineos infiltrantes pueden activar la
inflamacién y participar en eventos desmielinizantes. En otros, los monocitos de sangre pueden facilitar la
remielinizacion.

Las sinapsis son puntos de comunicacién entre neuronas, lo que permite el paso organizado de informacién mediante
sefializacién eléctrica y quimica. Si bien hay un periodo de sinaptogénesis intensificada temprano en el desarrollo, las
sinapsis conservan la plasticidad en toda la vida, 10 que permite, por ejemplo, el aprendizaje y la memoria. El desarrollo
y el mantenimiento de la sinaptica normal son esenciales para la funcién neuronal adecuada, y las anomalias en
cualquier proceso estan asociadas con multiples condiciones de desarrollo neuroldgico, incluyendo TEA. Las
mutaciones en genes que codifican proteinas sinapticas se han implicado en TEA. Ademas, estudios en humanos y
animales demostraron una reduccion en el tamafio, el namero y la morfologia de las columnas dendriticas y un
aumento de la morfologia de la columna inmadura en TEA y trastornos relacionados con el autismo (Phillips M, Pozzo-
Miller L. Neurosci Lett 2015; 601:30-40). También es probable que los factores ambientales también puedan influir en
los cambios sindpticos. Estas alteraciones pueden conducir a una conectividad neuronal problematica, tal como
conectividad de bajo alcance y conectividad de corto alcance (Gescheviento DH, Levitt P. Curr Opin Neurobiol 2007,
17(1):103-111; Maximo JO, y col. Neuropsychol Rev 2014; 24(1):16-31).

En conjunto, estas observaciones sugieren que los factores de riesgo tanto ambientales como genéticos pueden
contribuir al desarrollo de TEA al causar desregulacion inmunitaria y/o conectividad neuronal anormal que afectan
negativamente el desarrollo cerebral normal. Por o tanto, las terapias inmunomoduladoras pueden tener un papel en
el tratamiento de nifios con TEA. Se sabe que las células estromales mesenquimales (MSC) tienen capacidades
inmunomoduladoras, se usan en la clinica para numerosas aplicaciones y tienen un perfil de seguridad favorable. Las
MSC también pueden tener potencial para tratar eficazmente la patologia subyacente y los sintomas resultantes de
nifios con TEA.

Las células estromales mesenquimales (MSC) son un grupo heterogéneo de células pluripotentes indiferenciadas que
pueden aislarse de varios tejidos diferentes, lo que incluye la médula 6sea, el tejido adiposo y los tejidos del nacimiento
(sangre del cordén umbilical, tejido del corddn umbilical, placenta). Si bien las MSC pueden dar lugar a tipos de tejido
mesodérmico, que incluyen hueso, cartilago y grasa, se cree que su mecanismo de accidn primario es el resultado de
efectos inmunomoduladores y paracrinos. Las MSC demostraron una multitud de efectos inmunomoduladores tanto
en respuestas inmunitarias humorales como mediadas por células. Estos incluyen, pero no se limitan a, inhibir la
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proliferaciéon de células B, T, NK, dendriticas y microgliales, disminuir la produccién de citocinas proinflamatorias y
bloquear el reclutamiento de neutréfilos. A pesar de su capacidad para modular la respuesta inmunitaria, las propias
MSC tienen baja inmunogenicidad. Esto permite que las MSC se usen en el entorno alogénico a través de las barreras
HLA, sin la necesidad de un emparejamiento de HLA del receptor del donante tipico de otros tipos de células. De
hecho, en una revisién de 13 estudios en humanos de administracién de MSC alogénica intravenosa, no hubo informes
de toxicidad infusional; Lalu MM, y col. PLoS One 2012; 7(10):e47559), lo que respalda la nocién de que las MSC son
“inmunoprivilegiadas” y pueden evitar la alorecognicién inmunoldgica. Cuando se utiliza como célula terapéutica, las
MSC ejercen efectos a través de la sefializacidn tréfica. Las MSC no se injertan en el receptor.

El tratamiento de TEA generalmente es compatible y a menudo es multimodal. Los enfoques incluyen medicamentos,
terapia conductual, terapias ocupacionales y del habla y un soporte educativo y vocacional especializado. Todos los
tratamientos médicos disponibles actualmente, tales como medicamentos psicotropicos, estan destinados a mejorar
los sintomas comdrbidos asociados, tales como irritabilidad, pero no son modificadores de la enfermedad. A pesar de
los avances en el diagnostico temprano y las terapias conductuales, se necesitan tratamientos mas eficaces para
nifios con TEA, y existe una gran necesidad insatisfecha de tratamientos médicos mejor, mas eficaces y modificadores
de la enfermedad para TEA. Las terapias de células estromales mesenquimales derivadas de tejido del cordon
umbilical humano (hCT-MSC) pueden tener potencial para aliviar los sintomas de TEA mediante la modulacién de
procesos inflamatorios en el cerebro. Obsérvese que Yong-Tao LV y col (J. Translational Medicine, 11 (1) p. 196
(2013)) describe el trasplante de células mononucleares de sangre de cordén umbilical humano y células madre
mesenquimales derivadas de cordén umbilical en autismo. El documento WO 2017/160986 describe células madre
mesenquimales con una eficacia mejorada. Jessica M Sun y col (Pediatric Research, 83 (1-2) pp. 364-371 (2017))
describe terapia celular para diversos trastornos del sistema nervioso central tales como enfermedades metabdlicas
hereditarias y autismo. Huajiang Dong y col (Am. J. of Translational Research. 10 (3) pp. 901-906 (2018 ) describe
trasplantes de células madre mesenquimales de cordén umbilical (UC-MSC) para paralisis cerebral. El documento
WO 2017/204231 describe un agente terapéutico para el dafio cerebral que incluye las células derivadas del ombligo.

Resumen de la invencion

La presente descripcion proporciona el beneficio de eliminar la restriccion de tener una unidad de sangre de cordén
umbilical autéloga almacenada o disponible de otro modo.

La presente invencion se define en las reivindicaciones 1-9. En un aspecto, la invencién reivindicada proporciona
células estromales mesenquimales derivadas de tejido de cordon alogénico humano (hCT-MSC) para su uso en un
método de tratamiento de un paciente que tiene o se sospecha que tiene un trastorno del espectro autista, en donde
en dicho método se administra al paciente hCT-MSC en una cantidad total de 6,0 x 10® células/kg, y se administra en
2 a 3 dosis en 6 meses. En ciertas realizaciones, las hCT-MSC se administran sistémicamente. En algunas
realizaciones, se administran por via intravenosa (por ejemplo, mediante infusion intravenosa durante 30 minutos).

En algunas realizaciones, la dosis comprende mas del 90 % de células CD73+ y CD90+. En algunas realizaciones, la
dosis comprende menos de 10 % de células CD45+, CD3+ o0 CD1+.

En otro aspecto, la invencion reivindicada proporciona hCT-MSC para su uso en un método para evaluar la efectividad
terapéutica del tratamiento con hCT-MSC en un paciente que padece un trastorno del espectro autista, en donde dicho
método comprende: (a) realizar una 0 mas pruebas apropiadas en el paciente para establecer puntuacién del valor de
referencia de comportamiento y/o biomarcador; (b) administrar al paciente hCT-MSC en una cantidad total de 6,0 x
108 células/kg, administradas en 2 a 3 dosis en 6 meses; (¢) reevaluar al paciente en uno o mas momentos después
de la administracion de hCT-MSC para la misma 0 mas pruebas conductuales y/o de biomarcadores establecidas en
(a); y (d) comparar los resultados en (c) con la(s) puntuacion(es) del (los) valor(es) de referencia establecida(s) en (a).
Opcionalmente, las pruebas conductuales realizadas en (a) y (¢) comprenden uno o mas de: Escalas de
comportamiento adaptativo de Vineland-Il (VABS-II), Escalas de comportamiento adaptativo de Vineland-Ill (VABS-
IIl), Escala de impresién clinica global (CGI), Inventario de comportamiento del trastorno generalizado del desarrollo
(PDDBI), Prueba de vocabulario expresivo de imagenes de una palabra-4 (EOWPVT-4), Lista de verificacion de
conductas aberrantes, Cuestionario de experiencias sensoriales, Escala de conductas repetitivas, Escalas de
inteligencia (Escalas Mullen de aprendizaje temprano o Stanford-Binet), Analisis del entorno del lenguaje, Inventario
de sintomas ATN Gl e Indice de estrés parental. Opcionalmente, la reevaluacién del paciente en (c) se realiza en uno
0 mas momentos que comprende: 2 meses, 4 meses, 6 meses, 9 meses, 12 meses y 18 meses, 24 meses, 2 afios, 3
afios, 4 afios, 5 afios, 10 afios, 15 afios, 20 afios o indefinidamente después de la administracion.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra el disefio del estudio para el estudio de fase | de hCT-MSC en nifios con TEA.
La Figura 2 muestra un resumen de los eventos adversos observados durante el estudio de hCT-MSC de Fase |. Se

relaciond un total de 3/53 (5,7 %) de eventos con el producto de estudio-hipotensién y reaccion relacionada con la
infusion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 968 823 T3

Las Figuras 3A - 3B muestran disefios generales de estudio para un estudio de fase Il de hCT-MSC en nifios con
TEA.

La Figura 4 muestra un andlisis de citometria de flujo ilustrativo de la poblaciéon de hCT-MSC para infusién. Las
poblaciones son mayores de 90 % de CD73+ y CD90+, con menos de 10 % de CD45+, CD3+ 0 CD31+.

Descripcién detallada de la invencién
ELIMINADO
ELIMINADO

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, la palabra “comprende” e
“incluir’ y variaciones (por ejemplo, “comprende”, “que comprende”, “incluye”, “que incluye”) se entendera que
implica la inclusion de un componente, caracteristica, elemento o paso o grupo de componentes establecidos,
caracteristicas, elementos o pasos, pero no la exclusion de cualquier otro nimero entero o paso o grupo de nimeros

enteros o pasos.

Como se usa en esta especificacion y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen
referentes plurales a menos que el contenido indique claramente lo contrario.

Los intervalos se pueden expresar en la presente invencién como “aproximadamente” un valor particular y/o a
“aproximadamente” otro valor particular. Cuando se expresa dicho intervalo, otra realizacién incluye desde un valor
particular y/o al otro valor particular. De manera similar, cuando los valores se expresan como aproximaciones,
mediante el uso del antecedente “aproximadamente”, se entendera que el valor particular forma otra realizacién. Se
entendera ademas que los puntos finales de cada uno de los intervalos son significativos tanto en relacion con el otro
criterio de valoracion como independientemente del otro criterio de valoracion.

Como se usa en la presente memoria, el término “poner en contacto” incluye el contacto fisico de al menos una
sustancia a otra sustancia.

Como se usa en la presente memoria, “tratamiento”, “terapia” y/o “régimen de terapia” se refieren a la intervencién
clinica realizada en respuesta a una enfermedad, trastorno o afeccidn fisiolégica (por ejemplo, trastorno del espectro
autista) manifestado por un paciente o al que un paciente puede ser susceptible. El objetivo del tratamiento incluye el
alivio o prevencion de los sintomas, ralentizar o detener la progresion o empeoramiento de una enfermedad, trastorno
o afeccion y/o la remision de la enfermedad, trastorno o afeccion (por ejemplo, trastorno del espectro autista).

El término “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad suficiente para efectuar
resultados biolégicos y/o clinicos beneficiosos o deseables. Una “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente
eficaz” puede determinarse por un equipo experto de profesionales de la salud, y puede incluir el uso de pruebas
conductuales, pruebas de biomarcadores y pruebas neurofisiologicas o neuroimagenes. Por ejemplo, las pruebas de
comportamiento pueden incluir, entre otras, la Lista de verificacion del DSM-5, las Escalas de comportamiento
adaptativo de Vineland-Ill (VABS-IIl), la Escala de impresion clinica global (CGI), el Inventario de comportamiento del
trastorno generalizado del desarrollo (PDDBI), el Inventario de comportamiento del trastorno generalizado del
desarrollo (PDDBI), Prueba de vocabulario con imagenes de una palabra-4 (EOWPVT-4), evaluacion de la conducta
para nifios: subescala de habilidades sociales, lista de verificacidon de conductas aberrantes, Cuestionario de
experiencias sensoriales, escala de conducta repetitiva, escalas de inteligencia (escalas Mullen de aprendizaje
temprano o Stanford-Binet), escalas de capacidad diferencial, segunda edicion (DAS-II), analisis del entorno del
lenguaje, evaluacion psiquiatrica en edad preescolar, lista de verificacién de conducta aberrante, sintomas ATN Gl
Inventario, prueba 4 de vocabulario expresivo con imagenes de una palabra (EOWPVT-4) e indice de estrés parental.
Las evaluaciones clinicas adicionales pueden incluir, entre otras, la Entrevista de diagndstico de autismo revisada
(ADI-R), el Programa de observacion de diagnostico de autismo, segunda edicién (ADOS-2), la Interaccion entre
padres e hijos (PCI) con Noldus EthoVision, la Lista de verificacion de comportamiento aberrante-Comunidad (ABC-
C), el Inventario de calificacién de comportamiento de la funcién ejecutiva-Version preescolar (BRIEF-P), el Inventario
de calificacion del comportamiento de la funcidén ejecutiva (BRIEF), el Cuestionario de experiencias sensoriales,
version 2.1 (SEQ 2.1), la Herramienta de evaluacion de exposiciones en la vida temprana (ELEAT) y las Escalas de
sintomas gastrointestinales del Inventario de calidad de vida pediatrica (PedsQL). Las pruebas neurologicas objetiva
administradas pueden incluir, pero no se limitan a, Seguimiento de la mirada ocular del estimulo Social (EGT),
electroencefalograma (EEG), andlisis de vision por ordenador (CVA) y obtencion de imagenes por resonancia
magnética (IRM) del cerebro. En algunas realizaciones, las pruebas pueden incluir pruebas equivalentes o sustitutas,
que actualmente estan disponibles, o estaran disponibles en el futuro.

Como se usa en la presente memoria, el término “sujeto” y “paciente” se usan indistintamente en la presente memoria
y se refieren tanto a animales humanos como no humanos. El término “animales no humanos” de la descripcion
incluye todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, ovejas,
perros, gatos, caballos, vacas, pollos, anfibios, reptiles y similares. En ciertas realizaciones, el sujeto es un paciente
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humano que se sospecha que tiene, tiene o padece, un trastorno del espectro autista. En algunas realizaciones, el
sujeto humano es un nifio. En ciertas realizaciones, el sujeto humano es un adulto.

Como se usa en la presente memoria, los términos “trastorno del espectro del autismo” y “autismo” se usan
indistintamente y se refieren a cualquier gama de afecciones mentales, generalmente presentes desde la infancia
temprana, que se caracterizan por dificultad para comunicar y formar relaciones con otras personas y en el uso de
conceptos del lenguaje y resumen. El autismo puede diagnosticarse en cualquier edad; sin embargo, los sintomas
generalmente aparecen en los primeros dos afios de vida. Segun el Manual diagnostico y estadistico de los trastornos
mentales (DSM-5), las personas con TEA pueden tener dificultad para la comunicaciéon e interaccion con otras
personas, intereses restringidos y comportamientos repetitivos, y sintomas que impactan a la capacidad de la persona
para funcionar correctamente en la escuela, el trabajo y otras areas de vida.

Las células estromales mesenquimales (MSC) son un grupo heterogéneo de células pluripotentes indiferenciadas que
pueden aislarse de varios tejidos diferentes, lo que incluye la médula dsea, el tejido adiposo y los tejidos de nacimiento
(sangre del cordon umbilical, tejido del cordon umbilical y placenta). Si bien las MSC pueden dar lugar a tipos de tejido
mesodérmico, que incluyen hueso, cartilago y grasa, se cree que su mecanismo de accidn primario es el resultado de
efectos inmunomoduladores y paracrinos. Las MSC han demostrado una multitud de efectos inmunomoduladores en
las respuestas inmunitarias humorales y mediadas por células. Estos incluyen, pero no se limitan a, inhibir la
proliferaciéon de células B, T, NK, dendriticas y microgliales, disminuir la produccién de citocinas proinflamatorias y
bloquear el reclutamiento de neutréfilos. A pesar de su capacidad para modular la respuesta inmunitaria, las propias
MSC tienen baja inmunogenicidad. Esto permite que las MSC se usen en el entorno alogénico a través de las barreras
HLA, sin la necesidad de un emparejamiento de HLA del receptor del donante tipico de otros tipos de células. De
hecho, en una revisién de 13 estudios en humanos de administracién de MSC alogénica intravenosa, no hubo informes
de toxicidad infusional; Lalu MM, y col. PLoS One 2012; 7(10):e47559), apoyando la idea de que las MSC tienen
“privilegios inmunologicos” y pueden evitar el alorreconocimiento inmunolégico. Cuando se utiliza como célula
terapéutica, las MSC ejercen efectos a través de la sefializacion trofica. Ellas no se injertan en el receptor. El
mecanismo exacto de accion de las MSC en TEA es el sujeto de investigaciones en curso, pero hay varios medios
potenciales a través de los cuales las MSC pueden ejercer efectos terapéuticos, que incluyen inmunomodulacion
mediada por células, neuroproteccion mediada por moléculas y restauracién de circuitos neurologicos funcionales.

Como se usa en la presente memoria, el término “alogénica” se refiere a la totalidad o una parte (por ejemplo, una
célula, un tejido, un dérgano, etc.) de una entidad que se administra desde otra entidad que es la misma especie, pero
es genéticamente diferente. Dado que una entidad alogénica es genéticamente diferente, la entidad alogénica puede
provocar una reaccion inmune en una entidad (receptor) a la que se administra la aloentidad; sin embargo, se cree
que las MSC tienen privilegios inmunolégicos vy, por lo tanto, pueden evitar el alorreconocimiento inmunolégico. Esto
significa que los pacientes receptores son capaces de tolerar la introduccion de hCT-MSC alogénicas sin provocar una
respuesta inmunitaria inflamatoria, y que las hCT-MSC alogénicas pueden sobrevivir durante periodos prolongados
de tiempo sin que se produzca rechazo.

Tratamiento del trastorno del espectro autista por hCT-MSC

Los métodos descritos en la presente memoria pueden configurarse por el experto en la técnica para satisfacer la
necesidad deseada. En general, los materiales, métodos y aparatos descritos permiten métodos para tratar a un sujeto
que se sospecha que tiene un trastorno del espectro autista o un sujeto que padece un trastorno del espectro autista
que comprende, consiste en, o consiste esencialmente en administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz
de hCT-MSC y/o un componente o mezcla de componentes del mismo, de manera que el trastorno del espectro autista
es tratado.

Debe entenderse que, como se usa en la presente memoria, a menos que se indique lo contrario, el término “hCT-
MSC” pretende abarcar cualquier formato y/o un componente 0 mezcla de componentes del mismo como se describe
en la presente descripcidn, ya sea especificamente indicado o no.

El paciente puede ser cualquier animal humano o no humano. En ciertas realizaciones, el paciente es humano. En
ciertas realizaciones, el paciente es un ser humano por debajo de 18 afios de edad, o en cualquier intervalo de edad
que cae dentro de este intervalo de edad mas amplio. En ejemplos no limitantes, el paciente puede tener de 2 afios a
18 afios, de 2 afios a 17 afios, de 2 afios a 16 afios, de 2 afios a 15 afios, de 2 afios a 14 afios, de 2 afios a 13 afios
de 2 afios a 12 afios, de 2 afios a 11 afios, de 2 afios a 10 afios, de 2 afios a 9 afios, de 2 afios a 8 afios, de 2 afios a
7 afos, de 2 afios a 6 afios , 2 afios a 5 afios, 2 afios a 4 afios, 2 afios a 3 afios, 3 afios a 18 afos, 3 aflos a 17 afos,
3 afios a 16 afios, 3 afios a 15 afos, 3 afios a 14 afios, 3 afios a 13 afios, 3 afios a 12 afos, 3 afios a 11 afios, 3 afios
a 10 afos, 3 afios a 9 afios, 3 afios a 8 afios, 3 afios a 7 afios, 3 afios a 6 afos, 3 afios a 5 afos, 3 afios a 4 afios, 4
afios a 18 afios, 4 afios a 17 afios, 4 afios a 16 afios, 4 afios a 15 afios, 4 afios a 14 afios, 4 afios a 13 afios, de 4
afios a 12 afos, de 4 afios a 11 afos, de 4 afios a 10 afios, de 4 afios a 9 afos, de 4 afios a 8 afios, de 4 afios a 7
afios, de 4 afios a 6 afios de edad, 4 afios a 5 afios, 5 afios a 18 afos, 5 afios a 17 afios, 5 afios a 16 afios, 5 afios a
15 afos, 5 afios a 14 afos, 5 afios a 13 afios, 5 afios a 12 afios, 5 afios a 11 afios, 5 afios a 10 afios, 5 afios a 9 afios,
5 afios a 8 afios, 5 afios a 7 afios, 5 afios a 6 afios, 6 afios a 18 afios, de 6 a 17 afios, de 6 a 16 afios, de 6 a 15 afios,
de 6 a 14 afios, 6 afios a 13 afios, 6 afios a 12 afios, 6 afios a 11 afios, 6 afios a 10 afios, 6 afios a 9 afios, 6 afios a
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8 afios, 6 afios a 7 afios, 7 afios a 18 afios, 7 afios a 17 afos, 7 afios a 16 afios, 7 afios a 15 afos, 7 aflos a 14 afos,
7 afios a 13 afos, 7 afios a 12 afios, 7 afios a 11 afios, de 7 a 10 afios, de 7 a 9 afios o de 7 a 8 afios.

En algunas realizaciones, el paciente es un ser humano hasta aproximadamente 45 afios de edad, o en cualquier
intervalo de edad que cae dentro del intervalo mas amplio de edad de aproximadamente 1 afio de edad a
aproximadamente 45 afios de edad. Por ejemplo, de aproximadamente 18 a aproximadamente 45 afios de edad, de
aproximadamente 20 a aproximadamente 45 afios de edad, de aproximadamente 25 a aproximadamente 45 afios de
edad, de aproximadamente 30 a aproximadamente 45 afios de edad, de aproximadamente 35 a aproximadamente 45
afios de edad, o de aproximadamente 40 a aproximadamente 45 afios de edad. En ciertas realizaciones, el paciente
es un ser humano de cualquier edad entre 1 y 45 afios de edad. Por ejemplo, 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,
14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,42,43,44 0
45 afios.

Las hCT-MSC pueden administrarse a un paciente mediante cualquier técnica conocida en la técnica, incluida la
administracion sistémica. Las vias de administracién incluyen, pero no se limitan a, administracién intravenosa o
técnicas de infusion. Las técnicas de infusion pueden implicar la administracion de las hCT-MSC a través de una aguja
o catéter. Tipicamente, la infusion significa que las hCT-MSC se administran por via intravenosa o subcutanea. En
algunas realizaciones, las hCT-MSC se administran sistémicamente. En determinadas realizaciones, las hCT-MSC se
administran por via intravenosa ( es decir, mediante inyeccion intravenosa (IV).

El estudio se centr6 en (1) la seguridad de una, dos o tres dosis intravenosas de hCT-MSC en nifios jovenes con TEA,
y (2) la sensibilidad al cambio y la viabilidad de la administracidén de varias herramientas de evaluacién diferentes en
nifios jévenes con TEA. A la primera cohorte de tres (3) pacientes se administré una dosis Unica de hCT-MSC. A la
segunda cohorte de tres (3) pacientes se administré dos dosis de hCT-MSC, dada dos (2) meses de diferencia. A la
tercera cohorte de seis (6) pacientes se administrd tres dosis de hCT-MSC, con un intervalo de dos (2) meses entre
cada dosis. El criterio de valoracion principal fue seguridad, para el cual se evaluaron reacciones de infusién aguda e
incidencia de infecciones durante cada infusion, dentro de las 24 horas posteriores a cada infusion, 7-10 dias después
de cada infusion, 2 meses, 4 meses y 6 meses después de cada infusion, y 6 y 12 meses después de la infusion final
de hCT-MSC. La evaluacion de los eventos adversos a través del periodo de infusion y 12 meses después de la
infusién final indic6 que el tratamiento fue seguro y bien tolerado. Se informaron eventos adversos, con 10 de 12
pacientes que informaron al menos un evento adverso. Los eventos adversos fueron leves, esperados, y no
relacionados con el producto de estudio. No se informaron eventos adversos graves. Un criterio de valoracion
secundario evalu6 las medidas de resultados especificos del TEA al valor de referencia del estudio, antes de la infusion
inicial de hCT-MSC y 6 meses después de la infusién inicial de hCT-MSC. Se observaron mejoras significativas en el
comportamiento de los pacientes en las medidas de habilidades de comunicacion social informadas por los padres
(Escala de comportamiento adaptativo de Vineland) para los pacientes cuyo coeficiente intelectual no verbal era mas
alto al inicio del estudio.

Preparacion de hCT-MSC

Las células estromales mesenquimales derivadas de cordon umbilical humano pueden prepararse, conservarse y
prepararse para administracion mediante cualquier método conocido en la técnica. En algunos casos, las hCT-MSC
pueden prepararse en una sala limpia cortando el tejido del corddn umbilical en trozos y triturando y digiriendo con
hialuronidasa, DNasa, colagenasa y papaina. La suspensién celular resultante se puede poner en placa en cultivo,
cultivar hasta confluencia para establecer el cultivo PO y criopreservarse. Los cultivos P1 y P2 pueden cultivarse en
condiciones similares y retirarse del material de cultivo. El producto final puede derivarse de los cultivos P2 que se
recolectan en plasmalyte con albumina de suero humano al 5 %, se lavan y se criopreservan en criomarcadores de
compartimento que contienen 50-100 millones de células en una concentracion final de DMSO al 10 % con dextrano.
El dia de la administracién, se puede descongelar un compartimento, se diluye en 10-40 mL de solucién de plasmalyte
IV, se coloca en una jeringa o bolsa y se transporta al lado de la cama para su administracion.

Administraciéon de hCT-MSC

La via de administracién de la sangre de cordén umbilical puede seleccionarse por un experto en la técnica basandose
en las enfermedades tratadas y los resultados deseados. En ciertas realizaciones, las hCT-MSC se administran
mediante infusién intravenosa periférica (IV).

Las hCT-MSC de la descripcidn pueden administrarse en una dosis tnica o en dosis multiples ( p. j, dos, tres o cuatro
0 mas dosis Unicas por tratamiento) durante un periodo de tiempo (p. ¢j, dias, semanas 0 meses), y puede
administrarse en dos 0 mas dosis, cada dosis administrada al menos aproximadamente 1 semana, aproximadamente
2 semanas, aproximadamente 3 semanas de diferencia, aproximadamente 1 mes a aproximadamente 2 meses de
diferencia, aproximadamente 1 mes a aproximadamente 3 meses de diferencia, aproximadamente 1 mes a
aproximadamente 4 meses de diferencia, aproximadamente 1 mes a aproximadamente 5 meses de diferencia, o
aproximadamente 1 mes a aproximadamente 6 meses 0 mas (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4,5,6, 7, 8, 9,
10, 11 0 12 meses de diferencia), aunque en la invencion reivindicada, la administracion esta en una cantidad total de
6,0 x 10% células/kg, y se administra en 2 a 3 dosis en 6 meses.
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En ciertas realizaciones, cada dosis de hCT-MSC de la descripcion puede administrarse durante un periodo de tiempo
en el intervalo de aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 75 minutos, por ejemplo, durante
aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 60 minutos, o durante aproximadamente 20 minutos a
aproximadamente 50 minutos, o durante aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 40 minutos, o durante
aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 30 minutos, o durante aproximadamente 25 minutos a
aproximadamente 70 minutos, o durante aproximadamente 25 minutos a aproximadamente 60 minutos, o durante
aproximadamente 25 minutos a aproximadamente 50 minutos, o durante aproximadamente 25 minutos a
aproximadamente 40 minutos, o durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 70 minutos, o durante
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 60 minutos, o durante aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 50 minutos, o durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 40 minutos. En algunas
realizaciones, la dosis se administra durante 30 minutos.

Una dosis terapéuticamente eficaz de hCT-MSC comprende aproximadamente 1 x 10% a aproximadamente 6 x
10% células/kg de peso corporal en el momento de la administracion; p. ej., aproximadamente 1 x 10%a
aproximadamente 2,5 x 108 células/kg, o aproximadamente 1,5 x 108 a aproximadamente 3 x 108 células/kg,
aproximadamente 1,5 x 10% a aproximadamente 2,5 x 108 células/kg, o aproximadamente 2 x 10° células/kg, p. €j.,
aproximadamente 1,0 x 108 células/kg de peso corporal, o aproximadamente 2,0 x 10° células/kg de peso corporal, 0
aproximadamente 2,5 x 108 células/kg de peso corporal, o aproximadamente 3,0 x 10° células/kg de peso corporal, 0
aproximadamente 4,0 x 108 células/kg de peso corporal, o aproximadamente 5,0 x 10° células/kg de peso corporal, 0
aproximadamente 6,0 x 108 células/kg de peso corporal, aunque en la invencion reivindicada, la dosis
terapéuticamente eficaz de hCT-MSC comprende un total de 6 x 108 células/kg de peso corporal, y se administra en
2-3 dosis durante un periodo de aproximadamente 6 meses. Un experto en la técnica reconocera que el volumen
adecuado de la dosis puede seleccionarse en funciéon de la via de administracién deseada. Por ejemplo, la
administracion intravenosa puede usar volimenes de dosis en el intervalo de aproximadamente 5mL a
aproximadamente 50 mL; por ejemplo, aproximadamente 5 mL a aproximadamente 40 mL, o aproximadamente 5 mL
a aproximadamente 30 mL, o aproximadamente 5 mL a aproximadamente 20 mL, o aproximadamente 5mL a
aproximadamente 15 mL, o aproximadamente 10 mL a aproximadamente 40 mL, o aproximadamente 10 mL
aproximadamente 30 mL, o aproximadamente 10 mL a aproximadamente 20 mL, o aproximadamente 10 mL
aproximadamente 15 mL, o aproximadamente 20 mL a aproximadamente 50 mL, o aproximadamente 20 mL
aproximadamente 40 mL, o aproximadamente 20 mL a aproximadamente 30 mL, o aproximadamente 30 mL
aproximadamente 50 mL, o aproximadamente 30 mL a aproximadamente 40 mL, o aproximadamente 40 mL
aproximadamente 50 mL.

[ R R )

0
0
0
0

En la invencidn reivindicada, se administran hCT-MSC (por ejemplo, mediante infusion) a un total de 6 x 108 células/kg
de peso corporal, y se administran en 2-3 dosis durante un periodo de 6 meses, p. ej., mediante (p. €j., infusién de)
tres dosis de 2 x 108 células/kg de peso corporal, cada infusion recibio dos meses de separacion. También se describe,
pero no parte de la invencion reivindicada, hCT-MSC se pueden administrar por infusion de una dosis Gnica de 2- 0 3-
0 4 0 6 x 10° células/kg de peso corporal, o mediante infusion de dos dosis de 2 0 3 x 108 células/kg de peso corporal,
cada infusion administrada aproximadamente dos meses, o mediante infusién de dos dosis de 3 x 108 células/kg de
peso corporal, cada infusion administrada aproximadamente tres meses, o mediante infusiéon de tres dosis de 3 x
108 células/kg de peso corporal, cada infusidén proporcioné aproximadamente dos a tres meses.

En ciertas realizaciones donde se usa la administracion intravenosa periférica, los fluidos IV pueden administrarse a
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 2,0 veces en mantenimiento. Por ejemplo, los fluidos IV pueden
administrarse después de la infusién a aproximadamente o 1,0 a aproximadamente 1,5 veces en mantenimiento, o
aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,0 veces en mantenimiento. Los fluidos de mantenimiento IV pueden
administrarse durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 60 minutos después de la infusion de hCT-
MSC. Por ejemplo, pueden administrarse fluidos IV de mantenimiento después de la infusion, por ejempio , de
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 60 minutos, o de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente
45 minutos, o de aproximadamente 45 minutos a aproximadamente 60 minutos.

Puede usarse cualquier fluido intravenoso adecuado para el mantenimiento después de la infusion de hCT-MSC. En
ciertas realizaciones, el fluido IV de mantenimiento es una solucién salina o solucion lactato de Ringer. En ciertas
realizaciones, el fluido IV de mantenimiento es una solucién salina normal al 0,25 %. En ciertas realizaciones, el fluido
|V de mantenimiento es una solucién salina normal al 0,5 %.

Se utilizan multiples evaluaciones para determinar tanto la viabilidad de la administracién como la utilidad como criterio
de valoraciéon para futuros ensayos clinicos de fase Il y lll. Estas evaluaciones o pruebas incluyen pruebas
conductuales, pruebas de biomarcadores y pruebas neurofisiolégicas o de neuroimagenes. Pruebas de
comportamiento realizadas o administradas incluyen, entre otras, la Lista de verificacion del DSM-5, las Escalas de
comportamiento adaptativo de Vineland-Il (VABS-I1), las Escalas de comportamiento adaptativo de Vineland-Ill (VABS-
Ill), la Escala de impresion clinica global (CGl), Inventario de conducta del trastorno generalizado del desarrollo
(PDDBI), Prueba de vocabulario expresivo de imagenes de una palabra-4 (EOWPVT-4), Subescala de evaluacién de
la conducta para nifios-Habilidades sociales, Lista de verificacion de conductas aberrantes, Cuestionario de
experiencias sensoriales, Escala de conductas repetitivas, Escalas de inteligencia (Escalas Mullen de aprendizaje
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temprano o Stanford-Binet), Escalas de capacidad diferencial, segunda edicién (DAS-II), Analisis del entorno del
lenguaje, Evaluacion psiquiatrica en edad preescolar, Lista de verificacion de conductas aberrantes , Inventario de
sintomas gastrointestinales de ATN, Prueba 4 de vocabulario expresivo con imagenes de una palabra (EOWPVT-4) e
indice de estrés parental. Evaluaciones clinicas adicionales pueden incluir, entre otras, la Entrevista de diagnéstico de
autismo revisada (ADI-R), el Programa de observacién de diagndstico de autismo, segunda edicion (ADOS-2), la
Interaccion entre padres e hijos (PCI) con Noldus EthoVision, la Lista de Comportamiento Aberrante-Comunidad (ABC-
C), el Inventario de Calificacion de Comportamiento de la Funciéon Ejecutiva-Version Preescolar (BRIEF-P), el
Inventario de Calificacion de Comportamiento de la Funcion Ejecutiva (BRIEF), el Cuestionario de Experiencias
Sensoriales, Version 2.1 (SEQ 2.1) , la herramienta de evaluacion de exposiciones en la vida temprana (ELEAT) y las
escalas de sintomas gastrointestinales del Inventario de calidad de vida pediatrica (PedsQL). Las pruebas
neurolégicas objetiva administradas pueden incluir, pero no se limitan a, Seguimiento de la mirada ocular del estimulo
Social (EGT), electroencefalograma (EEG), andlisis de vision por ordenador (CVA) y obtencién de imagenes por
resonancia magnética cerebral (MRI). Ademas de las pruebas mencionadas anteriormente, las evaluaciones y pruebas
también pueden incluir cualquier prueba actual o futura o equivalente.

En un aspecto de la invencidn reivindicada, uno o mas ensayos de comportamiento apropiados y pruebas de
biomarcadores objetivo se realizan en un paciente con TEA antes de administrar la cantidad eficaz de hCT-MSC como
se identifica por la invencion reivindicada, para establecer puntuaciones conductuales y de biomarcadores iniciales. El
paciente se reevalla después de la administracion de la cantidad eficaz de hCT-MSC para la misma o mas pruebas
conductuales y/o pruebas de biomarcadores objetivo (y opcionalmente, ademas, pruebas neurofisioldégicas o
neuroimagenes). Los resultados de las pruebas realizadas después de la administracion de las hCT-MSC se comparan
con los resultados iniciales de las mismas pruebas realizadas antes de la administracion de las hCT-MSC. En algunas
realizaciones, la entrevista para padres VABS-IIl es el criterio de valoraciéon conductual principal. En algunas
realizaciones, CGl, PDDBI| y EOWPVT son criterios de valoracion de comportamiento secundarios clave. En algunas
realizaciones, la prueba de biomarcadores objetivo es EGT.

El paciente se reevallla en uno 0 mas momentos posteriores a la administraciéon de una cantidad eficaz de hCT-MSC,
que incluyen, pero no se limitan a, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 6 meses, 9 meses, 12 meses, 18 meses, 24 meses,
3 afios, 4 afios, 5 afios, 10 afios, 15 afios, 20 afios 0 mas después de la administracion de las hCT-MSC. En ciertas
realizaciones, el paciente se vuelve a evaluar indefinidamente. En algunas realizaciones, el paciente se vuelve a
evaluar a los 3 meses después de la administracion de una cantidad eficaz de hCT-MSC. En algunas realizaciones,
el paciente se reevalla a los 6 meses después de la administraciéon de una cantidad eficaz de hCT-MSC. En algunas
realizaciones, el paciente se vuelve a evaluar a los 9 meses después de la administraciéon de una cantidad eficaz de
hCT-MSC. En algunas realizaciones, el paciente se vuelve a evaluar a los 12 meses después de la administracién de
una cantidad eficaz de hCT-MSC. En algunas realizaciones, el paciente se reevalGa a los 18 meses después de la
administracion de una cantidad eficaz de hCT-MSC. En algunas realizaciones, el paciente se vuelve a evaluar a los
24 meses después de la administracién de una cantidad eficaz de hCT-MSC. En algunas realizaciones, el paciente se
vuelve a evaluar a los 3 meses, 6 meses, 9 meses y 12 meses después de la administracion de una cantidad eficaz
de hCT-MSC.

Ahora se explican ciertos aspectos de la descripcion a través de los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Materiales y métodos

Fabricacion de células estromales mesenquimales derivadas de tejido del cordén umbilical humano (hCT-MSC)
Fuente de células

Las hCT-MSC se fabricaron segin cGMP en una instalacién de sala limpia ISO 7 a partir de células alogénicas de
tejido del cordon umbilical digerido que se expande en cultivo, se criopreserva y se almacena..

Método de recogida/recuperacion

Las hCT-MSC se fabricaron a partir de tejido del cordén umbilical extraido de la placenta de partos a término normales
en los que la sangre del cordén umbilical del bebé se doné al Carolinas Cord Blood Bank, un banco puablico de sangre
del corddn umbilical acreditado por FACT y con licencia de la FDA en el Centro Médico de la Universidad de Duke.
previo consentimiento informado por escrito de la madre del bebé. Se extrajo tejido del cordon umbilical de las
placentas de bebés varones nacidos por cesarea electiva después de un embarazo normal a término. La donante
materna completd los cuestionarios de deteccion de donantes y el laboratorio de detecciéon de donantes certificado
por CLIA de la Cruz Roja Estadounidense en Charlotte, Carolina del Norte, analizé la sangre materna para detectar
enfermedades transmisibles. Las donantes deben ser elegibles para la donacién a un banco de sangre de cordén
umbilical pablico para uso alogénico. Después de la expulsion de la placenta y el corddn umbilical, se drené
asépticamente la sangre del cordén umbilical de la placenta. Luego, el corddn se secd y se limpié con cloropreps, se
separd de la base de la placenta, se colocd en un frasco estéril que contenia Plasmalyte A y se transport6 al laboratorio
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de procesamiento de células GMP de Robertson Clinical and Translational Cell Therapy (CT2) a temperatura ambiente
en un recipiente validado.

Seleccion y prueba de donantes

La seleccidn y las pruebas de los donantes se realizaron segan los procedimientos operativos estandar del Carolinas
Cord Blood Bank para cumplir con todos los requisitos de 21 C.F.R. Parte 1271. La deteccién y las pruebas estan
actualizadas con las recomendaciones y estan aprobadas por la FDA bajo el nimero de licencia biolégica 1870. Las
donantes maternas de sangre de cordén umbilical fueron examinadas y analizadas para detectar VIH-1, VIH-2, virus
de la hepatitis B (VHB, antigeno de superficie y nucleo), virus de la hepatitis C (VHC), Treponema pallidum (sifilis),
ECJ (s6lo deteccion), virus linfotropico T humano tipos 1y 2 (HTLV-1, HTLV-2), Chagas y CMV. Las pruebas de acido
nucleico para el virus del Nilo HIV-1/2/0, VHB, VHC y el Nilo Occidental también se realizaron en sangre materna.
También se realiz6 la detBeccidn para el virus de Zika.

Debido a que el tejido del corddn umbilical proviene de donantes que dieron su consentimiento para su donacién al
Carolinas Cord Blood Bank, se sometieron a pruebas de deteccién de donantes y pruebas de enfermedades
infecciosas segun estos procedimientos operativos estandar del Carolinas Cord Blood Bank. Las muestras maternas
asociadas a la sangre de cordén umbilical y las muestras de MSC de tejido del corddn umbilical se retendran como
muestras de referencia para pruebas futuras como parte de este estudio.

Sistema de banco de células
Banco de células maestro (P0).

El banco de células maestras (MCB) para hCT-MSC se derivo del tejido del corddn umbilical que se digirio, el cultivo
se expandié durante 7 a 14 dias para generar aproximadamente 2x107 células y se congeld en un nimero apropiado
de alicuotas de 5x10° células por vial a una concentracion de 1x107 células/mL en Cryostor CS10 (Biolife, Bothell,
WA). Mas especificamente, el tejido se digiridé mediante el uso de un céctel de enzimas que incluye colagenasa de
grado GMP (Roche, Basilea, Suiza), papaina (Worington Biochemical, Lakewood, NJ), hialuronidasa de grado USP
(Halozyme Therapeutics, San Diego, CA), ADN de grado GMP (EMD Millipore, Billerica, MA) y el Miltenyi Biotec
GentleMacmedis Octo Dissociator (Bergisch Gladbach, Alemania). A continuacion, el tejido se corté en piezas de 4
gramos, se coloc6 en tubos GentleMacs estériles con el cdctel de enzimas y se digirié. Después de la digestion, el
material resultante se coloc6 en cultivo durante 7-14 dias en el lisado de plaquetas Prime XV MSC XSFM (Irvine
Scientific, Santa Ana, CA) y GMP de grado GMP (Compass Biomedical, Cleveland, OH). Las células se cosecharon
por tripsinizacion y se crioconservaron como se describi6 anteriormente. Las células se caracterizaron por citometria
de flujo mediante el uso de los siguientes marcadores; CD90, CD73, CD105, CD166, CD31, CD45 y CD3. Los
recuentos celulares se realizaron usando el Cellometer (Nexcelem, Lawrence, MA) para determinar la viabilidad, la
concentracion total de células y la concentracidon de células viables. La prueba de esterilidad mediante el uso del
sistema BacT/Alert (BioMerieux, Durham, NC) se realizé en sobrenadantes de los cultivos de MSC. Las muestras
también se conservaron para la prueba de micoplasma y endotoxina. Cada lote para el MCB debe cumplir los criterios
en la Tabla 1 a continuacién para calificar para una expansién posterior.

Tabla 1: Especificaciones para la inclusién en la MCB (P0) y WCB (P1)

Prueba Especificacion:
Elegibilidad de los Se ha determinado que el donante es elegible segtn los resultados de
donantes las pruebas y examenes de deteccion del donante.
Esterilidad Negativo
(BacT/ALERT)
Endotoxina <5EU/mL
Micoplasma Negativo
Viabilidad > 70 % Viable

Composicion celular  |[> 90 % CD90+

(Identidad) > 90 % CD73+

<10 % CD45+

<10 % CD31+

<10 % CD3+

CD105+ solo para informacion

CD166+ solo para informacion
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Banco de células de trabajo (P1)

El banco de células de trabajo (WCB) se gener6 a partir del MCB (P0). Se descongelaron un namero apropiado de
viales del MCB y se colocaron en Frascos HYPER (Corning Life Sciences, Corning, NY) y se expandieron durante 5-
7 dias para generar aproximadamente 2,75 x 108 células. Las células P1 se cosecharon y se criopreservaron en un
numero apropiado de crioviales de 5 mL a una concentracién de 1 x 107 células/mL en Cryostor CS10. Las células se
caracterizaron por citometria de flujo usando los siguientes marcadores CD90, CD73, CD166, CD31, CD45, CD3 y
CD105. Los recuentos celulares se realizaron usando el Cellometer para determinar la viabilidad, la concentracion
total de células y la concentracion de células viables. Se realizaron pruebas de esterilidad mediante el uso del sistema
BacT/Alert en sobrenadantes de cultivo. Las muestras también se conservaron para la prueba de micoplasma y
endotoxina. Cada lote para el WCB debe cumplir los criterios en la Tabla 1 anterior para calificar para una expansion
posterior.

Material de estudio Final (P2)

El material final del estudio se gener6 a partir del WCB (P1). Se descongelaron un niamero apropiado de viales del
WCB y se colocaron en 20 Frascos HYPER y se expandieron durante 5-7 dias para generar aproximadamente 1,25 x
10° células. Las células P2 se cosecharon y se criopreservaron en bolsas de compartimentos CryoPRO 5 (SynGen,
Sacramento, CA) a una concentracién de 1 x 107 a 2 x 107 células/mL en Plasmalyte A (Baxter Healthcare, Deerfield,
IL) con 5 % de HSA (Grifols, Barcelona, Espafia) y DMSO al 10 % (Akron Biotech, Boca Raton, FL). Las células se
caracterizaron por citometria de flujo usando los siguientes marcadores CD90, CD73, CD166, CD31, CD45, CD3 y
CD105. Los recuentos celulares se realizaron usando el Cellometer para determinar la viabilidad, la concentracion
total de células y la concentracion de células viables. Se realizaron pruebas de esterilidad mediante el uso del sistema
BacT/Alert en sobrenadantes de cultivo. Las muestras también se conservaron para la prueba de micoplasma y
endotoxina. Cada lote debe cumplir los criterios de la Tabla 2 a continuacién para ser calificado para uso clinico.

Tabla 2: Criterios de calificacién de hCT-MSC para cultivos P2

Prueba Especificacion:
Esterilidad (BacT/ALERT) |Negativo
Endotoxina <5 EU/mL
Micoplasma Negativo
Viabilidad 270 % Viable
Composicioén celular > 90 % CD90+
(Identidad) > 90 % CD73+

<10 % CD45+

<10 % CD31+

<10 % CD3+

Informe % CD105+ (solo para informacidn)

informe % CD166+ (solo para informacion)

Mutacién P53 Mutacién no detectada
Células maternas Negativo
Potencia Supresién 2 70 % de proliferacién de células T en un ensayo MLC

de tercera parte

Tabla 3: Reactivos usados en la fabricacion

Nombre/Descripcion del articulo Fabricante Grado

Plasmalyte A Baxter Healthcare - Deerfield, IL |USP

Hylenex (NDA 21859/5-023) Halozyme Therapeutics - San  |USP
Diego, CA

Solucidn salina tamponada con fosfato de Thermo Fisher Scientific GMP

Dulbecco - Waltham, MA

Benzonasa nucleasa EMD Millipore - Billerica, MA GMP

Papaina \Worthington Biochemical Certificados libres de
- Lakewood, NJ materiales animales
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Nombre/Descripcion del articulo Fabricante Grado
Liberase Roche - Basilea, Suiza GMP
Solucién salina equilibrada de Hanks GE Healthcare - Cardif, Reino |GMP
Unido
Prime-XV MSC Expansion XSFM Irvine Scientific Sanfa Ana, CA |GMP
Lisado Plaquetas Compass Biomedical GMP
- Cleveland, OH
TrypLE Select 10X Invitrogen Carisbad, CA GMP
Cryostor CS10 Biolife - Bothell, WA GMP
Albimina de suero humano al 25 % Grifold - Barcelona, Espafia Farmacéutico para
inyeccién
DMSO/dextrano (55 % p/v de DMSO, 5 % p/v |Akron Biotech - Boca Raton, FL |GMP
de Dextrano 40)

Preparacion de células estromales mesenquimales derivadas del tejido del cordon umbilical humano (hCT-MSC)
Método de recogida de células/ Procesamiento/ Condiciones de cultivo

Toda la fabricacidn se realizé en la instalacion de GMP CT2. La sala limpia se mantuvo monitorizada y se limpié segun
el protocolo, y todos los miembros del personal fueron entrenados adecuadamente y de propiedad adecuada. El
entrenamiento se documentd como por SOP. Los dias siguen los protocolos aprobados mantenidos por MasterControl,
el sistema de seguimiento de documentos validado para la instalacién de GMP CT2. Los siguientes SOP describen
batas y limpieza y estan disponibles tras solicitud; CT2-SOP-003, CT2 Acceso a la instalacion y uso; CT2-SOP-004,
Procedimientos de vestimenta para la instalacion CT2 GMP; CT2-SOP-008, Limpieza y Saneamiento de Areas
Clasificadas en Instalacion CT2 GMP; CT2-SOP-009, Transferencia de Materiales, Productos, Equipos y Residuos
dentro y fuera de la Instalacion CT2 GMP.

El material de partida de hCT-MSC fue tejido del cordon umbilical que fue donado por madres después de su
consentimiento informado por escrito. El tejido del cordén umbilical utilizado para la fabricacién se cosechd de un
término placenta obtenido a partir de una administracion de seccién C electiva no complicada en la sala de operaciones
y asigné un identificador de codigo de barras ISBT de 12 digitos en el momento de la recoleccion. Una vez que el
tejido del cordon lleg6 en la instalacion de GMP CT2, se asigné un nuevo identificador de cddigo de barras ISBT de
12 digitos especifico para la instalacion de GMP CT2 y se rastre6 a lo largo del proceso de fabricacion de hCT-MSC.
Este nuevo identificador de cddigo de barras esta vinculado al namero ISBT original que se asigno al tejido en el sitio
de recoleccidn. La seleccion y las pruebas de los donantes deben cumplir con las especificaciones para la autorizacion
de sangre del cordén umbilical para que hCT-MSC se almacene en el banco.

Procesamiento del tejido del cordén umbilical (CT2-MSC-002) para generar PO (MCB)

El dia cero de fabricacién se inicid al recibir tejido del corddn umbilical de un donante masculino. El tejido del cordon
umbilical fue entregado a las instalaciones de CT2 por un mensajero capacitado en un contenedor que contiene
Plasmalyte A. Se realizd una inspeccion visual al recibirlo para garantizar que el tejido del cordén umbilical cumpla
con los requisitos para su procesamiento. Se asign6 un cddigo de barras de 12 digitos al tejido del cordén umbilical
en el momento de la recoleccion y se unié a un nuevo identificador de cédigo de barras ISBT de 12 digitos que se
asigno una vez que el tejido lleg6 a la instalacion CT2. Se emitié un nimero suficiente de etiquetas de cédigo de barras
para todos los registros de lotes, las impresiones de instrumentos, los tubos, los viales, etc. y se conciliaron al final de
la ejecucion de fabricacion.

En una cabina de bioseguridad, el tejido del corddn umbilical se peso6 y se corté en piezas de aproximadamente 4
gramos. Las piezas de tejido del cordén umbilical se colocaron en tubos estériles con el coctel de enzimas que contenia
Liberase, Hylenex, Papain y Benzonasa (ver Tabla 3). A continuacion, las piezas de tejido se trituraron y se digirieron
en el disociador de Miltenyi Biotec Octo GentIM. Después de la disociacion, el tejido digerido se filtrd, se centrifugod y
se sembro en una capa CellSTACK (Corning Life Sciences, Corning, NY) que contenia XSFM Prime XV MSC
suplementado con lisado plaquetario al 1 % y se incub6 a 37 °C con CO2 al 5 %.

Intercambios de medios y cosecha (CT2-MSC-003) (MCB)
Dentro de los primeros tres dias de cultivo, el CellSTACK se retiré brevemente de la incubadora y se observo bajo el
microscopio para cualquier evidencia visual de contaminacion y/o cualquier morfologia inusual o crecimiento atipico.

Después, todo el medio se retird del matraz y se reemplazé con un volumen igual de XSFM de expansion de MSC de
XV Prime nueva y lisado plaquetario al 1 %. El matraz se devolvio a la incubadora hasta el dia 7.
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Eldia 7, el CellSTACK se retird brevemente de la incubadora y se observé bajo el microscopio para cualquier evidencia
visual de contaminacién y/o cualquier morfologia inusual o crecimiento atipico. Si no se alcanz6 una confluencia del
80-90 % del cultivo, todo el medio se retird del matraz y se reemplaz6 con un volumen igual de medio de expansién
de MSC Primario reciente y lisado plaquetario al 1 %. El matraz se devolvi6 a la incubadora.

El ACK PO CellST se recogié entre los dias 7 y 14, una vez alcanzado el 80-90 % de confluencia. El dia de la cosecha,
el CellSTACK se retird de la incubadora y se observd bajo el microscopio para cualquier evidencia visual de
contaminacion y/o cualquier morfologia inusual o crecimiento atipico. Las células se retiraron del CellSTACK usando
1X TrypLE, se contaron y se criopreservaron en Cryostor CS10. Las células se congelaron en alicuotas de
aproximadamente 5 x 10° células a una concentracion de 1 x 107 células/mL en crioviales de 2 mL mediante el uso
de un congelador de velocidad controlada. Las células se almacenaron en fase de vapor en un congelador de nitrégeno
liquido. El medio de cultivo residual se inoculé en botellas de cultivo aerdbicas y anaerdbicas para pruebas de
esterilidad. Se retiré una alicuota de células para la caracterizacién celular, micoplasma y prueba de endotoxinas.

Descongelacidn y expansién de PO para generar P1 (CT2-MSC-005) (WCB)

Los viales PO se descongelaron en un bafio de agua a 37 °C y se sembraron cuatro Frascos HYPER con 1,7 x
108 células cada una en medio de expansion Prime XV MSC. Las células se incubaron mas tiempo a 37 °C en una
atmosfera con un5 % de COo. Se recogieron las particulas Frascos HYPER entre los dias 5-7, una vez que se alcanzo
el 80-90 % de confluencia.

Cosecha de P1 (CT2-MSC-005) (WCB)

El dia de la cosecha, los Frascos HYPER se retiraron de la incubadora y se observaron bajo el microscopio para
cualquier evidencia visual de contaminacion y/o cualquier morfologia inusual o crecimiento atipico. Las células se
retiraron de los Frascos HYPER usando 1 x TrypLE, se contaron y se criopreservaron en viales en Cryostor CS10.
Las células se congelaron en alicuotas de aproximadamente 4,5 x 107 células a una concentraciéon de 1 x
107 células/mL en crioviales de 5 mL mediante el uso de un congelador de velocidad controlada. Las células se
almacenaron en fase de vapor en un congelador de nitrégeno liquido. El medio de cultivo usado se inoculé en botellas
de cultivo aerdbicas y anaerdbicas para pruebas de esterilidad. Se retird una alicuota de células para la caracterizacién
celular, micoplasma y prueba de endotoxinas.

Descongelacidn y expansiéon de P1 (WCB) para generar P2 (producto de estudio) (CT2-MSC-005 FRF4)

Los viales P1 se descongelaron y se sembraron veinte frascos HyHyper con 1,7 x 10% células cada una en medio de
expansion Prime XV MSC. Las células se incubaron mas tiempo a 37 °C en una atmésfera conun 5 % de CO2. Se
recogieron los P2 Frascos HYPER entre los dias 5-7 una vez al 80-90 % de confluencia.

Cosecha Final de P2 (producto de estudio) (CT2-MSC-005 FRM5)

El dia de la cosecha, se retiraron los frascos HYPER de la incubadora y se observaron bajo el microscopio para
cualquier evidencia visual de contaminacién y/o cualquier morfologia inusual o crecimiento atipico. Los frascos se
lavaron con PBS y las células se retiraron de los Frascos HYPER usando 10x TrypLE. A continuacion, las células se
lavaron con Plasmalyte/ 5 % de HSA, se contaron y se formularon en 20 mL de Plasmalyte/ 5 % de HSA. SynGen
CryoPRO (SynGen, Sacramento, CA) se usé para la adicion de DMSO al 55 % en Dextrano-40 (Akron Biotech, Boca
Raton, FL) y para transferencia a los conjuntos de bolsa de compartimento CryoPRO 5. Aproximadamente 2,5 x 102 a
5 x 108 se afiadieron células por bolsa a una concentraciéon de 1 x 107 a 2 x 107 células/mL en 25 mL de plasmalal/5 %
HSA/10 % DMSO. Por lo tanto, cada compartimento contenia 50 a 100 millones de células. El producto se criopreservo
usando un congelador de velocidad controlada y se almaceno en fase de vapor en un congelador de nitrégeno liquido.
El medio de cultivo residual se inocul6 en botellas de cultivo aerdbicas y anaerédbicas para pruebas de esterilidad. Se
retir6 una alicuota de células para probar micoplasma, endotoxinas, caracterizacion celular y ensayos funcionales. El
panel de inmunofenotipificacion incluye CD73 y CD90 para confirmar un fenotipo de MSC, y CD45, CD3 y CD31 para
demostrar poca o ninguna contaminacion con células hematopoyéticas o endoteliales. Las especificaciones son >
90 % de CD73+ y CD90+, con < 10 % CD45+, CD3+ o CD31+ (véase la Figura 4). Los siguientes marcadores se
incluyen solo para informacion: CD105 y CD166. Se incubaron alicuotas de la suspensién celular con anticuerpos
marcados con fluorescencia y se lavaron con tampdén PBS/HSA. Los datos se adquirieron en un BD FACSCanto
equipado con software DiVa y se analizaron mediante el uso del software FCS Express, validados previamente para
uso clinico. El porcentaje de células que reaccionan con cada marcador se informa en el certificado de analisis.

Se realizaron pruebas funcionales en una muestra de las células P2. Se esperaba que las hCT-MSC se diferenciaran
en tejido 6seo, adiposo y cartilaginoso. Se examinaron las células para determinar la diferenciacion 6sea mediante la
expresion de osteocalcina, para tejido adiposo usando la proteina de unioén a acidos grasos 4 (FABP-4), y para el
cartilago usando agrecano. Las células también se probaron en un ensayo mitdgeno para examinar la capacidad de
las células para suprimir las respuestas de las células T a los mitdgenos. Se descartd cualquier lote que no cumpla
con las especificaciones de prueba.
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Temporizacion del proceso y almacenamiento intermedio

Las hCT-MSC se fabricaron a partir de tejido del corddén umbilical en una serie de tres pasos que generan un banco
de células maestro, un banco de células de trabajo y el producto de estudio. El producto para cada paso se congeld y
se almacend en fase de vapor en el congelador de nitrégeno liquido. Un programa de estabilidad para el producto
congelado fue parte del desarrollo del producto.

Formulacion Final

El dia del tratamiento del sujeto, las células se descongelaron, se diluyeron 1:1 en Plasmalyte A/5 % de HSA y se
extrajo una alicuota para el recuento celular, la viabilidad y las pruebas de esterilidad. El recuento celular y la viabilidad
se obtuvieron usando el Nexcelom Cellometer Auto 2000. Si las células eran = 70 % viables, el volumen final del
producto se ajusté para suministrar 2 x 108 células/kg al sujeto del estudio. Las células se transfirieron a una jeringa
luer-lock y se suministraron al lado de la cama. Plasmalyte es una solucién isoténica estéril, no pirogénica, que no
contiene agentes antimicrobianos. Se inoculé cualquier suspensién celular retirada en botellas de cultivo aerdbicas y
anaerobicas para pruebas de esterilidad.

El producto hCT-MSC es estable durante hasta 4 horas a temperatura ambiente. La estabilidad para el producto hCT-
MSC descongelado en el excipiente final se document6 en la fabricacion de lotes de procesamiento piloto de MSC en
el informe de instalacién de GMP CT2 (CT 2-2016-019-P).

La jeringa se empaquet6 en un contenedor de envio para su transporte a temperatura ambiente hasta el punto de
atenciodn para la administracion al paciente. Tras la revision QA de los registros de lotes de produccion y el certificado
de analisis, el producto se liber6 para su transporte a la clinica como por SOP. Tanto el Certificado de Andlisis como
el formulario de Cadena de Custodia acompafian al producto hCT-MSC. La jeringa que contenia el producto hCT-MSC
se administro al sujeto del estudio a su llegada a la clinica.

|dentidad

La composicién celular de hCT-MSC se determina mediante inmunofenotipificacion usando un panel de anticuerpos
de etiqueta de fluorescencia contra CD73 y CD90 para confirmar un fenotipo de MSC, y CD45, CD3 y CD31 para
demostrar que hay poca o ninguna contaminacién con células hematopoyéticas o endoteliales. CD105 y CD166 se
usan solo como informacion. Las especificaciones son > 90 % de CD73+y CD90+, con <10 % CD45+,CD3+ 0 CD31+
(véase la Figura 4). Los datos se adquieren en un BD FACSCanto equipado con software DiVa. Los datos se analizan
usando el software FCS Express previamente validado para uso clinico. El porcentaje de células que expresan cada
marcador se informa en el certificado de andlisis. Se han establecido especificaciones de liberaciéon para CD73, CD90,
CD45, CD3 y CD31 basados en datos no clinicos, los resultados de las corridas de procesamiento piloto y la entrada
del equipo médico relacionado con la seguridad del sujeto. El porcentaje de todos los demas marcadores en el panel
se informa con fines informativos. Como surgen los ensayos de potencia candidatos, los datos de
inmunofenotipificacion se correlacionaran de modo que las especificaciones puedan establecerse antes de las fases
IND posteriores.

Como MSC, se espera que estos productos derivados de tejido del corddn umbilical demuestren una capacidad para
diferenciarse en células 6seas, adiposas y de cartilagos. Se controla la capacidad de diferenciacion de cada producto
celular in vitro, usando condiciones de cultivo bien definidas. Finalmente, las células se examinan mediante
microscopia de fluorescencia. Los osteocitos diferenciados se distinguen por su expresion de osteocalcina. Los
adipocitos diferenciados se distinguen por su expresion de la proteina 4 de unién a acidos grasos. Finalmente, los
condrocitos diferenciados se distinguen por su expresion de agrecano.

Para controlar su capacidad para la modulacién inmunitaria, la hCT-MSC se analiz6 para determinar su capacidad
para suprimir respuestas de células T a mitdgenos. Para explorar los mecanismos potenciales detrds de esta
supresion, se midieron las respuestas celulares a interferén-y. Cuando se exponen a esta sefial proinflamatoria, hCT-
MSC aumenté su expresion de indolamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO1). Al mismo tiempo, las hCT-MSC aumentaron la
expresion de las proteinas PD-L1 y PD-L2 en su superficie celular. Estos estudios sugieren que pueden asociarse
multiples mecanismos diferentes con la modulacién inmunitaria mediada por hCT-MSC (datos no mostrados).

Pureza

Los niveles de endotoxinas se determinaran segun el POE utilizando Endosafe-PTS de Charles River con cartuchos
de lisado de amebocitos de Limulus (LAL) aprobados por la FDA. Este método se valida para todas las combinaciones
de células/medios a ensayar. Hasta 250 uL del producto final en Plasmalyte/5 % de HSA se diluye con agua
desionizada libre de endotoxinas y se prueba segin SOP. Para la liberacion, los niveles de endotoxinas deben ser
inferiores o iguales a 5 EU/kg de peso corporalthora o 5 EU/mL. El tiempo anticipado para la administracion del
producto hCT-MSC es inferior a una hora. La diluciébn maxima vdlida y la conversiéon de unidades/kg/tiempo a
unidades/mL se determinaron durante la validacién del ensayo. El limite superior para endotoxinas se calculara usando
el peso de cada sujeto antes de la liberacion del producto para la infusién.
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Ensayo de células maternas

Todos los productos de hCT-MSC seleccionados para su uso en el ensayo clinico se habran escrito para determinar
la alta resolucién de HLA Clase 1 (ABC) y la Clase Il (DR) antes de la seleccion final para la fabricacion de P1 y P2,
Esta técnica es altamente sensible para la deteccion de alelos HLA de terceros (maternos). Solo las unidades libres
de contaminacioén celular materna se seleccionaran para la fabricacion de P1 y P2 (WCB y producto final).

Ensayo de mutaciéon P53

El ensayo de la presencia de la mutacidén P53 se realizara en todos los lotes de cultivos P2 seleccionados para su uso
en el ensayo clinico por el laboratorio de diagnostico Molecular clinico de la Universidad de Duke. EI ADN genémico
extraido de preparaciones celulares se usa para la amplificacion por PCR de los exones 4 a 11 TP53. Los amplicones
de ADN purificados se secuencian luego usando cebadores universales M13 hacia adelante e inversos y el Kit de
secuenciacion del ciclo Big Dye Terminator. Los productos se purifican con el Kit de purificacién Big Dye XTerminator
y se resuelven usando el analizador genético ABI 3130xl. Los datos se analizan utilizando el software ABI Data
Collection, software de andlisis de secuenciacion y software SeqScape.

Potencia

La potencia puede determinarse mediante ensayos de expresién en desarrollo in vitro, con los resultados informados
como pruebas informativas. Como se recomienda en la Guia de la FDA para Industria: Pruebas de potencia para
productos de terapia celular y génica (enero de 2011), el desarrollo de un ensayo de potencia ha comenzado en
desarrollo preclinico y continuara a lo largo de las fases clinicas con el objetivo de obtener un ensayo de potencia
validado o una matriz de ensayo antes de presentar una BLA. Se medira un amplio intervalo de atributos del producto
ademas de los requeridos para la liberacion, mientras que el mecanismo de accidn se estudia y las actividades
bioldgicas relevantes del producto se caracterizan. A medida que las practicas de fabricacion evolucionan los ensayos
de potencia candidatos se volveran a evaluar y calificaran segun corresponda.

Viabilidad

La viabilidad se determina mediante el uso del Nexcelem Cellometer Auto 2000 como por SOP. Se requiere un minimo
de 70 % de viabilidad del producto hCT-MSC para su liberacion.

Ndamero de Células/ Dosis

Hubo tres cohortes de dosificacién en este estudio. El estudio incluyd doce sujetos. La primera cohorte de tres
pacientes recibidé una dosis Unica. Si no hay problemas de seguridad, la segunda cohorte de tres pacientes recibié dos
dosis, a dos meses de diferencia. La tercera cohorte consistié en seis pacientes, cada uno de los cuales recibio tres
infusiones de hCT-MSC con un intervalo de dos meses entre dosis. Los sujetos se dosificaron con 2 x 106 hCT-
MSC/kg basandose en el recuento posterior a la descongelacion. El recuento total de células en el dia de la infusion
se determind mediante el recuento de células automatizado mediante el uso del Cellometer Auto 2000. El recuento
celular después de descongelar se uso6 para calcular la dosis para la formulacion final como se describié anteriormente.
Cualquier célula en exceso de las requeridas para la prueba de liberacion y la formulacién final pueden usarse para
pruebas informativas para el desarrollo de un ensayo de potencia.

Criterios de evaluacion de seguridad

Se observo a los pacientes durante cada infusiéon y se monitorizé para las reacciones de infusiéon durante 24 horas
después de cada infusidn. Se identificaron eventos adversos (EA) adicionales mediante entrevistas telefonicas con los
padres/tutores de los pacientes entre 7 y 10 dias, 2 meses y 4 meses después de cada infusion, y 6 meses y 12 meses
después de la ultima infusiéon con hCT-MSC, asi como en persona en las visitas clinicas iniciales y de los 6 meses.
Para el andlisis, los términos de EA textuales se asignaron a la terminologia estandar definida por los Criterios
terminolégicos comunes para eventos adversos (CTCAE) version 4.0 y se resumieron segun la gravedad y |a relacion
con la intervencion a juicio del investigador.

Evaluaciones clinicas

Se utilizaron mudltiples evaluaciones para determinar tanto la viabilidad de la administracién como la utilidad como
criterio de valoracidn para futuros ensayos clinicos de fase Il y lll. Las evaluaciones iniciales se realizaron para
confirmar el diagndstico de TEA, en base a la lista de comprobaciones de DSM-5, que fue informada por el programa
de observacién de autismo, Segunda edicion (ADOS-2) y la Version de Diagndstico de Autismo-Revisado (ADI-R) -
Versién acortada. Se completaron evaluaciones de diagnostico por personal de investigacion clinica certificado como
fiable de investigacion en la administracién del ADOS-2 y ADI-R. Se realizaron evaluaciones adicionales para
establecer una linea base para cada paciente y para determinar la utilidad como criterio de valoracién para futuros
ensayos clinicos de fase Il y lll. Estas incluyeron las Escalas de Behor Adaptativas de Vineland-Ill (VABS-IIl), Escala
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de Impresion Global Clinica (CGl), Inventor de comportamiento de desarrollo de desarrollo de riesgos instantaneos
(PDDBI), Escalas de Intelligence (Scale de Mullen de Aprendizaje Temprano, Edicién AGS y escalas de capacidad
Diferencial, Segunda Edicion (DAS-1I). Otras evaluaciones de uso comun son la Prueba 4 de vocabulario expresivo de
imagenes de una palabra (EOWPVT-4), puntuacion, puntuacion PDDBI y la puntuacién CGI-I.

The Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R), Shortened Version (Rutter M, y col. ADI-R. Torrence, CA:
Western Psychological Services; 2008) es una entrevista integral para padres que evalda el funcionamiento temprano
en tres dominios: lenguaje/comunicacion, interacciones sociales reciprocas y comportamientos e intereses
restringidos, repetitivos y estereotipados. El entrevistador confiable de la investigacién sigue procedimientos
estandarizados para obtener informacion y registrar respuestas. Las preguntas de la entrevista incluyen varias areas
de contenido, incluidos los antecedentes del paciente, comportamientos, desarrollo temprano e hitos, adquisicién del
lenguaje, funcionamiento comunicativo actual, desarrollo social y juego, intereses y comportamientos, y cualquier otro
comportamiento clinicamente relevante. La version acortada de ADI-R sigue los mismos protocolos que el ADI-R
estandar, pero se omiten algunas de las preguntas no necesarias para obtener una puntuacion. La versién acortada
ADI-R toma entre 90-150 minutos dependiendo de la edad del nifio y la complejidad de los comportamientos. La ADI-
R se completd durante el proceso de seleccion de cada paciente y se utilizé para ayudar a informar un diagnoéstico de
TEA segun el DSM-5.

The Autism Diagnostic Observation Schedule, Second Edition (ADOS-2) (Lord C, y col. Autism Diagnostic Observation
System. Los Angeles, CA: Western Psychological Services; 1999) es una evaluacion observacional estandarizada de
la sintomatologia central del TEA. Los moédulos que dependen de la edad y el lenguaje se componen de una serie de
actividades dirigidas por un médico capacitado y confiable en investigaciones para observar la comunicacion, las
interacciones sociales, el juego y los comportamientos restringidos y repetitivos del nifio. Los protocolos ADOS-2 estan
disefiados para provocar comportamientos que se corresponden directamente con los criterios del TEA DSM-5. El
ADOS-2 se puede administrar a nifios pequefios de hasta 12 meses de edad. La edad y la capacidad verbal se utilizan
para determinar el médulo apropiado (nifio pequefio, 1, 2, 3 0 4). Para cada evaluacién del médulo para nifios
pequefios ADOS-2, se generara una puntuacion utilizando las puntuaciones de gravedad calibradas del médulo para
nifios pequefios desarrolladas por Esler y col. (2015) para facilitar la comparacion con otros médulos. También se
generaran Ipuntuaciones de gravedad para los mddulos 1-4. El ADOS-2 toma aproximadamente 45-60 minutos para
administrarse. Esta evaluacion se us6 para ayudar a informar a un diagnéstico de DSM-5 de TEA, y se completé en
la visita inicial para cada paciente.

La Lista de verificaciéon del Manual estadistico de diagnéstico-5 (DSM-5) es una lista de verificacion médica basada
en los criterios de diagndstico para el TEA dentro del Manual estadistico y de diagnéstico de trastornos mentales-5.
Se toman criterios de diagndéstico del DSM-5, y se utilizan para confirmar el diagnéstico de TEA apropiado para su
inclusion en el estudio. Esta lista de verificacidon fue completada por médicos capacitados utilizando su mejor criterio
y se baso en la informacidn recopilada durante la administracién de ADI-R, versién abreviada y ADOS-2. EI DSM-5 se
completd en la visita inicial para cada paciente.

The Mullen Scales of Early Learning, AGS Edition (Mullen EM, Western Psychological Services; 1995) es una
evaluacidn del funcionamiento cognitivo disefiada especificamente para nifios muy pequefios y preescolares, desde
el nacimiento hasta los 68 meses. Mide cinco escalas de funciones cognitivas: Motricidad grosera, recepcion visual,
motricidad fina, lenguaje expresivo y lenguaje receptivo (nota: para este estudio, no se administrara la subescala de
motricidad grosera). Cada escala se prueba individualmente y el examen no es cronometrado. Algunas de las
preguntas pueden requerir la opinién de los padres para evaluar la capacidad del nifio. El examen es interactivo e
incluye juguetes y manipuladores para que el nifio participe durante el examen. El tiempo de administracion del ensayo
varia de aproximadamente 15 minutos para un afio de edad a una hora para 5 afios de edad. El Mullen se us6 con
pacientes en 4 afios, 0 meses en la visita inicial, y se llevo a cabo solo en la visita inicial.

The Differential Ability Scales, Second Edition (DAS-II) (Elliott CG. Differential Ability Scales, 2nd ed. San Antonio , Tx:
Harcourt Assessment; 2007 ) es una evaluacién administrada por un médico capacitado para observar el
comportamiento y calcular una puntuacién para evaluar las capacidades cognitivas. Esta prueba es apropiada durante
edades de 2 afios, 6 meses a 17 afios, 11 meses y se usara para pacientes de 4 afios, 0 meses y mayores al inicio
del estudio. Esta evaluacioén dura aproximadamente 45 minutos y se llevo a cabo en la visita inicial.

The Vineland Adaptive Behavior Scales-lll (VABS-IIl) (Sparrow S, y col. Vineland Adaptive Behavior Scales:
Interview Edition. Circle Pines, MN: American Guidance Service; 1984) es un cuestionario para cuidadores que se
utiliza para evaluar el comportamiento adaptativo de los nifios en una amplia gama de dominios. El VABS-IIl es una
medida bien estandarizada con una fuerte fiabilidad y validez (Ballii G, y col. J Autism Dev Disord 2016; 46:42-52; Perry
A, y col. J Autism Dev Disord 2009; 39:1066-1078; Yang S, y col. J Autism Dev Disord 2016; 46:64-73; Sparrow S, y
col. Vineland Survey Forms Manual. 2a ed. Minneapolis, MN; NCS Pearson Inc; 2005) lo que produce una puntuacion
compuesta general, asi como puntuaciones estandar de subescala en los siguientes dominios: Socializacién,
Comunicacion, Habilidades de la vida diaria y Habilidades motoras. La VABS-III se recopilé del cuidador principal de
cada paciente en las visitas iniciales y a los 6 meses. La puntuacion de la subescala de socializacidn se utilizé para
medir las mejoras en el sintoma central del comportamiento social del TEA.
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Interaccién entre padres e hijos (PCI) con Noldus EthoVision: Durante la tarea de interaccidn entre padres e hijos,
se utilizara Noldus EthoVision. El propésito del seguimiento de video es determinar si el seguimiento automatizado de
los movimientos de nifios relacionados con la estrategia social o evitacion puede administrarse de manera fiable y
proporcionar una medida valida de comunicacion social en nifios con TEA. Este paradigma esta disefiado para rastrear
automaticamente los movimientos relacionados con el enfoque social y el comportamiento de evitacion de nifios con
TEA con un adulto familiar. La variable dependiente primaria es el tiempo que pasa en la periferia de una habitacion
frente a cerca del adulto. El participante se observard durante dos sesiones contiguas realizadas en la misma
habitacion que comprende (1) una sesion de juego libre de seis minutos con juguetes disponibles durante el cual el
cuidador se sentara silencioso en la esquina de la habitacion y (2) una interacciéon padre-hijo de seis minutos, donde
el padre se une al nifio para el juego interactivo para ver cdmo el nifio juega con el adulto y viceversa. Se grabara el
comportamiento desde una camara montada en el techo y el software se usara para rastrear automaticamente los
movimientos del nifio. Las variables dependientes incluyen el porcentaje de sesidon gastada en la regién de interés
(ROI) del cuidador, latencia para acercarse a la ROI del cuidador, y el porcentaje de tiempo dedicado en la ROI
periférica. El tarea de interaccion de los nifios-nifios se realizara con las visitas iniciales, 6 y 12 meses.

La Impresién Clinica Global (CGI ) es una escala de calificacion cominmente usada que mide la gravedad de los
sintomas y la respuesta del tratamiento o cambio en el comportamiento entre los momentos. Se usaron dos versiones
de la CGI CGl-gravedad (CGI-S) y mejora de CGIl (CGI-I). La CGI-S es una escala de 7 puntos que indica la gravedad
de los sintomas de cada paciente de TEA en el momento de la evaluacidn, en relacion con la experiencia pasada de
la persona experta con pacientes que tienen el mismo diagnéstico. En base a la experiencia clinica de vida util de la
persona experta y toda la informacién disponible, cada paciente se calificd como 1: no presente (sin TEA), 2: sintomas
TEA apenas evidentes, 3. sintomas de TEA leves, 4. sintomas de TEA moderados, 5: sintomas de TEA
moderadamente graves, 6: sintomas de TEA graves o 7: sintomas de TEA muy graves. A cada paciente se le asigno
una calificacion CGI-S en las visitas iniciales y de 6 meses. El CGI-I es una escala de 7 puntos que indica el grado de
mejora 0 empeoramiento de los sintomas de TEA con respecto al valor de referencia. Basado en toda la informacion
disponible, cada paciente se calific6 como 1: mejord muchisimo, 2: mejoré mucho, 3: mejor6 minimamente, 4: sin
cambio, 5: minimamente peor, 6: mucho peor, 0 7. muchisimo peor. A cada paciente se le asign6 una calificaciéon CGl-
| en la visita de 6 meses, y cada una referencié el grado de mejora o empeoramiento con respecto a la calificacién de
CGI-S inicial. Todas las calificaciones CGI-S y CGI-I se realizaron por médicos altamente experimentados con
experiencia en TEA.

Entrevista de CGlI: La entrevista al cuidador CGI la completa un médico y se lleva a cabo con el cuidador principal.
La intervista se centra en las capacidades y los desafios de las comunicaciones sociales del participante, los intereses
restringidos, los comportamientos repetitivos y el funcionamiento general. El médico obtendra detalles sobre la
frecuencia y la calidad de los comportamientos en diferentes contextos, como en el hogar, en la escuela y en la
comunidad, asi como los detalles sobre el nivel de soporte que el nifio requiere funcionar en cada configuracién. La
intervista se completara en la visita inicial y se actualice en las visitas de 6 y 12 meses. La entrevista tarda
aproximadamente 45 minutos en completarse en la visita inicial y tardara aproximadamente 30 minutos a completar
las visitas de 6 y 12 meses. Esta informacion se usa para hacer la calificacion CGI-l y CGI-S.

The Pervasive Developmental Disorder Behavior Inventory (PDDBI) (Cohen IL, y col. J Autism Dev Disord.
33(1):31-45 (2003)) es un cuestionario para cuidadores que esta disefiado para evaluar la capacidad de respuesta a
la intervencién en nifios con TEA. El PDDBI es una escala de calificacién basada en informante que esta disefiada
para nifios de 1 afio, 6 meses a 12 afios, 5 meses. Evalla comportamientos problematicos, asi como habilidades
sociales, de lenguaje y aprendizaje/memoria apropiados. El PDDBI evalia tanto las deficiencias sociales tipicamente
asociadas con el subtipo activo pero extrafio de TEA como el desarrollo de habilidades prosociales que son integrales
para mejorar el comportamiento social reciproco. El PDDBI genera puntuaciones brutas y puntuaciones t basadas en
comparaciones con una poblacion estandarizada de cuidadores y maestros de nifios con TEA de diversos origenes
raciales, étnicos y socioeconémicos. (Cohen IL, Sudhalter V. PDD Behavioral Inventory Professional Manual. Lutz, FL:
Psychological Assessment Resources Inc; 2005). El PDDBI se recogié del cuidador primario de cada paciente en las
visitas iniciales y de 6 meses.

The Expressive One-Word Picture Vocabulary Test-4 (EOWPVT-4) (Martin NA, Brownell R. EOWPVT-4. 42 ed.
Novator, CA: Academic Therapy Publication Inc; 2011) es una evaluacion administrada por el médico que mide la
capacidad de un individuo para hacer coincidir una palabra hablada con una imagen de un objeto, accidén o concepto.
Pone a prueba la capacidad de un individuo para nombrar, con una palabra, objetos, acciones y conceptos cuando se
les presentan ilustraciones en color. Este ensayo es apropiado durante edades de 2-80 afios y tarda aproximadamente
10-30 minutos en completarse; el tiempo de finalizacién se determina por la capacidad verbal de un individuo. Esta
evaluacidn se realiza en las visitas inicial, de 6 y de 12 meses.

Informacién acerca del nimero de horas que los pacientes estaban implicados en terapias del comportamiento, del
lenguaje hablado, ocupacional y otras terapias conductuales y los servicios educativos al nifio recibidos no se
incluyeron dentro de este estudio, pero se pueden incluir a través de las Entervistas de historial de intervencion
estructurada con el progenitor.
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Cuestionarios para padres y cuidadores

Todos los cuestionarios para cuidadores se completan en linea a través de un sistema EDC aprobado por Duke o en
papel. La herramienta de encuesta EDC esta disponible para los usuarios de Duke a través de una licencia del sitio
para toda la universidad. La EDC se integra con el sistema de autenticacién NetlD de Duke, pero permite compartir
las exploraciones con usuarios sin Duke.

Inventario de conducta del trastorno generalizado del desarrollo (PDDBI). E| PDDBI se desarrollé para evaluar la
capacidad de respuesta a la intervenciéon en nifios con TEA. El PDDBI es una escala de calificacion basada en
informante que esta disefiada para nifios de 1 afio, 6 meses hasta 12 afios, 5 meses. Evalia conductas problematicas,
asi como habilidades sociales, lingliisticas y de aprendizaje/memoria apropiadas. EI PDDBI evalia tanto las
deficiencias sociales tipicamente asociadas con el subtipo activo pero extrafio de TEA como el desarrollo de
habilidades prosociales que son integrales para mejorar el comportamiento social reciproco. El PDDBI genera
puntuaciones brutas y puntuaciones t basadas en comparaciones con una poblacion con TEA estandarizada. E| PDDBI
ha sido validado en una muestra de desarrollo de PDDBI de 311 nifios entre las edades de 1 y 17 afios de edad. Este
es un cuestionario principal con 188 elementos que tarda aproximadamente 30-45 minutos para completarse. El
PDDBI se administra en las visitas de referencia, 6 y 12 meses y de forma remota a los 3 y 9 meses.

Lista de verificacion de comportamiento aberrante-Comunidad (ABC-C). Esta escala de calificacion completada
por los padres se utiliza para medir conductas aberrantes asociadas con el TEA, con énfasis en aislamiento social. La
ABC-C es una escala validada que puede evaluar los efectos de medicamentos y otros tratamientos en estudios con
personas con discapacidades del desarrollo. Analisis de factores separados de datos de muestras de participantes en
institucionados (n = 418 [edad media 29,5 afios] en la etapa 1 y n = 509 [edad media 25,9 afios] en la etapa 2) dio
como resultado una escala de 5 factores que comprende 58 elementos. Los factores fueron etiquetados como (1)
Irritabilidad, Agitacién, Llanto; (2) Aislamiento Social; (3) Comportamiento Estereotipado; (4) Hiperactividad,
Incumplimiento; y (5) discurso inapropiado. EI ABC-SQW se ha usado en otros ensayos clinicos que se enfocan en el
nacleo social y los sintomas de comunicacién del autismo. El ABC-C tiene 58 items, y cada item se califica como 0 =
no es un problema en absoluto, 1 = el comportamiento es un problema, pero leve en grado, 2 = el problema es
moderadamente grave o 3 = el problema es severo en grado. Esta escala de calificacion global completada tarda
aproximadamente de 10 a 15 minutos para completarse. La ABC-C se completa en las visitas de referencia, 6 y 12
meses y de forma remota a los 3 y 9 meses.

Cuestionario de historial de intervencion. Este cuestionario se completa por un cuidador primario para obtener
informacioén detallada sobre intervenciones de salud conductual en que el nifio/familia ha estado involucrado en los
ultimos 3 meses o dado que el cuestionario se habia administrado por ultima vez. La informacion se recoge sobre el
tipo y la cantidad de intervenciones, servicios y tratamientos al nifio. Este cuestionario se administra mensualmente.

Inventario de calificacion de conducta de la funcién ejecutiva-Versiéon preescolar (BRIEF-P). Esta evaluacion es
un cuestionario para los padres de nifios de edad preescolar que permiten a los profesionales evaluar
comportamientos de funcidn ejecutiva en los entornos domeésticos y preescolares. Esta disefiado para una amplia
gama de nifios en edad preescolar, incluidos aquellos con discapacidades emergentes de aprendizaje y trastornos de
atencion, trastornos del lenguaje, lesiones cerebrales traumaticas, exposicidn al plomo, trastornos generalizados del
desarrollo y otras afecciones neuroldgicas, psiquiatricas y médicas del desarrollo. EI BRIEF-P contiene 63 elementos
y tarda aproximadamente 15 minutos en completarse. El BRIEF-P se utiliza con participantes menores de 5 afios al
inicio del estudio. Este cuestionario se completa en las visitas inicial, de 6 y de 12 meses.

Inventario de Calificacion del Comportamiento de la Funcién Ejecutiva (BRIEF). Esta evaluacién es un
cuestionario para padres de nifios de la edad escolar que permiten a los profesionales evaluar comportamientos de
funcion ejecutiva en los entornos domésticos y escolares. El formulario para padres del BRIEF contiene 86 elementos
dentro de ocho escalas clinicas derivadas tedrica y empiricamente que miden diferentes aspectos del funcionamiento
ejecutivo: Inhibir, Cambiar, Control Emocional, Iniciar, Memoria de Trabajo, Planificar/Organizar, Organizaciéon de
Materiales y Monitorear. El BRIEF toma aproximadamente 15 minutos para completarse y se usara con participantes
de 5 afios y mayores al inicio del estudio. Este cuestionario se completa en las visitas inicial, de 6 y de 12 meses.

Cuestionario de experiencias sensoriales, versiéon 2.1 (SEQ 2.1). El SEQ 2.1 solicita a los padres que respondan,
en una escala Likert de 5 puntos, a 45 preguntas sobre la frecuencia de respuestas de sus nifios a estimulos
sensoriales en el contexto de actividades diarias y rutinas. Este estudio usara una version modificada que solo
pregunta a los padres para completar las preguntas de escala de Likert y omite todas las preguntas abiertas. El SEQ
2,1 ha sido validado para nifios con autismo 2 -12 afios, ha demostrado discriminar nifios con TEA del retardo de
desarrollo y tipicamente desarrollar controles, y tiene una alta consistencia interna (a = 0,80). Las puntuaciones
resumidas se derivan de la hiperreactividad (SOR). El SEQ 2.1 toma aproximadamente 10 minutos para completarse
y solo se completa en la visita inicial.

Herramienta de evaluacion de exposiciones en la vida temprana (ELEAT). Este es un cuestionario principal que
evalla una multitud de exposiciones ambientales que los padres/nifio pueden haber sido expuestos a la vida temprana
y desarrollo del nifio. El cuestionario exige una variedad de preguntas sobre la vida antes del embarazo, durante el
embarazo y durante el primer afio de vida del nifio, y proporciona un aspecto cuantitativo muy detallado en cualquier
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posible exposicion alimentaria o quimica que pueda haber sido perjudicial. Para el estudio se usa una version
modificada y acortada del ELEAT que solo incluye variables relevantes. Esta evaluacion tarda aproximadamente 10
minutos en completarse y solo se completa en la visita inicial.

Escalas de sintomas gastrointestinales del Inventario de calidad de vida pediatrica (PedsQL). La Escala de
sintomas gastrointestinales de PedsQL es un cuestionario para padres de 10 minutos que mide los sintomas
gastrointestinales en nifios, ya que mas del 50 % de los nifios con TEA sufren molestias gastrointestinales. Esta
evaluacidn se completa en las visitas iniciales, 6 y 12 meses.

Centro para la forma demografica del autismo y desarrollo cerebral (CABD). La forma de datos demograficos
CABD recoge laraza y la etnicidad segln las normas de informes de NIH. Preguntas adicionales recopilan datos para
ayudar a caracterizar la poblacién. Este cuestionario de origen tarda menos de 5 minutos en completarse y solo se
completa en la visita inicial.

Neurofisiologia y diagndstico por imagenes

Electroencefalografia (EEG): La EEG es una medida no invasiva de la actividad cerebral. Una matriz densa flexible
de electrodos (EGI System 400, Electrical Geodesics Inc., Eugene, Oregon) se coloca sobre la cabeza y se asegura
con un barboquejo. Las sefiales de EEG se amplifican y se envian para registrar el ordenador para la visualizacion en
linea. El EEG se usa aqui para investigar patrones de actividad cerebral provocados por estimulos sociales y no
sociales. El EEG tarda aproximadamente 20 minutos y se completa en las visitas de referencia, 6 y 12 meses.

El EEG se usa para evaluar los cambios en la activacion cortical (como se refleja por los cambios en los ritmos alfa,
theta y beta) y la conectividad funcional (como se refleja por los cambios en la coherencia de EEG) durante una
condicion de referencia y mientras se ven estimulos sociales y no sociales. Se ha demostrado que las alfa oscilaciones
emergen de las activaciones de la red talamho-cortical y también se han demostrado que estan presentes en areas
subcorticales, incluida la regién del hipocampo. Las frecuencias alfa resultan de una interaccion reciproca entre las
neuronas excitatorias e inhibidoras y estan influenciadas por mecanismos colinérgicos, serotonérgicos y
glutamatigémico. La actividad alfa aumenta durante un estado relajado y disminuye durante el procesamiento activo
de estimulos. Las oscilaciones theta son especialmente prominentes en la region del hipocampo, estan influenciadas
por la interaccion entre las neuronas glutamatérgicas y gamma-animobutirico (GABAérgicas) y pueden correlacionarse
con la plasticidad sinaptica.

El EEG se registra durante un estado de referencia en reposo y mientras se ven segmentos grabados en video
estandarizados de estimulos sociales (una mujer cantando una cancioén infantil) y no sociales (juguetes activados). En
un estudio de nifios en edad preescolar con TEA, se ha demostrado que la potencia alfa y theta EEG durante la
visualizacion de estimulos sociales y no sociales cambia en funcién del tratamiento conductual y se correlaciona
especificamente con mejoras en el comportamiento social. Un ensayo de etiqueta abierta de fase | realizado en Duke
evaluando la seguridad y eficacia de la sangre de cordén umbilical autélogo para el tratamiento del autismo demostr6
normalizacion del espectro de EEG reflejado en aumentos en la potencia alfa después del tratamiento. Los datos de
EEG se registran a partir de redes de sensores geodésicos de matriz de electrodos densos de 128 canales (grabados
en linea con referencia al vértice) a 500 Hz, filtrados de paso alto a 0,1 Hz y filtrados de paso bajo a 200 Hz. EEG se
edita tanto a través del software automatico de deteccién de artefactos (Net Station 4.4) como de la edicion manual
sin conocimiento de la pertenencia al grupo.

Andlisis espectrales. Los datos de EEG se transforman con Fourier utilizando el método de Welch (implementado
en Matlab, R2012b). Las estimaciones de potencia se promediaran a través de los grupos de electrodos (derecha
posterior y anterior, izquierda posterior y anterior, electrodos occipital de la linea media) y se transforman en registro
natural para reducir el sesgo. En un ensayo de etiqueta abierta anterior que evalla la eficacia de la sangre de cordon
umbilical autdlogo para mejorar los sintomas del autismo, también se encontraron cambios significativos en las
caracteristicas espectrales de EEG después de la infusién, que se caracterizaron por un aumento de la potencia alfa
y beta y disminuy6 la potencia de EEG theta. Ademas, la mayor potencia beta posterior del EEG de referencia se
asocidé con un mayor grado de mejora en los sintomas de comunicacién social, destacando el potencial de un
biomarcador EEG para predecir la variacion en el resultado.

Seguimiento ocular (EGT). El EGT es una evaluaciéon técnica de 15 minutos mediante el uso de equipos
especializados en un entorno controlado para rastrear la atencion visual a través de los movimientos oculares de los
nifios con autismo. Se ha descubierto que los nifios con TEA asisten a estimulos sociales menores que los nifios
tipicamente en desarrollo. Un ensayo de etiqueta abierta de fase | realizado en Duke evaluando la eficacia de la sangre
de cordén umbilical autélogo para tratar el autismo demostré aumentos en la atencién a estimulos sociales que se
correlacionaron con aumentos en las capacidades sociales, informados en el VABS. Esta evaluacién es apropiada
para nifios de 1 afio a adultos. A los nifios se les muestran cintas de video de escenas que involucran estimulos
sociales y no sociales. Las variables dependientes incluyen cuanto tiempo pasa el nifio mirando los estimulos sociales
versus no sociales en las cintas de video, incluidos los aspectos especificos de los estimulos sociales que atraen y
mantienen la atencion del nifio. EI EGT se realiza en las visitas de referencia, 6 y 12 meses.
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Anadlisis de vision por ordenador (CVA). La evaluacion CVA consta de una serie de estimulos dinamicos breves
disefiados para provocar sintomas de autismo, incluidas respuestas de atencion, afecto facial y respuestas motoras.
El andlisis de vision por ordenador se usa para codificar automaticamente estos comportamientos. Los estudios
muestran que CVA puede cuantificar de manera objetiva, confiable y sensible los sintomas del autismo. El CVA se
realiza en las visitas de referencia, 6 y 12 meses.

Neuroimagenes. Las IRM se usan para evaluar posibles modificaciones estructurales/anatémicas, y cambios
funcionales, en el cerebro antes y después de la terapia celular. Las imagenes de IRM se utilizan para correlacionar
el hierro del cerebro con los sintomas de TEA. Los cambios en las imagenes de resonancia magnética pueden reflejar
alteraciones en la actividad de los astrocitos, la perfusién sanguinea, la integridad del tracto de fibras, la integridad de
la red cerebral, la integridad microestructural de la mielina y la conectividad funcional del cerebro. En un ensayo de
etiqueta abierta que evalla la eficacia de la sangre de cordon umbilical autélogo para tratar los sintomas del autismo,
la mejora en 3 medidas de resultados conductuales se correlaciond con una mayor conectividad entre el polo temporal
izquierdo y el hipocampo izquierdo (VABS Il p < 0,001; EOWPVT-4 p < 0,05; CGI-l p < 0,0001). La mejora tanto en el
VABS Il como en el EOWPVT-4 se correlaciond con una mayor conectividad entre la fusiforme y el putamen (VABS II
p < 0,05; EOWPVT-4 p = 0,01) asi como entre el giro temporal inferior y el hipocampo (ambos p < 0,05), ambos en el
hemisferio izquierdo. Finalmente, hubo una correlacion significativa entre la mejora tanto en el VABS Il como en el
CGl-1 y el aumento de la conectividad entre el giro temporal inferior y el giro temporal superior (VABS Il p < 0,05, CGI-
| p<0,01)y entre el polo temporal y el globus pallidus p < 0,01; CGI-I p < 0,05) en el hemisferio izquierdo. La mejora
en el VABS Il y el CGI-I también se correlacion6 significativamente con una mayor conectividad entre el polo frontal y
el globus pallidus y la insula y putamen en el hemisferio derecho (todo p < 0,05).

Se realizan estudios usando un escaner de IRM de GE Premier Performance 3T, que es una versién mejorada del
sistema Premier aprobado por la FDA de GE, pero con mejores capacidades para la formacion de imagenes de alta
resolucion. Todos los parAmetros operativos en este sistema mejorado estan dentro de las directrices de la FDA para
cumplir con los mismos criterios de dispositivo de riesgo minimo y asegurar la seguridad de los sujetos humanos.
Como tal, no es necesario una conclusion de dispositivo en investigacion (IDE). La investigacién realizada bajo este
protocolo no debe evaluar la seguridad y eficacia de este dispositivo.

Se puede utilizar la siguiente obtencion de imagenes;

. Imagenes de T1 de alta resolucion T1, FSPGR de IR previamente preparado en 3D, resolucion de 1 x 1 x
1 mm, tiempo de formacion de imagenes estimado 3 minutos.

. Imagenes de perfusion de alta resolucidn, espiral 3D con etiquetado de espines arteriales, resolucién objetivo
1,5x1,5x 1,5 mm (evaluaran 1 x 1 x 1 SNR proporcionada es suficiente), tiempo de formacién de imagenes estimado
3 minutos.

. Imagenes del tensor de difusién de alta resolucién, secuencia base de EPI de multiples disparos 2D, 25
direcciones de codificacion por difusion, b factor 800 s/mm2, resolucién objetivo 1,5. x 1,5 x 1,5 mm (evaluara 1 x 1 x
1 SNR proporcionada es suficiente), tiempo de formacion de imagenes estimado 10 minutos.

. fcMRI de alta resolucién, secuencia de bases EPI 2D de uno o dos disparos, resolucion de diana
1,5x1,5x1,5 mm (evaluara 1x1x1 siempre que la SNR sea suficiente), tiempo estimado de obtencién de imagenes de
10 minutos. (5 minutos por corrida, dos ciclos).

. Imagenes de susceptibilidad cuantitativa de alta resolucidn, adquisicion basada en FSPGR 3D de miuiltiples
ecos, resolucion diana 1 x 1 x 1 mm, tiempo de formacién de imagenes estimado 5 minutos.

Poblaciones de analisis
Poblacién de analisis completo. Todos los participantes inscritos en el ensayo.

Poblacién de seguridad. Todos los participantes que recibieron al menos una administracion del producto de estudio.
El analisis de los criterios de valoracion de seguridad se realizara en esta poblacién.

Poblaciéon modificada por tratamiento (mITT). Todos los participantes para quienes se observo el resultado primario
al inicio del estudio y el mes 6. Los criterios de valoracién primarios y secundarios se analizaran en esta poblacién.
Los participantes se analizaran segun el tratamiento asignado. Si no faltan datos, esta poblacién sera equivalente a la
poblacion de analisis completo. Sin embargo, en el caso de que haya diferencias sustanciales entre las poblaciones
de analisis mITT y Completa, se considerara una ponderacion de probabilidad inversa u otros enfoques apropiados
para el escenario de datos que faltan.
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Informes de eventos seguros y adversos

Evento adverso (EA). Un evento adverso es cualquier evento médico desagradable asociado con el uso del producto
en investigacion independientemente de si se considera relacionado con el producto en investigacion.

Evento Adverso Grave (EAG). Un evento adverso o una reaccién adversa sospechosa se considera “grave” si, en
vista del investigador o patrocinador, resulta en cualquiera de los siguientes brotes de: muerte, un evento adverso
potencialmente mortal, hospitalizaciéon de paciente o prolongacion de hospitalizacién existente, una incapacidad
persistente o significativa o alteracion sustancial de la capacidad de realizar funciones normales de vida, o una
anomalia congénita/defecto de nacimiento. Los eventos médicos importantes que pueden no dar como resultado la
muerte, ser potencialmente mortales, o requerir hospitalizacion pueden considerarse graves cuando, basandose en
un juicio médico apropiado, pueden poner en peligro al paciente o sujeto y pueden requerir intervencion médica o
quirargica para prevenir uno de los resultados enumerados en esta definicién.

Grado/ Severidad: El grado/ gravedad se evaluara segun las directrices CTCAE v5.0.

Reaccion adversa sospechosa: Una reaccion adversa sospechosa es cualquier evento adverso para el que existe una
posibilidad razonable de que el producto en investigacidn causé el evento adverso. “Actividad reparable” significa que
hay evidencia de sugerir una relacion causal entre el producto en investigacion y el evento adverso.

Causalidad: El investigador usara la siguiente pregunta al evaluar la causalidad de un evento adverso al producto en
investigacion: “; Hay una posibilidad razonable de que el producto en investigacidn causo6 el evento? ” Una respuesta
afirmativa designa el evento como una reaccién adversa sospechosa.

Informes de eventos adversos

Todos los eventos adversos informados u observados durante el estudio que comienza en el momento de la infusién
de hCT-MSC deben registrarse. Los EA que ocurren en el 5% de los participantes inscritos se informaran en
clinicaltrials.gov. La informaciéon que se debe informar incluye cuando el sitio tuvo conocimiento del evento, la
evaluacidn especificada por el investigador sobre la gravedad y la relaciéon con la terapia del estudio, si existe una
etiologia alternativa, la gravedad, asi como cualquier tratamiento o evaluacion requerido y el resultado. En general,
los investigadores deben informar de eventos adversos como enfermedades o sindromes siempre que sea posible,
en lugar de informar sintomas individuales de componentes, signos, anomalias de laboratorio y secuelas.

Se notificaran reacciones de infusidén adversas graves (mortal, potencialmente mortal o que requiera hospitalizacion)
dentro de siete dias de calendario de recepcién de la informacion. Todos los EAGs fatales o potencialmente mortales
seran notificados por el investigador o sus representantes a la FDA por teléfono o fax dentro de siete dias de calendario
después de recibir la informacién, siguiendo las directrices de la FDA. Todos los EA graves e inesperados se
informaran a la FDA mediante un informe escrito dentro de 15 dias de recepcidn de la informacion (21-CFR-312,32).
Si el investigador principal evallia un evento para no estar relacionado con el estudio, entonces el evento no requerira
una notificaciéon acelerada sino que se incluira en el informe de resumen anual.

Los siguientes eventos dentro de las 24 horas de la infusidon de hCT-MSC también se registraran en el e-CRF: reaccion
alérgica/hipersensibilidad, bradicardia sinusal, taquicardia sinusal, hipertension, hipotensién, fiebre,
rigurosos/escalofrios, nauseas, vomitos, infeccion, disnea, hipoxia y hemoglobinuria.

Informe de eventos adversos graves

El Investigador Principal o su representante sera responsable del informe de teléfono o fax de cualquier EAG
inesperada a la FDA. El Investigador Principal o su representante notificaran a la FDA por teléfono o fax de cualquier
experiencia mortal o de amenaza mortal (informe acelerado) asociado con el uso de |la terapia del estudio tan pronto
como sea posible pero no mas tarde que siete dias de calendario después de recibir la informacién. La notificacién
inicial sera seguida por un informe escrito dentro de 15 dias de calendario. Para los EAG asociados con el uso de la
terapia del estudio, el Investigador Principal notificara a la FDA tan pronto como sea posible, pero no mas tarde a 15
dias, de la recepcién inicial de la informacién. El Investigador Principal o Sublnvestigador es responsable de informar
la Junta de Revision Institucional (IRB) y DSMB de cualquier EAG relacionado e inesperado en el estudio.

Instrucciones de Detencidn

Las siguientes pautas de detenciéon se controlaran durante la duracién del estudio. Las pautas de detencion seran
monitorizadas por el equipo del estudio y deben usarse para indicar limites que requieren una discusién por los
investigadores y DSMB. El estudio se detendra para una revision de seguridad si:

. Cualquier sujeto experimenta reacciones de infusion de grado 4-5 dentro de 48 horas de infusién; O

. Ocurren dos o0 mas eventos adversos de grado 4-5 que el monitor de seguridad médica y/o el DSMB
determinan que estan relacionados temporalmente con el producto del estudio; O
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. Cualquier sujeto experimenta una infeccion del torrente sanguineo dentro de los 6 meses de infusion; O
. Cualquier sujeto desarrolla EICH de grado II-1V; O
. Cualquier muerte.

Ejemplo 1: Las infusiones de hCT-MSC son seguras y factibles en nifios pequefios con trastorno del espectro autista
Disefio y descripcion del estudio

Se realizé un ensayo abierto de fase I, de un solo centro, de una, dos o tres infusiones intravenosas de células
estromales mesenquimales derivadas de tejido del cordon umbilical humano (hCT-MSC), administradas cada dos
meses, en 12 nifios con TEA. Inicialmente, todos los nifios fueron inscritos en un protocolo de deteccion para obtener
registros médicos. Todos los cuidadores de los pacientes completaron una entrevista de deteccidn previa al estudio
por teléfono y proporcionaron registros médicos y videos para su revision por el equipo del estudio para determinar la
elegibilidad para el ensayo. Los nifios de dos (2) a once afios de edad (11) con un diagnéstico confirmado de TEA
fueron elegibles para participar. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito tanto para la deteccién como para
las fases de tratamiento del ensayo. El ensayo fue aprobado por la Junta de Revision Institucional del Duke Hospital
realizada bajo el registro IND#17313.

Los pacientes (n = 12) y sus cuidadores viajaron a la Universidad de Duke entre dos y cuatro veces, dependiendo del
namero de infusiones de hCT-MSC administradas, como parte de su participacién en el estudio. En su visita inicial,
cada paciente se evalud y recibié una Unica infusion intravenosa de hCT-MSC. La primera cohorte de tres pacientes
recibié una dosis Unica. Una segunda cohorte de tres pacientes recibié dos dosis, administradas dos meses. Una
tercera cohorte de seis pacientes recibio tres dosis, cada una administrada dos meses. A los seis (6) meses después
de la visita inicial y la infusién inicial de hCT-MSC, los pacientes regresaron para las evaluaciones clinicas de
seguimiento ( ver Figura 1 para el esquema de estudio). Se recopilaron entrevistas y encuestas adicionales a los
cuidadores a los 7-10 dias, 2 meses y 4 meses después de cada infusion, y a los 6 meses y 12 meses después de la
Gltima infusion de hCT-MSC para cada paciente.

Pacientes

Pacientes entre 2 y 11 afios de edad que cumplieron con criterios para un diagnéstico clinico de TEA basado en el
diagnoéstico y Statistical Manual of Mental Disorders, 52 Ed. (DSM-5) (DSM-5. American Psychiatric Association 2013;
Washington, D.C) fueron elegibles para su inclusion en el estudio. Se inscribieron doce nifios, tres hembras y nueve
varones, con una edad media de 6,4 afios (intervalo 4-9 afios). Once sujetos eran blancos, uno era asiatico; dos eran
hispanos o latinos. Se administraron un total de 27 dosis de hCT-MSC de 3 lotes diferentes. La dosis diana en cada
administracion fue de 2,0 x 108 TNC/kg (TNC = ndmero de células nucleadas totales). La media de la dosis real
infundida fue de 2,0 x 10® TNC/kg con una desviacion estandar de 0,4 x 108 TNC/kg. Un paciente recibié una dosis
baja de 1,79*10% TNC/kg (Paciente 12 en la infusion 3). El diagndstico de TEA del DSM-5 fue establecido por médicos
expertos y fundamentado por el Autism Diagnostic Observation Schedule, 22 Ed. (ADOS-2) (Lord C, y col. ADOS-2.
Torrence, CA: Western Psychological Services 2012) y el Autism Diagnostic interview, Revised (ADI-R) (Rutter M, y
col. ADI-R. Torrence, CA: Western Psychological Services 2008). Criterios de inclusién adicionales incluyeron (1) el
paciente se mantuvo estable con sus medicamentos actuales durante al menos 2 meses antes de la infusién, (2)
Prueba de X fragil realizada y negativa, (3) recuento absoluto de linfocitos normal (=1500/uL), (4 ) capacidad de viajar
a la Universidad de Duke hasta cuatro veces (momento inicial, cada dos meses para las infusiones posteriores y 6
meses después de la infusion inicial), (5) el paciente y los padres hablaban inglés y (6) el consentimiento de los padres.
Los criterios de exclusion incluyeron (1) antecedentes de terapia celular previa, uso de inmunoglobulina intravenosa
(IVIG) u otros medicamentos antiinflamatorios (con la excepcion de AINE), o terapia inmunosupresora actual o previa,
(2) genética conocida (p. ej., fragil X) sindrome u otra comorbilidad médica significativa, (4) infeccién activa o no
controlada conocida, como una infeccidon del SNC o VIH positivo, (5) trastorno médico conocido, como, entre otros, un
trastorno metabodlico, disfuncién mitocondrial, trastorno convulsivo no controlado, neoplasia maligna activa o neoplasia
maligna previa tratada con quimioterapia, trastorno de inmunodeficiencia primaria, citopenias autoinmunes,
dismorfologia fisica obvia que sugiere un sindrome genético, insuficiencia renal o hepdtica, deterioro sensorial o0 motor
significativo y (6) diagndstico conocido de Condiciones psiquiatricas coexistentes, que incluyen depresion, trastorno
bipolar, esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo y sindrome de Tourette.

Justificacion del estudio

La justificacion mecanicista para este estudio clinico plantea la hipétesis de que hCT-MSC puede actuar a través de
mecanismos paracrinos y alocrinos para modular la inflamacion continua y/o la patologia inmunitaria en el cerebro y
posiblemente proteger a las neuronas del dafio adicional. En muchos contextos, las MSC amortiguan, en lugar de
aumentar, las respuestas inmunoldgicas e inflamatorias. Mecanismos documentados incluyen cambios en las células
T efectoras tales como la generacidn de poblaciones reguladoras de células T y cambios en la generacidn de citocinas
de monocitos/células dendriticas que conducen a citocinas antiinflamatorias. Un régimen de dosificacion multiple
puede mejorar la tasa total y la duracién de la respuesta.
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Se ha demostrado que las MSC ejercen efectos inmunomoduladores (ver, Vellasamy y col., Cytotherapy 2016;
18(10):1270-1283; Gesundheit, y col.,, Med Hypotheses 2015; 84(3):169-177; Koh y col., J Neurosci 2015:
35(47):15649-15665; (Jaimes y col, Stem Cells 2016; doi;10.1002/stem.2541; andOoi y col,
Neuroimmunomodulation 2015; 22(4):233-242). No esta claro si estos fendmenos son causados por un efecto directo
de las MSC o estan mediados por otro mecanismo. La investigacion en la Universidad de Duke demostr6 que las hCT-
MSC producen y secretan multiples citocinas y quimiocinas mediante el uso de matrices de citocinas por RayBiotech
(Norcross, GA). Usando ensayos Bioplex y ELISA, se muestran los niveles medidos de citocinas/quimiocinas
seleccionadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Produccion de citocinas y quimiocinas por hCT-MSC.

Citocina/quimiocina Intervalo de sobrenadante P2, pg/mL
BioPlex
IL-6 178-1134
CCL2 /MCP-1 270 -453
CXCL1/GRODnO 250- 1280
CXCL5 880 - 3025
CXCLS8/IL-8 250 - 837
ELISA
Trombospondina-1 150 - 415
Un Bioplex ha validado muchos de los hallazgos de las matrices de citocinas.
Se han usado ensayos ELISA para cuantificar la produccién de trombospondina-1 y -2.

Procedimientos: infusién de hCT-MSC

Como se discutié anteriormente, el producto final se obtuvo a partir de los cultivos P2 que se cosecharon en plasmalyte
(Baxter Healthcare, Deerfield, IL) con albimina de suero humano al 5 % (HSA) (Grifols, Barcelona, Espafia), lavados
y criopreservados en criobolsas de 5 compartimentos (Syngen) en 5 mL que contienen 50-100 millones de células en
una concentracién final de 10 % de DMSO con dextrano (Akron Scientific, Boca Raton, FL). El dia de la administracion,
se descongelé un compartimento, se diluyé en 10-40 mL de soluciéon de plasmalyte IV, se coloc6 en una jeringa o
bolsa y se transport6 al lado de la cama para administracion durante 30-60 minutos.

Se seleccionaron tres lotes de hCT-MSC para este ensayo clinico. Cada lote se probd en 1-2 pacientes en cada nivel
de dosis, por Tabla 5. Un total de 12 pacientes se trataron con 3 regimenes de dosificacion. Para pacientes que
recibieron dosis multiples, cada dosis consistié en 2 x 10 8 Las hCT-MSC/kg y las dosis recibieron dos meses de
diferencia.

Tabla 5: Dosificacién del paciente y lote de células hCT-MSC dado.

# del paciente # de dosis # de Lote de hCT-MS
Cohorte 1 1 1 1 (GMP-047)
2 1 2 (GMP-051)
3 1 3 (GMP-058)
Cohorte 2 4 2 1 (GMP-047)
5 2 2 (GMP-051)
6 2 3 (GMP-058)
Cohorte 3 7 3 1 (GMP-047)
8 3 1 (GMP-047)
9 3 2 (GMP-051)
10 3 2 (GMP-051)
11 3 3 (GMP-058)
12 3 3 (GMP-058)
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Todos los sujetos recibieron al menos una infusién de células hCT-MSC alogénicas. El dia de la infusidn, las células
hCT-MSC fueron descongeladas y preparadas por el laboratorio CT2 GMP segun el procedimiento operativo estandar
y se proporcionaron para la infusion del paciente en la clinica bajo la supervision del equipo de estudio y el personal
del Programa de trasplante de médula y sangre pediatrica. Se obtuvieron signos vitales iniciales (frecuencia cardiaca,
presién arterial, temperatura, frecuencia respiratoria). La oximetria de pulso se controlé continuamente durante la
infusién y durante al menos 5 minutos después de la infusion. Se colocd un periférico IV por personal clinico, anestesia
0 un miembro del equipo de estudio. Después de la medicacién previa con Benadil (0,5 mg/kg IV) y Solumedrol
(0,5 mg/kg V), los pacientes recibieron hCT-MSC a una dosis de 2 x 10% células/kg de peso corporal, infundidas
durante 30-60 minutos. Se observé a los pacientes en |a clinica durante un minimo de 1 hora después de la infusion.
Los pacientes fueron dados de alta de la clinica después de al menos 1 hora una vez que todos los signos vitales
estuvieron en los niveles iniciales y los pacientes estaban asintomaticos sin evidencia de toxicidad. Los pacientes
fueron evaluados por el personal del estudio el dia después (en 24 horas de) la infusién para evaluar las reacciones
adversas relacionadas con la infusién o las complicaciones. Se realiz6 una llamada telefénica a padres/guardianes
por personal del estudio para evaluar la seguridad de la infusidén 7-10 dias después de la infusion.

Seguridad de las infusiones de hCT-MSC

El criterio de valoracion principal de este ensayo abierto de fase | fue de seguridad. Los resultados muestran que las
infusiones de hCT-MSC fueron bien toleradas. Se incluyeron (12) pacientes en el estudio para recibir una, dos o tres
infusiones de hCT-MSC. Todos los 12 pacientes completaron su (s) infusion (s) hCT-MSC. La evaluacién de los
eventos adversos a través del periodo de infusidn y 12 meses después de la infusion final indicé que el tratamiento
fue seguro y bien tolerado. Los eventos adversos fueron leves, esperados, y no relacionados con el producto de
estudio. No se informaron eventos adversos graves. Mas especificamente, se informaron tres reacciones en 2
pacientes en 24 horas de infusién. Un paciente en la Cohorte 2 experimenté alergia y hipotensién moderada después
de la infusion 2. Debido a una reaccién adversa de agitacion extrema a Benadil IV durante la infusion inicial, este
paciente recibio Atarax oral como premedicacion alternativa para la segunda infusion. Poco después del inicio de la
segunda infusion de hCT-MSC, la eritromia difusa desarrollada por el paciente y una tos seguida de hipotensién leve
e hipoxia. La infusion se detuvo inmediatamente y el paciente se recuperé completamente con un bolo liquido y una
dosis adicional de IV Solumel. El resto de la infusién de hCT-MSC se completd con éxito después de una dosis de
Benadil IV. Un paciente en la cohorte 3 experimentd hipotension moderada después de la infusidn 3 y recibid fluidos
IV adicionales.

Se informé un total de 53 eventos adversos no graves (EA) (53 Leve y 1 moderado) entre el 11 de 12 pacientes
inscritos (Figura 2). El evento que se produce mas frecuentemente fue la agitacidon (13 eventos, o0 26 % de los eventos
informados totales) seguido de otros sintomas psiquiatricos (7 eventos, 0 13 % de todos los eventos informados). La
agitacién contabiliza un tercer evento en la Cohorte 1, 1/2 de eventos en la Cohorte 2 y ~1/5 de eventos en la Cohorte
3. La mayoria de los informes de agitacion fueron después de la 1ra infusion (8 eventos) seguido de la 2a infusion (4
eventos) e 32 infusidn (1 evento). Todos los eventos de agitacion se informaron el mismo dia que la infusién y también
se resolvieron el mismo dia. Los 8 otros sintomas psiquiatricos se informaron en 5 sujetos: 1 sujeto/1 evento en la
Cohorte 1 y 4 sujetos/7 eventos en la Cohorte 3. Se produjeron seis de los sintomas psiquiatricos después de la
primera infusion y se produjeron 2 eventos después de la 32 infusion. El tiempo medio hasta el inicio de los sintomas
psiquiatricos después de la infusion fue de 20 dias (de = 15,2; Intervalo: 2-44 dias). Seis meses después de la dosis
inicial de hCT-MSC, se observo el desarrollo de anticuerpos HLA en 5 participantes que no tenian anticuerpos de HLA
detectables antes del tratamiento (datos no mostrados). Estas se continiian monitoreando y no han sido clinicamente
significativas.

Prueba de comportamiento

También se probé la viabilidad de la administracion y se describieron los resultados de varias medidas tipicamente
usadas para evaluar los resultados del comportamiento en nifios con TEA. Se evaluaron multiples medidas parentales-
nominales y con clasificacién clinica. El analisis de los primeros 10 pacientes mostré que 6 de 10 pacientes se
calificaron como que muestran una mejora en la Escala de Impresion Clinica Global (CGIl) y 7 de 10 pacientes
mostraron mejoras en la socializacién o subescalas de comunicacion de las escalas de comportamiento adaptativo de
Beheand (VAB). Se observaron mejoras significativas en el comportamiento de los pacientes en las medidas de
habilidades de comunicacién social informadas por los padres (Escala de comportamiento adaptativo de Vineland)
para los pacientes cuyo coeficiente intelectual no verbal era mas alto al inicio del estudio.

Los resultados de las evaluaciones de resultados conductuales se muestran en la Tabla 6. Las medidas que se
informan a continuacioén incluyen evaluaciones de habilidades de comunicaciones sociales (VABS) con aumentos de
3 puntos y anteriores que indican la mejora, gravedad de los sintomas del autismo (PDD-BI) con disminuciones
indicativas de la mejora, y juicio clinico experto (CGI) que varia de ninguna mejora, a mucha mejora. Cincuenta y ocho
por ciento (7/12) de los pacientes mostré una mejora en al menos 2/3 de las medidas, 42 % (5/12) mostroé una mejora
en las tres medidas, y 16 % (2/12) mostrd una mejora en 2/3 de las medidas. De los ocho nifios que mejoraron en 2/3
de las medidas de resultados, dos tenian una dosis, dos tenian dos dosis, y tres tenian tres dosis.
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Tabla 6: Evaluaciones de comportamiento, estudio de fase | de hCT-MSC en nifios con TEA

ID | Dosis | Sexo |IQ| VABS* | PDDBI CcaGl # de evaluaciones que indican
mejoria

1 1 M 62 -2 - Min 1

2 1 M 68 4 6 Min 2

3 1 M 45 22 -22 Min 3

4 2 F 59 0 -6 Gran parte 2

5 2 M 40 -10 -1 No 0

6 2 M 36 8 -22 Min 3

7 3 M 42 -2 0 No 0

8 3 M 54 -8 -4 No 1

9 3 M 71 -3 6 Min 1

10 3 M 82 19 -20 Min 3

11 3 F 59 4 -7 Min 3

12 3 F 95 7 -2 Min 3
VABS = Escala de comportamiento adaptativo de Vineland, tercera edicion (VABS-III),
Puntuacion estandar de socializacion, PDDBI = Inventario de comportamiento del trastorno
generalizado del desarrollo, Compuesto de autismo, CGI = Escala de mejora de impresion
clinica global
*Mejora clinicamente significativa = 3 puntos.

Discusién

En este estudio abierto de fase |, se evalu6 la seguridad y viabilidad de una, dos y tres infusiones intravenosas de
hCT-MSC en nifios jovenes con TEA. También se describieron cambios en diversas medidas de resultados funcionales
y de comportamiento para determinar cudales serian las mas adecuadas para su uso como criterios de valoracion en
futuros ensayos de terapia celular. Las evaluaciones de los eventos adversos durante los 12 meses posteriores a la
infusién indicaron que las infusiones de hCT-MSC fueron seguras y bien toleradas. Todos los eventos relacionados se
consideraron esperados, no relacionados con las hCT-MSC (producto del estudio) y se resolvieron sin secuelas.

Ejemplo 2. Estudio de fase II; Eficacia y seguridad de dosis intravenosas unicas y repetidas de hCT-MSC en nifios con
TEA.

Este estudio es un ensayo de fase Il, prospectivo, aleatorizado disefiado para evaluar la eficacia de la dosificacion
intravenosa de hCT-MSC en nifios jovenes con TEA. Nifios con edades de cuatro a ocho afios con TEA son elegibles
para participar. Todos los sujetos se tratan con hCT-MSC. Los sujetos aleatorizados al grupo A reciben dos dosis
intravenosas de 2 x 108 hCT-MSC por kilogramo, una al inicio del estudio y una a tres meses, seguido de una infusion
de placebo ciega a los seis meses. Los sujetos aleatorizados al grupo B reciben dos infusiones de placebo, una al
inicio del estudio y uno a tres meses, seguido de una dosis intravenosa de 2 x 106 hCT-MSC por kilogramo a los seis
meses (ver Figura 3A). Todos los participantes tienen una evaluacion clinica inicial para verificar el diagnéstico de TEA
y confirmar la elegibilidad del protocolo. El criterio de valoracion principal es el cambio en las habilidades de
comunicacién social (un sintoma central del autismo) desde el inicio hasta seis meses después de la infusion inicial
de hCT-MSC

segun lo medido por el formulario de entrevista de |la encuesta de la Escala de comportamiento adaptativo de Vineland
(VABS) -3, puntuacién estandar de la subescala de socializacidn. Los criterios de valoraciéon secundarios clave
incluiran la puntuacién estandar de subescala de comunicacién VABS-3, la puntuacion compuesta de PDD-BI, la
Escala de Impresion Clinica Global y la gravedad y mejora, y la puntuacion cruda de prueba de Vocabulario de una
sola Palabra Expresiva. Los analisis exploratorios comparan la medida del resultado primario en este estudio con el
mismo resultado observado en una cohorte de nifios similares con TEA que participan en un estudio longitudinal del
historial natural de TEA realizado en el Instituto Nacional de Salud Mental (NIMH). Las medidas de resultado
especificas de TEA adicionales, descritas a continuacion, se evalGan al inicio, seis y 12 meses. Se recogen y describen
evaluaciones de seguridad que incluyen reacciones de infusiéon agudas, incidencia de infecciones y marcadores de
aloinmunizacién. La duracion de la participacion en el estudio es de 12 meses desde el momento de la primera infusion
de hCT-MSC.
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Objetivos del estudio

Objetivo primario: Determinar la eficacia de hCT-MSC para mejorar las habilidades de comunicacion social en nifios
con TEA.

Objetivo secundario: Describir la gravedad de los sintomas del autismo, la mejora global evaluada por el médico y
los cambios en la capacidad del lenguaje después del tratamiento con hCT-MSC.

Objetivos exploratorios: (1) Describir diferencias en las habilidades de comunicacién social entre sujetos tratados
con hCT-MSC en este estudio con nifios con TEA de un intervalo de edad similar observado en un estudio longitudinal
del historial natural de TEA patrocinado por NIMH. (2) Describir cambios en comportamientos adaptativos y habilidades
motoras después del tratamiento con hCT-TEA. (3) Describir cambios en IRM, EEG, medidas de atencién ocular y
analisis de visidn por ordenador de los sintomas del autismo después del tratamiento con hCT-MSC.

Disefio del estudio
Disefio general

Este es un estudio prospectivo, aleatorizado, de fase Il, de un solo sitio, de infusion intravenosa de hCT-MSC en 60
nifios de 4 a 8 afios con TEA. Todos los sujetos se tratan con hCT-MSC con un esquema de aleatorizacién 1:1 que
prueba diferentes esquemas de dosificacién (ver Figura 3A y Figura 3B). El criterio de valoracién principal es el cambio
en las habilidades de comunicacién social (un sintoma central del autismo) desde el valor de referencia hasta seis
meses después de la infusién inicial de hCT-MSC, medida por Formulario de Entrevista de Encuesta de la Escala de
Comportamiento Adaptativo de Vineland (VABS)-3, Puntuacién Estandar de Subescala de Socializaciones. La
duracion de la participacion en el estudio es de 12 meses desde el momento de la primera infusiéon de hCT-MSC.

Criterios de valoracion del estudio

Criterio de valoracion principal: El criterio de valoracion principal de este estudio es el cambio en las habilidades de
socializacién (un sintoma central del autismo) desde el valor de referencia hasta seis meses después de la infusién
inicial de hCT-MSC, medida por la Puntuacion Estandar de Socializacion VABS-3. Grupos A&B (exposicion total de 6
x 108/ kg en una dosis (nica) se comparan con Grupos C&D (exposicién total de 6 x 106/ kg en 3 dosis igualmente
divididas). Grupos A&C y B&D se comparan con el grupo de control de Placebo externo del ensayo de DukeACT.

Criterios de valoracién secundarios: El cambio medido en los siguientes criterios de valoracion desde el valor de
referencia hasta seis meses se compara entre Grupos A&B, C&D, y el grupo de Placebo de DukeACT.

1. Puntuacién Estandar de Comunicacién VABS-3.
2. CGI-Sy CGI-I.
3. Prueba de Vovabulario de Imagen de una Palabra Exprtesiva

Criterios de valoracion exploratorios: El cambio medido desde el valor de referencia hasta doce meses se evalla
en las siguientes medidas de resultados. Los grupos A, B, C y D se comparan entre si y al grupo de Placebo del
ensayo de DukeACT.

1. Puntuacién Estandar de Socializacion VABS-3.
2. Puntuacién Estandar de Comunicaciéon VABS-3.
3. Compuesto de Comportamiento Adaptativo VABS-3 y puntuaciones de subescalas de Habilidades de la vida

diaria, Comunicacion y Habilidades motoras.

4. Medidas de IRM.

5. Medidas de EEG.

6. Atencion evaluada mediante seguimiento ocular.

7. Sintomas de autismo evaluados mediante analisis de visién por ordenador (CVA).

Criterios de valoraciéon de seguridad: La seguridad de la infusion de hCT-MSC en nifios con TEA se evalla
mediante:

1. Incidencia y gravedad de reacciones a la infusion.

2. Incidencia y gravedad de infecciones relacionadas con el producto.
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3. Evidencia de aloinmunizacion a través de anticuerpos anti-HLA y anti-RBC y marcadores no especificos de
inflamacién sistémica (ESR, CRP).

4, Incidencia y gravedad de enfermedad injerto vs. huésped.

5. Incidencia y gravedad de acontecimientos adversos inesperados, en relacion con el producto de estudio.
Seleccion y aislamiento de participantes en investigacién

Poblacién de estudio

Sesenta nifios de 4-8 afios con un diagndstico confirmado de TEA.

Criterios de inclusion

1. Edad = 4 afios a <9 afios (8 afios, 364 dias) en el momento del consentimiento.

2. Diagnéstico clinico DSM-5 confirmado del trastorno del espectro autista usando el DSM-5. Lista de
verificacion segun lo informado por la Escala de Observacion de Diagnéstico de Autismo - 2.

3. Prueba Fragil X realizada y negativa; Se realizd CMA y/o secuenciacién completa del exoma y los resultados
no estan relacionados con el diagnéstico de autismo.

4, Estable en el régimen de medicacion psiquiatrica actual (dosis y programa de dosificacion) durante al menos
2 meses antes de la infusién del producto de estudio.

5. Recuento absoluto de linfocitos (= 1500/uL).
6. Participante y padre/guardian estan hablando en inglés.
7. Capaz de viajar a la Universidad de Duke tres veces (valor de referencia, tres meses, seis meses) y el

padre/tutor puede participar en encuestas y entrevistas provisionales.
8. Consentimiento paterno.

Criterios de exclusién

1. General:
a. La revision de los registros médicos indica que no es probable que se diagnostique TEA.
b. Diagnéstico conocido de cualquiera de las siguientes condiciones psiquiatricas coexistentes: depresion,

trastorno bipolar, esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo asociado con trastorno bipolar, sindrome de Tourette.

C. Los datos de deteccion sugieren que el participante no seria capaz de cumplir con los requisitos de los
procedimientos del estudio segun lo evaluado por el equipo del estudio.

d. Familia estd ausente o no es posible comenzar a participar en todas las evaluaciones relacionadas con el
estudio, incluido el seguimiento del protocolo.

e. Un hermano esta inscrito en este estudio (Duke hCT-MSC).
2. Genética:
a. Los registros indican que el nifio tiene un sindrome genético conocido tal como (pero no limitado a) sindrome

de Fragil X, neurofibromatosis, sindrome de Rett, esclerosis tuberosa, mutaciéon de PTEN, fibrosis quistica, distrofia
muscular o un defecto genético que se sabe definitivamente que estan asociados con TEA.

b. Mutacion patégena conocida o variacion en el nimero de copias (CNV) asociada con TEA (por ejemplo,
16p11.2, 15913.2, 2q13.3).

3. Infeccioso:

a. Infeccién de SNC activa conocida.
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b. Evidencia de infeccién descontrolada basada en registros o evaluacién clinica.

C. Positividad para VIH conocida.

4. Médicos:

a. Trastorno metabdlico conocido.

b. Disfuncion mitocondrial conocida.

C. Historial de epilepsia inestable o trastorno de convulsiones no controladas, espasmos infantiles, sindrome de

Lennox Gastaut, sindrome de Dravet u otro trastorno de convulsiones cronicas similares.

d. neoplasia maligna activa o malignidad previa que se traté con quimioterapia

e. Historial de un trastorno de inmunodeficiencia primaria.

f. Historial de citopenias autoinmunitarias (es decir, ITP, AlHA).

g. condicion médica coexistente que coloque al nifio en un mayor riesgo de complicaciones por los

procedimientos del estudio.

h. Enfermedad genética o adquirida concurrente o comorbilidad(es) que podrian requerir un trasplante futuro de
células madre.

i Deterioro sensorial significativo (p. €j., ceguera, sordera, discapacidad auditiva no corregida) o motora (p. €j.,
paralisis cerebral).

j. Funcién renal o hepatica alterada segun lo determinado por la creatinina sérica >1,5 mg/dL o bilirrubina total
>1, 3 mg/dL, excepto en pacientes con enfermedad de Gilbert conocida.

k. Anomalias hematoldgicas significativas definidas como: Hemoglobina < 10,0 g/dL, WBC < 3.000 células/mL,
ALC < 1000/uL, Plaquetas < 150 x 10%uL.

l. Evidencia de dismorfologia fisica clinicamente relevante indicativa de un sindrome genético seguin la
evaluacién de los Pls u otros investigadores, incluidos un genetista médico y psiquiatras capacitados en identificar
caracteristicas dismorficas asociadas con condiciones del desarrollo neuroldgico.

5. Terapia actual/ anterior:

a. Disponibilidad de una unidad de sangre de corddn umbilical autédloga calificada y almacenada.

b. Historial de terapia celular anterior.

C. Uso actual o anterior de IVIG u otros medicamentos antiinflamatorios con la excepcion de los AINE.
d. Terapia inmunosupresora actual o anterior;

i Sin tratamiento con esteroides sistémicos que haya durado > 2 semanas y sin esteroides sistémicos en los 3
meses anteriores a la inscripcion. Se permiten los esteroides topicos e inhalados.

Aislamiento temprano de los participantes en la investigacién

Criterios de eliminacion de la terapia de protocolo: (a) Diagnostico de una enfermedad genética mientras esta en
evaluacién o en estudio. (b) Cambio en el estado médico que impide la participacién en el estudio.

Los pacientes que estan fuera de la terapia de protocolo deben seguirse hasta que cumplan con los criterios del estudio
(ver mas abajo). Los datos de seguimiento se obtendran en los participantes fuera del protocolo a menos que se retire
el consentimiento. Los sujetos que sean retirados del estudio antes de la infusiéon de hCT-MSC se consideraran no
evaluables y pueden ser reemplazados por otro sujeto.

Criterios de retirada del estudio:

1. Muerte.

2. Pérdida de seguimiento.
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3. Aislamiento del consentimiento para cualquier coleccién adicional de datos.
4, Finalizacién de la visita final del estudio.
Células estromales mesenquimales derivadas del tejido del corddn umbilical humano (hCT-MSC)

Las hCT-MSC son un producto de células alogénicas fabricadas a partir de tejido del cordén umbilical digerido que se
expande en cultivo, se criopreserva y se almacena. Las hCT-MSC se fabrican a partir de tejido del cordén umbilical
donado al Carolinas Cord Blood Bank, un banco publico de sangre de cordén umbilical acreditado por FACT y con
licencia de la FDA en el Centro Médico de la Universidad de Duke, después del consentimiento informado por escrito
de la madre del bebé. El tejido del cordén umbilical se extrae de las placentas de bebés varones nacidos por cesarea
electiva después de un embarazo normal a término. Los cuestionarios de deteccidon de donantes se completan por el
donante materno, y la sangre materna se prueba para enfermedades comunicables mediante el laboratorio de
deteccidn de donantes certificado por CLIA en la Cruz Roja Americana en Charlotte, NC. Las donantes deben ser
elegibles para la donacién a un banco de sangre de cordén umbilical publico para uso alogénico. Después de la
expulsion de la placenta y el cordén umbilical, la sangre del cordén umbilical se drena asépticamente de la placenta.
Luego, el corddn se secay se limpia con cloropreps, se separa de la base de la placenta, se coloca en un frasco estéril
que contiene Plasmalyte A y se transporta al laboratorio de procesamiento de células Robertson CT2 GMP a
temperatura ambiente en un recipiente validado.

En el conjunto de fabricacidn de sala limpia, en una cabina de bioseguridad, el tejido del cordén umbilical se retira del
medio, se coloca en platos estériles, se corta en piezas pequefias y luego se trocea y se digiere en el Miltenyi Biotec
GentleMacs Octo Dissociator con enzimas de grado GMP: hialuronidasa, DNasa, colagenasa, papaina. La suspensién
celular resultante se coloca en cultivo en medios de expansion XSFM (Irvine Scientific) Primario XV MSC con lisado
plaquetario al 1 % y se cultiva hasta confluencia (- 7-14 dias) para establecer el cultivo P0. Para establecer el banco
de células maestro, PO se recoge y se crioconserva en crioviales con medio Cryostor 10 (BioLife) y se almacenaen la
fase de vapor del nitrégeno liquido. Los cultivos P1 y P2 se cultivan en condiciones similares, en hipermatraces o
hiperpilas sin lisado plaquetario, segin sea necesario para crear el banco de células de trabajo y el producto para la
administracion, respectivamente. Las células de P1 y P2 se retiran del material de cultivo plastico usando TrypLE
(Gibco). El producto final se deriva de los cultivos P2 que se recogen en plasmalyte con albimina sérica humana al
5 %, se lavan y se criopreservan en criobolsas de 5 compartimentos (Syngen) en 5 mL que contienen 50-100 millones
de células en una concentracion final de DMSO al 10 % con dextrano (Akron Scientific). El dia de la administracion,
se descongela un compartimento, se diluye en 10-40 mL de soluciéon de plasmalyte IV, se coloca en una jeringa o
bolsa y se transporta a la lateral de la cama para administracion durante 30-60 minutos.

En cada pasaje, el producto celular se caracteriza por evaluar el fenotipo de la superficie celular mediante citometria
de flujo y ensayos funcionales mediante la proliferacién de células T y modelos organotipicos de la activacion
microglial. Cada lote, antes de la crioconservacion de P2, también se ensayara para determinar la esterilidad,
endotoxina y micoplasma y estas pruebas deben cumplir con las especificaciones. Para la dosificacién, las pruebas
de liberacion después de descongelar y diluir incluiran TNCC y viabilidad a través de celometer. Los cultivos de
esterilidad (14 dias) también se inician pero los resultados no estan disponibles en el momento de la infusion. Los
pacientes se dosifican con 2 x 106 hCT-MSC/kg basandose en el recuento posterior a la descongelacion.

Seleccion y prueba de donantes

La seleccion y las pruebas de los donantes se realizan segun los procedimientos operativos estandar del Carolinas
Cord Blood Bank para cumplir con todos los requisitos de 21 CFR Parte 1271. La deteccién y las pruebas estan
actualizadas con las recomendaciones y estan aprobadas por la FDA bajo el nimero de licencia biolégica 1870. Los
donantes maternos de sangre del cordén umbilical se seleccionan y prueban para VIH-1, VIH-2, virus de la hepatitis
B (VHB, antigeno de superficie y nucleo), virus de la hepatitis C (VHC), Treponema palidum (sifilis), CJD (solo
deteccidn), Chagas, virus linfotropicos T humanos tipos 1y 2 (HTLV-1, HTLV-2) y CMV. Las pruebas de acido nucleico
para HIV-1/2/0, VHB, WNV y VHC también se realizan en sangre materna. También se puede realizar la deteccion
para el virus de Zika.

Proceso y formulacion Final

Las hCT-MSC se fabrican a partir de un solo tejido del cordén umbilical en una serie de tres pasos que generan un
banco de células maestro, un banco de células de trabajo y el producto de estudio. El producto para cada paso se
congela y se almacena en fase de vapor en el congelador de nitrégeno liquido. En P2, una criobolsa representativa se
descongela y califica antes del tratamiento de cualquier paciente con ese lote de producto. Los ensayos incluyen
recuento celular, viabilidad, fenotipo, ensayos funcionales, endotoxina, micoplasma, tincién de gram y esterilidad.

El dia del tratamiento, las células se descongelan por SOP CT2-MSC-0086, se diluyen en 10-40 mL de plasmalyte-A +
5% de HSA, y una alicuota retirada para el recuento celular, la viabilidad y el cultivo de esterilidad. Si las células
cumplen con los criterios de liberacion, el volumen del producto final se ajusta para suministrar la dosis adecuada (2
0 6 x10° células/kg) al sujeto del estudio. Las células se entregan junto a la cama en una bolsa o jeringa que contiene
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plasmalito A, HSA al 5 % y DMSO residual. Cualquier suspension celular retirada se inocula en botellas de cultivo
aerobicas y anaerobicas para pruebas de esterilidad. Las células tienen una caducidad de cuatro horas después de la
descongelacion.

El producto final hCT-MSC se libera condicionalmente para la administraciéon al paciente después de probar un
recuento y viabilidad de células después de la descongelacion. La liberacién final se producira después del periodo
de cultivo de esterilidad de 14 dias para el producto de estudio. En el caso de que un cultivo de esterilidad se active
después de la administracion del producto, se identifica el organismo y se realizan sensibilidades antibiéticas. La
familia del paciente se pone en contacto para determinar si son sintomaticas (es decir, fiebre). Los pacientes
asintomaticos no se trataran con antibioticos. Los pacientes sintomaticos se evallan y tratan en consecuencia, con
cultivos sanguineos y antibiéticos segun sea apropiado. Todos los pacientes que reciben un producto con prueba de
esterilidad positiva posterior se siguen con contacto diario por una enfermera del estudio durante 14 dias después de
que se indique la prueba de esterilidad positiva.

Producto de placebo

Las hCT-MSC crioconservadas que se han descongelado para la administracién tienen un aroma distintivo debido al
DMSO usado en la crioconservacion. Para que los pacientes y las familias sean verdaderamente ciegos al tipo de
infusién que reciben, el producto placebo debe ser similar tanto en el aspecto como en el olor. Por lo tanto, el producto
placebo es acelular y consiste en plasmalyte-A con DMSO al 1 % que son ingredientes estandar en productos
celulares. El volumen de producto de placebo es de 10-40 ml, que es el mismo intervalo usado para el producto hCT-
MSC. La solucién de placebo se coloca en el mismo recipiente final, por lo que el personal clinico, los pacientes y las
familias permanecen ciegos para el producto de estudio o placebo en el momento de la infusién de seis meses.

Administracién del producto

Los pacientes se admiten en el centro de infusion el dia de su infusion programada. Los pacientes pueden requerir
cierta sedacion antes de la colocacion IV si no pueden permanecer inmdviles o cooperar. El personal clinico o del
estudio coloca una via intravenosa periférica. Los pacientes se premedican con Benadil 0,5 mg/kg/dosis IV y Solumel
0,5-1 mg/kg IV. Las hCT-MSC o el producto de placebo se administran por via intravenosa durante 30-60 minutos.
Los signos vitales (frecuencia cardiaca, presion arterial, temperatura, frecuencia respiratoria) se intentan al llegar a la
clinica y se controlan segun esté clinicamente indicado. La oximetria de pulso se controla continuamente durante la
infusién y durante al menos 5 minutos después de la infusion. Se debe observar a los pacientes un minimo de 15-30
minutos después de la infusion.

Seguimiento de seguridad

El dia 1 después de cada infusién, el personal del estudio se observa para evaluar las reacciones adversas
relacionadas con la infusién o las complicaciones. A los 7-10 dias después de cada infusion, un miembro del equipo
del estudio entra en contacto con el padre o el tutor por teléfono o correo electrénico para evaluar el estado del paciente
y cualquier evento adverso. Un cuestionario se administra en cada visita posterior y a los 6 y 12 meses para evaluar
los eventos adversos graves. PRA se obtiene antes del tratamiento y a los 6 y 12 meses después de la dosificacion
de MSC.

Plan de estudio
Descripcion general

Una vez que se completa toda la deteccidn y es probable que el paciente cumpla los criterios de estudio, el paciente
viajara a Duke para su primera visita. El dia 1, se obtiene el consentimiento informado y la elegibilidad del paciente se
determina mediante una observacién fisica y la verificacion del diagnéstico TEA por los criterios de DSM-5. Si el nifio
se considera elegible, se inscribe en estudio y se aleatoriza a una de las cohortes de dosificacion de hCT-MSC.
Durante su primera visita, también sufre evaluaciones clinicas y neuropsicologicas adicionales, pruebas de EEG,
seguimiento ocular y evaluaciones de CVA, e IRM. Los participantes se evaltan el dia después de cada infusion en
persona o por llamada telefonica y los padres se ponen en contacto 7-10 dias después de cada infusiéon para seguir
la evaluacion de seguridad. Los participantes vuelven a Duke para las infusiones de hCT-MSC planificadas y el
monitoreo, y a los seis y 12 meses después de su dosis inicial para el seguimiento clinico, neuropsicoldgico, EEG, el
seguimiento ocular, el CVA y el seguimiento de seguridad.

Evaluacién de pacientes

La evaluacion del estudio se realiza bajo un protocolo de evaluacién aprobado por IRB separado (Pro00063563). En
este protocolo, después de que se obtiene el consentimiento informado por escrito de un padre/guardian, los registros
médicos y psicolégicos del paciente, los registros de la escuela, las fotografias, los videos conductuales y los
resultados de todas las pruebas genéticas se obtienen y revisan por dos equipos. La revision médica la lleva a cabo
un equipo de enfermeras pediatricas, enfermeras practicantes y médicos para identificar la presencia de cualquier
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criterio de exclusidon metabdlico, inmunolégico, neuroldgico, sensorial, genético o de laboratorio. Si no se identifican
tales criterios de exclusion, la revision psiquiatrica se lleva a cabo mediante una combinacién de psicologos,
psiquiatras y trabajadores sociales con experiencia en el diagnéstico y tratamiento de nifios con TEA. Realizan una
revisién exhaustiva de los registros psicolégicos del paciente, asi como de los registros escolares y de terapia
disponibles. El equipo de deteccion psiquiatrico llevara a cabo la evaluacion ADI-R. Ambos equipos revisan las
fotografias y los registros del paciente para evaluar las caracteristicas dismorficas. Cualquier paciente con
caracteristicas faciales cuestionables o hallazgos en pruebas genéticas es revisado por un geneticista médico con
experiencia en afecciones genéticas asociadas con TEA. Un paciente debe ser aprobado por equipos de deteccion
médicos y psiquiatricos para proceder con un laboratorio o teléfono adicional o una evaluacion en la persona y la
inscripcion del estudio. Si surge una preocupacién por una afeccion o hallazgo genético previamente no diagnosticado
durante el proceso de deteccidn, esto se discutira con el/los padre(s)/guardian(es) del paciente y se hara referencia a
un proveedor médico o psiquiatrico apropiado para la evaluacidn y el tratamiento, si se indica.

Infusiones de estudio

Todos los sujetos reciben al menos una infusién de células hCT-MSC alogénicas. El dia de la infusién, las células
hCT-MSC o un producto placebo se descongelan y se preparan por el laboratorio CT2 GMP y/o Cell Stem Cell Lab
por procedimiento de funcionamiento estandar y se proporcionan para la infusion del paciente en la clinica bajo la
supervision del equipo del estudio y del personal del programa de trasplante de médula dental. Se obtienen signos
vitales iniciales (frecuencia cardiaca, presion arterial, temperatura, frecuencia respiratoria). Se colocara un IV periférico
por personal clinico, anestesia o un miembro del equipo del estudio. Antes de la infusién, se administran los
premedicamentos (Benadil, Solumedrol). El producto de estudio se infunde durante 30 minutos. El nifio se observa en
la clinica durante un minimo de 15-30 minutos después de la infusion. Se intentan liquidos intravenosos (D5 % NS) a
1,5 de mantenimiento. Los pacientes son dados de alta de la clinica después de al menos 1 hora, siempre que todos
los signos vitales estén en sus valores de referencia y estén asintomaticos sin evidencia de toxicidad. Los pacientes
se evallan al estudiar el personal del estudio después de la infusién para evaluar cualquier reacciéon o complicaciones
adversas relacionadas con la infusion. Una llamada telefénica a padres/guardianes por personal del estudio para
evaluar la seguridad de la infusién se realiza 7-10 dias después de la infusion.

Si un paciente tiene evidencia de enfermedad en el dia de la infusién planificada, que incluye, pero no se limita a la
fiebre > 38,5 °C, vomitos, diarrea o dificultad respiratoria, la infusién se pospone.

Cuidado durante eventos inesperados

En el caso de que un paciente desarrolle signos o sintomas de anafilaxia, incluyendo urticaria, dificultad respiratoria,
tos, sibilancia o vémitos durante su infusion del estudio, la infusidn se termina y se inicia la terapia médica apropiada.

Evaluaciones

Tabla 7. Evaluaciones médicas y de seguridad.

Instantes?
Deteccion| Valor de | Cada dosis |7-10 dias| 6 12 meses
referencia| de hCT- | después |[meses
(Visita 1) MSC o de MSC
placebo
CBCD*, CMP*, HLA de paciente, X
X Fragil, CMA/WES
Revisioén de registros anteriores X
*videos
Historial y Fisico X X X X
Muestras para almacenamiento X
de ADN & células
mononucleares viables, extracto
de ADN y mantenimiento
CBCD, CMP, Coombs directo e X* X (CBC & X X (PRA
indirecto (T&S), Deteccién de CMP solamente)
anticuerpos HLA (PRA), ESR, solamente)
CRP, Panel de reconstitucion
inmunitaria, Perfil inmunolégico
humoral, Panel de derivacion de
donantes
Evaluaciéon neuropsicolégica X X X
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Instantes?
Deteccion| Valor de | Cada dosis |7-10 dias| 6 12 meses
referencia| de hCT- | después [meses
(Visita 1) MSC o de MSC
placebo

IRM X X
Evaluacion de seguridad en X X X
persona (Dia posteriora la
infusioén)
Evaluacién de seguridad - X
llamada telefénica/encuesta

*CBCD & CMP se puede obtener en la visita inicial o dentro de los 6 meses antes del consentimiento;
HLA, X Fragil, CMA/WES en cualquier momento antes de la inscripcion.

*# Evaluaciones de seguridad y retorno deben realizarse dentro de un mes del momento indicado.

Tabla 8. Evaluaciones diagnésticas, conductuales, neurocognitivas y neurofisioldgicas.

Medicién Tiempo Instantes”
[min] Valor de 3 mese 6 9 meses 12
referencia | (remoto) | meses | (remoto) | meses
(visita) (visita) (visita)

Evaluacion médica |Entrevista de diagnéstico de 90-150 X (visita
previa a la visita  |autismo, revisado, Version previa)
con los padres acortada (ADI-R)
Evaluacion del Observacion de diagnostico de | 45-60 X X X
médico con el nifo |autismo, 22 Ed. (ADOS -2)

Escalas de Mullen de 60 X

Aprendizaje Temprano, Edicién

AGS (MSEL)

Escalas de capacidad 45 X

diferencial, 22 Ed. (DAS-II)

Interaccion entre padres e hijo 12 X X X

(busqueda de proximidad) (PCI)

Prueba de vocabulario 10-30 X X X

expresivo con imagenes de una

palabra, 4.2 ed. (EOWPVT-4)
Evaluaciones Ensayo electrofisiolégico (EEG) 20 X X X
:Isr:?:!gglaclzz ¥:on el Seguimiento de mirada ocular 10-15 X X X
n‘;ﬁo' de estimulo Social (EGT)

Andlisis de visidn por ordenador 10 X X X

(CVA)
Evaluacion clinica |Escalas de comportamiento 60 X X X
con padres adaptativo de Vineland, 32

edicién, Formulario de

Entrevista de Encuesta (VABS-

3)
Cuestionario a los |Inventario de conducta y 30 X X X X X
Padres trastorno generalizado del

desarrollo (PDDBI)

Historial de intervencion* 15 X X X X X

La herramienta de evaluacién 10 X

de exposiciones en la vida

temprana (ELEAT)

Lista de verificacion de 10 X X X X X

comportamiento aberrante:

comunidad

Cuestionario de experiencias 10 X

sensoriales 2.1
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Medicion Tiempo Instantes*
[min] Valor de 3 mese 6 9 meses 12
referencia | (remoto) | meses | (remoto) | meses
(visita) (visita) (visita)
Inventario Breve de Calificacion 15 X X X

del Funcionamiento Ejecutivo
(BRIEF) o BRIEF-Preescolar
(BRIEF-P)

PedsQL-Inventario de sintomas 10 X X X
gastrointestinales (PedQL)

Otras Manual estadistico de 3-5 X X X
Evaluaciones diagnoéstico 5-Lista de
Clinicas verificacion (DSM-5)

Impresion clinica global: 15 X X X
gravedad y mejora

*El historial de intervencion se recogera mensualmente.

*# Las evaluaciones deben realizarse dentro de un mes del momento indicado.

Consideraciones estadisticas

Este es un sitio unico, Fase Il, estudio prospectivo de infusion intravenosa hCT-MSC en 60 nifios de 2-7 afios con
TEA. Todos los sujetos se tratan con hCT-MSC. Los sujetos se asignan al azar a uno de los cuatro esquemas de
dosificacién mediante el uso de una asignacién uniforme. La duracién de la participacion en el estudio es de 12 meses
desde el momento de la primera infusion de hCT-MSC. Se usa un grupo de control externo para evaluar la eficacia.

Duracion del estudio: Los participantes de la investigacidn se inscriben en el estudio durante 12 meses después de
la administracion de su primera dosis de hCT-MSC.

Caracteristicas demograficas y del valor de referencia: Las caracteristicas demograficas y del valor de referencia
se resumen para todos los participantes de la investigacion. Las caracteristicas a examinar incluyen la edad, el sexo,
la raza/etnia y el estado de comportamiento inicial.

Criterio de valoracion principal: El criterio de valoracion principal de este estudio es el cambio en las habilidades de
comunicacién social (un sintoma central del autismo) desde el valor de referencia hasta seis meses después de la
infusién inicial de hCT-MSC, medida por el Formulario de Entrevista de Encuesta de la Escala de Conducta Adaptativa
de Vineland (VABS) -3, Puntuacion Estandar de Subescala de Socializaciones. Grupos A&B (exposicidn total de 6 x
10%/ kg en una dosis Gnica) se comparan con Grupos C&D (exposicién total de 6 x 10% / kg en 3 dosis igualmente
divididas). Los grupos A&C y B&D también se compararan con el grupo de control de Placebo externo del ensayo de
DukeACT. Los andlisis de los grupos A Pedal D individualmente se incluyen en los analisis exploratorios.

Tamaio de muestra y calculos de potencia: Lo siguiente supone que los datos de nivel de paciente de DukeACT
se agrupan con los datos del presente estudio para su analisis. La evaluacion de la potencia estadistica supone un
modelo lineal general (GLM) se ajusta para predecir la puntuacion estandar de Socializaciéon VABS-3 del mes 6
mediante el uso de la puntuacion del valor de referencia, la edad, el cociente de desarrollo no verbal (NVDQ) y el
indicador de estudio (DukeACT o el presente estudio) como covariables continuas. Se supuso una correlacién multiple
de R=0,85 (R-cuadrado=0,7291) entre las covariables y el puntaje 6 de Mes basandose en datos ciegos del analisis
provisional del estudio de DukeACT (N=119), y bajo la suposicién de una variabilidad limitada entre estudios basada
en criterios similares de elegibilidad en el presente estudio y DukeACT.

La potencia estadistica se calculé suponiendo que los contrastes se derivarian de los GLM para comparar los grupos
A_npp; B (exposicion total de 6 x 10 & kg en una dosis Gnica) y C&D (exposicidn total de 6 x 10% / kg en 3 dosis
igualmente divididas) al grupo placebo DukeACT y entre si. Las hipotesis estadisticas relacionadas con estos
contrastes se describen en la Tabla 9 a continuacién.

Tabla 9. Hipdtesis estadisticas relacionadas con el estudio.

Contraste Hipotesis Nula

Efecto principal del tratamiento HO: MA = Uplacebo = 0 'y

MB = Mplacebo = 0 y

Mc = Mplacebo = 0 y
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Contraste Hipotesis Nula
MD - Mplacebo = 0
Dosis Unica vs. placebo HO: MA = Uplacebo = 0 'y
MB - Mplacebo = 0
Tres dosis vs. placebo HO: M¢ - Mplacebo = 0y
MD - Mplacebo = 0
Dosis Unica vs. tres dosis HO: Yo(Ma + uB) - Ya(Uc + up) =0

Se usaron tamafios de efecto estandarizados para expresar tres hipétesis alternativas probables para las cuales se
calcul6 la potencia suponiendo una muestra de 15 pacientes en cada uno de los brazos A, B, C y D y 60 del grupo de
Placebo con ACT. Los célculos de potencia asumen un alfa de prueba de 0,0125 (dividiendo el alfa de los experimentos
de ,05 entre 4 pruebas de hipétesis como se muestra en la Tabla 10 a continuacién) y suponiendo las covariables
continuas mencionadas anteriormente y la correlacion multiple. Todos los andlisis se realizaron mediante el uso de
PROC GImower en SAS v9.4 (SAS Institute, Cary, NC).

Tabla 10. Analisis estadisticos.

HA Cohen's ¢ Tipo de Comparacion DF de Energia
prueba? prueba
Respuesta a dosis Efecto Cualquier hCT-MSC vs.
- L 4 0,991
lineal Principal Placebo
0,33 Contraste 1 Dosis vs. Placebo 2 0,512
0,5 Contraste 1 Dosis vs. 3 dosis 1 0,534
0,67 Contraste 3 Dosis vs. Placebo 2 0,997
Comun Efeqto Cualquier hCT-MSC vs. 4 0963
Principal Placebo
Efect_o del 0,5 Contraste 1 Dosis vs. Placebo 2 0,920
tratamiento 0 Contraste 1 Dosis vs. 3 dosis 1 0,013
0,5 Contraste 3 Dosis vs. Placebo 2 0,920
Efecto de un solo Efecto Cualquier hCT-MSC vs.
e 4 0,914
grupo ¢ Principal Placebo
0 Contraste 1 Dosis vs. Placebo 2 0,013
0,5 Contraste 1 Dosis vs. 3 dosis 1 0,916
0,5 Contraste 3 Dosis vs. Placebo 2 0,920
Los tamafios de muestra son: 1 Dosis (N=30 [Grupo A=15, Grupo B = 15]), 3 dosis (N=30
[Grupo C=15, Grupo D=15]), Placebo (N=60) y cualquier hCT-MSC (N=60 [Grupo A+B+C+D]).
HA=hipdtesis alternativa. GL=grados de libertad.
a. El alfa en forma de prueba es 0,0125 para todas las pruebas bajo cada HA
b. Potencia representa el error de Tipo | por comparacion en este caso, ya que no hay diferencia
entre los grupos que se comparan bajo la hipétesis alternativa
c. El ejemplo muestra el efecto de tratamiento localizado en el grupo de 3 dosis, pero las
mismas caracteristicas de funcionamiento se aplican si el efecto de tratamiento se localiza en el
grupo de 1 dosis

La tabla muestra que un total de 120 participantes (30 en cada uno de los Grupos A&B y C&D, y 60 de DukeACT)
proporciona al menos 90 % de potencia para la deteccidn de un efecto de tratamiento comin moderado de hCT-MSC
o un efecto de tratamiento de solo un dnico régimen de dosificacion de hCT-MSC con control estricto del error de tipo
| y ajuste de covariables. El estudio tiene menos potencia para detectar una respuesta de dosis lineal de tamafio
pequefio a moderado. Especificamente, la potencia se reduce para distinguir entre los efectos de 1 o 3 dosis bajo esta
alternativa.

Debe entenderse que las estimaciones anteriores de potencia estadistica son altamente sensibles a la intensidad de

asociacion entre las covariables y la respuesta. La correlacion por debajo de ~0,8 daria como resultado que el estudio
se alimente mediante estandares convencionales.
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La presente descripcion demuestra que las infusiones intravenosas de hCT-MSC alogénicas en nifios jovenes con
TEA son seguras y factibles. La descripcion admite la conclusion de mejoras significativas en el comportamiento
observado en los primeros seis (6) meses después de la infusidn y que estas mejoras significativas se mantuvieron a
los 12 meses después de la infusiéon. Un CI no verbal inicial mas alto se asocié con un mayor grado de mejora. Esta
descripcion identifica las medidas de resultados que son factibles, sensibles al cambio, y el desarrollo apropiado y, por
lo tanto, adecuada para su uso para probar la eficacia de la terapia con hCT-MSC para el tratamiento de nifios
pequefios con TEA en futuros ensayos clinicos y entornos terapéuticos.
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REIVINDICACIONES

Células estromales mesenquimales derivadas de tejido de cordon alogénico humano (hCT-MSC) para su uso
en un método de tratamiento de un paciente que tiene o se sospecha que tiene un trastorno del espectro
autista, en donde en dicho método se administra al paciente hCT-MSC en una cantidad total de 6,0 x
108 células/kg, y se administra en 2 a 3 dosis en 6 meses.

hCT-MSC para su uso segun la reivindicacién 1, en donde en dicho método las hCT-MSC se administran
sistémicamente.

hCT-MSC para su uso segun la reivindicacion 2, en donde en dicho método las hCT-MSC se administran por
via intravenosa.

hCT-MSC para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde en dicho método el
paciente tiene de 1 afio a 45 afios de edad.

hCT-MSC para su uso segun la reivindicacion 4, en donde en dicho método el paciente tiene de 2 afios a 11
afios de edad, o de 4 afios a 8 afios de edad.

hCT-MSC para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde en dicho método
se administra al paciente hCT-MSC a una dosis que es mayor que 90 % de CD73+ y CD90+, y/o menos de
10 % de CD45+, CD3+, 0 CD31+.

hCT-MSC para su uso en un método para evaluar la eficacia terapéutica del tratamiento con hCT-MSC en un
paciente que padece un trastorno del espectro del autismo, en donde en dicho método

(a)el paciente es sometido a una o mas pruebas apropiadas para establecer puntuacién del valor de
referencia de comportamiento y/o biomarcador;

(b)al paciente se administra hCT-MSC a una cantidad total de 6,0 x 10° células/kg en 2 a 3 dosis en
6 meses; y

(c)el paciente es reevaluado en uno 0 mas puntos temporales después de la administracién de hCT-
MSC para la misma o mas pruebas conductuales y/o de biomarcadores,

en donde en dicho método los resultados en (c) se comparan con la(s) puntuacion(es) del (los) valor(es) de
referencia establecida(s) en (a) para determinar la efectividad del tratamiento.

hCT-MSC para su uso segun la reivindicacion 7, en donde en dicho método las pruebas conductuales
realizadas en (a) y (c) comprenden uno o mas de: Escalas de comportamiento adaptativo de Vineland-II
(VABS-II), Escalas de comportamiento adaptativo de Vineland-Ill (VABS-II), Escala de impresidn clinica
global (CGl), Inventario de comportamiento del trastorno generalizado del desarrollo (PDDBI), Prueba de
vocabulario expresivo de imagenes de una palabra-4 (EOWPVT-4), Lista de verificacién de conductas
aberrantes, Cuestionario de experiencias sensoriales, Escala de conductas repetitivas, Escalas de
inteligencia (Escalas Mullen de aprendizaje temprano o Stanford-Binet), Analisis del entorno lingiiistico,
Inventario de sintomas gastrointestinales ATN e indice de estrés parental.

hCT-MSC para su uso segun la reivindicacion 7 o la reivindicacién 8, en donde en dicho método se reevalla

el paciente a los 2 meses, 4 meses, 6 meses, 9 meses, 12 meses, 18 meses, 24 meses, 2 afios, 3 afios, 4
afios, 5 afos, 10 afios, 15 afios, 20 afios o indefinidamente después de la administracion.
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Figura 2

Frecuencia de eventos adversos no graves seguin relacion con el producto de estudio
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Figura 4
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