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DESCRIPCION
Células de Schwann derivadas de células estrémicas de médula 6sea
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un método in vitro para inducir la diferenciaciéon de células estrémicas de médula
6sea en células de Schwann, a células de Schwann derivadas de células estréomicas de médula d6sea, a una
composicion farmacéutica para la regeneracion neuronal que las comprende, y a un método para el tratamiento de
enfermedades neuronales usando las células de Schwann y la composicion.

Antecedentes de la técnica

Se cree que el dafio al sistema nervioso, y particularmente al sistema nervioso central, incluyendo cerebro, médula
espinal, y nervio éptico, es irreversible, conduciendo finalmente al proceso de degeneracion. Los accidentes de
trafico y las lesiones deportivas, la isquemia, los tumores, la inflamacion prolongada, la enfermedad degenerativa
criptégena, y similares, estan entre las causas de enfermedades neuroldgicas que se producen con una elevada
incidencia entre la poblacién, y son de importancia social urgente.

La irreversibilidad del dafio del sistema central se atribuye al entorno neuroglial del tejido nervioso. El cerebro y la
médula espinal tienen el mismo entorno neuroglial, que se describira ahora usando el nervio 6ptico como un ejemplo
de un nervio central.

1) En primer lugar, las fibras nerviosas sufren degeneracioén, y desaparecen gradualmente. Durante el proceso, las
vainas de mielina que cubren los nervios también se degeneran, dejando restos celulares (véase la Fig. 1b). Las
vainas de mielina formadas por oligodendrocitos contienen sustancias que inhiben fuertemente la regeneracién y
alargamiento de las fibras nerviosas .

2) Los astrocitos proliferan y se hacen mas grandes, dando como resultado gliosis (véase Fig. 1b). Mas
especificamente, desplazan las fibras nerviosas, ocupando las localizaciones primarias e inhibiendo de ese modo
fisicamente la regeneracién(z). Los astrocitos que forman la gliosis presentan una morfologia que contrasta
considerablemente con la de los astrocitos normales, con un mayor niumero de procesos y formas intrincadamente
complejas. Particularmente en el caso de lesion, el sitio de dafio muestra numerosas capas de astrocitos apiladas
ortogonalmente a la direccion de extension de las fibras nerviosas y unidas juntas en sus procesos, que forman una
estructura de barrera similar a una caperuza.

3) El procesamiento de los oligodendrocitos y sus sustancias de restos celulares, tales como mielina, después de la
degeneracion, es mas lento en comparacién con otros tejidos que se regeneran, tales como sistema nervioso
periférico. La razén principal de esto es presumiblemente el grado muy bajo de infiltracion de células inmunitarias
periféricas, tales como macréfagos y monocitos, dando como resultado el procesamiento retrasado del residuo en
las etapas tempranas.

Se han propuesto las siguientes explicaciones para la falta de regeneracion de nervios 6pticos.

1) Como se menciona anteriormente, los oligodendrocitos tienen un potente efecto inhibidor sobre la regeneracién
neuronal. Especificamente, se ha demostrado que la molécula Nogo, extraida de oligodendrocitos, es un
inhibidor"®. Los experimentos con sistemas en cultivo han mostrado que, durante la extension de axones, los
procesos que entran en contacto con las vainas de mielina de oligodendrocitos no solo detienen su extension, sino
que incluso retroceden (inhibicidon de contacto). Ademas, los axones no se extienden en areas mielinizadas, y, en el
cultivo, los procesos crecen para evitarlos.

2) Los astrocitos glidticos producen diversas sustancias inhibidoras, incluyendo proteoglucanos tales como sulfato
queratina y sulfato de condroitina®.

3) Los nervios opticos y todo el sistema nervioso central son silenciosos en exceso, incluso después de sufrir lesion.
El sistema no esta bajo vigilancia inmunitaria, y esto se considera en su lugar una desventaja para la regeneracion.
Por ejemplo, el sistema nervioso periférico descrito aqui mas abajo difiere del nervio éptico incluso en la estructura
de los neuroglias, y se ha comparado y estudiado como un sistema de regeneracion, incluso aunque esta
compuesto del mismo tejido nervioso. Con la lesién del tejido nervioso periférico, las células inmunitarias, tales como
macréfagos periféricos, se infiltran rapidamente (en unas pocas horas hasta un par de dias) para procesar el residuo
celular. Mientras tanto, se segregan citocinas en grandes cantidades, promoviendo la regeneracion del tejido
nervioso. Tal regeneracion neuronal se produce en concierto con una cascada de fenémenos, conduciendo una
reaccion a otra, pero no se observa infiltracion de macréfagos en el nervio 6ptico en las etapas tempranas. Esto se
ha atribuido a la supresiéon de la actividad de macrofagos en el sistema nervioso central, incluyendo el nervio
éptico(‘”. Parece que esta funcidon supresora surgié a fin de evitar la digestion macrofagica de redes neuronales
centrales desarrolladas complejas. Por lo tanto, se ha conjeturado que la ausencia del primer desencadenante en los
nervios épticos es la que conduce a la degeneracion en lugar de a la regeneracion.
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4) A fin de que se produzca la regeneracion, es necesario un armazon estructural para inducir fibras nerviosas. Sin
embargo, una vez que se ha producido la degeneracién en los nervios Opticos, se pierde la ruta para la
regeneracion. En los nervios Opticos, cada oligodendrocito forma numerosas vainas de mielina sobre las fibras
nerviosas, y los astrocitos rodean a las fibras mielinizadas y cubren a los haces de fibras no mielinizadas (véase la
Fig. 2, parte inferior). La membrana basal estd presente solo fuera de los astrocitos que forman la membrana
limitante neuroglial, o en otras palabras, se puede considerar que todo el nervio éptico esta dentro de una vaina de
membrana basal unica. En los nervios periféricos, la membrana basal sirve como una ruta para la regeneracion. En
consecuencia, una vez que se han degenerado las fibras nerviosas en el nervio 6ptico, ya no esta presente la ruta
que una vez existio para cada una de las fibras nerviosas.

Incluso los nervios periféricos, a diferencia de los nervios centrales, son capaces de regenerarse.

A diferencia de los nervios centrales, las células primarias de los nervios periféricos son células se Schwann. Todas
las fibras nerviosas, ya estén mielinizadas o no mielinizadas, estan cubiertas con células de Schwann (véase Fig. 2,
parte superior). Las células de Schwann derivan de células de la cresta neural, mientras que los neurogliocitos
centrales (oligodendrocitos, astrocitos), que actian de forma inhibidora sobre la regeneracién neuronal, derivan de
tubos neurales, y por lo tanto las fuentes de diferenciacion son diferentes.

Se cree que los nervios periféricos se regeneran de la siguiente manera.

1) Cuando los nervios periféricos sufren una lesion, tal como un corte, se produce la degeneracion walleriana en el
extremo periférico del sitio de la lesion (véase la Fig. 3). Las células de Schwann vuelven a un estado no
diferenciado desde el tipo diferenciado formador de mielina, y entonces se activan para dividirse y proliferar,
presentando una forma funicular. En los nervios periféricos, las fibras nerviosas individuales estan rodeadas
independientemente por células de Schwann, con el area externa cubierta por una membrana basal (véase la Fig.
2). Esto es, cada uno de los nervios reside dentro de una vaina de membrana basal separada. De este modo,
incluso cuando se produce la degeneracion, las células de Schwann activadas en la vaina de la membrana basal
proliferan para formar una estructura funicular, proporcionando asi un punto de apoyo para la reconstruccion de la
red neural. Por lo tanto, la degeneracion walleriana no es una degeneracion en el sentido estricto, sino mas bien la
primera etapa hacia la regeneracion.

2) Los macrofagos periféricos desempefian un papel importante en el proceso de degeneracion walleriana. Los
macrofagos se infiltran rapidamente en el extremo periférico del sitio de lesidn, procesando los restos de las fibras
nerviosas degeneradas y la mielina (véase la Fig. 3), a la vez que también segregan citocinas, tales como IL-1, para
activar las células de Schwann. Aunque no se pueden extraer conclusiones definitivas con respecto a la causa que
induce la filtracion de macréfagos, se han sefalado a las propias células de Schwann como un candidato probable.
En cualquier caso, se cree que las células de Schwann, activadas por las sefiales de macréfagos, sintetizan diversos
factores indispensables para la regeneracion, tales como el factor de crecimiento de nervios, que se explicara mas
abajo, y guian a la regeneracion del nervio.

3) Las vainas de mielina de las células de Schwann tienen un bajo efecto inhibidor®. Esto es una diferencia
importante de la mielina de oligodendrocitos, que muestra un efecto inhibidor. Ademas, se sabe que la composicion
de la proteina mielinica de las células de Schwann y de oligodendrocitos difiere.

De este modo, incluso cuando se lesionan, los neurogliocitos centrales no vuelven a su estado diferenciado para
sufrir diferenciacion y proliferacion, o alteran significativamente su forma, como lo hacen las células de Schwann de
los nervios periféricos, sino que en su lugar mantienen su fenotipo relativamente diferenciado. Los nervios
periféricos, por otro lado, se caracterizan por mostrar una respuesta rapida, muy flexible, a la lesién.

Se considera que las células de Schwann desempefian el siguiente papel en la regeneracion neural.

Las células de Schwann producen numerosos factores, y los segregan de manera difusa. Ademas, sus propias
superficies de la membrana celular estan cubiertas con una membrana basal, y estan incluidos en ella componentes
de la matriz extracelular. También se sabe que las moléculas de adhesion celular son expresadas en membranas de
las células de Schwann, y se piensa que estos factores actian como un conjunto para inducir la regeneracién neural
(véase Fig. 4).

1. Factores segregados

Se sabe que las células de Schwann producen muchos factores neutréficos, entre los cuales los siguientes son los
principales implicados en la regeneracion: 1) la familia de neurotrofinas, que incluye el factor de crecimiento de
nervios, el factor neurotréfico derivado del cerebro, neutrofina 3, neurotrofina 4/5; 2) el factor neurotréfico ciliar; 3) la
familia de FGF, que incluye el factor de crecimiento de fibroblastos acido y basico; 4) la familia de insulina, que
incluye el factor de crecimiento | y Il similar a insulina; y 5) el factor de crecimiento transformante p2 y 3.

Estas neurotrofinas tienen efectos poderosos no solo sobre la supervivencia de las neuronas, sino también sobre el
alargamiento de los axones, y similares. Otros factores también tienen efectos neurotréficos y efectos de
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alargamiento de axones sobre los nervios, pero se considera que sus mecanismos de accidon son autocrinicos,
puesto que activan simultaneamente a las propias células de Schwann.

2. Componentes de la matriz extracelular

Estos incluyen fibronectina, laminina, colageno tipo IV, y tenascina. Basandose en experimentos con sistemas
cultivados, se cree que la fibronectina y la laminina desempefian un papel de apoyo en la regeneracién neural.

3. Moléculas de adhesion celular

Se ha identificado un gran numero de moléculas de adhesion celular. La siguiente descripcién se centrara en
aquellas asociadas con las células de Schwann y la regeneracion neural.

1) Superfamilia de inmunoglobulinas

NCAM (molécula de adhesion celular neural) y L1 son expresadas en membranas de las células de Schwann, y
desempefian papeles importantes como moléculas de adhesion durante el alargamiento de las fibras nerviosas a
medida que entran en contacto con el armazén de las células de Schwann. Ambas estan conectadas al
citoesqueleto, y funcionan para mantener la forma de la célula, a la vez que también logran la activacion intracelular
a través del sistema de fosfato de inositol y la activacién de canales de calcio. Ademas, MAG (glucoproteina
asociada a mielina) es expresada entre células de Schwann después de que el alargamiento nervioso ha progresado
en cierto grado, y ha comenzado la remielinizacion de las fibras nerviosas.

2) Superfamilia de caderinas

Las caderinas son moléculas de adhesion celular dependientes de calcio, de las cuales se han identificado
numerosos tipos. La caderina N esta asociada particularmente con la regeneracion neural. Al igual que NCAM y L1
de la superfamilia de inmunoglobulinas, esta molécula también desempefia un papel importante durante el
alargamiento de las fibras nerviosas a medida que entran en contacto con y reconocen a células de Schwann.

3) Superfamilia de integrinas

Las integrinas son receptores celulares para los componentes de la matriz celular mencionados anteriormente. Son
moléculas heterodiméricas compuestas de dos subunidades, a y B. Al igual que las cadherinas, también se piensa
que estan ligadas al citoesqueleto, y funcionan directamente en la transduccion de sefiales entre células. Las células
de Schwann expresan el subtipo asfs, que desempefia un papel en el proceso de remielinizacién durante la
regeneracion.

Numerosos investigadores han intentado en las pasadas décadas la regeneracion de nervios centrales. Lo siguiente
es un resumen de esos intentos.

1) La regeneracion se ha logrado cortando porciones de nervios periféricos de la mano o del pie, y autoinjertandolas
en los nervios centrales. De este modo, los nervios periféricos poseen presumiblemente un entorno que promueve la
regerg{gracién de nervios centrales. Tales estudios comenzaron con la investigacion de Aguayo et al. en Canada en
1983

2) Como se menciona anteriormente, los propios nervios centrales actuan para suprimir la regeneracion neural. Se
han publicado informes sobre los efectos inhibidores de proteinas relacionadas con mielina previamente conocidas,
incluyendo el factor Nogo, que se describié en el afio 2000 en la revista Nature®. Segun varios informes, la
introduccion de anticuerpos frente a estos factores, para neutralizarlos, puede inducir cierto grado de regeneracion
en los nervios centrales.

3) La regeneracion es promovida por los dos tipos siguientes de trasplante celular.

a) Reposicién de neuronas degeneradas para reconstruir la red neural. Este enfoque emplea células madre
neuronales y neuronas embridnicas.

b) Reconstruccién mediante trasplante de células capaces de inducir regeneracion neural (neurogliocitos), en lugar
de reponer las neuronas actuales. Se ha intentado usar células de Schwann derivadas de nervios periféricos,
neurogliocitos derivados de nervios centrales, o ependimocitos derivados de nervios centrales, que tienen factores
neurotréficos introducidos, células de soporte derivadas de nervios olfativos, células madre neuronales, y similares.

Ambos métodos tienen ventajas y desventajas, pero aun no se ha desarrollado ningin método revolucionario.

Los presentes inventores han estado implicados durante muchos afos en el desarrollo de métodos de regeneraciéon
neuronal y restablecimiento de la funcion. Nos hemos centrado particularmente en un método que emplea células de
Schwann que sostienen la estructura tisular de nervios periféricos como se describe en 3)-b) anteriormente. Las
células de Schwann estan presentes en nervios periféricos, y se ha demostrado que son capaces de inducir
regeneracion no solo de su propio tejido nervioso periférico, sino también del sistema nervioso central, que su
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trasplante en sitios de lesion proporciona un punto de apoyo para regenerar fibras y conduce a la regeneracion
neural efectiva, y que la mielina, que es responsable de la transmisién neural por saltos como elemento
indispensable para el funcionamiento normal de los nervios, también se puede reconstruir mediante trasplante de
células de Schwann. También se ha confirmado en experimentos con animales que el trasplante de células de
Schwann conduce a la regeneracion de nervios 6pticos cortados (sistema nervioso central).

No obstante, se encuentran diversas dificultades cuando se aplica a seres humanos el procedimiento relativamente
simple de recoger células de Schwann en experimentos con animales. Por ejemplo, puesto que las células de
Schwann estan presentes en los nervios periféricos, es necesario extraer muestras de nervios de las manos o pies,
y aislar las células, dejando de ese modo un dafio en el donante después de la extraccion. Como dificultad adicional,
la capacidad proliferante limitada de células de Schwann derivadas de adultos requiere un mayor periodo de tiempo
para el cultivo a gran escala. Ademas, las células de la cresta neural, que se cree que se diferencian en células de
Schwann, solo se pueden extraer de nervios periféricos embriénicos.

Por lo tanto, esta situacion ha necesitado la provisién de un sustituto de células de Schwann naturales que se pueda
usar para el tratamiento de regeneracion neural, y que se pueda obtener en grandes cantidades mediante cultivo.

Se han encontrado células madre neuronales en porciones del cerebro de adultos, y estas se diferencian en
neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, etc., del sistema nervioso (véase la Fig. 5). Sin embargo, solo hay un niumero
muy pequefo de tales células madre, y es necesaria la craneotomia para obtenerlas. Ademas, investigacion reciente
ha demostrado, en contra de la teoria de las capas germinales, que algunos tipos de células pueden ser capaces de
diferenciarse en tipos completamente diferentes (véase la Fig. 6). A dia de la presentacion de la presente solicitud,
se ha sabido que las células estrémicas de médula ésea son células madre mesenquimatosas o células precursoras
que no solo llevan a cabo una funciéon de sostén hematopoyética, sino que pueden ellas mismas diferenciarse en
osteoblastos, células endoteliales vasculares, células del musculo esquelético, adipocitos, células del musculo liso, y
similares”'®; no obstante, no existe ninguna bibliografia que sugiera la posibilidad de que las células estromicas de
médula 6sea puedan ser capaces de diferenciarse en células de Schwann derivadas de células de la cresta neural,
ni se ha establecido ningiin método para tal diferenciacion o induccion.

A la luz de esta situacién, se ha intentado la experimentacion e investigacion en la diferenciacion e induccion de
células de Schwann usando células estromicas de médula 6sea en lugar de células de la cresta neural, que son tan
dificiles de obtener, como se menciona anteriormente. Las células estromicas de médula ésea son faciles de extraer
mediante puncion de médula 6sea en pacientes ambulatorios, y tienen una elevada potencia de proliferacion, y de
este modo permiten el cultivo a gran escala en un periodo de tiempo relativamente corto.

Descripcion de la invencién

Como resultado de la experimentacion repetida, los presentes inventores son los primeros en tener éxito induciendo
la diferenciacion de células estromicas de médula 6sea en células de Schwann con un grado elevado de eficiencia
mediante una operacion de multiples etapas. Ademas, se confirmd que la regeneracion real y alargamiento de los
nervios se produjo al trasplantar las células de Schwann derivadas de células estrémicas de médula ésea, obtenidas
mediante el método de induccién de la diferenciacion, en nervios dpticos dafados (sistema nervioso central), y de
este modo se ha completado la presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método para inducir a las células estromicas de médula ésea a
diferenciarse in vitro en células de Schwann derivadas de células estromicas de médula ésea, que comprende las
etapas de:

(1) recoger células estromicas de médula ésea procedentes de médula 6sea, y cultivar las células en un medio de
cultivo esencial estandar suplementado con un suero;

(2) afadir un agente reductor al medio de cultivo, y cultivar después las células;

(3) afiadir un agente inductor de la diferenciacién, a saber, acido retinoico, al medio de cultivo, y cultivar
posteriormente las células; y

(4) anadir al medio de cultivo un agente que aumenta el AMP ciclico, o un analogo de AMP ciclico, a saber,
forskolina, y un factor que estimule la diferenciaciéon y supervivencia de neurogliocitos, y cultivar posteriormente las
células para obtener las células de Schwann derivadas de células estromicas de médula 6sea.

Las células de Schwann derivadas de células estromicas de médula 6sea obtenidas mediante el método
mencionado anteriormente pueden estar comprendidas en una composicion farmacéutica para la regeneracion
neural.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una ilustracién de los cambios que se producen en neurogliocitos del nervio éptico tras la lesién. Aqui, la
Fig. 1a muestra el estado de un nervio 6ptico normal, y la Fig. 1b muestra el estado de un nervio éptico lesionado.
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La Fig. 2 es una ilustracion de las diferencias estructurales entre nervios periféricos y nervios centrales (incluyendo
nervios épticos).

La Fig. 3 es una ilustracion de la degeneracion walleriana de un nervio periférico. La fibra nerviosa normal esta
envainada por células de Schwann, y el exterior esta cubierto ademas por una membrana basal continua (Fig. 3a).
Con la lesion, el extremo periférico de la fibra nerviosa degenera en restos de mielina, que son procesados por
macrofagos que se aproximan (Fig. 3b), y, tras el procesamiento de lo que queda, las células de Schwann activadas
proliferan dentro del tubo de la membrana basal que queda (Fig. 3c), conduciendo la remielinizacion, para completar
la fibra nerviosa regenerada (Fig. 3d). (“Peripheral Nerve injury and Repair®, traduccién supervisada por Y. lkuta,
Yodogawa Publications, Fig. 5.1, revisado 1991).

La Fig. 4 es un listado grafico de factores neurotréficos asociados con células de Schwann. Las células de Schwann
producen factores segregados, componentes de la matriz extracelular y moléculas de adhesién celular que trabajan
en concierto para la regeneracion.

La Fig. 5 es un diagrama esquematico para la diferenciacion de células neurales.

La Fig. 6 es una ilustracién de la diferenciacion mediante la cual, contrariamente a la teoria de las capas germinales,
ciertas células pueden ser inducidas en tipos celulares completamente diferentes.

La Fig. 7 es una composicion de fotografias inmunofluorescentes en lugar de un dibujo, que muestra los rasgos de
células estromicas de médula 6sea antes de que se haya inducido la diferenciacion.

La Fig. 8 es una composicion de fotografias inmunofluorescentes en lugar de un dibujo, que muestra los rasgos de
células de Schwann derivadas de células estrémicas de médula 6sea en comparacion con células de Schwann
naturales.

La Fig. 9 es una composicidon de micrografias (micrografia de contraste de fases) en lugar de un dibujo, que muestra
los rasgos de células de Schwann derivadas de células estromicas de médula 6sea obtenidas mediante el método
de induccién de la diferenciacion de la invencién, en comparacién con células de Schwann naturales.

La Fig. 10 es una composicién de micrografias (micrografia de contraste de fases) en lugar de un dibujo, que
muestra la morfologia de células de Schwann derivadas de células estromicas de médula 6sea obtenidas mediante
el método de induccion de la diferenciacion de la invencion, y células obtenidas por el mismo método, omitiendo
algunas de las etapas, en comparacion con células de Schwann naturales y células estromicas de médula dsea
naturales.

La Fig. 11 es un sumario, en forma de diagrama de flujo, del método de induccién de la diferenciacién de la
invencion.

La Fig. 12 es un par de micrografias inmunohistolégicas mediante laser confocal en lugar de un dibujo, que
muestran la regeneracion de un nervio optico después del trasplante de células de Schwann derivadas de células
estromicas de médula 6sea, usando GAP43 como indicador.

La Fig. 13 es un par de micrografias inmunohistolégicas mediante laser confocal en lugar de un dibujo, que
muestran la regeneracion de un nervio optico después del trasplante de células de Schwann derivadas de células
estromicas de médula désea, usando FITC, TexRed y Alexa633 como indicadores.

La Fig. 14 es una micrografia inmunohistolégica mediante laser confocal en lugar de un dibujo, que muestra la
regeneracion de un nervio ciatico después del trasplante de células de Schwann derivadas de células estrémicas de
médula ésea, usando como indicador GAP43.

La Fig. 15 es un conjunto de micrografias inmunohistolégicas mediante laser confocal en lugar de un dibujo, que
muestran la regeneracion de nervio ciatico después del trasplante de células de Schwann derivadas de células
estromicas de médula 6sea, usando GFP, neurofilamento y MAG.

La Fig. 16 es un par de micrografias inmunohistolégicas mediante laser confocal en lugar de un dibujo, que
muestran la regeneracion de nervio ciatico después del trasplante de células de Schwann derivadas de células
estromicas de médula 6sea, usando GFP, neurofilamento y MAG.

La Fig. 17 es otro par de micrografias inmunohistolégicas mediante laser confocal en lugar de un dibujo, que
muestran la regeneracion de nervio ciatico después del trasplante de células de Schwann derivadas de células
estromicas de médula ésea, usando GFP, neurofilamento y MAG.

La Fig. 18 es otro par de micrografias inmunohistolégicas mediante laser confocal en lugar de un dibujo, que
muestran la regeneracion de nervio ciatico después del trasplante de células de Schwann derivadas de células
estromicas de médula 6sea, usando GFP, neurofilamento y MAG.

Descripcion detallada de la invencion

Segun un modo de la presente invencion, se proporciona un método de induccién de células estromicas de médula
Osea para que se diferencien in vitro en células de Schwann derivadas de células estrémicas de médula dsea, que
comprende las etapas de:
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(1) recoger células estromicas de médula ésea procedentes de médula 6sea, y cultivar las células en un medio de
cultivo esencial estandar suplementado con un suero;

(2) afadir un agente reductor al medio de cultivo, y cultivar posteriormente las células;

(3) afadir un agente inductor de la diferenciaciéon, a saber, acido retinoico, al medio de cultivo, y cultivar
posteriormente las células; y

(4) anadir al medio de cultivo un agente que aumenta el AMP ciclico, o un analogo de AMP ciclico, a saber,
forskolina, un factor estimulante de la diferenciacion y supervivencia de neurogliocitos, y cultivar posteriormente las
células para obtener las células de Schwann derivadas de células estromicas de médula ésea.

La densidad de las células en la etapa (1) puede ser 50% de confluencia, y las células se subcultivan
preferiblemente hasta cuatro generaciones.

El medio de cultivo esencial estandar puede ser la modificacion alfa de Eagle del Medio Esencial Minimo (M4526,
Sigma), y el suero puede ser suero fetal de ternera (14-501F, Lote n° 61-1012, BioWhittaker Co.). El suero se puede
afiadir a una concentracion de 20%. El agente reductor es un reactivo de SH, y el reactivo de SH es preferiblemente
B-mercaptoetanol (214-18, Lote n® MOM75820, Nacalay Tesque). La concentracion del agente reductor puede ser 1
nM a 10 nM, preferiblemente 10 nM a 5 mM, y mas preferiblemente 100 uM a 2 mM. EI tiempo de cultivo en la etapa
(2) puede ser 1 hora a 5 dias, preferiblemente 12-48 horas, y mas preferiblemente 18-30 horas. La concentracién de
reactivo mencionado anteriormente es la concentracién en el medio de cultivo con la cual las células estan en
contacto directo (lo mismo para reactivos citados mas abajo).

El agente inductor de la diferenciacién es acido retinoico (todo-trans) (R-2625, Sigma). La concentracion del agente
inductor de la diferenciacién puede ser 0,001 ng/ml a 1 pg/ml, preferiblemente 1 ng/ml a 200 ng/ml, y mas
preferiblemente 10 ng/ml a 60 ng/ml. En la etapa (3), el medio de cultivo usado en la etapa (2) se puede intercambiar
con medio reciente que contiene agente inductor de la diferenciacion, después de que la etapa (2) se haya
terminado. El medio de cultivo reciente es idéntico al medio de cultivo usado en la etapa (1), excepto que contiene el
agente inductor de la diferenciacion. El tiempo de cultivo para la etapa (3) puede ser 1 hora a 30 dias,
preferiblemente 12 horas a 7 dias, y mas preferiblemente 2-4 dias.

El agente que aumenta el AMP ciclico, o analogo de AMP, es forskolina (344273, Calbiochem). La concentracion del
agente que aumenta el AMP ciclico o de analogo de AMP ciclico puede ser 0,001 ng/ml a 100 pug/ml, preferiblemente
100 ng/ml a 50 ug/ml, y mas preferiblemente 1 pg/ml a 10 pg/mil.

El factor estimulante de la diferenciacién y supervivencia de neurogliocitos puede ser aquel seleccionado del grupo
que consiste en neuregulina, factor de crecimiento AA derivado de plaquetas (396-HB, Peprotech EC, Ltd.), factor de
crecimiento de fibroblastos basico (100-18B, Peprotech EC, Ltd.), o sus mezclas. La neuregulina esta disponible
como HeregulinT"’| (396-11B, R&D Corp.). La concentracion del factor estimulante de la diferenciacion y
supervivencia de neurogliocitos puede ser 0,001 ng/ml a 100 pg/ml, con un concentracion de preferiblemente 0,1
ng/ml a 100 ng/ml, y mas preferiblemente 1 ng/ml a 10 ng/ml para el factor de crecimiento AA derivado de plaquetas,
y una concentraciéon de preferiblemente 10 ng/ml a 1 ug/ml, y mas preferiblemente 100 ng/ml a 300 ng/ml para el
factor de crecimiento de fibroblastos basico. El tiempo de cultivo en la etapa (4) puede ser 1 hora a 30 dias, y
preferiblemente 4 a 10 dias.

La invenciéon se puede usar para proporcionar una composicion farmacéutica para la regeneracion neural, que
comprende las células de Schwann derivadas de células estrémicas de médula dsea.

La enfermedad neural puede ser tratada trasplantando las células de Schwann derivadas de células estromicas de
médula dsea mencionadas anteriormente, o composicién farmacéutica para la regeneracion neural que las
comprende, en un paciente con enfermedad neural, para provocar la regeneracion de las células neurales con las
que esta asociada la enfermedad.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, la expresion “células estromicas de médula 6sea” se refiere a células
en la médula 6sea que no son del sistema hemopoyético y se consideran capaces de diferenciarse en células del
hueso, cartilago, etc. Las células estromicas de médula 6sea son positivas para Thy1.2 y (B1-integrina), y negativas
para CD34, como se muestra en las fotografias inmunofluorescentes de la Fig. 7. Pueden ser positivas o negativas
para S-100 (proteina de union a calcio). Se usaron anticuerpos para Thy1.2, B1-integrina y CD34.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, la expresion “células de Schwann naturales” se refiere a células de
Schwann recogidas de los nervios periféricos de organismos vivos, a saber, ganglios de la raiz dorsal. Como se
observa en la fotografia inmunofluorescente superior de la Fig. 8, son positivas para S-100.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, la expresion “células de Schwann derivadas de células estromicas de
médula 6sea” se refiere a células de Schwann que (1) se asemejan mucho en morfologia a las células de Schwann
naturales, y no revierten a la forma de células estromicas de médula 6sea por subcultivo, (2) muestran la misma
reaccion que las células de Schwann con respecto a P75 (receptor del factor de crecimiento de nervios (NGF), baja
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afinidad), S-100, GFAP (proteina acida fibrilar glial, un tipo de filamento intermedio), nestina (un tipo de filamento
intermedio), y O4 (un marcador para células productoras de mielina, tales como células de Schwann y
oligodendrocitos), basado en inmunotincién como se muestra en las fotografias inmunofluorescentes inferiores de la
Fig. 8, y (3) tienen rasgos similares a las células de Schwann naturales en su capacidad neurogénica, pero se
pueden distinguir de las células de Schwann naturales debido a sus historias de diferenciacion distintas. Los
anticuerpos para P75, S-100, GFAP, nestina y O4 se obtuvieron de las siguientes fuentes: anti-receptor del factor de
crecimiento de nervios, Boehringer Mannheim, 1198645; anti-S-100, z-311, Dako Corp.; anti-proteina &cida fibrilar
glial, L-1812, Dako Corp.; anti-nestina, BMS4353, Bioproducts; anti-O4, 1518925, Boehringer Mannheim.

La médula 6sea se traté en multiples etapas segun la invencidon, como se muestra en la micrografia de la Fig. 9.

Las células estromicas (fotografias derecha superior e inferior en la Fig. 9) muestran la misma morfologia que las
células de Schwann naturales (fotografia izquierda en la Fig. 9).

La Fig. 10 muestra la morfologia de células estrémicas de médula dsea obtenidas mediante el método de induccion
de la diferenciacion de células estromicas de médula 6sea segun la invencion, sin las etapas (2) a (4) o algunos de
los reactivos usados alli. La micrografia en la izquierda superior en la Fig. 10 muestra células de Schwann naturales.
La micrografia en la derecha inferior muestra células estromicas de médula ésea antes del tratamiento. La
micrografia central superior muestra los resultados mediante el método de induccion de la diferenciacion de células
estromicas de médula ésea segun la invencion, llevado a cabo sin omisién de las etapas (2) a (4), y se observa que
el método de la invencién produjo células que muestran una morfologia similar a las células de Schwann naturales.
La micrografia en la derecha superior se obtuvo con omisiéon de la etapa (4), y las micrografias en la izquierda
inferior y centro inferior se tomaron sin el agente inductor de la diferenciacion acido retinoico y sin forskolina en la
etapa (3) y en la etapa (4), respectivamente.

De este modo, se demostré que el tratamiento de multiples etapas descrito en las etapas (2) a (4), anteriormente,
induce la diferenciacion de células estrémicas de médula ésea en células de Schwann derivadas de células
estromicas de médula dsea con una eficiencia elevada.

La expresion “eficiencia elevada”, como se usa a lo largo de la presente memoria descriptiva, significa que el método
de induccion de la diferenciacidon de la invencion convierte una proporcion elevada de las células estromicas de
médula 6sea originales en las células de Schwann finales derivadas de células estrémicas de médula ésea. La
eficiencia elevada del método inductor de la diferenciacion de la invencion es 50% o mayor, preferiblemente 75% o
mayor, mas preferiblemente 90% o mayor, y de forma muy preferible 95% o mayor. Aunque se conoce cada una de
las etapas individuales descritas anteriormente, la seleccién y combinacién 6ptima de las etapas segun la presente
invencién se descubrid por primera vez por los presentes inventores, y el descubrimiento es muy significativo.
Especificamente, aunque se sabia que las células estrémicas de médula 6sea son células madre mesenquimatosas
0 células precursoras que son capaces de ser inducidas para que se diferencien en osteoblastos, células
endoteliales vasculares, células del musculo esquelético, adipocitos, células del musculo liso, y similares, como se
explica anteriormente, no se sabia si las células estromicas de médula 6sea se podrian diferenciar realmente en
células de Schwann derivadas de la cresta neural, y nadie habia logrado con éxito esto a pesar del fuerte deseo de
hacerlo. Los presentes inventores, aunque no desean estar constrefiidos por ninguna teoria, conjeturan que el
tratamiento con un agente reductor en la etapa (2) produce un choque en las células, mientras que el tratamiento
con acido retinoico en la etapa (3) devuelve a las células a las condiciones iniciales, después de lo cual el
tratamiento con forskolina y un factor estimulante de la diferenciacion y supervivencia de neurogliocitos en la etapa
(4) induce a la diferenciacion de las células.

Las células estromicas de médula 6sea se pueden recoger y someter a tratamiento que implica multiples etapas
segun la presente invencion, para inducir su diferenciacion en células que tienen los mismos rasgos que las células
de Schwann naturales con respecto a la capacidad neurogénica, con eficiencia elevada. Trasplantando las células
de Schwann derivadas de células estromicas de médula ésea en el sistema nervioso periférico y central, ha sido
posible inducir la regeneracion y alargamiento de nervios lesionados.

Como se explica anteriormente, el hecho de que las células de Schwann naturales se deben de recoger de nervios
periféricos presenta una dificultad para la aplicacion a seres humanos. Por otro lado, las células estromicas de
médula dsea son faciles de obtener, sin dafar el cuerpo humano. Ademas, puesto que las células tienen una tasa de
crecimiento elevado, y por lo tanto se pueden suministrar rapidamente en grandes cantidades, la presente invencion
hace posible una aplicacion mas amplia de células estromicas de médula ésea para una variedad de trastornos del
sistema nervioso.

Otra ventaja importante proporcionada por las células estrémicas de médula ésea es su idoneidad para el trasplante
autdlogo. La recogida de las células estromicas de médula 6sea del propio sujeto, su induccién para que se
diferencien, y el trasplante de las células diferenciadas en los nervios no produce reaccion de rechazo, y por lo tanto
no requiere inmunosupresores o similares, lo que deberia de permitir que se logre la regeneracién de una manera
mas estable. Puesto que las células estromicas de médula dsea también se pueden obtener a partir de bancos de
médula dsea, este método es también practico desde el punto de vista del suministro.
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Como sera manifiesto mediante los ejemplos proporcionados mas abajo, las células de Schwann derivadas de
células estromicas de médula dsea obtenidas por la presente invencidon se consideran ampliamente aplicables para
la regeneracion de nervios periféricos o nervios centrales. Debido a sus diferentes historias de diferenciacion
inducida como se menciona anteriormente, son células modificadas artificialmente, que son distintas de las células
de Schwann naturales. Se pueden proporcionar en forma de una composicion farmacéutica para la regeneracion
neural. Las células de Schwann derivadas de células estromicas de médula ésea son adecuadas para el trasplante
autologo como se explica anteriormente, pero también se pueden trasplantar alogénicamente. Esto es debido a que
las células del sistema nervioso no son susceptibles al ataque del sistema inmunitario, y por lo tanto se puede evitar
la reaccion de rechazo usando células donantes con antigenos de histocompatibilidad coincidente procedentes de
un banco de médula dsea. La composicion farmacéutica también puede contener vehiculos, tampones, sales,
excipientes, y similares, farmacéuticamente aceptables. La composiciéon se puede inyectar directamente en el sitio
afectado, o se puede introducir en un tubo hueco para el trasplante en el sitio de un nervio central o periférico
danado.

Aunque los nervios periféricos son capaces intrinsecamente de regenerarse, se sabe que no se pueden regenerar
sobre saltos de varios centimetros; tales casos también se consideran incluidos entre las aplicaciones practicas a
nervios periféricos.

Las condiciones de los nervios centrales en las que se considera imposible la reconstruccion engloban una amplia
gama de condiciones diferentes, incluyendo dafio de la médula espinal relacionado con lesién, o dafio
cerebrovascular, y enfermedades que van desde el glaucoma con ceguera hasta enfermedades degenerativas, tales
como Parkinson, que tienen una tasa de incidencia estimada elevada entre la poblacién. La composicion
farmacéutica descrita aqui se puede usar para la regeneracién de muchos y diversos tipos de nervios centrales. La
investigacion sobre métodos de regeneracion neural para las condiciones mencionadas anteriormente es una
necesidad social urgente, y se cree que la presente invencion tiene aplicacién directa para el cuerpo humano.

La invencion se explicara ahora con mayor detalle a través de los siguientes ejemplos, entendiendo que los ejemplos
de ningun modo son limitantes del alcance de la invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Diferenciacion inducida de células estrémicas de médula 6sea en células de Schwann derivadas de
células estromicas de médula 6sea

La Fig. 11 es un resumen en forma de diagrama de flujo del proceso de tratamiento para inducir diferenciacion.

Se extrajeron células estromicas a partir de la médula 6sea de ratas adultas (ratas Wistar) y se cultivaron. El medio
de cultivo usado fue Modificacion Alfa de Eagle de Medio Esencial Minimo, suplementado con 20% de suero fetal de
ternero. Tras subcultivar hasta cuatro generaciones para alcanzar una confluencia del 50%, se afadid B-
mercaptoetanol hasta una concentracién de 1 mM a la disolucion de cultivo, durante un periodo de 24 horas. El
medio se cambio después por medio que contiene 35 ng/ml de &cido retinoico. Este Ultimo medio de cultivo fue
también Modificacion Alfa de Eagle de Medio Esencial Minimo suplementado con 20% de suero fetal de ternero.
Después de 3 dias, el medio de cultivo se cambi6é nuevamente por medio que contiene 5 uM de forskolina, 5 ng/ml
de factor de crecimiento derivado de plaquetas AA, 10 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos basico, y 200
ng/ml de HeregulinTM. Las células se inmunotifieron después de 7 dias. Basandose en la reaccién con los
anticuerpos para P75, O4, S-100, GFAP y nestina, las células mostraron reactividades equivalentes a las células de
Schwann naturales (véase la Fig. 8). Las células estrémicas de médula 6sea se indujeron para ser morfolégicamente
similares a células de Schwann naturales (véase la Fig. 9).

Ejemplo 2: Regeneracion de nervio central (nervio 6ptico dafiado)

Las células obtenidas en el Ejemplo 1 se recogieron mediante tratamiento con tripsina, y se combinaron con matriz
extracelular Matrigel derivada de tumor EHS de raton (40234A, Collaborative Biomedical Products), y después se
trasplantaron tras ser empaquetadas en tubos artificiales (cartucho de fibra hueca HIP10-43, Amicon), que se
suturaron entonces a nervios opticos dafiados (sistema nervioso central) de ratas adultas (Wistar).

La Fig. 12 muestra los resultados del marcado con GAP43 (proteina 43 asociada al crecimiento, una proteina
expresada durante el crecimiento y alargamiento de fibras nerviosas), 10 dias después del trasplante. Las flechas
azules indican los origenes del injerto, y las flechas rojas indican las puntas de fibras que se regeneran. Se observa
alargamiento significativo de fibras nerviosas con las células estrémicas de médula ésea inducidas a diferenciarse
(derecha), en comparacion con las células estromicas de médula 6sea sin tratar (izquierda). La distancia del
alargamiento de las fibras nerviosas y el numero de fibras aumento6 con el numero de semanas.

En la Fig. 13 se muestran los resultados en la tercera semana después del injerto. Aqui, FITC, mostrado en verde,
es la deteccién inmunohistolégica de fibras marcadas anterégradas obtenidas inyectando la subunidad B de la toxina
del célera en el cuerpo vitreo, a fin de marcar especificamente solo las fibras del nervio 6ptico, y muestra la
regeneracion de fibras nerviosas en los tubos artificiales. TexRed, mostrado en rojo, representa las células
estromicas de médula 6sea marcadas previamente con Brd-U. Alexa663, mostrado en azul, representa MAG
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(glucoproteina asociada a mielina). Se observd regeneracion de los nervios Opticos en los tubos artificiales
empaquetados con células de médula 6sea, y, al poner en contacto a estas con las células estromicas de médula
6sea marcadas con Brd-U, se confirmé la formacion de mielina.

Ejemplo 3: Regeneracién de nervio periférico (nervio ciatico)

Se dafiaron los nervios ciaticos de ratas adultas (ratas Wistar), y se inocularon con tubos artificiales empaquetados
con células estromicas de médula 6sea a las que se les indujo para que se diferenciaran.

La Fig. 14 muestra las resultados con el marcado con GAP43 (proteina 43 asociada al crecimiento), 7 dias después
del trasplante. Las flechas azules indican los origenes del injerto, y las fechas rojas indican las puntas de las fibras
que se regeneran. Se observa que las fibras nerviosas estan alargadas con las células estrémicas de médula 6sea a
las que se indujo para que se diferenciaran (derecha), en comparaciéon con Matrigel (matriz extracelular) sola
(izquierda). La distancia del alargamiento de las fibras nerviosas y el nUmero de fibras aumenté con el numero de
semanas.

En la Fig. 15 se muestran los resultados en la cuarta semana después del injerto. Aqui, GFP (proteina fluorescente
verde), mostrada en verde, representa las células estrémicas de médula ésea iluminadas introduciendo el gen de la
proteina fluorescente verde (GFP) usando un retrovirus. MAG, mostrado en azul, representa proteina de mielina, y
neurofilamento, mostrado en rojo, representa fibras nerviosas regeneradas. La Fig. 15 muestra claramente la
excelente regeneracion del nervio ciatico hacia la cuarta semana después del trasplante.

Las Fig. 16, Fig. 17 y Fig. 18 muestran los resultados de la regeneracion de nervios ciaticos hacia la cuarta semana
tras el trasplante. GFP, mostrada en verde, representa células estromicas de médula 6sea iluminadas mediante
introduccion del gen de la proteina fluorescente verde; MAG, mostrada en azul, representa deteccién de la proteina
de mielina MAG usando el marcador fluorescente Alexa633; y el Neurofilamento, mostrado en rojo, representa fibras
nerviosas regeneradas, detectadas usando el marcador fluorescente rojo Alexa546. Las Figs. 16 a 18 indican
claramente la regeneracién total de los nervios ciaticos (nervios periféricos) hacia la cuarta semana después del
trasplante. Esto es, se puede ver que las fibras regeneradas (neurofilamento) entraban en contacto con las células
estromicas de médula 6sea iluminadas en verde con GFP, y que las células estrémicas de médula 6sea expresan la
proteina de mielina MAG para formar mielina.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para inducir a las células estrémicas de médula ésea a que se diferencien in vitro en células de
Schwann derivadas de células estromicas de médula ésea, que comprende las etapas de:

(1) cultivar células estromicas de médula ésea obtenidas de médula 6ésea en un medio de cultivo esencial estandar
suplementado con un suero;

(2) anadir un agente reductor a dicho medio de cultivo, y cultivar posteriormente dichas células;
(3) afadir acido retinoico a dicho medio de cultivo, y cultivar posteriormente dichas células; y

(4) afadir a dicho medio de cultivo forskolina y un factor estimulante de la diferenciacion, supervivencia y
crecimiento, que actia sobre nervios y neurogliocitos, y cultivar posteriormente dichas células para obtener dichas
células de Schwann derivadas de células estromicas de médula ésea.

2. El método como se define en la reivindicacion 1, en el que dicho medio de cultivo esencial estandar es un medio
esencial minimo modificado alfa de Eagle.

3. El método como se define en la reivindicacion 1 o reivindicaciéon 2, en el que dicho suero es suero fetal de ternero.

4. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho agente reductor es un
reactivo que contiene sulfhidrilo.

5. El método como se define en la reivindicacion 4, en el que dicho reactivo que contiene sulfhidrilo es B-
mercaptoetanol.

6. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracion de
dicho agente reductor esta entre 1 nM y 10 mM.

7. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el tiempo de cultivo en la
etapa (2) esta entre 1 hora y 5 dias.

8. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracion de
dicho acido retinoico esta entre 0,001 ng/ml y 1 pg/ml.

9. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el tiempo de cultivo en la
etapa (3) esta dentro de 30 dias.

10. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracion de
dicha forskolina esta entre 0,001 ng/ml y 100 pg/ml.

11. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho factor
estimulante de la diferenciacion y supervivencia de neurogliocitos se selecciona del grupo que consiste en
neuregulina, factor de crecimiento derivado de plaquetas AA, factor de crecimiento de fibroblastos basico, y sus
mezclas.

12. El método como se define en la reivindicacién 11, en el que dicha neuregulina es heregulina, un subtipo de la
misma.

13. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la concentracion de
dicho factor estimulante de la diferenciacion y supervivencia de neurogliocitos esta entre 0,001 ng/ml y 100 ug/ml.

14. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el tiempo de cultivo en
la etapa (4) esta dentro de 30 dias.
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Fig.2
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Fig.3
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Fig.7
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Fig.11

Recoger y cultivar células estromicas procedentes de médula 6sea de
ratas adultas (raza Wistar)

Después de 4 pasadas

En subconfluencia,

o MEM, 2096FCS, b— mercaptoetanol  (1mM)

J, (24 h)

o MEM, 2096FCS, acido retinoico  (35ng/ml)

¢, (3 dias)

o MEM, 209FGS, forskolina (5 i1 M)
PDGF (5ng/ml), bFGF (10ng/ml),
neurregulina (200ng/m!)

/ (7 dias) \

Inmunotincién 1)} Marcaje de los nuicleos con Hoechst 33342,
p75, S-100. seguido del tratamiento con tripsina.
GFAP, 04, Nestina

2) Mezclamiento con Matrigel, empaquetamiento
en fibra hueca

=

Regeneracion de nervios Regeneracion de nervios centrales
periféricos Transplante en nervio 6ptico
Transplante en nervio dafiado de rata adulta

ciatico danado de rata adulta
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Figi2

Transplante en nervio éptico dafiado
(marcaje con GAP43 en el 10° dia)

células estémicas de
médula ésea no tratadas

células estromicas de médula 6sea
inducidas a la diferenciacion
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Fig.14

Transplante en nervio ciatico dafado
(marcaje con GAP43 en el 7° dia)

células estromicas de médula
6sea inducidas a la diferenciacion

Matrigel (matriz extracelular) sola

e 4 Origenes de los injertos

punta de fibra que se
regenera
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F1g.16

Nervio ciatico - 4 semanas después del
transplante de células MSC

Fig.17

Nervio ciatico - 4 semanas después del
transplante de células MSC

GFP Alexa633 : MAG
Alexa633 : MAG AlexaS546 : Neurofilamento
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Fig.18

Nervio ciatico - 4 semanas después del transplante
de células MSC
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