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METODO PARA LA IDENTIFICACION DE FARMACOS UTILES PARA EL
TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con metodologias para la identificacion de
tratamientos adecuados para patologias cardiovasculares. Para ello, se determina el grado de
proliferacion y/o diferenciacion de un cultivo de células precursoras endoteliales (EPCs) en
presencia del suero de un paciente del que se desea saber si responde positivamente a dicho
tratamiento. La presente invencidén contempla tanto tratamientos farmacologicos como

dietéticos o fisicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de mortalidad del
mundo y se espera que lo sigan siendo debido al aumento de su prevalencia en los paises con
menos recursos y al envejecimiento de la poblacién. La OMS estima que en 2030 moriran
cerca de 23,6 millones de personas por enfermedad cardiovascular (ECV), sobre todo por
cardiopatias y accidente vascular cerebral (AVC), y se prevé que sigan siendo la principal
causa de muerte. En el trastorno cardiovascular interaccionan la susceptibilidad genética del

individuo con los factores ambientales (tabaquismo, sedentarismo y dieta).

Los factores de riesgo cardiovascular tienen un efecto directo sobre la biologia de las
células precursoras del endotelio (EPCs) (Everaert et al. Journal of Cardiology 2010;
144(3):350-366).

Las EPCs son células progenitoras con capacidad de diferenciarse a células
endoteliales funcionales y que constituyen una poblacion muy pequefia de las células
circulantes. Las EPCs se encuentran en una concentracién de alrededor de 2-5 células por
mililitro de sangre de cordén umbilical humano, y en una concentracion de
aproximadamente 0,05 a 0,2 células por mililitro en sangre periférica de adulto. Tanto la baja

frecuencia de EPCs en circulacion como la falta de un conjunto unico de marcadores
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celulares distintivos han hecho del aislamiento de EPCs por citometria de flujo o de otro tipo

de técnicas inmunologicas muy dificil.

La cuantificacion, analisis y obtencion de las EPCs se ha convertido en uno de los
principales retos de la comunidad biomédica. Sin embargo, el proceso para la obtenciéon de
EPCs derivadas de la sangre no es sencillo. La mayoria de los estudios originales identifican
EPC circulantes, como las células que expresan CD34, CD133 y VEGFR2. Sin embargo, se
sabe ahora que estos marcadores celulares son compartidos por las células hematopoyéticas
que pueden ser movilizados en la circulacion de la médula dsea a los sitios de origen de la
neovascularizaciéon. Aunque los tipos de células hematopoyéticas y endoteliales son
fundamentalmente diferentes, muchos estudios se han referido a las células adherentes de
sangre o de hueso derivadas de la médula 6sea que expresan marcadores como CD34,

CD133 y VEGFR-2 como EPCs.

Como resultado, la metodologia de mayor éxito para aislar EPCs se basa en métodos
similares a los descritos originalmente para la obtencion de células endoteliales (EC) de
sangre periférica (Lin Y ef al. J Clin Invest 2000; 105:71-77). EPCs obtenidas por esta
metodologia son fenotipicamente indistinguibles de cultivo EC maduro en términos de la
morfologia de adoquines y la expresion de moléculas de adhesion y receptores (Melero-
Martin JM ef al. Blood 2007, 109:4761-4768). Sin embargo, en ensayos funcionales, las
EPCs exhiben mayor actividad migratoria y proliferativa en comparacion con células
endoteliales derivadas de la vasculatura existente (Khan ZA et al. Blood 2006; 108:915-
921).

Teniendo en cuenta el efecto que los factores de riesgo cardiovascular tienen sobre la
biologia de las EPCs, se han descrito distintas metodologias para la identificacion de
compuestos para su uso en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares basados en el
estudio de EPCs. Asi, Vasa M. ef al han descrito que las EPCs pueden ser utilizadas como
marcadores de disfuncion endotelial durante el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
(Vasa M. er al 2001 Circulation Research;, 89:E1-7). De igual modo, los documentos
WO02004045517 'y WO2009075566 describen métodos para el diagnostico de una

enfermedad cardiovascular basados en la detecciéon de EPCs activadas en una muestra de
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fluido circulante. US2004110241 y Deschaseaux ef al. Journal of Pharmacology 2007;
562(1-2):111-118 describen el efecto del tratamiento con farmacos tales como estatinas
sobre el grado de activacion de las EPCs obtenidas de dichos pacientes. Sin embargo, estos
métodos requieren el aislamiento de las EPCs del sujeto objeto de estudio asi como el uso de

medios de cultivo comerciales de composicion desconocida y de alto coste.

Sin embargo, y a pesar de los tratamientos disponibles hasta la fecha, la tasa de
incidencia de las enfermedades cardiovasculares es aun elevada. Por lo tanto, debido a la alta
prevalencia y a la gravedad de las enfermedades cardiovasculares, es necesario el desarrollo
de terapias alternativas a las existentes que permitan reducir la tasa de incidencia y/o los

efectos de las enfermedades cardiovasculares.

Por todo ello, a la vista del estado actual de la técnica, se hace necesario proporcionar
metodologias que permitan predecir la eficacia de los potenciales tratamientos dirigidos a
patologias cardiovasculares o a patologias con riesgo cardiovascular asociado en sujetos que

presentan dichas patologias o que tienen un alto riesgo de desarrollarlas.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La invencién se relaciona en primer aspecto con un método para la identificacion de
un tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva
un riesgo cardiovascular asociado en un sujeto, que comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de un
sujeto al que se le ha aplicado dicho tratamiento, en donde dicha puesta en
contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la diferenciacion de
células precursoras endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y

(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre la diferenciacion de las EPCs
en donde un aumento en el grado de diferenciacion de las EPCs con respecto a un cultivo de
EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que dicho tratamiento es
adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un riesgo

cardiovascular asociado.
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En un segundo aspecto, la invencion estd relacionada con un método para la
determinacion del riesgo cardiovascular en un sujeto que comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciaciéon de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y

(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre la diferenciacion de las EPCs,

en donde una disminucion en el grado de diferenciacion de las EPCs con respecto a un
cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que dicho sujeto

tiene un alto riesgo cardiovascular.

En un tercer aspecto, la invencion se relaciona con un método para monitorizar la
respuesta de un sujeto a un tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o
una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado, que comprende

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciaciéon de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y

(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre la diferenciacion de las EPCs,
en donde un aumento en el grado de diferenciacion de las EPCs con respecto a un cultivo de
EPCs puesto en contacto con el suero del sujeto antes de ser tratado es indicativo de que

dicho sujeto responde a dicho tratamiento.

En un cuarto aspecto, la invencion se relaciona con un método para la identificacion
de un tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que
conlleva un riesgo cardiovascular asociado en un sujeto, que comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de un
sujeto al que se le ha aplicado dicho tratamiento, en donde dicha puesta en
contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la diferenciacion de
células precursoras endoteliales (EPCs) y hasta obtener una poblacion de

células endoteliales,
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(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde un aumento en el grado de proliferacion de las células endoteliales con respecto a
un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que dicho
tratamiento es adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva

un riesgo cardiovascular asociado.

En un quinto aspecto, la invencion se relaciona con un método para la determinacion

del riesgo cardiovascular en un sujeto que comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciaciéon de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una
poblacion de células endoteliales,

(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde una disminucién en el grado de proliferacion de las células endoteliales con
respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que

dicho sujeto tiene un alto riesgo cardiovascular.

En un sexto aspecto, la invencion se relaciona con un método para monitorizar la
respuesta de un sujeto a un tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o
una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado, que comprende

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciacion de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una

poblacion de células endoteliales,
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(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde un aumento en el grado de proliferacion de las células endoteliales con respecto a
un cultivo de EPCs puesto en contacto con el suero del sujeto antes de ser tratado es

indicativo de que dicho sujeto responde a dicho tratamiento.

En un séptimo aspecto, la invencion se relaciona con el uso de un compuesto
terapéutico vascular para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una
patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado en
donde dicho compuesto se administra a un sujeto identificado mediante un método que
comprende

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de

dicho sujeto en condiciones adecuadas para la diferenciacion de las EPCs
presentes en dicha poblacién y
(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre el grado de diferenciacion celular de
dichas EPCs
en donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucion en el grado de
diferenciacion de las EPCs con respecto al grado de diferenciacion de un cultivo de dicha

poblacion puesto en contacto con un suero control.

En un ultimo aspecto, la invencion se relaciona con el uso de un compuesto
terapéutico vascular para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una
patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado en
donde dicho compuesto se administra a un sujeto identificado mediante un método que
comprende

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de

dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciacién de de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una

poblacion de células endoteliales,
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(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucion en el grado de
proliferacion de las células endoteliales con respecto al grado de proliferacion de un cultivo

de dicha poblacion en contacto con un suero control.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra cultivos de células obtenidos a partir de fraccion de las células
mononucleares (MNC) aisladas de una poblacion control sin antecedentes de riego
cardiovascular, cultivadas con muestras de suero de los pacientes obtenidas previo al
tratamiento y al concluir el mismo, al cabo de 1-2 semanas de cultivo con dicho suero. Se
observd que el numero de colonias (conocidas como EPC tempranas) del cultivo
correspondiente al post-tratamiento es mayor que el nimero de colonias en el caso del pre-

tratamiento, aunque en todo caso no alcanzo el nimero obtenido en el control sano.

La Figura 2 muestra una representacion grafica de muestras de cultivos de células
obtenidos a partir de fraccion de las MNC aisladas de una poblacion control sin antecedentes
de riego cardiovascular, cultivadas con muestras de suero de los pacientes obtenidas previo
al tratamiento y al concluir el mismo, al cabo de 1-2 semanas de cultivo con dicho suero. Se
observd que el numero de colonias (conocidas como EPC tempranas) del cultivo
correspondiente al post-tratamiento es mayor que el nimero de colonias en el caso del pre-

tratamiento, aunque en todo caso no alcanzo el nimero obtenido en el control sano

La Figura 3 muestra cultivos de células obtenidos a partir las MNC aisladas de una
poblacion control sin antecedentes de riego cardiovascular, cultivadas con muestras de suero
de los pacientes obtenidas previo al tratamiento y al concluir el mismo, al cabo de 3-4
semanas de cultivo con dicho suero. Se observo que los controles se encontraban recubiertos
por una monocapa de células endoteliales maduras con una confluencia de aproximadamente

el 95%. En el caso del pretratamiento las células no formaron monocapa, mientras que en el



10

15

20

25

30

WO 2013/057357 PCT/ES2012/070734

caso del post-tratamiento hubo zonas de monocapa pero no alcanzaron la confluencia del

pocillo control.

La Figura 4 muestra la representacion del analisis por citometria de flujo del
porcentaje de expresion de VEGFR2 de células caracterizadas como endoteliales madura, de
células obtenidos a partir de las MNC aisladas de una poblacion control sin antecedentes de
riego cardiovascular, cultivadas con muestras de suero de los pacientes obtenidas previo al
tratamiento y al concluir el mismo, al cabo de 3-4 semanas de cultivo con dicho suero. Se
observé un mayor porcentaje de células con expresion de VEGFR2 en los casos donde su
utilizo suero post-tratamiento comparado con pre-tratamiento. Los valores no alcanzaron el

del caso control.

La Figura 5 muestra la representacion del analisis por citometria de flujo del
porcentaje de proliferacion celular caracterizadas como endoteliales madura, en células
obtenidos a partir de las MNC aisladas de una poblacion control sin antecedentes de riego
cardiovascular, cultivadas con muestras de suero de los pacientes obtenidas previo al
tratamiento y al concluir el mismo, al cabo de 3-4 semanas de cultivo con dicho suero. Se
observé un mayor porcentaje de células proliferando cuando se utilizé el suero en pacientes
post-tratamiento comparado con pre-tratamiento, siendo la diferencia estadisticamente

significativa.

La Figura 6 muestra la cuantificacion del numero de colonias de EPC tempranas
obtenidas a partir de un cultivo de MNC obtenidas de un sujeto control en presencia de suero
de pacientes SAOS antes del tratamiento (Pre-CPAP) y tras un tratamiento de 3 meses con el

suero de pacientes tras el tratamiento con CPAP (Post-CPAP).

La Figura 7 muestra la cuantificacion del grado de confluencia de la monocapa de
células endoteliales generadas en cultivo a partir de MNC de un sujeto control en presencia
de suero de los pacientes pre-tratamiento (Pre-CPAP) y de suero de pacientes tratados (Post-

CPAP).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han determinado que el suero de pacientes
sometidos a diferentes tratamientos puede tener un efecto en la viabilidad y el
funcionamiento de las células precursoras endoteliales, de modo que es posible identificar
qué tratamientos pueden disminuir el dafio vascular en diversas poblaciones de riesgo
mediante la puesta en contacto del suero del paciente tratado con un cultivo con EPCs. Para
ello, los inventores han desarrollado una metodologia mediante la cual se cultivan estas
células con el suero de pacientes obtenido tras diferentes tratamientos y se determina su

capacidad de diferenciacion y proliferacion.

Métodos de identificacion de tratamientos adecuados para patologias cardiovasculares

(primer v secundo método de la invencion)

Primer método de la invencién

La invencion se relaciona en un primer lugar con un método (de ahora en adelante

primer método de la invencion) para la identificacion de un tratamiento adecuado para una

patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado
en un sujeto, que comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de un
sujeto al que se le ha aplicado dicho tratamiento, en donde dicha puesta en
contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la diferenciacion de
células precursoras endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y

(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre la diferenciacion de las EPCs

en donde un aumento en el grado de diferenciacion de las EPCs con respecto a un cultivo de
EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que dicho tratamiento es
adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un riesgo

cardiovascular asociado.

El término “tratamiento”, segin se usa en el contexto de esta memoria, significa

administracién de un compuesto y/o aplicacion de una terapia para aliviar o eliminar la
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patologia cardiovascular o la patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado, o
reducir o eliminar uno o mas sintomas asociados a dicha patologia. El término “tratamiento”

también abarca aliviar o eliminar las secuelas fisiologicas de la enfermedad.

En una realizacion particular del séptimo método de la invencidn, el tipo de
tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un
riesgo cardiovascular asociado en un sujeto se selecciona del grupo formado por

farmacolégico, dietético o fisico.

La expresion “patologia cardiovascular”, segin se usa en la presente invencidn, se

refiere a aquella patologia del corazon y del sistema de vasos sanguineos (arterias, capilares

y venas) de todo el organismo.

Las patologias cardiovasculares se clasifican en cuatro tipos generales: enfermedades
isquémicas del corazén, enfermedades cerebrovasculares, enfermedades vasculares
periféricas y otras enfermedades (Corella, D y Ordovas JM, 2007, Investigacion y Ciencia).

Las dos primeras, son responsables de mas del 60% de la mortalidad cardiovascular total.

Las enfermedades isquémicas del corazon se deben a un estrechamiento progresivo
de la luz de las arterias coronarias, causado por la formacion de la placa de ateroma. Existen
placas fragiles que se rompen con facilidad y otras mas resistentes. La obstruccion total de la
arteria provoca la interrupcion de la circulacion de la sangre o isquemia, si este estado se

prolonga se destruye el tejido cardiaco dando lugar a la zona de necrosis o infarto.

Las enfermedades cerebrovasculares se deben a alteraciones de la circulacion
cerebral. Se clasifican en isquémicas o hemorragicas. En las isquémicas se produce una
disminucion del flujo sanguineo que llega a alguna region del cerebro, lo que produce
necrosis tisular por dafio neuronal irreversible (infarto cerebral). En las hemorragicas existe

una extravasacion de sangre por rotura de algun vaso.

Las enfermedades vasculares periféricas son trastornos de la circulacion de los vasos
(arterias o venas) que irrigan las piernas o brazos. Enlentecen el flujo sanguineo y provocan

estrechamiento de los vasos, hinchazén y dolor. Puede causar isquemia. Cuando afecta a las
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venas se forman coagulos de sangre, o trombos, que provocan oclusion y dan lugar a
trombosis venosa. Si ese trombo se desprende, puede transportarse a los vasos de los

pulmones y causar defuncion por embolia pulmonar.

Las patologias cardiovasculares incluyen, sin limitarse, aneurisma, angina,
ateroesclerosis, apoplejia, enfermedad de la arteria coronaria, infarto, cardiopatia isquémica,
insuficiencia cardiaca, miocardipatia, valvulopatia, arritmia, cardiopatia congénita, muerte
subita, amiloidosis, enfermedad de Kawasaki, coartacion de aorta, foramen oval permeable,
sindrome de Brugada, sindrome de Marfan, ductus arterioso, transposicion de grandes
vasos, cardiopatia coronaria, cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita, enfermedad

cerebrovascular, arteriopatia periférica, trombosis venosa profunda y embolia pulmonar.

Se define “riesgo cardiovascular” como la probabilidad de tener una enfermedad

cardiovascular en un determinado periodo de tiempo. Esa probabilidad depende de los
factores de riesgo cardiovascular. Existen unos factores de riesgo modificables y otros que
no lo son. Los factores de riesgo cardiovasculares mas importantes son: el tabaco, la
hipertension arterial, el colesterol y la diabetes. Ademas hay otros factores de riesgo que
también influyen en el riesgo cardiovascular como son: la edad y sexo del paciente, los
antecedentes familiares de enfermedades cardiovasculares a edades tempranas, la obesidad,
la falta de ejercicio fisico y el consumo excesivo de alcohol. La aparicién en un mismo
paciente de varios factores de riesgo, aunque sean de baja intensidad, aumenta la
probabilidad de padecer enfermedad cardiovascular respecto a si sélo se presenta un Unico

factor de riesgo.

Los factores de riesgo cardiovascular incluyen, sin limitarse a: tabaquismo,
drogodependencia, colesterol, hipertension, hipertrofia ventricular izquierda, dieta rica en
grasa y colesterol, factores trombogénicos, proteina C-reactiva, diabetes mellitus,
sedentarismo, obesidad, menopausia, factores psicosociales, depresion, nivel de triglicéridos,

nivel de homocisteina, consumo de alcohol, edad, sexo y antecedentes familiares.
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En el contexto de la invencion, una “patologia que conlleva un riesgo cardiovascular

asociado” es aquella patologia que conlleva una alta probabilidad de desarrollar una

patologia cardiovascular en un determinado periodo de tiempo.

Las patologias con riesgo cardiovascular asociado incluyen, sin limitarse a, artritis

reumatoide, artritis psoriatica, nefropatia cronica, apnea del suefio.

En la presente invencion se entiende por “sujeto” cualquier animal clasificado como
mamifero e incluye, pero no se limita a, animales domésticos y de granja, primates y
humanos, por ejemplo seres humanos, primates no humanos, vacas, caballos, cerdos, ovejas,
cabras, perros, gatos o roedores. Preferiblemente, el sujeto es un ser humano de sexo
femenino o masculino y de cualquier raza o edad. En el contexto del primer método de la
presente invencion, el sujeto es un sujeto al que se le ha aplicado un tratamiento adecuado
para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular
asociado. En una realizacion preferida de la invencidn, el sujeto de la invencion es un ser

humano.

En una primera etapa, el primer método de la invencion comprende poner en contacto
una poblacion de células mononucleares con el suero de un sujeto al que se le ha aplicado un
tratamiento, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas
para la diferenciacion de células precursoras endoteliales (EPCs) presentes en dicha

poblacion.

El término “células mononucleares” o “MNCs” (mononuclear cells) hace referencia a

células que se caracterizan por la presencia de un nucleo unico y redondo e incluyen, entre
otros tipos celulares, linfocitos, monocitos, macréfagos, asi como células precursoras tales

como las células precursoras endoteliales o EPCs.

En una realizacion particular del primer método de la invencion, las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra de cordon umbilical. En
una realizacion preferida del primer método de la invencion, las células mononucleares

proceden de una muestra de sangre. Las células mononucleares procedentes de sangre
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periférica se denominan células mononucleares de sangre periférica o PBMNCs. En una
realizacion aun mas preferida del primer método de la invencion, las células mononucleares
proceden de una muestra de sangre autdloga o de una muestra de cordon umbilical autéloga

con respecto al suero que se usa en la primera etapa de dicho método.

Métodos para la purificacion de MNCs son ampliamente conocidos en el estado de la
técnica e incluyen, sin limitacidn, centrifugacion en gradiente (por ejemplo, en gradientes de
Ficoll tal y como se describe en W02008077094), mediante filtracion segun se describe en
Hibino et al. (Tissue Eng Part C Methods. 2011 17: 993-8), mediante sedimentacidén en
presencia de agentes del tipo de hidroxietil almidén (Dinsmore RE. et al., Br J Haematol.
1983; 54: 441-449), uso de separadores de células sanguineas (Pierelli L, et al., Bone
Marrow Transplant, 1991; 7: 355-361; Faradji A. et al,, Vox Sang., 1988; 55: 133-138;
Gilmore MJ et al., Vox Sang. 1983; 45: 294-302 y Davis JM et al ., J. Hematother., 1993; 2:
315-320) y tubos Leucosep, etc.

El término “suero” se refiere a aquella parte de la sangre o de la linfa que permanece
liquida después de haberse producido la coagulacion. Métodos de obtencion de suero estan
ampliamente recogidos en el estado de la técnica. En los ejemplos se indica el método

utilizado para la obtencion del suero de la invencion.

En la primera etapa del primer método de la invencion, la poblacion de células
mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto al que se le ha aplicado un
tratamiento cuya eficacia en para una patologia cardiovascular o para una patologia que
conlleva un riesgo cardiovascular asociado se desea investigar. La puesta en contacto de la
poblacion de células mononucleares con dicho suero se puede llevar a cabo con el suero
diluido en medio de cultivo. En una realizaciéon particular de la primera etapa del primer
método de la invencion, la puesta en contacto de la poblacion de células mononucleares con
el suero se lleva a cabo en una placa de cultivo. En una realizacion preferida de la primera
etapa del primer método de la invencion, la placa de cultivo se encuentra recubierta de un
polimero que promueve la adhesion celular. En una realizacion ain més preferida de la
primera etapa del primer método de la invencion, el polimero que promueve la adhesion

celular es fibronectina.
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Alternativamente, el primer método de la invencidén también contempla que la
poblacion de células mononucleares se ponga en contacto con el plasma de un sujeto al que
se le ha aplicado un tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una

patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado.

El término “placa de cultivo” tal como se utiliza en el contexto de la presente
invencion, hace referencia a un soporte, en general de plastico, que comprende una
superficie apta para el cultivo celular. La placa de cultivo puede estar formada por una

superficie Unica o bien estar dividida en pocillos.

El término “polimero que promueve la adhesion celular” hace referencia a un
compuesto que facilita que las células de adhieran a la superficie de la placa de cultivo. Tales
polimeros comprenden, sin limitarse a, colageno, fibronectina, laminina, poli-lisina y

gelatina.

En una realizacion preferida del primer método de la invencion, el polimero que
promueve la adhesion celular con el cual se encuentran recubiertas las placas de cultivo es

fibronectina.

La fibronectina es una glicoproteina dimérica presente en la matriz extracelular de la
mayoria de los tejidos celulares animales, que esta compuesta por dos subunidades muy
largas unidas por puentes disulfuro situados cerca del extremo carboxilo. Cada subunidad
estd formada por una serie de dominios funcionalmente distintos separados por regiones
polipeptidicas flexibles. Estos dominios estan compuestos por médulos mas pequefios que, al
repetirse secuencialmente y estar codificados por un exoén diferente, sugieren que el exon de

la fibronectina se origin6 por duplicaciones exonicas multiples.

La fibronectina para cultivo celular se encuentra disponible comercialmente:
fibronectina humana (referencia PHE0023 de Invitrogen; ref. 354008 de BD; ref. F2006 de
Sigma-Aldrich), fibronectina de plasma bovino (ref. 33010-018 de Invitrogen), etc. Las

placas de cultivo recubiertas con fibronectina tienen diferentes aplicaciones, tales como
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mejorar la fijacion, diferenciacidn y proliferacion de diversos tipos celulares. Métodos para
tapizar placas de cultivo con polimeros que favorecen la adhesion celular son conocidos en
el estado de la técnica. Tales placas también se encuentran disponibles comercialmente
(placas de cultivo celular BD BioCoat fibronectina de VWR, microplacas de cultivo celular
cubiertas de fibronectina humana de R&D Systems, placas de cultivo celular cubiertas de

fibronectina de Millipore, etc.).

En una realizacion particular de la primera etapa del primer método de la invencion,
la poblacion de células mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto al que
se le ha aplicado un tratamiento para una patologia cardiovascular o para una patologia que
conlleva un riesgo cardiovascular asociado en presencia de un suero adecuado para el cultivo

celular.

La expresion “suero adecuado para el cultivo celular” segun se usa en la presente
invencion, se refiere a cualquier suero que contenga los componentes necesarios para
promover la diferenciacion y/o proliferacion de células en cultivo. En una forma preferida de
realizacion, el suero adecuado para el cultivo celular es un suero adecuado para el cultivo de
EPCs. Estos sueros incluyen, sin limitacion, suero fetal bovino, suero humano, suero de
ternero, suero bovino adulto, suero de cabra, suero de pollo, suero porcino, suero de conejo,
suero de oveja, suero de caballo, suero de cobaya, suero de raton, suero de rata asi como
cualquiera de los anteriores sometidos a tratamiento previo tales como, por ejemplo, sueros
inactivados con radiacion gamma, mediante adsorcion en carbén activo o mediante
tratamiento a altas temperaturas, sueros tratados para eliminar total o parcialmente las

inmunoglobulinas, suero deslipidizado, suero enriquecido en hierro.

La puesta en contacto de la poblacién de células mononucleares con el suero
adecuado para el cultivo celular se lleva a cabo con dicho suero diluido en el medio de
cultivo. En una realizacion preferida, de la primera etapa del primer método de la invencion,
la relacion del suero del sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de al menos
10:1;9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8 0 1:10 (v/v). En una
forma preferida de realizacion, la relacidén del suero del sujeto y el suero adecuado para el

cultivo celular es de al menos 3:1 (v/v).



10

15

20

25

30

WO 2013/057357 PCT/ES2012/070734

16

Alternativamente, el primer método de la invencidén también contempla que la
poblacion de células mononucleares se ponga en contacto con el plasma de un sujeto al que
se le ha aplicado un tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una
patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado. El término “plasma” se refiere a la

parte liquida y acelular de la sangre.

La puesta en contacto de la poblacién de MNCs con el suero del paciente al que se le
ha administrado el tratamiento cuya eficacia se desea comprobar se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciacion de las células precursoras endoteliales (EPCs)

presentes en dicha poblacién de MNC.

Los términos “célula precursora endotelial”, “célula progenitora endotelial”, “EPC”,
“célula precursora endotelial circulante” y “CEPC” se usan en la presente invencidn
indistintamente para referirse a células progenitoras con capacidad de diferenciarse a células
endoteliales funcionales. Pueden obtenerse a partir de sangre periférica, sangre de cordén
umbilical o médula 6sea. Estan caracterizadas por su capacidad para formar tubulos y
expresar marcadores caracteristicos de células endoteliales. Entre los marcadores de estas
células estan CD34, CDI133, CD146 o el receptor del factor de crecimiento vascular
endotelial 2 (VEGFR2, CD309, KDR) (Urbich C & Dimmeler S Circ Res 2004; 95:343-
353, Churdchomjan W ef al. Endocr Disord 2010; 10:5). Pueden diferenciarse EPCs
tempranas, identificadas como células que expresan CD34, CD133 y VEGFR2, y EPCs
tardias, identificadas como células que han perdido la expresiéon de CD133 y comienzan a
expresar marcadores de linaje endotelial, incluyendo vWF (factor von Willebrand), eNOS
(6xido nitrico sintasa endotelial, y Ve-cadherina (vascular endotelial). Las EPCs tempranas
tienen una baja capacidad proliferativa y expresan CD14 y CDA45, mientras que las EPCs
tardias tienen una alta capacidad proliferativa (Napoli C et al. Atherosclerosis 2011; 215:9-

22).

El término “diferenciacion celular” de la presente invencion se refiere al proceso por

el que cada tipo celular expresa un perfil génico caracteristico, que marca la capacidad

proliferativa de cada tipo celular y su forma de responder a cada tipo de estimulo. Durante
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dicho proceso las células sufren modificaciones citoloégicas que dan lugar a formas y
funciones determinadas durante el desarrollo embrionario o durante la vida de un organismo
pluricelular, especializandose en un tipo celular. La diferenciacién celular supone un proceso
biologico de especializacion celular que permite que células con informacion genética
idéntica den lugar a células diferentes entre si, tanto estructural como funcionalmente, de

acuerdo a las necesidades del organismo.

El término “condiciones adecuadas para la diferenciacion celular”, tal como se utiliza

en la presente invencion, se refiere a las condiciones que permiten que se produzca una
diferenciacion de las células precursoras a células diferenciadas maduras. Condiciones
adecuadas para que tenga lugar la diferenciacion de EPCs incluyen, sin limitacion, el cultivo
en presencia de factores de crecimiento y factores de diferenciacidén conocidos en la técnica
por su capacidad para promover la diferenciacion de células precursoras. Factores de
crecimiento adecuados incluyen, sin limitacion factor de crecimiento de células madre
(SCF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de
granulocitos-macrofago (GM-CSF), factor derivado de células del estroma 1 , factor de
crecimiento vascular endothelial (VEGF), TGFP, factor de creceimiento derivado de
plaquetas (PDGF), angiopoietinas (Ang), factor de crecimiento epidérmico (EGF), proteina
morfogénica osean (BMP), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento de hepatocitos, factor de crecimiento de tipo insulina (IGF-I), interleuquinas
(IL-3, IL-la, IL-1B, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11 e IL-13), factores estimuladores de colonias,
trombopoyetina, eritropoyetina, FLT3 ligand y factor de necrosis tumoral (TNF). Otros
ejemplos se describen en Dijke et al, "Growth Factors for Wound Healing",
Bio/Technology, 7:793-798 (1989); Mulder GD, Haberer PA, Jeter KF, eds. Clinicians'
Pocket Guide to Chronic Wound Repair. 4th ed. Springhouse, PA: Springhouse Corporation,;
1998:85; Ziegler T.R., Pierce, G.F., and Herndon, D.N., 1997, International Symposium on
Growth Factors and Wound Healing: Basic Science & Potential Clinical Applications
(Boston, 1995, Serono Symposia USA), Publisher: Springer Verlag.

En una segunda etapa, el primer método de la invencién comprende determinar el
efecto del suero de un sujeto al que se le ha aplicado un tratamiento adecuado para una

patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado
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sobre la diferenciacion de EPCs, en donde un aumento en el grado de diferenciacion de las
EPCs con respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es
indicativo de que dicho tratamiento es adecuado para una patologia cardiovascular o para

una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado.

En el contexto del primer método de la invencidn, por un “aumento en el grado de
diferenciacion celular” se entiende un incremento de al menos el 5%, al menos el 10%, al
menos el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al
menos el 40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al
menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al
menos el 90%, al menos el 95% o incluso més en el grado de diferenciacion celular de las
EPCs en contacto con el suero de un sujeto al que se le ha aplicado un tratamiento adecuado
para una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular

respecto a un cultivo de EPCs en contacto con un suero control.

En una realizacion particular, el primer método de la invencion determina el grado de
diferenciacion celular de las EPCs mediante un método seleccionado del grupo: contaje del

numero de colonias de EPCs tempranas, y contaje del nimero de células endoteliales.

El término “colonia celular” hace referencia a un grupo de células con similares
caracteristicas que actian en conjunto, con la excepcion de que su funcién no es formar una

unidad estructural mayor.

El término “colonias tempranas” en la presente referencia hace referencia a las
colonias formadas tras 1 o 2 semanas de cultivo de las células mononucleares. Estas células
se caracterizan por presentar algunas caracteristicas de células endoteliales asi como
caracteristicas de monocitos. Estas células expresan eNOS, CD45 y CD14 y son KDR+/bajo
y CD144+/bajo. Se diferencian de las denominadas colonias tardias en que estas aparecen
mas tarde (a las 3 o 4 semanas de cultivo), presentan una morfologia de guijarros y tienen
una alta capacidad proliferativa. Las EPC tardias se caracterizan por expresar vVWF, eNOS,
P1H12, trombomodulina, flk-1, VE-cadherin, PECAM-I, CD34, CD36 e integrina alphay y
ser KDR+y CD144+ y por ser CD14".
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La aparicién de colonias tempranas de EPCs puede ser detectado visualmente, es
posible confirmar que se trata de colonias de EPCs mediante la determinacion de la
capacidad de las células de captar LDL acetilado (acLDL) o la capacidad de unir la lectina

UEA-1.

Alternativamente, las PEC tempranas se diferencian de las EPC tardias en el tamafio
de las colonias que dan lugar. Asi, las colonias de EPC tempranas forman colonias menores
de 20 um de diametro mientras que las colonias de EPC tardias forman colonias que
tipicamente tienen didmetros de 20-50 um. Se entiende que se ha producido diferenciacion a
EPC tempranas cuando al menos 99%, al menos 98%, al menos 97%, al menos 96%, al
menos 95%, al menos 94%, al menos 93%, al menos 92%, al menos 91%, al menos 90%, al
menos 80%, al menos 70%, al menos 60%, al menos 50% de las colonias son colonias de

EPC tempranas que presentan una o varias de las caracteristicas mencionadas anteriormente.

El término “célula endotelial” hace referencia a un tipo de célula aplanada que
recubre el interior de los vasos sanguineos y sobre todo los capilares, formando parte de su
pared (también vasos linfaticos, cavidades corporales, etc). Las células endoteliales
constituyen el endotelio, un tipo de epitelio plano monoestratificado. Se denomina endotelio
vascular al epitelio que tapiza en interior de los vasos sanguineos y que en los capilares

constituye por si solo la pared de dichos vasos.

Métodos para el contaje celular son ampliamente conocidos por el experto en la
materia e incluyen, sin limitarse a, recuento en hemocitometro, recuento en camara
Neubauer, método de exclusion Trypan Blue, contadores automaticos (tales como Countess

Automated Cell Counter de Invitrogen y Coulter Counter de Beckman Coulter,), etc.

El término “suero control” empleado en el primer método de la invencion se refiere a
un suero obtenido de un sujeto sano o de un sujeto que no padece patologia cardiovascular

alguna.
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En una realizacion particular, el suero control del primer método de la invencion es
un suero obtenido a partir de un sujeto que no padece patologia cardiovascular alguna. En
una realizacion particular alternativa, el suero control es el suero extraido del sujeto que
padece una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular

asociado antes de iniciar el tratamiento para dicha patologia cardiovascular.

Segundo método de la invencidén

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método (de ahora en adelante

segundo método de la invencidn) para la identificacioén de un tratamiento adecuado para una
patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado
en un sujeto, que comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de un
sujeto al que se le ha aplicado dicho tratamiento, en donde dicha puesta en
contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la diferenciacion de
células precursoras endoteliales (EPCs) y hasta obtener una poblacion de
células endoteliales,

(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde un aumento en el grado de proliferacion de las células endoteliales con respecto a
un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que dicho
tratamiento es adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva

un riesgo cardiovascular asociado.

Los términos “sujeto”, “tratamiento”, “patologia cardiovascular” y “riesgo
cardiovascular” se emplean en el contexto de la segunda invencién tal y como han sido
definidos anteriormente. En una realizacién preferida, el tipo de tratamiento se selecciona del
grupo formado por un tratamiento farmacolédgico, un tratamiento dietético y un tratamiento
fisico, tal como han sido descritos anteriormente. En una realizacidn preferida, el sujeto de la

invencion es un ser humano.
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En el contexto del segundo método de la presente invencion, el sujeto es aquel al que
se le ha aplicado un tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una

patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado.

En una primera etapa del segundo método de la invencién, se pone en contacto una

poblacion de células mononucleares con el suero de un sujeto al que se le ha aplicado un
tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un
riesgo cardiovascular asociado, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciacion de células precursoras endoteliales (EPCs) y

hasta obtener una poblacién de células endoteliales.

Los términos “célula mononuclear”, “suero”, “célula endotelial”, “célula precursora
endotelial” v “diferenciacién” se emplean en el contexto de la primera etapa del segundo
y

método de la invencidn tal y como se han descrito previamente.

En una realizacién particular del segundo método de la invencion, las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra de cordon umbilical. En
una realizacion preferida del segundo método de la invencion, las células mononucleares
proceden de una muestra de sangre. En una realizacion aun mas preferida del segundo
método de la invencion, las células mononucleares proceden de una muestra de sangre
autdloga o de una muestra de cordon umbilical autdloga con respecto al suero que se usa en
la primera etapa de dicho método. Métodos para la purificacién de células mononucleares

han sido descritos anteriormente.

En la primera etapa del segundo método de la invencion, la poblacion de células
mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto al que se le ha aplicado un
tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un
riesgo cardiovascular asociado. La puesta en contacto de la poblacion de células
mononucleares con dicho suero de lleva a cabo con el suero diluido en medio de cultivo. En
una realizacion particular de la primera etapa del primer método de la invencién, la puesta en
contacto de la poblacion de células mononucleares con el suero se lleva a cabo en una placa

de cultivo. En una realizacién preferida de la primera etapa del primer método de la
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invencion, la placa de cultivo se encuentra recubierta de un polimero que promueve la
adhesion celular. En una realizacion aun mas preferida de la primera etapa del primer

método de la invencidn, el polimero que promueve la adhesion celular es fibronectina.

Alternativamente, el segundo método de la invencidon también contempla que la
poblacion de células mononucleares se ponga en contacto con el plasma de un sujeto al que
se le ha aplicado un tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una

patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado.

En una realizacidn particular de la primera etapa del segundo método de la invencion,
la poblacion de células mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto al que
se le ha aplicado un tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una
patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado en presencia de un suero adecuado
para el cultivo celular. La puesta en contacto de la poblacion de células mononucleares con
dicho suero de lleva a cabo con el suero diluido en medio de cultivo. El suero adecuado para
el cultivo celular comprende, sin limitarse a, suero fetal bovino y suero de caballo. En una
realizacion preferida, de la primera etapa del segundo método de la invencidn, la relacion del
suero del sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de al menos 10:1; 9:1, 8:1, 7:1,
6:1,5:1,3:1,2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8 0 1:10 (v/v). En una forma preferida de
realizacion, la relacidn del suero del sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de

al menos 3:1 (v/v).

En una segunda etapa del segundo método de la invencién, se pone en contacto la

poblacion de células endoteliales obtenido en la primera etapa de dicho método con el suero
del sujeto al que se le ha aplicado un tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular
o para una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado, en donde dicha puesta
en contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la proliferacion de células
endoteliales, en donde un aumento en el grado de proliferacion de las células endoteliales
con respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de
que dicho tratamiento es adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia

que conlleva un riesgo cardiovascular asociado.
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El término “suero control” empleado en el segundo método de la invencidn se refiere
a un suero obtenido de un sujeto sano o de un sujeto que no padece patologia cardiovascular

alguna.

En una realizacion particular, el suero control del segundo método de la invencion es
un suero obtenido a partir de un sujeto que no padece patologia cardiovascular alguna. En
una realizacion particular alternativa, el suero control es el suero extraido del sujeto que
padece una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular

asociado antes de iniciar el tratamiento para dicha patologia cardiovascular.

El término “proliferacidn celular” de la invencion se refiere al incremento del numero

de células mediante division celular.

El término “condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales™,
segin se usa en la presente invencion, se refiere a las condiciones (medio de cultivo,
temperatura, pH, etc.) que permiten que se produzca un incremento del numero de células
por division celular. Condiciones adecuadas para que tenga lugar la proliferacion de EPCs
incluyen, sin limitacion, incubacion a 37° C y 5% CO2, en medio de cultivo que contiene
EBM-2 (Endothelial cell Basal Medium-2) suplementado con suero fetal bovino
descomplementado o con factores de crecimiento tales como los que aparecen en el EGM-2
SingleQuots  (Endothelial Growth Medium-2, todos excepto hidrocortisona).
Alternativamente, es posible el uso de suero humano, alogénico o autdlogo o plasma

suplementado con heparina en lugar de suero bovino fetal.

Otros métodos para el cultivo y expansion de EPCs han sido descritos por Jonathan
M. et al., 2003, NEJM, 348:593-600; Eggermann, 2003, Cardiovasc Res., 58: 478-86;
Hristov, et al., 2003, Trends in Cardiovascular Medicine 13: 201-6; Arnelia Casamassimi
et.al, 2007, J. Biochemistry, 141: 503-11; la patente en EEUU US5980887 y las solicitudes
de patente en EEUU con numero de publicacion 20030194802, 20060035290, and

2006010385, que se incorporan a la presente solicitud por referencia.
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Métodos para determinar condiciones adecuadas para la proliferacion de células
endoteliales estan ampliamente recogidos en el estado de la técnica e incluyen, sin limitarse
a, contaje del nimero de células en cultivo, medida de la incorporacion de un analogo de
nucledtido marcado radiactivamente a la sintesis de DNA de novo, tincion celular y analisis
mediante citometria de flujo, deteccion de antigenos asociados a proliferacion como Ki-67,
incorporacién de bromodeoxiuridina (BrdU), tincidén con yoduro de propidio, reducciéon de

una sal de tetrazolium, etc.

En una realizacién particular del segundo método de la invencion, el grado de
proliferacion de las células endoteliales se determina mediante contaje del nimero de células
endoteliales. En una realizacion preferida, el contaje del nimero de células endoteliales se
lleva a cabo mediante inmunodeteccién usando al menos un anticuerpo especifico para un
marcador de células endoteliales. En una realizacion atin mas preferida, el marcador de
células endoteliales se selecciona del grupo formado por CD146 (melanoma cell adhesion
molecule, MCAM), VEGFR2 (vascular endothelial growth factor receptor 2), CD31
(platelet endothelial cell adhesion molecule, PECAM-1), CD144 (vascular endothelial

cadherin).

En el contexto de la presente invencion, por un “aumento en el grado de proliferacion
celular” se entiende un incremento de al menos el 5%, al menos el 10%, al menos el 15%, al
menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al menos el 40%, al
menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al
menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al
menos el 95% o incluso mas en el grado de proliferacion celular de un cultivo con EPCs
puesto en contacto con el suero de un sujeto al que se le ha aplicado un tratamiento adecuado
para una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular

respecto a un cultivo con EPCs en presencia de un suero control.

Método de determinacidn del riesgo cardiovascular (tercer v cuarto método de la invencion)

Tercer método de la invencion
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En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método (de ahora en adelante tercer
método de la invencion) para la determinacion del riesgo cardiovascular en un sujeto que
comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciaciéon de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y

(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre la diferenciacion de las EPCs,
en donde una disminucion en el grado de diferenciacion de las EPCs con respecto a un
cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que dicho sujeto

tiene un alto riesgo cardiovascular.

El término “riesgo cardiovascular” se emplea en el contexto del tercer método de la

invencion tal como ha sido definido previamente.
El término “sujeto” se ha definido anteriormente. En el contexto del tercer método de
la presente invencion, el sujeto es aquel cuyo riesgo cardiovascular pretende determinarse.

En una realizacion preferida, el sujeto de la invencion es un ser humano.

La primera etapa del tercer método de la invenciéon comprende poner en contacto una

poblacion de células mononucleares con el suero del sujeto cuyo riesgo cardiovascular
pretende determinarse, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en condiciones
adecuadas para la diferenciacién de células precursoras endoteliales (EPCs) presentes en

dicha poblacion.

Los términos “célula mononuclear”, “célula precursora endotelial”, “diferenciacion”,
y “condiciones adecuadas para la diferenciacion” se utilizan tal como han sido definidos
anteriormente. Las condiciones adecuadas para la diferenciacién celular, asi como los

métodos para determinar la diferenciacion celular han sido descritos previamente.

En una realizacion particular del tercer método de la invencidn, las células

mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra de cordon umbilical. En
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una realizacion preferida del tercer método de la invencion, las células mononucleares
proceden de una muestra de sangre. En una realizacién ain mas preferida del tercer método
de la invencion, las células mononucleares proceden de una muestra de sangre autdloga o de
una muestra de cordon umbilical autologa con respecto al suero que se usa en la primera
etapa de dicho método. Métodos para la purificacion de células mononucleares se han

indicado anteriormente.

En la primera etapa del tercer método de la invencion, la poblacién de células
mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto cuyo riesgo cardiovascular
pretende determinarse. La puesta en contacto de la poblacion de células mononucleares con
dicho suero se lleva a cabo con el suero diluido en medio de cultivo. En una realizacion
particular de la primera etapa del tercer método de la invencion, la puesta en contacto de la
poblacion de células mononucleares con el suero se lleva a cabo en una placa de cultivo. En
una realizacion preferida de la primera etapa del tercer método de la invencion, la placa de
cultivo se encuentra recubierta de un polimero que promueve la adhesion celular. En una
realizacion aun mas preferida de la primera etapa del tercer método de la invencidn, el

polimero que promueve la adhesion celular es fibronectina.

El término “suero” se emplea tal como ha sido definido anteriormente. En una
realizacion particular del tercer método de la invencion, el suero de un sujeto cuyo riesgo
cardiovascular quiere determinarse se pone en contacto con la poblacion de células
mononucleares. La puesta en contacto de la poblacion de células mononucleares con el suero

se lleva a cabo con dicho suero diluido en medio de cultivo.

Alternativamente, la invencién también contempla que la poblacion de células
mononucleares se ponga en contacto con el plasma de un sujeto cuyo riesgo cardiovascular

quiere determinarse.

En una realizacion particular de la primera etapa del tercer método de la invencion, la
poblacion de células mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto cuyo
riesgo cardiovascular pretende determinarse en presencia de un suero adecuado para el

cultivo celular. La puesta en contacto de la poblacién de células mononucleares con dicho
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suero se lleva a cabo con el suero diluido en medio de cultivo. El suero adecuado para el
cultivo celular comprende, sin limitarse a, suero fetal bovino y suero de caballo. En una
realizacion preferida, de la primera etapa del tercer método de la invencion, la relacion del
suero del sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de al menos 10:1; 9:1, 8:1, 7:1,
6:1,5:1,3:1,2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8 0 1:10 (v/v). En una forma preferida de
realizacion, la relacidn del suero del sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de

al menos 3:1 (v/v).

La segunda etapa del tercer método de la invencién comprende determinar el efecto

del suero del sujeto cuyo riesgo cardiovascular pretende determinarse sobre la diferenciacion
de las EPCs, en donde una disminucion en el grado de diferenciacion de las EPCs con
respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que

dicho sujeto tiene un alto riesgo cardiovascular.

En el contexto del tercer método de la invencidn, por una “disminucion del grado de
diferenciacion celular” se entiende un descenso de al menos el 5%, al menos el 10%, al
menos el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al
menos el 40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al
menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al
menos el 90%, al menos el 95% o incluso mas en el grado de diferenciacion celular de un
cultivo de EPCs puesto en contacto con el suero de un sujeto cuyo riesgo cardiovascular
pretende determinarse con respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero

control.

En una realizacion particular, el tercer método de la invencidn determina el grado de
diferenciacion celular de las EPCs mediante un método seleccionado del grupo: contaje del
numero de colonias de EPCs tempranas, y contaje del nimero de células endoteliales.
Métodos de contaje de colonias de EPCs tempranas y de contaje del nimero de células

endoteliales se han descrito con anterioridad.
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El término “suero control” empleado en el tercer método de la invencion se refiere a
un suero obtenido de un sujeto sano o de un sujeto que no padece patologia cardiovascular

alguna o de un sujeto que carece de riesgo cardiovascular.

Cuarto método de la invencion

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método (de ahora en adelante,

cuarto método de la invencion) para la determinacién del riesgo cardiovascular en un sujeto

que comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciaciéon de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una
poblacion de células endoteliales,

(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde una disminucién en el grado de proliferacion de las células endoteliales con
respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que

dicho sujeto tiene un alto riesgo cardiovascular.

El término “riesgo cardiovascular” se emplea en el contexto del cuarto método de la

invencion tal como ha sido definido previamente.
El término “sujeto” se ha definido anteriormente. En el contexto del cuarto método
de la presente invencion, el sujeto es aquel cuyo riesgo cardiovascular pretende

determinarse. En una realizacion preferida, el sujeto de la invencidn es un ser humano.

La primera etapa del cuarto método de la invenciéon comprende poner en contacto una

poblacion de células mononucleares con el suero del sujeto cuyo riesgo cardiovascular

pretende determinarse, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en condiciones
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adecuadas para la diferenciacién de células precursoras endoteliales (EPCs) presentes en

dicha poblacion y hasta obtener una poblacion de células endoteliales.

Los términos “célula mononuclear”, “célula precursora endotelial”, “diferenciacion”,
y “condiciones adecuadas para la diferenciacion” se utilizan tal como han sido definidos
anteriormente. Las condiciones adecuadas para la diferenciacién celular, asi como los

métodos para determinar la diferenciacion celular han sido descritos previamente.

En una realizacion particular del cuarto método de la invencidon, las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra de cordon umbilical. En
una realizacion preferida del cuarto método de la invencion, las células mononucleares
proceden de una muestra de sangre. En una realizacion aun mas preferida del cuarto método
de la invencion, las células mononucleares proceden de una muestra de sangre autologa o de
una muestra de corddén umbilical autologa con respecto al suero que se usa en la primera
etapa de dicho método. Métodos para la purificacion de células mononucleares se han

indicado anteriormente.

En la primera etapa del cuarto método de la invencion, la poblacion de células
mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto cuyo riesgo cardiovascular
pretende determinarse. La puesta en contacto de la poblacion de células mononucleares con
dicho suero se lleva a cabo con el suero diluido en medio de cultivo. En una realizacion
particular de la primera etapa del cuarto método de la invencion, la puesta en contacto de la
poblacion de células mononucleares con el suero se lleva a cabo en una placa de cultivo. En
una realizacion preferida de la primera etapa del cuarto método de la invencion, la placa de
cultivo se encuentra recubierta de un polimero que promueve la adhesion celular. En una
realizacion aun mas preferida de la primera etapa del cuarto método de la invencion, el

polimero que promueve la adhesion celular es fibronectina.

El término “suero” se emplea tal como ha sido definido anteriormente. En una
realizacion particular del cuarto método de la invencion, el suero de un sujeto cuyo riesgo

cardiovascular quiere determinarse se pone en contacto con la poblacion de células
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mononucleares. La puesta en contacto de la poblacion de células mononucleares con el suero

se lleva a cabo con dicho suero diluido en medio de cultivo.

Alternativamente, la invencion también contempla que la poblacién de células
mononucleares se ponga en contacto con el plasma de un sujeto cuyo riesgo cardiovascular

quiere determinarse.

En una realizacion particular de la primera etapa del cuarto método de la invencion,
la poblacion de células mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto cuyo
riesgo cardiovascular pretende determinarse en presencia de un suero adecuado para el
cultivo celular. La puesta en contacto de la poblacién de células mononucleares con dicho
suero se lleva a cabo con el suero diluido en medio de cultivo. El suero adecuado para el
cultivo celular comprende, sin limitarse a, suero fetal bovino y suero de caballo. En una
realizacion preferida, de la primera etapa del cuarto método de la invencion, la relacion del
suero del sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de al menos 10:1; 9:1, 8:1, 7:1,
6:1,5:1,3:1,2:1,1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1.7, 1:8 0 1:10 (v/v). En una forma preferida de
realizacion, la relacidn del suero del sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de

al menos 3:1 (V/v).

La segunda etapa del cuarto método de la invencion comprende poner en contacto la

poblacion de células endoteliales obtenidas en la primera etapa de dicho método con el suero
del sujeto cuyo riesgo cardiovascular pretende determinarse, en donde dicha puesta en
contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la proliferacion de células
endoteliales, en donde una disminucion en el grado de proliferacion de las células
endoteliales con respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es

indicativo de que dicho sujeto tiene un alto riesgo cardiovascular.

En el contexto del cuarto método de la invencidn, por una “disminucion del grado de
proliferacion celular” se entiende un descenso de al menos el 5%, al menos el 10%, al menos
el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al menos el
40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el

65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el
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90%, al menos el 95% o incluso mas en el grado de proliferacion celular de un cultivo de
células endoteliales obtenidas en la primera etapa y puesto en contacto con el suero de un
sujeto cuyo riesgo cardiovascular pretende determinarse con respecto a un cultivo de EPCs

puesto en contacto con un suero control.

En una realizacion particular, el cuarto método de la invencion determina el grado de
proliferacion celular de las células endoteliales mediante contaje del numero de células
endoteliales. En una realizacion preferida, el contaje del nimero de células endoteliales se
lleva a cabo mediante inmunodeteccién usando al menos un anticuerpo especifico para un
marcador de células endoteliales. En una realizacion atin mas preferida, el marcador de
células endoteliales se selecciona del grupo formado por CD146 (melanoma cell adhesion
molecule, MCAM), VEGFR2 (vascular endothelial growth factor receptor 2), CD31
(platelet endothelial cell adhesion molecule, PECAM-1), CD144 (vascular endothelial

cadherin).
El término “suero control” empleado en el tercer método de la invencion se refiere a
un suero obtenido de un sujeto sano o de un sujeto que no padece patologia cardiovascular

alguna o de un sujeto que carece de riesgo cardiovascular.

Métodos de monitorizacién de la respuesta de un sujeto a un tratamiento encaminado

patologias cardiovasculares (quinto y sexto método de la invencion)

Quinto método de la invencion

En otro aspecto, la invencidon se relaciona con un método para monitorizar la
respuesta de un sujeto a un tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o
una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado, que comprende

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciacion de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y

(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre la diferenciacion de las EPCs,
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en donde un aumento en el grado de diferenciacion de las EPCs con respecto a un cultivo de
EPCs puesto en contacto con el suero del sujeto antes de ser tratado es indicativo de que

dicho sujeto responde a dicho tratamiento.

Los términos “tratamiento”, “patologia cardiovascular’, “riesgo cardiovascular”, y

“diferenciacion” se emplean tal como han sido definidos previamente.

En una realizacion preferida del quinto método de la invencidn, el tipo de tratamiento
se selecciona del grupo formado por un tratamiento farmacologico, un tratamiento dietético

y un tratamiento fisico.

En una realizacion particular del quinto método de la invencidn, el tratamiento de

tipo farmacolégico incluye, sin limitarse a:

- farmacos empleados en el tratamiento de las hiperlipoproteinemias, tales como
inhibidores de la HMG-CoA reductasa (itarvastatina, NK-104, pitavastatina,
rosuvastatina, atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, lovastatina, pitavastatina,
pravastatina, simvastatina), inhibidores de escualeno sintasa y escualeno ciclasa,
inhibidores de la proteina microsomal transportadora de triglicéridos (BMS-
201030), inhibidores de la reabsorcion de dacidos biliares (colesevelam),
activadores de la proteina lipasa (NO-1886), inhibidores de ACAT (avasimiba,
CS-505, F-12511, F-1394, TS-892), inhibidores de la absorcion/reabsorcion de
colesterol (ezetimiba, fitosteroles, fitostanoles), inhibidores del transporte de
acidos biliares en el ileon (S-8921), aumentadores de la sintesis de HDL (CI-
1027), inhibidores de CEPT, agonistas de PPAR oy v (tiazolidinedionas).

- farmacos empleados en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 tales como el
inhibidor de la dipeptidil peptidada-4 (DPP-4) sitagliptina,

- farmacos empleados en el tratamiento de la hipertension arterial tales como
diuréticos tiazidicos (clortalidona, hidroclorotiazida, indapamida, xipamida),
diuréticos de asa (furosemida, piretanida, torasemida), diuréticos distales
(amiloride, espironolactona, triamterene), betabloqueantes (atenolol, bisoprolol,

carteolol, celiprolol, metoprolol, nebivolol, oxprenolol, propanolol), alfa-
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betabloqueantes (carvedilol, labetalol), antagonistas del calcio dihidropiridinicos
(amlodipino, barnidipino, felodipino, isradipino, lacidipino, lercanidipino,
manidipino, nicardipino, nifedipino, nisoldipino, nitrendipino), antagonistas del
calcio no dihidropiridinicos (diltiazem, verapamil), inhibidores del enzima
convertidor de la angiotensina o IECA (benazepril, captopril, cilazapril, enalapril,
espirapril, fosinopril, imidapril, perindopril, quinapril, ramipril, trandolapril,
zofenopril), antagonistas de los receptores de la angiotensina II o ARA 1II
(candesartan, eprosartan, irbesartdn, losartan, olmesaltran, telmisaltran,
valsartran) y otros tales como alfabloqueantes (doxazosina, prazosina, terazosina,
urapidil), farmacos de accion central (alfametildopa, clonidina, moxonidina) y
vasodilatadores arteriales (hidralacina, minoxidil)

farmacos empleados en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca tales como
péptidos natriuréticos auriculares (nesiritida, vasonatrida, anaritida, mini ANP),
inhibidores de vasopeptidasas (omapatrilato, fasidotrilo, mixanprilo, sampatrilato,
CGS30440, MDL100,240, Z13752A, antagonistas de los receptores de la
endotelina (darusentan, sitasentan, A127722, BQ-123, EMD1229646/94246,
PD151242/182874 para ETa, A192621, BQ788, IRL2500/2659, Ro468443 para
ETg, bosentan, enrasertan, tazosentan, BQ-610, 1749329/745142,
PD145065/142983para ETA/ETg), antagonistas de TNFa (pentoxifilina,
FR167653, candesartan, B-bloqueantes), antagonistas de los receptores de la
vasopresina (conivaptan, tolvaptan (OPC-41061), OPC-31260, VPA-985, SR-
121463), antagonistas de la aldosterona (eplerenona), antagonistas de los
receptores Al (BF9714), simpaticoliticos (nepicastat, nolomirona), firmacos que
mejoran el metabolismo cardiaco (carnitina, etoxomir, hormona del crecimiento,
ranolazina), antagonistas de los receptores ATl de la angiotensina II
(candesartan, eprosartan, forasartan, irbesartan, olmesartan, ripisartan, tasosartan,
telmisartdn), nuevos inotrdpicos positivos (levosimendan), inhibidores de
metaloproteinasas (hidroxamatos como batimastat, ilomastat, marimastat y
prinomastat, [B-bloqueantes, glucocorticoides, tetraciclinas, CP-471,474,
PD166793), antagonistas de la plasmina.

farmacos empleados en el tratamiento de los sindromes coronarios agudos, tales

como anticoagulantes (inhibidores de la antitrombina III como las heparinas de
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bajo peso molecular ardeparina, certoparina, nadroparina, logiparina, parnaparina,
reviparina y tedelparina, y la antitrombina III recombinante; inhibidores del
complejo factor tisular (TF)-factor VIla tales como mutantes del TF, anticuerpos
anti-TF, sobreexpresion del inhibidor de la via del TFrPI, NaPc2 e inhibidores del
factor VII; inhibidores de la trombina tales como los inhibidores del factor Xa
antistatina, TAP (tick anticoagulant peptide), DX9065, lefaxina, fondaparinux,
terostatina, YM-75466 y ZK-807834, anticuerpos contra el factor [Xa y Xa,
activadores de la via de la proteina C e inhibidores selectivos de la trombina
como argatroban, bivaluridina, efegatran, H376/95, hirugén, inogatran,
melagatrdn, napsagatran, UK-156406 y ximelagatran), antiagregantes
plaquetarios (XV459, roxifiban), fibrinoliticos y farmacos cardioprotectores.

- farmacos empleados en el tratamiento del proceso inflamatorio de la placa de
ateroma tales como antagonistas de la interaccion leucocito-endotelio, de
selectina, integrinas y citoquinas; inhibidores de la expresion de moléculas de
adhesion o la activacion de NF-«xB.

- farmacos empleados en el tratamiento de las arritmias tales como bloqueantes
selectivos de la Ik, (dofetilida, ibutilida, trecetilida), bloqueantes de la Ik, y de los
RB1 (sotalol, ersentalida), bloqueantes selectivos de la Ik, y farmacos con
multiples acciones (ambasilida, azimilida, BRL-32872, clofilium, ibutilida,

dronedarona, tedisamilo, trecetilida).

En una realizacion particular del primer método de la invencion, el tratamiento de
tipo dietético incluye, sin limitarse a: consumo de vino tinto, té verde, astralagus, extracto de
GojiBerry, Lactobacillus fermentum, 4cido eldgico, beta-1,3-glucano, vitamina D3 (Stem-
Kine, RBC Life), acidos grados omega 3, dieta mediterrdnea y dieta suplementada con

flavonoides de cacao.

En una realizacion particular del primer método de la invencion, el tratamiento de
tipo fisico incluye, sin limitarse a: ejercicio fisico, CPAP (presion positiva continua en la via
adrea), stent coronario, transplante de EPCs autologas, transplante de EPCs transcoronarias,

infusion intracoronaria de EPCs.
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En la presente invencién, el término “monitorizar la respuesta” se refiere a un
seguimiento de la evolucion de una patologia, en particular de una patologia cardiovascular o

de una patologia que conlleva un riesgo de patologia cardiovascular.

En la presente invencion se entiende por “sujeto” cualquier animal clasificado como
mamifero e incluye, pero no se limita a, animales domésticos y de granja, primates y
humanos, por ejemplo seres humanos, primates no humanos, vacas, caballos, cerdos, ovejas,
cabras, perros, gatos o roedores. Preferiblemente, el sujeto es un ser humano de sexo
femenino o masculino y de cualquier raza o edad. En el contexto del tercer método de la
presente invencion, el sujeto es un sujeto cuyo riesgo cardiovascular pretende determinarse.

En una realizacion preferida, el sujeto de la invencion es un ser humano.

La primera etapa del quinto método de la invencion comprende poner en contacto

una poblacion de células mononucleares con el suero del sujeto cuya respuesta a un
tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o a una patologia que conlleva
un riesgo cardiovascular pretende monitorizarse, en donde dicha puesta en contacto se lleva
a cabo en condiciones adecuadas para la diferenciacion de células precursoras endoteliales

(EPCs) presentes en dicha poblacion.

Los términos “célula mononuclear”, “célula precursora endotelial”, “diferenciacion”,
y “condiciones adecuadas para la diferenciacion” se utilizan tal como han sido definidos
anteriormente. Las condiciones adecuadas para la diferenciacién celular, asi como los

métodos para determinar la diferenciacion celular han sido descritos previamente.

En una realizacién particular del quinto método de la invencion, las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra de cordon umbilical. En
una realizacion preferida del quinto método de la invencidn, las células mononucleares
proceden de una muestra de sangre. En una realizacién ain mas preferida del quinto método
de la invencion, las células mononucleares proceden de una muestra de sangre autodloga o de
una muestra de corddén umbilical autologa con respecto al suero que se usa en la primera
etapa de dicho método. Métodos para la purificacion de células mononucleares se han

indicado anteriormente.
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En la primera etapa del quinto método de la invencidn, la poblacion de células
mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto cuya respuesta a un tratamiento
encaminado a tratar una patologia cardiovascular o a una patologia que conlleva un riesgo
cardiovascular pretende monitorizarse. La puesta en contacto de la poblacién de células
mononucleares con dicho suero se lleva a cabo con el suero diluido en medio de cultivo. En
una realizacidn particular de la primera etapa del quinto método de la invencion, la puesta en
contacto de la poblacion de células mononucleares con el suero se lleva a cabo en una placa
de cultivo. En una realizacion preferida de la primera etapa del quinto método de la
invencion, la placa de cultivo se encuentra recubierta de un polimero que promueve la
adhesion celular. En una realizacion ain mas preferida de la primera etapa del quinto método

de la invencion, el polimero que promueve la adhesion celular es fibronectina.

El término “suero” se emplea tal como ha sido definido anteriormente. En una
realizacion particular del quinto método de la invencion, el suero de un sujeto cuya respuesta
a un tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o a una patologia que
conlleva un riesgo cardiovascular pretende monitorizarse se pone en contacto con la
poblacion de células mononucleares. La puesta en contacto de la poblacion de células

mononucleares con el suero se lleva a cabo con dicho suero diluido en medio de cultivo.

Alternativamente, la invencién también contempla que la poblacion de células

mononucleares se ponga en contacto con el plasma de un sujeto cuya respuesta a un

tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o a una patologia que conlleva

un riesgo cardiovascular pretende monitorizarse.

En una realizacion particular de la primera etapa del quinto método de la invencion,
la poblacion de células mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto cuya
respuesta a un tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o a una
patologia que conlleva un riesgo cardiovascular pretende monitorizarse en presencia de un
suero adecuado para el cultivo celular. La puesta en contacto de la poblacion de células
mononucleares con dicho suero se lleva a cabo con el suero diluido en medio de cultivo. El

suero adecuado para el cultivo celular comprende, sin limitarse a, suero fetal bovino y suero



10

15

20

25

30

WO 2013/057357 PCT/ES2012/070734

37

de caballo. En una realizacion preferida, de la primera etapa del quinto método de la
invencion, la relacion del suero del sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de al
menos 10:1; 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8 0 1:10 (v/v).
En una forma preferida de realizacion, la relacion del suero del sujeto y el suero adecuado

para el cultivo celular es de al menos 3:1 (v/v).

La segunda etapa del quinto método de la invencién comprende determinar el efecto

del suero de un sujeto cuya respuesta a un tratamiento encaminado a tratar una patologia
cardiovascular o a una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular pretende
monitorizarse sobre la diferenciacion de las EPCs, en donde un aumento en el grado de
diferenciacion de las EPCs con respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con el
suero del sujeto antes de ser tratado es indicativo de que dicho sujeto responde a dicho

tratamiento.

En el contexto de la presente invencion, por un “aumento del grado de diferenciacion
celular” se entiende un aumento de al menos el 5%, al menos el 10%, al menos el 15%, al
menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al menos el 40%, al
menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al
menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al
menos el 95% o incluso mas en el grado de diferenciacidon celular de un cultivo con EPCs
puesto en contacto con el suero de un sujeto cuya respuesta a un tratamiento encaminado a
tratar una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular
quiere monitorizarse con respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con el suero de

dicho sujeto antes de ser tratado.

En una realizacidn particular, el quinto método de la invencidn determina el grado de
diferenciacion celular de las EPCs mediante un método seleccionado del grupo: contaje del
numero de colonias de EPCs tempranas, y contaje del nimero de células endoteliales.
Métodos de contaje de colonias de EPCs tempranas y de contaje del nimero de células

endoteliales se han descrito con anterioridad.

Sexto método de la invencidon
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En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método (de ahora en adelante sexto

método de la invencién) para monitorizar la respuesta de un sujeto a un tratamiento

encaminado a tratar una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo
cardiovascular asociado, que comprende
(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciaciéon de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una
poblacion de células endoteliales,

(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde un aumento en el grado de proliferacion de las células endoteliales con respecto a
un cultivo de EPCs puesto en contacto con el suero del sujeto antes de ser tratado es

indicativo de que dicho sujeto responde a dicho tratamiento.

Los términos “tratamiento”, “monitorizar la respuesta”, “patologia cardiovascular”,
“riesgo cardiovascular”, “diferenciacion” y “proliferacién” se emplean tal como han sido

definidos previamente.

En la presente invencion se entiende por “sujeto” cualquier animal clasificado como
mamifero e incluye, pero no se limita a, animales domésticos y de granja, primates y
humanos, por ejemplo seres humanos, primates no humanos, vacas, caballos, cerdos, ovejas,
cabras, perros, gatos o roedores. Preferiblemente, el sujeto es un ser humano de sexo
femenino o masculino y de cualquier raza o edad. En el contexto del sexto método de la
presente invencion, el sujeto es un sujeto cuyo riesgo cardiovascular pretende determinarse.

En una realizacion preferida, el sujeto de la invencion es un ser humano.

La primera etapa del sexto método de la invencién comprende poner en contacto una

poblacion de células mononucleares con el suero de un sujeto cuya respuesta a un

tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o a una patologia que conlleva
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un riesgo cardiovascular asociado pretende monitorizarse, en donde dicha puesta en contacto
se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la diferenciacion de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una poblacidon de células

endoteliales.

Los términos “célula mononuclear”, “célula precursora endotelial”, “diferenciacion”,
y “condiciones adecuadas para la diferenciacion” se utilizan tal como han sido definidos
anteriormente. Las condiciones adecuadas para la diferenciacién celular, asi como los

métodos para determinar la diferenciacion celular han sido descritos previamente.

En una realizacién particular del sexto método de la invencion, las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra de cordon umbilical. En
una realizacion preferida del sexto método de la invencion, las células mononucleares
proceden de una muestra de sangre. En una realizacion aun mas preferida del sexto método
de la invencion, las células mononucleares proceden de una muestra de sangre autologa o de
una muestra de corddén umbilical autologa con respecto al suero que se usa en la primera
etapa de dicho método. Métodos para la purificacion de células mononucleares se han

indicado anteriormente.

En la primera etapa del sexto método de la invencion, la poblacion de células
mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto cuya respuesta a un tratamiento
encaminado a tratar una patologia cardiovascular o a una patologia que conlleva un riesgo
cardiovascular pretende monitorizarse. La puesta en contacto de la poblacién de células
mononucleares con dicho suero se lleva a cabo con el suero diluido en medio de cultivo. En
una realizacion particular de la primera etapa del sexto método de la invencion, la puesta en
contacto de la poblacion de células mononucleares con el suero se lleva a cabo en una placa
de cultivo. En una realizacion preferida de la primera etapa del sexto método de la
invencion, la placa de cultivo se encuentra recubierta de un polimero que promueve la
adhesion celular. En una realizacién aun mas preferida de la primera etapa del sexto método

de la invencion, el polimero que promueve la adhesion celular es fibronectina.
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El término “suero” se emplea tal como ha sido definido anteriormente. En una
realizacion particular del sexto método de la invencidn, el suero de un sujeto cuya respuesta
a un tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o a una patologia que
conlleva un riesgo cardiovascular pretende monitorizarse se pone en contacto con la
poblacion de células mononucleares. La puesta en contacto de la poblacion de células

mononucleares con el suero se lleva a cabo con dicho suero diluido en medio de cultivo.

Alternativamente, la invencién también contempla que la poblacion de células

mononucleares se ponga en contacto con el plasma de un sujeto cuya respuesta a un

tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o a una patologia que conlleva

un riesgo cardiovascular pretende monitorizarse.

En una realizacion particular de la primera etapa del sexto método de la invencion, la
poblacion de células mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto cuya
respuesta a un tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular o a una
patologia que conlleva un riesgo cardiovascular pretende monitorizarse en presencia de un
suero adecuado para el cultivo celular. La puesta en contacto de la poblacion de células
mononucleares con dicho suero se lleva a cabo con el suero diluido en medio de cultivo. El
suero adecuado para el cultivo celular comprende, sin limitarse a, suero fetal bovino y suero
de caballo. En una realizacion preferida, de la primera etapa del quinto método de la
invencion, la relacion del suero del sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de al
menos 10:1; 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8 0 1:10 (v/v).
En una forma preferida de realizacion, la relacion del suero del sujeto y el suero adecuado

para el cultivo celular es de al menos 3:1 (v/v).

La segunda etapa del sexto método de la invencidén comprende poner en contacto la

poblacion de células endoteliales obtenidas en primera etapa de dicho método con el suero
del sujeto cuya respuesta a un tratamiento encaminado a tratar una patologia cardiovascular
0 a una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado pretende monitorizarse, en
donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la

proliferacion de células endoteliales, en donde un aumento en el grado de proliferacion de
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las células endoteliales con respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con el suero del

sujeto antes de ser tratado es indicativo de que dicho sujeto responde a dicho tratamiento.

En el contexto de la presente invencion, por un “aumento del grado de proliferacion
celular” se entiende un aumento de al menos el 5%, al menos el 10%, al menos el 15%, al
menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al menos el 40%, al
menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al
menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al
menos el 95% o incluso mas en el grado de proliferacion celular de las células endoteliales
en contacto con el suero de un sujeto cuya respuesta a un tratamiento encaminado a tratar
una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular quiere
monitorizarse con respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con el suero del sujeto

antes de ser tratado

En una realizacion particular, el sexto método de la invencion determina el grado de
diferenciacion celular mediante contaje del numero de células endoteliales. En una
realizacion preferida, el contaje del nimero de células endoteliales se lleva a cabo mediante
inmunodeteccion usando al menos un anticuerpo especifico para un marcador de células
endoteliales. En una realizacion aiun mas preferida, el marcador de células endoteliales se
selecciona del grupo formado por CD146 (melanoma cell adhesion molecule, MCAM),
VEGFR2 (vascular endothelial growth factor receptor 2), CD31 (platelet endothelial cell
adhesion molecule, PECAM-1), CD144 (vascular endothelial cadherin).

Métodos de terapia personalizada (séptimo vy octavo métodos de la invencion)

Séptimo método de la invencidn

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso de un compuesto terapéutico
vascular para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una patologia
cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado en donde

dicho compuesto se administra a un sujeto identificado mediante un método que comprende
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(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto en condiciones adecuadas para la diferenciacion de las EPCs
presentes en dicha poblacién y
(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre el grado de diferenciacion celular de
dichas EPCs
en donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucion en el grado de
diferenciacion de las EPCs con respecto al grado de diferenciacion de un cultivo de dicha

poblacion puesto en contacto con un suero control.

Alternativamente, la invencion se relaciona con un compuesto terapéutico vascular
para su uso en el tratamiento de una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva
un riesgo cardiovascular asociado en donde dicho compuesto se administra a un sujeto
identificado mediante un método que comprende

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto en condiciones adecuadas para la diferenciacion de las EPCs
presentes en dicha poblacién y
(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre el grado de diferenciacion celular de
dichas EPCs
en donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucion en el grado de
diferenciacion de las EPCs con respecto al grado de diferenciacioén de un cultivo de dicha

poblacion puesto en contacto con un suero control.

Alternativamente, la invencion se relaciona con un método para el tratamiento de una
patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado en
donde dicho tratamiento se aplica a un sujeto identificado mediante un método que
comprende

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto en condiciones adecuadas para la diferenciacion de las EPCs
presentes en dicha poblacién y

(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre el grado de diferenciacion celular de

dichas EPCs
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en donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucion en el grado de
diferenciacion de las EPCs con respecto al grado de diferenciacioén de un cultivo de dicha

poblacion puesto en contacto con un suero control.

Los términos “tratamiento”, “patologia cardiovascular” y “riesgo cardiovascular se
2
emplean en el contexto del séptimo método de la invencidn tal como han sido definidos

anteriormente.

En el contexto del séptimo método de la presente invencion, el sujeto es aquel
identificado mediante el método de la invencion y al que se administra el compuesto
terapéutico vascular. En una realizacién preferida, el sujeto de la invencion es un ser

humano.

El término “compuesto terapéutico vascular” se define como aquel compuesto que es
utilizado para aliviar o eliminar la patologia cardiovascular o la patologia que conlleva un
riesgo cardiovascular asociado, o reducir o eliminar uno o mas sintomas asociados a dicha

patologia, o aliviar o eliminar las secuelas fisiologicas de la enfermedad.

En la primera etapa del séptimo método de la invencion, se pone en contacto una

poblacion de células mononucleares con el suero del sujeto identificado mediante el método
de la invencién y al que se administra el compuesto terapéutico vascular, en condiciones

adecuadas para la diferenciacion de las EPCs presentes en dicha poblacion.

Los términos “célula mononuclear”, “célula precursora endotelial”, “diferenciacion
celular” y “condiciones adecuadas para la diferenciacion celular” han sido definidos
previamente. Condiciones adecuadas para la diferenciacion celular, asi como métodos para

determinar la diferenciacion celular han sido descritos anteriormente.

Los modos de administracion de un compuesto incluyen, sin limitarse a, inyeccion e
infusion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intraesternal, subcutanea e intraarticular.
La via de administracion mas adecuada en cualquier caso dado depende de la duracién del

estado del syjeto, la longitud del tratamiento deseado, la naturaleza y la gravedad del estado
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que esta tratandose, y la formulacion particular que estd usandose. Una revision de diferentes
métodos de administracion de compuestos, principios activos, excipientes que van a usarse y
procedimientos para producirlos pueden encontrarse en “Tratado de Farmacia Galénica”, C.

Fauli i Trillo, Luzan 5, S.A. de Ediciones, 1993.

En una realizacién particular del séptimo método de la invencion, las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra de cordon umbilical. En
una realizacion preferida del séptimo método de la invencion, las células mononucleares
proceden de una muestra de sangre. En una realizacion aun mas preferida del séptimo
método de la invencion, las células mononucleares proceden de una muestra de sangre
autdloga o de una muestra de cordon umbilical autdloga con respecto al suero que se usa en
la primera etapa de dicho método. Métodos para la purificacion de células mononucleares se

han indicado anteriormente.

En la primera etapa del séptimo método de la invencion, la poblacion de células
mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto identificado mediante el
método de la invencidn y al que se administra el compuesto terapéutico vascular. La puesta
en contacto de la poblacidon de células mononucleares con dicho suero del sujeto se lleva a
cabo con dicho suero diluido en medio de cultivo. En una realizacion particular de la primera
etapa del séptimo método de la invencidn, la puesta en contacto de la poblacion de células
mononucleares con el suero se lleva a cabo en una placa de cultivo. En una realizacion
preferida de la primera etapa del séptimo método de la invencion, la placa de cultivo se
encuentra recubierta de un polimero que promueve la adhesion celular. En una realizacion
aun mas preferida de la primera etapa del séptimo método de la invenciodn, el polimero que

promueve la adhesion celular es fibronectina.

El término “suero” se emplea tal como ha sido definido anteriormente. En una
realizacion particular del séptimo método de la invencion, el suero de un sujeto identificado
mediante el método de la invencion y al que se administra el compuesto terapéutico vascular
se pone en contacto con la poblacion de células mononucleares. La puesta en contacto de la
poblacion de células mononucleares con el suero se lleva a cabo con dicho suero diluido en

medio de cultivo.
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Alternativamente, la invencién también contempla que la poblacion de células

mononucleares se ponga en contacto con el plasma de un sujeto identificado mediante el

método de la invencion y al que se administra el compuesto terapéutico vascular.

En una realizacion particular de la primera etapa del séptimo método de la invencion,
la poblacion de células mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto
identificado mediante el método de la invencion y al que se administra el compuesto
terapéutico vascular en presencia de un suero adecuado para el cultivo celular. La puesta en
contacto de la poblacion de células mononucleares con dicho suero se lleva a cabo con dio
suero diluido en medio de cultivo. El suero adecuado para el cultivo celular comprende, sin
limitarse a, suero fetal bovino y suero de caballo. En una realizacion preferida, de la primera
etapa del séptimo método de la invencion, la relacién del suero del sujeto y el suero
adecuado para el cultivo celular es de al menos 10:1; 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2,
1:3,1:4,1:5,1:6, 1:7, 1:8 0 1:10 (v/v). En una forma preferida de realizacion, la relacion del

suero del sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de al menos 3:1 (v/v).

En la segunda etapa del séptimo método de la invencidn, se determina el efecto de

del suero del syjeto identificado mediante el método de la invencion y al que se administra el
compuesto terapéutico vascular sobre el grado de diferenciacion celular de dichas EPCs, en
donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucion en el grado de
diferenciacion celular de las células EPCs con respecto al grado de diferenciacion de un

cultivo de dicha poblacion puesto en contacto con un suero control.

En el contexto de la presente invencidén, por una “disminucion del grado de
diferenciacion celular” se entiende un descenso de al menos el 5%, al menos el 10%, al
menos el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al
menos el 40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al
menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al
menos el 90%, al menos el 95% o incluso més en el grado de diferenciacion celular de las
EPCs con respecto al grado de diferenciacion resultante de la puesta en contacto de dicha

poblacion con un suero control.
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En una realizacion particular, el séptimo método de la invencidén determina el grado
de diferenciacion celular de las EPCs mediante un método seleccionado del grupo: contaje
del numero de colonias de EPCs tempranas, y contaje del numero de células endoteliales.
Métodos de contaje de colonias de EPCs tempranas y de contaje del nimero de células

endoteliales se han descrito con anterioridad.

El término “suero control” empleado en el séptimo método de la invencion se refiere
a un suero obtenido a partir de un sujeto sano o de un sujeto que no padece patologia

cardiovascular alguna.

En una realizacion particular del séptimo método de la invencidn, el tipo de
tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un
riesgo cardiovascular asociado en un sujeto se selecciona del grupo formado por

farmacoloégico, dietético o fisico.

En una realizacion preferida, el tratamiento de una patologia cardiovascular o una
patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado para el que se usa un compuesto

terapéutico vascular para la preparacion de un medicamento es de tipo farmacologico.

En una realizacion particular del séptimo método de la invencion, el tratamiento de

tipo farmacolégico incluye, sin limitarse a:

- farmacos empleados en el tratamiento de las hiperlipoproteinemias,

- farmacos empleados en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2,

- farmacos empleados en el tratamiento de la hipertension arterial,

- farmacos empleados en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca,

- farmacos empleados en el tratamiento de los sindromes coronarios agudos,

- farmacos empleados en el tratamiento del proceso inflamatorio de la placa de
ateroma,

- farmacos empleados en el tratamiento de las arritmias,
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tales como los indicados anteriormente.

Alternativamente, el séptimo método de la invenciédn se relaciona con un método para
el tratamiento de una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo

cardiovascular asociado, en donde dicho tratamiento puede ser de tipo dietético o fisico.

En una realizacion particular del séptimo método de la invencion, el tratamiento de
tipo dietético incluye, sin limitarse a: consumo de vino tinto, té verde, astralagus, extracto de
GojiBerry, Lactobacillus fermentum, 4cido eldgico, beta-1,3-glucano, vitamina D3 (Stem-
Kine, RBC Life), acidos grados omega 3, dieta mediterrdnea y dieta suplementada con

flavonoides de cacao.

En una realizacion particular del séptimo método de la invencion, el tratamiento de
tipo fisico incluye, sin limitarse a: ejercicio fisico, CPAP (presion positiva continua en la via
adrea), stent coronario, transplante de EPCs autologas, transplante de EPCs transcoronarias,

infusion intracoronaria de EPCs.

Octavo método de la invencion

La invencidn se relaciona en un ultimo lugar con el uso de un compuesto terapéutico
vascular para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una patologia
cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado en donde
dicho compuesto se administra a un sujeto identificado mediante un método que comprende

(iif)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de

dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciacién de de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una
poblacion de células endoteliales,

(iv)  poner en contacto la poblacidn de células endoteliales obtenidas en la etapa (i)

con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo

en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,
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en donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucion en el grado de
proliferacion de las células endoteliales con respecto al grado de proliferacion de un cultivo

de dicha poblacion en contacto con un suero control.

Alternativamente, la invencion se relaciona con un compuesto terapéutico vascular
para su uso en el tratamiento de una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva
un riesgo cardiovascular asociado en donde dicho compuesto se administra a un sujeto
identificado mediante un método que comprende

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciacién de de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una
poblacion de células endoteliales,

(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucion en el grado de
proliferacion de las células endoteliales con respecto al grado de proliferacion de un cultivo

de dicha poblacion en contacto con un suero control.

Alternativamente, la invencion se relaciona con un método para el tratamiento de una
patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado en
donde dicho tratamiento se aplica a un sujeto identificado mediante un método que
comprende

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciacién de de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una
poblacion de células endoteliales,

(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)

con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo

en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,
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en donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucion en el grado de
proliferacion de las células endoteliales con respecto al grado de proliferacion de un cultivo

de dicha poblacion en contacto con un suero control.

Los términos “tratamiento”, “compuesto terapéutico vascular’, “patologia
cardiovascular” y “riesgo cardiovascular se emplean en el contexto del octavo método de la

invencion tal como han sido definidos anteriormente.

En la presente invencion se entiende por “sujeto” cualquier animal clasificado como
mamifero e incluye, pero no se limita a, animales domésticos y de granja, primates y
humanos, por ejemplo seres humanos, primates no humanos, vacas, caballos, cerdos, ovejas,
cabras, perros, gatos o roedores. Preferiblemente, el sujeto es un ser humano de sexo
femenino o masculino y de cualquier raza o edad. En el contexto del octavo método de la
presente invencion, el sujeto es un sujeto identificado mediante el método de la invencién y
al que se administra el compuesto terapéutico vascular. En una realizacion preferida, el

sujeto de la invencion es un ser humano.

En la primera etapa del octavo método de la invencion, se pone en contacto una
poblacion de células mononucleares con el suero del sujeto identificado mediante el método
de la invencién y al que se administra el compuesto terapéutico vascular, en condiciones
adecuadas para la diferenciacion de de células precursoras endoteliales (EPCs) presentes en

dicha poblacion y hasta obtener una poblacion de células endoteliales.

Los términos “célula mononuclear”, “célula precursora endotelial”, “diferenciacion
celular” y “condiciones adecuadas para la diferenciacion celular” han sido definidos
previamente. Condiciones adecuadas para la diferenciacion celular, asi como métodos para

determinar la diferenciacion celular han sido descritos anteriormente.

En una realizacion particular del octavo método de la invencion, las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra de cordon umbilical. En
una realizacion preferida del octavo método de la invencion, las células mononucleares

proceden de una muestra de sangre. En una realizacion aun mas preferida del octavo método
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de la invencion, las células mononucleares proceden de una muestra de sangre autologa o de
una muestra de corddén umbilical autologa con respecto al suero que se usa en la octavoa
etapa de dicho método. Métodos para la purificacion de células mononucleares se han

indicado anteriormente.

En la primera etapa del octavo método de la invencion, la poblacion de células
mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto identificado mediante el
método de la invencidn y al que se administra el compuesto terapéutico vascular. La puesta
en contacto de la poblacidon de células mononucleares con dicho suero del sujeto se lleva a
cabo con dicho suero diluido en medio de cultivo. En una realizacion particular de la primera
etapa del octavo método de la invencidn, la puesta en contacto de la poblacién de células
mononucleares con el suero se lleva a cabo en una placa de cultivo. En una realizacion
preferida de la primera etapa del octavo método de la invencion, la placa de cultivo se
encuentra recubierta de un polimero que promueve la adhesion celular. En una realizacion
aun mas preferida de la primera etapa del octavo método de la invencion, el polimero que

promueve la adhesion celular es fibronectina.

El término “suero” se emplea tal como ha sido definido anteriormente. En una
realizacion particular del séptimo método de la invencidn, el suero de un sujeto identificado
mediante el método de la invencion y al que se administra el compuesto terapéutico vascular
se pone en contacto con la poblacion de células mononucleares. La puesta en contacto de la
poblacion de células mononucleares con el suero se lleva a cabo con dicho suero diluido en

medio de cultivo.

Alternativamente, la invencién también contempla que la poblacion de células

mononucleares se ponga en contacto con el plasma de un sujeto identificado mediante el

método de la invencidn y al que se administra el compuesto terapéutico vascular.

En una realizacion particular de la primera etapa del octavo método de la invencion,
la poblacion de células mononucleares se pone en contacto con el suero de un sujeto
identificado mediante el método de la invencion y al que se administra el compuesto

terapéutico vascular en presencia de un suero adecuado para el cultivo celular. La puesta en
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contacto de la poblacion de células mononucleares con dicho suero se lleva a cabo con dio
suero diluido en medio de cultivo. El suero adecuado para el cultivo celular comprende, sin
limitarse a, suero fetal bovino y suero de caballo. En una realizacion preferida, de la primera
etapa del octavo método de la invencion, la relacion del suero del sujeto y el suero adecuado
para el cultivo celular es de al menos 10:1; 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4,
1:5,1:6, 1:7, 1:8 0 1:10 (v/v). En una forma preferida de realizacion, la relacion del suero del

sujeto y el suero adecuado para el cultivo celular es de al menos 3:1 (v/v).

En la segunda etapa del octavo método de la invencion, se pone en contacto la

poblacion de células endoteliales obtenidas en primera etapa de dicho método con el suero
del sujeto identificado mediante el método de la invencién y al que se administra el
compuesto terapéutico vascular, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la proliferacién de células endoteliales, en donde el sujeto se
selecciona si el suero provoca una disminucion en el grado de proliferacion de las células
endoteliales con respecto al grado de proliferacion de un cultivo de dicha poblacién en

contacto con un suero control.

En el contexto de la presente invencidén, por una “disminucion del grado de
proliferacion celular” se entiende un descenso de al menos el 5%, al menos el 10%, al menos
el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al menos el
40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el
65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el
90%, al menos el 95% o incluso mas en el grado de proliferacion celular de las células
endoteliales con respecto al grado de proliferacion de un cultivo de dicha poblacién en

contacto con un suero control.

El término “suero control” empleado en el séptimo método de la invencion se refiere
a un suero obtenido a partir de un sujeto sano o de un sujeto que no padece patologia

cardiovascular alguna.

En una realizacion particular, el octavo método de la invencion determina el grado de

diferenciacion celular mediante contaje del numero de células endoteliales. En una
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realizacion preferida, el contaje del nimero de células endoteliales se lleva a cabo mediante
inmunodeteccion usando al menos un anticuerpo especifico para un marcador de células
endoteliales. En una realizacion aiun mas preferida, el marcador de células endoteliales se
selecciona del grupo formado por CD146 (melanoma cell adhesion molecule, MCAM),
VEGFR2 (vascular endothelial growth factor receptor 2), CD31 (platelet endothelial cell
adhesion molecule, PECAM-1), CD144 (vascular endothelial cadherin).

En una realizacion particular del octavo método de la invencion, el tipo de
tratamiento adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que conlleva un
riesgo cardiovascular asociado en un sujeto se selecciona del grupo formado por

farmacoloégico, dietético o fisico.

El tratamiento de una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo
cardiovascular asociado para el que se usa un compuesto terapéutico vascular para la

preparacion de un medicamento es de tipo farmacologico.

En una realizacion particular del octavo método de la invencion, el tratamiento de

tipo farmacolégico incluye, sin limitarse a:

- farmacos empleados en el tratamiento de las hiperlipoproteinemias,

- farmacos empleados en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2,

- farmacos empleados en el tratamiento de la hipertension arterial,

- farmacos empleados en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca,

- farmacos empleados en el tratamiento de los sindromes coronarios agudos,

- farmacos empleados en el tratamiento del proceso inflamatorio de la placa de
ateroma,

- farmacos empleados en el tratamiento de las arritmias,

tales como los indicados anteriormente.

Alternativamente, el octavo método de la invencidn se relaciona con un método para
el tratamiento de una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo

cardiovascular asociado, en donde dicho tratamiento puede ser de tipo dietético o fisico.
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En una realizacién particular del octavo método de la invencion, el tratamiento de
tipo dietético incluye, sin limitarse a: consumo de vino tinto, té verde, astralagus, extracto de
GojiBerry, Lactobacillus fermentum, acido elagico, beta-1,3-glucano, vitamina D3 (Stem-
Kine, RBC Life), acidos grados omega 3, dieta mediterrdnea y dieta suplementada con

flavonoides de cacao.

En una realizacién particular del octavo método de la invencion, el tratamiento de
tipo fisico incluye, sin limitarse a: ejercicio fisico, CPAP (presion positiva continua en la via
adrea), stent coronario, transplante de EPCs autologas, transplante de EPCs transcoronarias,

infusion intracoronaria de EPCs.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencion y no deben ser considerados

como limitativos del alcance de la misma.

EJEMPLOS

MATERIALES Y METODOS

Células vy sueros empleados en los ensayos

En la realizacion de los ensayos se emplean:

- células mononucleadas de sangre periférica o de cordon umbilical de sujetos sanos
para el cultivo de las células precursoras del endotelio (EPCs). La diferencia entre utilizar
células mononucleadas de sangre periférica o de cordon umbilical es que en el caso de
cordon umbilical las EPCs se obtienen antes

- suero de sujetos sanos como control del experimento

- suero de pacientes con una patologia relacionada con un aumento del estrés
oxidativo o con un proceso inflamatorio cronico como pueden ser: insuficiencia renal
cronica, apnea del suefio, artritis reumatoide, preclampsia, hipertension, enfermedad

cardiovascular, etc.
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Medios empleados para el aislamiento de EPCs

Se emplearon suero fisiologico o PBS 1X, disoluciéon 6% ACD (22,3 g de glucosa, 22
g de citrato sddico y 8 g acido citrico para 1 | de disolucion), tampdn de aislamiento (50 ml
de disolucion 6% ACD, 2,5 g BSA, 450 ml de PBS para 0,5 | de disolucion) y medio de
aislamiento o medio K (395 ml de EBM-2, 90 ml suero fetal bovino descomplementado, 5
ml glutamina-penicilina-estreptomicina 100x y EGM-2 SingleQuots (todos excepto

hidrocortisona) para 0,5 1 de disolucion).

Metodologia empleada para el aislamiento de EPCs

Las muestras de sangre periférica de adultos se obtuvieron de voluntarios donantes de
acuerdo con un protocolo aprobado por el Hospital Universitario Virgen de Rocio y se
obtuvo el consentimiento informado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y en virtud
de un protocolo aprobado por el Comité de Investigacion Clinica. Tanto las EPC derivadas
de la sangre cordon umbilical como las EPCs derivados de la sangre periférica de adulto se

obtuvieron a partir de las fraccidn de las células mononucleares (MNC).

Se obtuvieron células mononucleadas de sangre periférica tal como se indica en
WO02008077094. Para ello, se extrajeron entre 20-40 ml de sangre total, procedente bien de
sangre de cordon umbilical, afiadiendo 1 ml de heparina en una jeringa antes de extraer la
sangre de cordon umbilical, o bien de sangre periférica de adulto, utilizando tubos con
heparina al extraer la sangre con agujas con mariposa. Se afiadieron, en tubos de 50 ml, 10
ml de tampdn de aislamiento por cada 20 ml de sangre empleada. Se prepararon tubos de 50
ml con 15 ml de Ficoll, a los que se afiadieron la mezcla de sangre y tampon de aislamiento
sin romper el gradiente. Se centrifugd a 2700 rpm durante 15 minutos y sin freno. A
continuacién se recogid el plasma autdlogo, tomando el sobrenadante (unos 10-15 ml) con
cuidado de no extraer la capa de células, pudiendo congelarse a -20°C en caso de no
utilizarse de inmediato. Se recogio después la capa de células mononucleares (capa blanca) y
se transfirié a tubos de 50 ml, afiadiéndose 5 ml de tampdn de aislamiento por cada 10 ml de
células recogidas. Se centrifug6 a 2700 rpm durante 5 minutos y a continuacién se eliminé el

sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 10 ml de tampdn de aislamiento para hacer un
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lavado (centrifugacion durante 10 min a 1200 rpm y eliminacion del sobrenadante). Se
afiadieron 2 ml de tampdn de aislamiento para resuspender las células y 6 ml de cloruro de
amonio para lisar los eritrocitos. Tras 5-10 min de incubacién a 4°C se afiadieron 5 ml de
tampon de aislamiento, se homogeneizd y centrifugé a 1200 rpm durante 5 min. Se
afiadieron nuevamente 10 ml de tampdn de aislamiento y se centrifugd a 1200 rpm durante 5
min. Tras eliminar el sobrenadante se resuspendié el pellet en 12 ml de medio K. Se
sembraron 2 ml de esta suspensién celular en placas de 6 pocillas recubiertas con
fibronectina, afiadiéndose en cada pocillo 300 ul del plasma autélogo anteriormente
obtenido. Las células fueron incubadas a 37°C y 5% CO, durante 48h, tras las cuales se retiro
el medio y se afiadié medio K fresco. Este ultimo paso se repitio cada 2 o 3 dias. Entre los 7
y 14 dias después se obtuvieron las EPCs tempranas. Entre los 20 y los 25 dias después se

obtuvieron las colonias endoteliales.

Estudio de la viabilidad v capacidad de diferenciacion de las EPCs como método

diagnostico de riesgo cardiovascular

Las células se obtuvieron a partir de muestras de sangre de cordon umbilical o de
sangre periférica de adulto tal como se ha descrito anteriormente, con la diferencia de que
fueron finalmente resuspendidas en 3,4 ml de medio de aislamiento 2 o K-2 (395 ml de
EBM-2, 15 ml de suero fetal bovino descomplementado, 5 ml de glutamina-penicilina-
estreptomicina 100x y EGM-2 SingleQuots (todos excepto hidrocortisona) para 0,5 1 de
medio) en lugar de medio K como en el caso anterior. Las células se sembraron en placas
recubiertas con fibronectina, afiadiéndose 1,7 ml de suspension celular junto con 0,3 ml de
suero fetal bovino en el caso del pocillo control o junto con 0,3 ml de suero del paciente en
el caso del pocillo a evaluar. Las células fueron incubadas a 37°C y 5% CO2. Tras 48h en
cultivo se retir6 el medio y se afiadio medio fresco junto con el correspondiente suero como
se ha indicado anteriormente, y a continuacion se repitid cada 2-3 dias. Si las células
procedian de muestras de cordon umbilical, las EPCs tempranas aparecieron en los primeros
7 dias, y entre 7-14 dias después (al menos en el control) se observaron las colonias

endoteliales.
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Opcionalmente, las células se congelaron tras su obtencion para su almacenamiento y

posterior uso.

Identificacion y recuento de las colonias de EPC tempranas.

En el dia 7, el nimero de colonias de células adherentes se cuentan por dos
observadores en un microscopio de fluorescencia invertido (Eclipse Ti-S, Nikon Instruments

Europe BV, Badhoevedorp, Paises Bajos).

Caracterizacion del Fenotipo de las EPC

Entre las 3 y 4 semanas posteriores caracterizamos el fenotipo de las EPC. Las
células fueron separadas mediante un raspado celular, y dispersion mecéanica suave por
pipeteo. Las células fueron lavadas con medio EBM-2. Un total de 1x10° células fueron
incubadas durante 30 minutos en la oscuridad a 4 °C con los siguientes anticuerpos
monoclonales (mAb) con las concentraciones recomendadas por el fabricante: anti-CD144
MAB marcado con fluoresceina (FITC), (Serotec, 22 de Bankside Enfoque de la estacion de
Kidlington, Reino Unido), anti-CD34 MAB marcado con PerCp (TC) (Caltag, Invitrogen,
San Diego, CA), anti-VEGFR-2 MAB/KDR-PE (RD Systems, Minneapolis). Se utilizaron
los controles de isotipo correspondiente. El analisis cuantitativo se realizd en un citometro de
flujo FACS Calibur donde se adquirieron 1x10° células por muestra. Los datos fueron
analizados utilizando el software CellQuest (Becton Dickinson). El nimero de EPC se
definié como eventos triple positivo para CD34, CD144, y KDR con baja granularidad

citoplasmica.

Determinacién del erado de proliferacidon y/o diferenciacidon de las EPCs en cultivo

La proliferacion de las EPC se analizé después de tres semanas de cultivo con los
sueros de los sujetos. El efecto de los sueros sobre la proliferacién de las EPC, se evaluo
mediante el kit de PCNA (antigeno nuclear de células en proliferacion) (BD Pharmingen,
San Diego, CA) y la cuantificacidén se realizo por citometria de flujo (Citometro FACS

Calibur, Becton Dickinson, San José, CA).
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Los resultados obtenidos en el marcaje con PCNA fueron los siguientes: se observo
un 28,3% de células proliferando en muestras de EPCs en pre-tratamiento, frente a un 63,1%

de células proliferando en muestras de EPCs en post-tratamiento.

Para estudiar el grado de diferenciacion se analizo la expresion de diferentes
receptores caracteristicos de las diferentes etapas de maduracion/diferenciacion de las células
endoteliales, tales como VEGFR2 (receptor de factor de crecimiento vascular endotelial 2),

que se expresa desde etapas muy tempranas, y CD146, que se expresa en etapas mas tardias.

Entre la semana 2 y 3, se observo que un 26,3% de las células en pre-tratamiento
expresaban VEGFR2, frente a un 72,4% de de las células en post-tratamiento, lo cual es
indicativo de que el plasma de los pacientes antes del tratamiento dificulta la diferenciacion

de estas células.

RESULTADOS

Analisis de la capacidad de formacidén de colonias en presencia de suero de los

pacientes

Al analizar el numero de colonias formadas en presencia de una mezcla de sueros de
pacientes con una patologia antes y después de un tratamiento, se observo que tras el
tratamiento hay un aumento significativo del numero de colonias respecto a cuando los
pacientes no reciben el tratamiento (Figura 1 y 2). Este aumento del nimero de colonias no

llega a alcanzar el de los controles.

-Andlisis del fenotipado de las EPCs

Se observd un mayor porcentaje de células con expresion de VEGFR2 en los casos
donde se utilizd suero post-tratamiento comparado con pre-tratamiento (Figura 4). Los

valores no alcanzaron el del caso control.
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-Evaluacion de la Proliferacion celular

Se observé un mayor porcentaje de células proliferando cuando se utilizé el suero en
pacientes post-tratamiento comparado con pre-tratamiento, siendo la diferencia

estadisticamente significativa (Figura 5).

EJEMPLO 1.- Estudio de la evolucidon vascular en una poblacion con apnea del

suefio (SAQONS) tras tratamiento con CPAP

Entre la primera y segunda semana de cultivo de las MNC (obtenidas de un sujeto
control, sin antecedentes de riesgo cardiovascular), se observo, que tras cultivar estas células
con el suero de pacientes SAOS, pre-tratamiento, se generaba un menor numero de colonias
por pocillo (conocidas como EPC tempranas), frente al mismo cultivo de células, cultivadas
con el suero de los mismos pacientes tras el tratamiento con CPAP de tres meses de duracion
(Figura 6).

Asi mismo, se observo entre la 3 y 4 semana, en los pocillos cultivados con el suero
de los pacientes tras el tratamiento con CPAP, la formacion de unas monocapa constituidas
por células endoteliales maduras de mayor confluencia que las formada en los pocillos
cultivados con el suero de los pacientes pre-tratamiento, en los cuales en algunos pocillos ni

siquiera se observo la formacion de esta capa (Figura 7).

Entre los parametros que pueden determinarse tras 4 semanas del cultivo de EPCs se
tienen: expresién génica, expresion proteica, caracterizacion por citometria de flujo y
pruebas de migracion e insercion en matriz angiogénica. Con resultados similares a los

descritos previamente en la poblacion anterior.

EJEMPLO 2.- Estudio de la evolucion vascular en una poblacion hipertensa sometida

a un tratamiento dietético croénico v agudo

Los resultados obtenidos fueron similares a los descritos previamente en el estudio de

la poblacion SAOS sometida a un tratamiento con CPAD.
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REIVINDICACIONES

Un método para la identificacion de un tratamiento adecuado para una patologia
cardiovascular o para una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado en
un sujeto, que comprende:

(1)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de un
sujeto al que se le ha aplicado dicho tratamiento, en donde dicha puesta en
contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la diferenciacion de
células precursoras endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y

(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre la diferenciacion de las EPCs

en donde un aumento en el grado de diferenciacion de las EPCs con respecto a un
cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que dicho
tratamiento es adecuado para una patologia cardiovascular o para una patologia que

conlleva un riesgo cardiovascular asociado.

Un método segun la reivindicacion 1 en donde el tipo de tratamiento se selecciona del
grupo formado por un tratamiento farmacologico, un tratamiento dietético y un

tratamiento fisico.

Un método segun las reivindicaciones 1 o 2 en donde el suero control es el suero de

dicho sujeto antes del tratamiento o el suero de un sujeto sano.

Un método para la determinacion del riesgo cardiovascular en un sujeto que
comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciaciéon de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y

(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre la diferenciacion de las EPCs,

en donde una disminucion en el grado de diferenciacion de las EPCs con respecto a un
cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de que dicho

sujeto tiene un alto riesgo cardiovascular.
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Un método segun la reivindicacion 4 en donde el suero control es el suero de un sujeto
sano o de un sujeto que no padece patologia cardiovascular alguna o de un sujeto que

carece de riesgo cardiovascular.

Un método para monitorizar la respuesta de un sujeto a un tratamiento encaminado a
tratar una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo
cardiovascular asociado, que comprende
(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciaciéon de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y
(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre la diferenciacion de las EPCs,
en donde un aumento en el grado de diferenciacion de las EPCs con respecto a un
cultivo de EPCs puesto en contacto con el suero del sujeto antes de ser tratado es

indicativo de que dicho sujeto responde a dicho tratamiento.

Un método segun la reivindicacion 6 en donde el tipo de tratamiento se selecciona del
grupo formado por un tratamiento farmacologico, un tratamiento dietético y un

tratamiento fisico.

Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde el grado de
diferenciacion de las EPCs se mide mediante un método seleccionado del grupo de (i)
contaje del nimero de colonias de EPCs tempranas y (ii) contaje del numero de células

endoteliales.

Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en donde la puesta en
contacto de la poblacion de células mononucleares con el suero se lleva a cabo en una

placa de cultivo.

Un método segun la reivindicacion 9 en donde la placa de cultivo se encuentra

recubierta de un polimero que promueve la adhesion celular.
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Un método segun la reivindicacion 10 en donde dicho polimero es fibronectina.

Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en donde la etapa (i) se

lleva a cabo en presencia de un suero adecuado para cultivo celular.

Un método segun la reivindicacion 12 en donde la relacion de suero del sujeto y suero

adecuado para cultivo celular es de al menos 3:1 (v/v).

Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en donde las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra del cordon

umbilical.

Un método segun la reivindicacioén 14 en donde la sangre o el cordon umbilical son

autdlogos con respecto al suero que se usa en la etapa (1).

Un método segun las reivindicaciones 14 y 15 en donde las células mononucleares

proceden de una muestra de sangre.

Un método para la identificacion de un tratamiento adecuado para una patologia
cardiovascular o para una patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado en
un sujeto, que comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de un
sujeto al que se le ha aplicado dicho tratamiento, en donde dicha puesta en
contacto se lleva a cabo en condiciones adecuadas para la diferenciacion de
células precursoras endoteliales (EPCs) y hasta obtener una poblacion de
células endoteliales,

(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde un aumento en el grado de proliferacion de las células endoteliales con

respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de
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que dicho tratamiento es adecuado para una patologia cardiovascular o para una

patologia que conlleva un riesgo cardiovascular asociado.

Un método segun la reivindicacidon 17 en donde el tipo de tratamiento se selecciona del
grupo formado por un tratamiento farmacologico, un tratamiento dietético y un

tratamiento fisico.

El método segun la reivindicacién 17 o 18 en donde el suero control es el suero de

dicho sujeto antes del tratamiento o el suero de un sujeto sano.

Un método para la determinacion del riesgo cardiovascular en un sujeto que
comprende:

(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciaciéon de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una
poblacion de células endoteliales,

(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde una disminucidn en el grado de proliferacion de las células endoteliales con
respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con un suero control, es indicativo de

que dicho sujeto tiene un alto riesgo cardiovascular.

Un método segun la reivindicacion 20 en donde el suero control es el suero de un
sujeto sano o de un sujeto que no padece patologia cardiovascular alguna o de un

sujeto que carece de riesgo cardiovascular.

Un método para monitorizar la respuesta de un sujeto a un tratamiento encaminado a
tratar una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo

cardiovascular asociado, que comprende
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(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciaciéon de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacién y hasta obtener una
poblacion de células endoteliales,

(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde un aumento en el grado de proliferacién de las células endoteliales con
respecto a un cultivo de EPCs puesto en contacto con el suero del sujeto antes de ser

tratado es indicativo de que dicho sujeto responde a dicho tratamiento.

Un método segun la reivindicacion 22 en donde el tipo de tratamiento se selecciona del
grupo formado por un tratamiento farmacologico, un tratamiento dietético y un

tratamiento fisico.

El método segun las reivindicaciones 22 o 23 en donde el suero control es el suero de

dicho sujeto antes del tratamiento o el suero de un sujeto sano.
Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 24 en donde la puesta en
contacto de la poblacion de células mononucleares con el suero se lleva a cabo en una

placa de cultivo.

Un método segun la reivindicacion 25 en donde la placa de cultivo se encuentra

recubierta de un polimero que promueve la adhesion celular.

Un método segun la reivindicacion 26 en donde dicho polimero es fibronectina.

Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 27 en donde la etapa (i) se

lleva a cabo en presencia de un suero adecuado para cultivo celular.
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Un método segun la reivindicacion 28 en donde la relacion de suero del sujeto y suero

adecuado para cultivo celular es de al menos 3:1 (v/v).

Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 29 en donde las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra del cordon

umbilical.

Un método segun la reivindicacién 30 en donde la sangre o el cordon umbilical son

autdlogos respecto al suero que se usa en la etapa (i).

Un método segun las reivindicaciones 30 y 31 en donde las células mononucleares

proceden de una muestra de sangre.

Un método segun la reivindicacion 32 en donde el grado de proliferacion de las células

endoteliales se mide mediante contaje del numero de células endoteliales.

Un método segun la reivindicaciéon 33 en donde el contaje de células endoteliales se
lleva a cabo usando mediante inmunodeteccion usando al menos un anticuerpo

especifico para un marcador de células endoteliales.

El método segun la reivindicacién 34 en donde dicho marcador se selecciona del grupo

formado por CD146, VEGFR2, CD31 y CD144.

Uso de un compuesto terapéutico vascular para la preparacién de un medicamento para
el tratamiento de una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo
cardiovascular asociado en donde dicho compuesto se administra a un sujeto
identificado mediante un método que comprende
(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto en condiciones adecuadas para la diferenciacion de las EPCs
presentes en dicha poblacién y
(i)  determinar el efecto de dicho suero sobre el grado de diferenciacion celular de

dichas EPCs
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en donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucién en el grado de
diferenciacion de las EPCs con respecto al grado de diferenciacién de un cultivo de

dicha poblacion puesto en contacto con un suero control.

Uso segun la reivindicacidén 36 en donde el suero control es el suero de un sujeto sano

o de un sujeto que no padece patologia cardiovascular alguna.

Uso segun la reivindicacion 36 o 37 en donde el grado de diferenciaciéon de las EPCs
se mide mediante un método seleccionado del grupo de (i) contaje del niamero de

colonias de EPCs tempranas y (ii) contaje del nimero de células endoteliales.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 36 a 38 en donde la puesta en contacto de
la poblacion de células mononucleares con el suero se lleva a cabo en una placa de

cultivo.

Uso segun la reivindicacioén 39 en donde la placa de cultivo se encuentra recubierta de

un polimero que promueve la adhesion celular.

Uso segun la reivindicacidon 40 en donde dicho polimero es fibronectina.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 36 a 41 en donde la etapa (i) se lleva a

cabo en presencia de un suero adecuado para cultivo celular.

Uso segun la reivindicacion 42 en donde la relacion de suero del sujeto y suero control

es de al menos 3:1 (v/v).

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 36 a 43 en donde las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra del cordon

umbilical.

Uso segun la reivindicacion 44 en donde la sangre o el cordon umbilical son autdlogos

con respecto al suero que se usa en la etapa (1).
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Uso segun las reivindicaciones 44 y 45 en donde las células mononucleares proceden

de una muestra de sangre.

Uso de un compuesto terapéutico vascular para la preparacién de un medicamento para
el tratamiento de una patologia cardiovascular o una patologia que conlleva un riesgo
cardiovascular asociado en donde dicho compuesto se administra a un sujeto
identificado mediante un método que comprende
(i)  poner en contacto una poblacion de células mononucleares con el suero de
dicho sujeto, en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo en
condiciones adecuadas para la diferenciacién de de células precursoras
endoteliales (EPCs) presentes en dicha poblacion y hasta obtener una
poblacion de células endoteliales,

(i)  poner en contacto la poblacion de células endoteliales obtenidas en la etapa (1)
con el suero de dicho sujeto en donde dicha puesta en contacto se lleva a cabo
en condiciones adecuadas para la proliferacion de células endoteliales,

en donde el sujeto se selecciona si el suero provoca una disminucién en el grado de
proliferacion de las células endoteliales con respecto al grado de proliferacion de un

cultivo de dicha poblacion en contacto con un suero control.

Uso segun la reivindicacidén 47 en donde el suero control es el suero de un sujeto sano

o de un sujeto que no padece patologia cardiovascular alguna.

Uso segun las reivindicaciones 47 048 en donde la puesta en contacto de la poblaciéon

de células mononucleares con el suero de se lleva a cabo en una placa de cultivo.

Uso segun la reivindicacioén 49 en donde la placa de cultivo se encuentra recubierta de

un polimero que promueve la adhesion celular.

Uso segun la reivindicacién 50 en donde dicho polimero es fibronectina.
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52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

67

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 47 a 51 en donde la etapa (i) se lleva a

cabo en presencia de un suero adecuado para cultivo celular.

Uso segun la reivindicacion 52 en donde la relacion de suero del sujeto y suero control

es de al menos 3:1 (v/v).

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 47 a 53 en donde las células
mononucleares proceden de una muestra de sangre o de una muestra del cordon

umbilical.

Uso segun la reivindicacién 54 en donde las células mononucleares proceden de una

muestra de sangre o de una muestra de cordon umbilical.

Uso segun la reivindicacion 55 en donde la sangre o el cordon umbilical son autdlogos

con respecto al suero que se usa en la etapa (1).

Uso segun las reivindicaciones 55 o 56 en donde las células mononucleares proceden

de una muestra de sangre.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 47 a 57 en donde el grado de

proliferacion de las EPCs se mide mediante contaje del nimero de células endoteliales.

Uso segun la reivindicacién 58 en donde el contaje de células endoteliales se lleva a
cabo usando mediante inmunodeteccion usando al menos un anticuerpo especifico para

un marcador de células endoteliales.

Uso segun la reivindicacion 59 en donde dicho marcador se selecciona del grupo de

formado por CD146, VEGFR2, CD31 y CD144.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 60 en donde el sujeto es un ser

humano.
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FIG. 6
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