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DESCRIPCION

Procedimiento de expansién de células madre adultas de sangre, en particular sangre periférica, y aplicacion relativa en
el campo médico

La presente invencién se refiere a un procedimiento de expansion para células madre de la sangre, en particular pero no
solamente de la sangre periférica, de mamiferos adultos, y a la aplicaciéon relativa en el campo médico, en particular en
el campo veterinario, para el tratamiento de lesiones, patologias inflamatorias crénicas y/o agudas, patologias
neuroldgicas y neurodegenerativas.

En el presente documento, y a continuacion en la descripcion del mismo, y como se conoce en la literatura, por la
palabra "expansién" se quiere significar el proceso de incremento del niumero de células por division celular o bien,
como en el caso especifico descrito y reivindicado, por "desdiferenciaciéon”, esto es, el proceso por el que las células
presentes en la sangre se transforman en células madre después de un tratamiento in vitro adecuado, como se vera a
continuacion en el presente documento.

En los Ultimos afos, el uso de células madre en tratamiento ha tenido una gran aprobacion debido al éxito obtenido en
el tratamiento de varias patologias que previamente se pensaba que eran incurables. Sin embargo, los procesos para la
obtencion de células madre conocidos hasta la fecha han sido laboriosos y caros.

Las células madre pluripotentes (CMP) son una fuente disponible no solo para la investigacién sino también para la
creacion de farmacos y para trasplantes (Wagers A. J. et al., 2002; Griffith L. G. et al., 2002).

Existen dos amplias categorias de células madre, embrionaria y adulta: la primera deriva de embriones, y mas
exactamente de blastocitos de 8 dias, mientras que, por el contrario, las células madre adultas se pueden obtener
principalmente de la médula 6sea, tejido adiposo o muscular y de la sangre periférica.

La definicion de célula madre esta constantemente evolucionando y, en este momento, no existe un consenso general ni
un procedimiento estandar para aislarlas o identificarlas. Para todas estas células, embrionarias (ES) y adultas, tanto
hematopoyéticas (CMH) como mesenquimales (CMM) (Kuwana M. et al., 2003), se han identificado diferentes
marcadores genéticos, de los que algunos son comunes para muchos tipos de células (Condomines M. et al., 2006;
Kang W. J. et al., 2006; Zhao Y. et al., 2003; Rabinovitch M. et al., 1976).

En particular, Zhao Y. et al, tanto en el articulo "A human peripheral blood monocito-derived subset acts as pluripotent
stem cells" como en el documento WO 2004/043990, divulga un procedimiento para preparar células madre derivadas
de monocitos que incluye las etapas de aislar un monocito de sangre periférica, ponerlo en contacto con un componente
mitégeno y posteriormente cultivar el monocito de sangre periférica bajo condiciones adecuadas para la propagacion de
las células.

Este procedimiento, que requiere en primer lugar una etapa de aislamiento del monocito y en segundo lugar una etapa
de expansion en un medio de cultivo, implica periodos de tiempo muy largos para la obtencion de un numero
significativo de células madre, del orden de 15-20 dias, y no puede obtener células madre del tipo totipotente, esto es,
no especializadas, adecuadas para inocularse directamente en el paciente en un periodo de tiempo muy corto desde la
primera extraccion.

Numerosos trabajos cientificos describen la capacidad de las células madre para regenerar diferente tipos de lesiones,
regenerando tejidos que estan dafiados mecanicamente o dafiados por varias patologias, eliminando desde la raiz las
causas que generaron la patologia y no simplemente actuando sobre los efectos de las mismas.

En este momento, la investigacion estd méas orientada hacia el uso de células madre aisladas de tejido embrionario,
fetos o del cordon umbilical, pero esto esta planteando varias cuestiones juridicas y éticas. Ante todo, a dia de hoy el
uso de estas células trae varias contraindicaciones tales como: riesgos de infeccién, de rechazo si se trasplantan y, en
caballos, la aparicién de teratomas.

Por lo tanto, para eludir estos problemas, se ha considerado el uso en el tratamiento "in vivo" de células madre
autologas aisladas preferentemente de médula 6sea, tejido adiposo o sangre periférica. Estos procedimientos, usando a
partir de células madre adultas, proporcionan una etapa de diferenciacion "in-vitro" (o "ex vivo") de las células madre en
la linea celular deseada por medio de factores de induccion de la diferenciacion especificos, y una posterior etapa de
trasplante "in vivo" de la linea celular diferenciada obtenida. En estos procedimientos, el limite se debe al hecho de que
se producen fenémenos de rechazo observables debido a que las células diferenciadas reintroducidas en el paciente no
se reconocen como células propias, porque durante la etapa de diferenciaciéon inducida in-vitro éstas pierden los
factores de auto-reconocimiento.

En el hombre, tomar células madre de la sangre periférica implica purificarlas por medio de un proceso denominado
"aféresis" o "leucoféresis". En la practica, las células se extraen de la sangre, se recogen, y a continuaciéon se inoculan
en pacientes inmediatamente después de la quimio o radioterapia. En la aféresis, que dura de 6 a 8 horas, se toma la
sangre de la vena de un brazo o de una vena en el cuello o en el pecho, y se hace pasar a través de una maquina que
retira las células madre. La sangre, purificada de este modo, vuelve al paciente, mientras que se preservan las células
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recogidas por medio de refrigeracion en nitroégeno liquido (Condomines M. et al., 2006; Kang W.J. et al., 2006). Esta
técnica no sélo es dolorosa, sino también extremadamente estresante para el paciente. Ademas, es impracticable para
animales de tamafo pequefo o bien grande; sobre todo, la técnica no proporciona una discriminacién y/o purificacion
real de las células madre circulantes.

En la actualidad, en la ciencia veterinaria se usan células madre de forma exitosa principalmente en la reconstruccion de
tendones y ligamentos con lesiones. Las técnicas principales para la purificacion son:

- uso de factores de crecimiento o derivados de plaquetas (TGF-B, VEGF), pero los costes econémicos de su
extraccién son prohibitivos (Hou M. et al., 2006);

- aislamiento de células madre tomadas de la médula 6sea. Esta técnica permite la purificacion y después el uso
para tratamiento sélo del 15 % de las células contenidas en el material extraido;

- aislamiento de células madre tomadas de tejido adiposo. Esta técnica, que requiere la retirada quirtrgica previa de
cantidades considerables de tejido del animal donante, no permite una administracion intravenosa;

- IGF-1 (factor de crecimiento insulinoide 1) conocido como tendotrofina (Fiedler J. et al., 2006);

- UBM (matriz de vejiga urinaria): es un derivado del cerdo que contiene citocinas (pero no células nucleadas), que
induce la cicatrizacién de la herida pero no la regeneracion de la zona con lesiones (Zhang Y.S. et al., 2005).

En vista de todo lo anterior, es obvio que se necesitan procedimientos para la expansion y purificacion de células madre
adultas a partir de fuentes facilmente accesibles que ademas deben permitir la obtencién de células madre adecuadas
para su uso como medicamento en el campo médico-veterinario que, una vez se administren en el mamifero, no dé
lugar a un fendmeno de rechazo y que sean faciles de preservar.

También existe una necesidad obvia de obtener células madre del tipo pluripotente y totipotente, esto es, no
especializada, que se puedan inocular directamente en el paciente, y con periodos de tiempo de produccién mucho mas
cortos que los proporcionados en la actualidad.

Los autores de la presente invencion han perfeccionado ahora un procedimiento para la expansion y purificacion in vitro
de células madre de sangre periférica, tal como permitir la obtencion de células madre que no proporcionan efectos
colaterales tales como fendmenos de rechazo, infeccion, teratomas, una vez se administren en el mamifero adulto, que
puedan diferenciarse "in vivo" y comportarse como células madre pluripotentes.

Los autores han observado que las células expandidas de este modo, una vez se inyectan por via local o por via
intravenosa, adquieren "in vivo" (y no "in-vitro", como en procedimientos conocidos en el estado de la técnica por medio
de factores de crecimiento y/o estimulos quimicos adecuados (Gulati R. et al., 2003; Katz R. L. et al., 2002; Okazaki T.
et al.,, 2005)) todas las caracteristicas morfolégicas y quimicas de las células macréfagas, linfociticas, epiteliales,
endoteliales, neuronales y hepatocitos, de acuerdo con las necesidades y patologias de los animales tratados. El
procedimiento es alin menos invasivo que otros procedimientos usados hasta ahora para recoger células madre,
indoloro (si se compara con la aféresis), econdmico y técnicamente el mas adecuado para usarse en todas las especies
animales (pequehnas y grandes). Finalmente, la posibilidad de obtener estas células faciimente, y que después se
puedan preservar durante un periodo de tiempo largo refrigeradas en nitrégeno liquido, hace que las células obtenidas
con el procedimiento de acuerdo con la invencion sean adecuadas para trasplantes autdlogos, para el tratamiento de
muchas patologias humanas y veterinarias (lesiones de varios tipos, enfermedades metabdlicas, patologias
neurolégicas e inflamatorias agudas y cronicas).

Por lo tanto, la presente invencion se refiere especificamente a un procedimiento para la expansién de células madre
adultas de la sangre, en particular pero no sélo de la sangre periférica, que comprende las siguientes etapas.

Una primera etapa comprende dos subetapas:

a) una primera subetapa de expansion de las células madre de sangre, en particular pero no sélo sangre periférica,
inmediatamente después de que se hayan tomado, por medio de un tratamiento in vitro con MCSF (factor de
estimulacion de colonias de macréfagos) en una concentracién comprendida entre 8-15 nM, preferentemente de 10
nM; la etapa de expansién puede tener una duracion variable de acuerdo con las condiciones en las que se lleva a
cabo el tratamiento in vitro; los autores han verificado experimentalmente que una duracién del tratamiento in vitro
con MCSF comprendida entre 24 y 96 horas, ventajosamente entre 48 y 72 horas, ha dado lugar a una estabilizacién
de la expansion, con la identificacién de la presencia simultanea de los marcadores CD 90, CD 34 y CD 90/CD 34
mezclados. Esta condicion se consideré como la 6ptima.

Por "inmediatamente" se quiere decir el periodo de tiempo mas corto posible entre que se toman las células de la
sangre y el inicio del tratamiento in vitro, en cualquier caso no mas de 10 minutos, ventajosamente no mas de 5
minutos.

b) después de la primera subetapa, una segunda subetapa de purificacion, preferentemente por medio del
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fraccionamiento en un gradiente de Ficoll.

La etapa de purificacion esta destinada fundamentalmente a destruir los glébulos rojos y a cultivar los macréfagos y
monocitos sobre una placa.

Por lo tanto, al contrario que en el estado de la técnica, la presente invencidon proporciona en primer lugar una etapa de
expansion de las células, poniéndolas en contacto con MCSF y un posible producto anticoagulante, por ejemplo en un
tubo de ensayo adecuado; esta etapa de expansién se realiza inmediatamente después de que se hayan tomado las
células de del paciente, sin aislar partes especificas de las mismas y sin usar ningin medio de cultivo.

Después de la etapa de purificacion, se proporciona otra etapa de:

c) expansion adicional de las células madre de sangre, en particular pero no sélo de sangre periférica, purificadas
en la etapa b) por medio de tratamiento in vitro con MCSF en una concentracién comprendida entre 35-55 nM,
preferentemente de 50 nM, mas preferentemente de 45 nM.

Esta etapa también puede tener una duracion variable de entre 24 y 96 horas, preferentemente de entre 48 y 72 horas.

Se ha observado que usando MCSF en una concentracién mayor de 55 nM (es decir, 70 nM) ya después 24 horas las
células no mantienen el fenotipo de células madre pluripotentes (véase la fig. 12). En particular, la etapa a) de
expansion previa en suspension con MCSF inmediatamente después de que se haya tomado la sangre permite
incrementar el porcentaje de células madre con respecto a la poblacién de monocitos y macréfagos (véase la fig. 13). La
posterior etapa permite obtener células madre pluripotentes que se diferencian directamente in vivo, sin provocar
fendmenos de rechazo o infeccion.

La invencion también se refiere al uso de las células madre adultas obtenidas de acuerdo con el procedimiento de
expansién descrito anteriormente para la preparacion de un medicamento para tratar lesiones. Las lesiones tratables
son las del grupo al que pertenecen las siguientes: lesiones cutaneas, lesiones en los tendones, lesiones en ligamentos,
lesiones 6seas, lesiones en las membranas mucosas en mamiferos o fracturas.

La presente invencién también se refiere al uso de células madre adultas obtenidas de acuerdo con el procedimiento
descrito para la preparacion de un medicamento para tratar patologias neurolégicas o neurodegenerativas elegidas del
grupo que incluye: enfermedad de Cushing, sacudida de cabeza, sindrome de Wobbler, dificultades respiratorias,
paresia de las extremidades; patologias inflamatorias agudas o crénicas elegidas de laminitis, periostitis, gastritis,
artrosis, inflamaciones provocadas por agentes viricos, bacterianos, parasitos, micoticos; dilatacion-torsién del
estomago en mamiferos.

La presente invencidn también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende las células madre adultas
obtenidas de acuerdo con el procedimiento de expansién descrito anteriormente como principio activo, junto con
coadyuvantes y/o excipientes farmacolégicamente aceptables.

De acuerdo con una forma de realizacién particularmente preferente, las células madre adultas obtenidas de acuerdo
con el procedimiento definido anteriormente, usadas como principio activo, estan presentes en una concentracién
comprendida entre 90-250x10° células/ml en la composicion, preferentemente 150x10°% células/ml, junto con los
coadyuvantes y/o excipientes farmacolégicamente aceptables, estando formulada dicha composicién para inyeccion
intravenosa.

De acuerdo con una forma de realizacion alternativa, las células madre adultas obtenidas de acuerdo con el
procedimiento de expansion definido anteriormente, usadas como principio activo, estan presentes en una
concentracién comprendida entre 4-40x10° células/ml en la composicién, junto con los coadyuvantes y/o excipientes
farmacoldgicamente aceptables, estando formulada dicha composicion para una aplicacién local (también topica en el
caso de heridas externas).

Las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente también pueden comprender un antibidtico como
principio activo en una concentracion comprendida entre 5-15 nM, preferentemente de 10 nM, de acuerdo con una
forma de realizacién particularmente preferente de la invencion. Preferentemente, dicho antibidtico es gentamicina o
amicacina.

La invencién también se refiere al uso de una composicién farmacéutica como se define anteriormente (es decir,
adecuada para una aplicacion local, con o sin antibiético) como medicamento para tratar lesiones elegidas del grupo
que consiste en lesiones cutaneas, lesiones en los tendones, lesiones en ligamentos, lesiones éseas, lesiones en las
membranas mucosas en mamiferos.

De acuerdo con otra caracteristica, la invencién se refiere al uso de la composicién farmacéutica como se define
anteriormente (es decir, adecuada para una aplicaciéon local, con o sin antibiético) como medicamento para tratar
fracturas en mamiferos.

La presente invencién también se refiere al uso de una composicién farmacéutica como se define anteriormente (es



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2435080 T3

decir, adecuada para una administracion intravenosa), como medicamento para tratar patologias neurolégicas o
neurodegenerativas elegidas del grupo que incluye: enfermedad de Cushing, sacudida de cabeza, sindrome de
Wobbler, dificultades respiratorias, paresia de las extremidades en mamiferos.

De acuerdo con otra forma de realizacién, la invencion se refiere al uso de una composicién farmacéutica como se
define anteriormente (es decir, adecuada para una administracion intravenosa), como medicamento para tratar
patologias inflamatorias agudas o crénicas elegidas de laminitis, periostitis, gastritis, artrosis, inflamaciones provocadas
por agentes viricos, bacterianos, parasitos, micoticos en mamiferos.

La invencién también se refiere al uso de una composicién farmacéutica como se define anteriormente (es decir,
adecuada para una administracién intravenosa), como medicamento para tratar el sindrome de dilatacién-torsién del
estomago en mamiferos.

En una forma de realizacion preferente de la presente invencion, los usos en el campo médico tienen una aplicacion
preferente en el campo veterinario y los mamiferos tratados se eligen de caballos, perros, gatos u hombres.

La presente invencion se describira ahora como un ejemplo no restrictivo, en sus formas de realizacion preferentes, con
referencia particular a los dibujos adjuntos en los que:

La fig. 1 muestra una lesién de 20 cm entre el metatarso y la primera falange con clostridia y destruccién del tendén
extensor en una yegua;

La fig. 2 muestra la misma yegua de la fig. 1 tres meses después de la aplicacién local de las células madre de acuerdo
con la invencion;

La fig. 3 muestra la yegua después de seis meses de tratamiento;
La fig. 4 muestra la ecografia de un caballo con una lesién de un 80 % de la superficie del tenddn flexor;

La fig. 5 muestra la ecografia del caballo aproximadamente tres meses y medio después del tratamiento local con
células madre de acuerdo con la invencién;

La fig. 6 muestra la ecografia del caballo aproximadamente tres meses y medio después del tratamiento local con
células madre;

La fig. 7 muestra la ecografia del caballo después de aproximadamente cuatro meses del tratamiento local; cabe
destacar la regeneracion casi completa del tenddn y la ausencia de tejido cicatrizado;

La fig. 8 muestra la ecografia de una yegua con una lesién de tend6n de entidad menor (menos de 1 cm de diametro);
La fig. 9 muestra la ecografia de la misma yegua de la fig. 7 después de un mes del tratamiento local;

La fig. 10 muestra un caballo de 17 afos de edad con debilidad general, operado de célico, antes del tratamiento con las
células madre de acuerdo con la invencion;

La fig. 11 muestra el rendimiento del caballo de 17 afos de edad un afo después del tratamiento intravenoso con las
células madre de acuerdo con la invencién;

La fig. 12 muestra el nimero de células cultivadas aisladas de sangre periférica tratadas con diferentes cantidades de
MCSF en la etapa c) del presente: 15 nM (linea discontinua con cruces), 25 nM (linea discontinua con triangulos, vértice
hacia abajo), 35 nM (linea discontinua con triangulos, vértice hacia arriba), 50 nM (linea discontinua con circulos
negros), 60 nM (linea discontinua con cuadrados blancos), 70 nM (linea discontinua con circulos blancos); los
resultados son el promedio del recuento de células de las tres muestras de sangre periférica;

La fig. 13 muestra el nimero de células cultivadas aisladas de sangre periférica pretratadas con MCSF (linea
discontinua con puntos negros), no tratadas con MCSF (linea discontinua con cruces); los resultados son el promedio
del recuento de células de las tres muestras de sangre periférica.

Ejemplo 1: Expansion y purificacion de células madre adultas de sangre periférica y sus usos médicos

Las células aisladas de sangre periférica actdan "in vivo" como células madre pluripotentes (CMP) después de la
expansién de acuerdo con la invencién y pueden resolver, en el espacio de unos pocos meses, lesiones o patologias
incurables o curables sélo lentamente con metodologias y/o farmacos clasicos.

Materiales y procedimientos
Muestreo

Cada muestra de sangre periférica consistia aproximadamente en 5-7 ml, se tom6 de caballos y perros de las
extremidades inferiores y se pusieron inmediatamente en tubos de ensayo que contenian, por ejemplo, heparina (150
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U), y MCSF (10 nM).
Sin embargo, se puede reemplazar la heparina por otra sustancia anticoagulante adecuada.
Purificacion

Se diluyeron las muestras de sangre (5-7 ml) 1:5 en PBS (solucion salina tamponada con fosfato) que contenia NH4CI
(200 mM), para provocar la lisis de los glébulos rojos, se centrifugd a 10.000 g, se lavé dos veces con PBS y se
centrifugd de nuevo a 200 g. Se incubaron las células nucleadas obtenidas durante 7-12 horas a 37 °C, preferentemente
durante 10-12 horas, y se purificé por medio de fraccionamiento en un gradiente e Ficoll, a continuacién se aislé y se
lavé tres times con medio RP-MI 1640 (Life Technologies, Grand Island, New York). Una ver purificadas, se incubaron
las células que contenian aproximadamente un monocitos al 95 % (determinado por medio de andlisis citofluorométrico
por medio de un fotometro de flujo FACScan, Becton Dickinson), durante otras 24 horas en 50 ng/ml de MCSF 45 nM y
a continuacion se expandieron para obtener el niumero de células necesarias para los tratamlentos locales o se
centrifugd a 10.000 g y se resuspendido en PBS a una concentracién de aproximadamente 90x10° células/ml para
tratamientos intravenosos.

Cultivos celulares

Se incubaron las células durante 8-12 horas, preferentemente durante 10-12 horas, a 37 °C (CO al 8 %) en placas de
15 cm a una concentracién de aproximadamente 2-3 x 10° células por placa; posteriormente se lavé en medio de cultivo
para retirar las célula no adherentes y a continuacién se incubdé otras 48 horas con 10 ml de medio RPMI
complementado con FBA al 10 %, penicilina (100 unidades/ml), estreptomicina (100 mg/ml), L-glutamina (2 mM) y
MCSF (factor de estimulacién de colonias de macréfagos - 50 ng/ml). Algunas de estas células aisladas con las células
madre muestran una morfologia alargada, cuando se incuba con MCFS, lo que puede recordar a los fibroblastos (Zhao
Y. et al., 2003). Todos los productos usados, a menos que se indique de otro modo, se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Se
obtuvo la suspensién celular pipeteando después de la incubacién durante 5-8 minutos con lidocaina al 2 % (Sigma) en
PBS como ya se describié (Rabinovitch M. et al., 1976). Una vez separadas, se lavaron las células dos veces con PBS y
se centrlfugo durante 5 min a 2000 g, se anadlo gentamicina (10 nM) y se diluy6 hasta una concentracion final de 5-
7x10°, preferentemente de 6x1 0° células/ml (excepto cuando se indica una concentraciéon mayor).

En experimentos preliminares, se someti6é a prueba una cuota de células para determinar el marcador CD34, uno de los
marcadores principales de células madre hematopoyéticas por medio de las técnicas ya descritas por Randall et al.,
1998.

Inmunotincién

Para el citofenotipado, se lavaron las células en PBS y a continuacién se fijaron sobre portaobjetos en formaldehido,
4 % en PBS durante 20 min a 20 °C.

Para identificar las proteinas intracelulares, se permeabilizaron las células con Triton X-100 al 0,5 % durante 5 min a
20 °C y a continuacion se incubd durante 1 hora con los anticuerpos primarios diluidos en PBS que contenia BSA al 1 %
(para bloquear los sitios antigénicos inespecificos). Después de tres lavados sucesivos, los portaobjetos se incubaron a
continuacién durante 45 min con el anticuerpo secundario conjugado con el fluorocromo mas apropiado: FITC o
isotiocianato de tetrametilrrodamina B (TRITC), o Cy5.

Todos los anticuerpos secundarios se desarrollaron usando el burro como huésped, por Jackson inmunoResearch. Se
llevaron a cabo las inmunocitoquimicas a la temperatura de 4 °C y en una atmosfera saturada de humedad. Después de
tres lavados, se montaron los portaobjetos usando "gelvatol-PBS". A continuacion, se adquirieron las imagenes de
fluorescencia por medio de un microscopio de fluorescencia usando como estandar interno una inmunofluorescencia
dirigida contra la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (anticuerpo policlonal de oveja producido por Cortex Biochem,
San Leandro, CA). Como controles negativos y para calibrar los niveles de fondo de fluorescencia, se usaron
portaobjetos incubados con anticuerpos inespecificos, del mismo isotipo que las muestras implicadas.

Las imagenes que se obtienen muestran las células vistas por medio de un microscopio de contraste de fases,
superpuestas sobre la imagen de fluorescencia de los lipidos coloreados con Rojo Nilo y sobre la imagen de los nucleos
coloreados con DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindol). La barra de referencia mide 40 um. Se examiné la intensidad de
fluorescencia relativa por medio de microscopia de imagenes de proporcion cuantitativa entre células tratadas con
MCSF y macréfagos.

Se usé el procedimiento descrito anteriormente para identificar todos los marcadores investigados (CD 90, CD 34, CD
90/CD 34).

Resultados
Uso local

Se aplicaron las células directamente en los casos de heridas externas. Por el contrario, en el caso de lesiones en
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tendones, ligamentos y fracturas, se inocularon las células directamente en el sitio de la lesiéon a una concentracion final,
excepto cuando se indicd de otro modo, de 5-10x1 0° células/ml de acuerdo con la gravedad de la lesién; en casos en los
que no se pudieron insertar las células de forma precisa en las lesiones, se usé el siguiente procedimiento:

* para lesiones en ligamentos colaterales, se realiz6 la inyeccién entre la segunda y tercera falange,
* para lesiones en los naviculares, se realiz6 la inyeccién en el tanel carpiano,

» para lesiones en las articulaciones sacroiliacas y en casos de enfermedad de Wobbler, se realiz6 la inyeccién entre
la quinta y la sexta vértebra cervical o entre la sexta y la séptima.

Lesiones cutaneas

Caso de una yegua con una herida entre el metatarso y la primera falange, 20 cm de diametro con complicaciones por
Clostridium que habian dado lugar a la destruccion de los tejidos subyacentes, incluyendo el tendén extensor (fig. 1). Se
realiz6 la primera aplicacién un afio después del accidente y después de dos intervenciones quirdrgicas para retirar los
queloides, y se repitié tres veces mas en una distancia de 15 dias, usando de 10 a 400x10° células resuspendidas en
una solucion fisiologica en presencia de gentamicina. Después de 100 dias, la herida estaba completamente curada (fig.
2) y después de 6 meses el pelo habia reaparecido en un 70 % de la zona de la cicatriz (fig. 3).

Tendones

Se trataron tres caballos con lesiones de un 80 % del tendén flexor superficial que, ya después de tres meses del
tratamiento con aproximadamente 300x10° células, no volvieron a mostrar zonas hipoecogénicas en una exploracion
por ultrasonidos y, por el contrario, se mostré6 que el grosor del tenddn (que se habia incrementado después de la
laceracion y los procesos inflamatorios) se redujo visiblemente en un 80 %, como se pueda ver a partir de las ecografias
mostradas en las fig. 4-7.

Otros caballos con lesiones menores en el tendén (1 cm de diametro) 1 mes después del tratamiento no volvieron a
mostrar la lesién (fig. 8 y 9).

Ligamentos

Entre las lesiones tratadas se hizo una insercion del ligamento suspensorio bajo el corvejon con la consecuente cojera:
menos de tres meses después de una inoculacién local, el caballo empezé a trabajar de nuevo, sin cojera, y después de
un afo no se produjo recidiva.

Otros caballos tratados, que tenian lesiones entre las ramificaciones y el cuerpo central del ligamento suspensorio,
anterior y posterior, se resolvieron con restitutio ad integrum.

Fracturas

Entre las fracturas tratadas, se present6 el caso de un perro con un fémur fracturado que, tras una intervencion
quirrgica, después de 4 meses alin no se habia formado callo 6seo. Después de una aplicacion local de 1x10° células,
se produjo una recuperacién completa en 30 dias.

Membranas mucosas

Con relacién a la curacion de lesiones en las membranas mucosas, se trataron varias Ulceras crénicas. El caso mas
sensacional fue el de un caballo de doma con varias Ulceras en la boca que ya tenia dos operaciones de cirugia
plastica. Después del tratamiento, el caballo ya dejé de sangrar tres dias después de la aplicacién local de 4x10°
células. Después de 15 dias, las lesiones estaban completamente curadas.

En conclusidn, la aplicacion local de células aisladas enriquecidas con este procedimiento en tendones, ligamentos,
articulaciones y fracturas ha demostrado mas de un 80 % de los casos perfectamente resueltos en unas pocas semanas
0, como mucho, en cuatro meses. De todos modos, el 20 % restante de casos mostré mejoras considerables. Los
procedimientos usados comunmente en la actualidad en la ciencia veterinaria en estos casos dan resultados positivos
en no mas de un 60 % de los casos, después de un tratamiento de aproximadamente 6-15 meses y mejoras so6lo en un
5 % de casos.

Uso intravenoso
Se usaron células por via intravenosa (1 dosis = 150x10° células) en las siguientes patologias:

Enfermedad de Gushing: esta es una patologia debida a la hipertrofia de la hipéfisis intermedia con una reduccion en la
produccion de dopamina por el hipotalamo, muy similar a la enfermedad de Parkinson en humanos.

Se traté un poni afectado, que también tenia, aparte de los sintomas clasicos de la enfermedad, las defensas
inmunitarias reducidas con hemodlisis. Después de tres tratamientos en una distancia de 5 dias con 150x10° células por
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tratamiento, se notaron mejoras. Después de 4 ciclos repetidos en una distancia de 40 dias, los sintomas
desaparecieron completamente. Otros cuatro caballos tratados de la misma manera dieron los mismos resultados.

Sacudida de cabeza: patologia neurolégica del sistema nervioso central con complicaciones secundarias del nervio
trigémino lo que da lugar a una sacudida de cabeza continua y a problemas de fotofobia. El caballo tratado habia tenido
estos sintomas durante seis meses. El tratamiento implicé un ciclo de 150x10° células en una distancia de una semana
durante 5 semanas. Ya en la tercera semana los sintomas habian desaparecido. Otros dos caballos tratados con el
mismo protocolo mostraron los mismos resultados.

Tres casos de Wobbler: ésta es una compresion neurolégica cervical congénita. Los casos tratados administrando tres
dosis (por via intravenosa y local) en una distancia de una semana, mostraron una remision completa de los sintomas
después del tratamiento.

El uso intravenoso de de células madre expandidas y purificadas usando el procedimiento descrito mostré como estas
células pueden resolver "in vivo" patologias que afectan al tejido neuronal dando ya los primeros resultados después de
una semana de tratamiento.

Reconstruccién vascular. En un caballo afectado por laminitis (destruccion de la vascularizacion periférica en la pata,
con el resultado de una cojera extremadamente dolorosa tal como para evitar el movimiento) el dolor casi habia
desaparecido 12-24 horas después de que se administrara una dosis, inoculada en los vasos sanguineos. Se obtuvo el
mismo resultado para otros dos casos de caballos afectados por la misma patologia.

Otros casos generales en los que se administraron las células por via intravenosa fueron:

- Caso de un caballo con una fractura del navicular que reinici6 su actividad competitiva después de la
administracion simultanea de las células madre en los vasos periféricos, la bursa navicular y la superficie articular
entre el tendon flexor profundo y el hueso navicular;

- Caso de un caballo que padece periostitis que, con la administracién de dos dosis por via intravenosa, mejoro su
cojera;

- Caso de un caballo de diecisiete afos de edad operado de célico y posteriormente retirado porque no podia
continuar su actividad competitiva debido a un estado persistente de debilidad general. Después de 4 ciclos de 3
dosis cada 5 dias, el caballo inici6 su actividad competitiva de nuevo, participando en competiciones y obteniendo
resultados que nunca antes tuviera (fig. 10y 11).

- Caso de un caballo de veinte afios de edad con sospecha de isquemia cerebral con la consecuente pérdida de
coordinacion en tres extremidades que, después del tratamiento farmacolégico a base de derivados de cortisona,
aun continuaba manteniendo un paso incierto y de tambaleo. Después de la administracién de dos dosis en una
distancia de una semana, el animal reinicié su actividad normal sin volver a mostrar ningtin sintoma;

- Caso de una yegua de veinte afios de edad, con una prefiez a los 21 afos de edad, que, después de que finalizara
el periodo de lactancia, se traté con dos dosis de células por via intravenosa. Después del tratamiento, la yegua
reinicié su actividad competitiva plenamente (a los 20 afos, se considera que un caballo es demasiado mayor para
una actividad competitiva);

- Caso de un caballo con una pelvis fracturada que, después de dos dosis de células, reinici6 su actividad
competitiva internacional;

- Caso de un caballo de quince afios de edad con dificultades respiratorias y un caracter muy nervioso que, después
del tratamiento con dos dosis, volvi6 a competir de nuevo a nivel internacional y sin la mas minima dificultad
respiratoria;

- Caso de dos caballos con cojera extrema, durante mas de dos afios como consecuencia de la fuerza sobre el
ligamento colateral entre la primera y la segunda falange. Esta patologia se considera irreversible en un 75 % de
los casos. Después del tratamiento con tres dosis durante tres meses ambos animales tratados volvieron a
competir de forma normal;

- Caso de un caballo de trece afios de edad operado de cdlico a los 7 afios y castrado a los 12 afos. Después de la
segunda operacion, el animal habia tenido complicaciones bacterianas no emitentes a pesar del tratamiento con
antibiéticos y antiinflamatorios. Ademas, el animal padecia de gastritis cronica, comprobada por una gastroscopia.
Después de la administracion de 4 dosis en una distancia de una semana, se le practico6 de nuevo una
gastroscopia al caballo que mostrd la regeneracion completa de la membrana mucosa gastrica. Se obtuvo el
mismo resultado en otros 10 caballos de galope;

- Caso de un caballo con soplo pansistolico y numerosos soplos atipicos en la auscultacion cardiaca, con prueba de
sangre positiva para una forma activa del virus del Herpes 1 lo que provocaba problemas neurologicos y pérdida
de equilibrio; en este caso, se administraron tres dosis por via intravenosa tres veces en una distancia de 5 dias,
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seguido de una cuarta dosis administrada al nivel de la columna vertebral. Después de dos meses, el caballo ya
comenz6 a moverse de nuevo, recuperando el equilibrio casi por completo;

- Caso de un caballo de diecinueve afos de edad retirado casi por comgleto de su actividad competitiva debido a un
deterioro fisico general que, después de la administracion de 200x10” células, dos veces en una distancia de una
semana y con tratamiento repetido, después de tres meses volvié a ser uno de los mejores en su categoria (en
competiciones de salto, con alturas en los saltos de 1,35-1,40 m).

Se aplico el mismo tipo de tratamiento a perros muy mayores y dieron los mismos resultados. En perros, se trataron las
siguientes patologias:

- dos casos de perros con torsion del estbmago: el primero era un gran danés de seis afios de edad sometido a una
intervencion quirlrgica pero con recidiva después de una semana y, por tanto, sometido de nuevo a otra
operacioén; después de una primera administracion de 150x1 0° células, el perro volvié a comer de nuevo y después
de dos dosis en una distancia de una semana, el perro volvié a su actividad normal; el segundo caso era una
hembra de gran danés de diez afos de edad, que padecia de artrosis, diagnosticada con diabetes, habiéndole
practicado una histerectomia-ovariectomia; cuatro meses después de la operacion, tuvo una torsion del estémago
con una posterior intervencién quirirgica que, sin embargo, no aporté una gran mejora. En ese momento, se
administraron dos dosis, en una distancia de una semana y otros cuatro ciclos en los siguientes cuatro meses.
Actualmente, ocho meses después del ultimo ciclo, el perro no sélo tiene una glucemia normal sino que ademas su
capacidad de caminar se ha mejorado en un 80 %;

- Caso de un perro mestizo, 13 afios de edad, macho, con paresia de las extremidades posteriores e incontinencia;
hasta ese momento s6lo se habia tratado con cortisona, sin resultados apreciables. Quince dias después de que
se suspendiera la cortisona, se tomaron las células y se sometié al perro a un ciclo de dos dosis en una distancia
de una semana. Seis dias después del ultimo tratamiento, el perro no sélo habia recobrado el uso de sus patas,
sino que estaba orinando y defecando de forma normal.

Los resultados obtenidos con el procedimiento de acuerdo con la invenciéon hacen que este procedimiento sea
extremadamente versatil, gracias al hecho de que, en este momento, ninguna técnica "in vivo" proporciona la expansién
de células pluripotentes. Ademas, la ausencia de cualquier forma de rechazo o infeccién después de la administracion
en todos los historiales de casos informados anteriormente hace que esta técnica sea adecuada para procedimientos de
autotrasplante.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento de expansion de células madre adultas de sangre, en particular pero no solamente de la sangre
periférica, que comprende las siguientes etapas:

a) una primera etapa de expansion de las células madre de sangre, inmediatamente después de que se hayan
tomado del paciente, por medio del tratamiento in vitro con MCSF en una concentracion comprendida entre 8-15
nMy

b) una segunda etapa de purificacion de las células madre expandidas, c) expansion de las células madre de
sangre purificadas en la etapa b) por medio del tratamiento in vitro con MCSF en una concentracion comprendida
entre aproximadamente 35-55 nM durante 24-72 horas.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dicha etapa a) in vitro con MCSF tiene una duracion
comprendida entre 24 y 96 horas.

Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque dicha etapa a) in vitro con MCSF tiene una duracion
comprendida entre 48 y 72 horas.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el tratamiento in vitro de la etapa a) se inicia no mas
de 10 minutos después de que se haya tomado la muestra, ventajosamente no mas de 5 minutos.

Procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que dicha concentracién de MCSF en la etapa a) es
preferentemente de 10 nM.

Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicha concentracion de MCSF en la etapa c) es
preferentemente de 50 nM, mas preferentemente de 45 nM.

Procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el tratamiento in vitro con MCSF en la etapa a) y/o
etapa c) dura 24-48 horas, preferentemente 45-48 horas.

Procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que la etapa de purificacion b) se produce por medio
del fraccionamiento en un gradiente de Ficoll.

Composicion farmacéutica que comprende las células madre adultas obtenidas de acuerdo con el procedimiento,
como se define en cualquier reivindicacion de 1 a 8, a una concentracién comprendida entre 90-250x10°
células/ml, preferentemente 100-120x10° células/ml, como principio activo, junto con coadyuvantes y/o excipientes
farmacoldgicamente aceptables, formulandose dicha composicién para inyeccidn intravenosa, para su uso en el
tratamiento de lesiones elegidas del grupo que consiste en lesiones cutaneas, lesiones en los tendones, en los
ligamentos, en los huesos, en las membranas mucosas en mamiferos, o fracturas, de patologias neurolégicas o
neurodegenerativas elegidas del grupo que consiste en enfermedad de Cushing, sacudida de cabeza, sindrome de
Wobbler, dificultades respiratorias, paresia de las extremidades en mamiferos, de patologias inflamatorias agudas
o cronicas elegidas de laminitis, periostitis, gastritis, artrosis, inflamaciones provocadas por agentes viricos,
bacterianos, parasitos, micoticos en mamiferos, del sindrome de dilatacién-torsion del estomago en mamiferos.

Composicién farmacéutica que comprende las células madre adultas obtenidas de acuerdo con el procedimiento,
como se define en cualquier reivindicaciéon de 1 a 8, a una concentracién comprendida entre 4-40x10° células/ml,
preferentemente 7x10°  células/ml, como principio activo, junto con coadyuvantes y/o excipientes
farmacoldgicamente aceptables, formulandose dicha composicion para aplicacion local, para su uso en el
tratamiento de lesiones elegidas del grupo que consiste en lesiones cutaneas, lesiones en los tendones, en los
ligamentos, en los huesos, en las membranas mucosas en mamiferos, o fracturas, de patologias neurolégicas o
neurodegenerativas elegidas del grupo que consiste en enfermedad de Cushing, sacudida de cabeza, sindrome de
Wobbler, dificultades respiratorias, paresia de las extremidades en mamiferos, de patologias inflamatorias agudas
0 cronicas elegidas de laminitis, periostitis, gastritis, artrosis, inflamaciones provocadas por agentes viricos,
bacterianos, parasitos, micoticos en mamiferos, del sindrome de dilatacidén-torsién del estbmago en mamiferos.

Composicién para su uso segun la reivindicacion 10, que comprende ademas un antibiético como principio activo
en una concentracion comprendida entre 5-15 nM, preferentemente 10 nM.

Composicion para su uso segun la reivindicacién 11, en la que el antibiético es gentamicina.

Composicion para su uso segun la reivindicacién 9,3en la que dicha composicién comprende células madre adultas
obtenidas en una concentracion igual a 150x10° células/ml y se administra una vez por semana por via
intravenosa.

Composicién para su uso segun cualquier reivindicacion de 9 a 13, en la que dichos mamiferos se eligen de entre
hombres, caballos, gatos o perros.
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