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DESCRIPCION
Uso de células precursoras neuronales para el tratamiento de lesiones del sistema nervioso central
Antecedente de la invencion
Campo de la invencion

La invencién se refiere al tratamiento de lesiones del sistema nervioso central, particularmente al tratamiento del
ictus.

Descripcion de la técnica relacionada

Las lesiones pueden formarse en el tejido del sistema nervioso central (“SNC”) por numerosos motivos. Una de las
causas que conducen a lesiones del SNC es el ictus. El ictus se caracteriza por una pérdida subita de circulacion en
un area del cerebro, dando como resultado una pérdida correspondiente de funcion neurolégica. Denominado
también accidente cerebrovascular o sindrome de ictus, el ictus es un término no especifico que abarca un grupo
heterogéneo de causas patofisiologicas, que incluyen trombosis, embolismo, y hemorragia. Informes recientes
indican una incidencia que excede los 500.000 nuevos casos de ictus de todos los tipos por afo. El ictus es una
causa principal de muerte y discapacidad. Combinando todos los tipos de ictus, es la tercera causa de muerte y la
primera de discapacidad. En las tendencias actuales, este nimero se proyecta hasta alcanzar un millén por afio para
el afo 2050. Cuando los costes directos (cuidado y tratamiento) y los costes indirectos (pérdida de productividad) de
los ictus se consideran conjuntamente, los ictus cuestan a la sociedad de los Estados Unidos 43.300 millones de
dolares por afo. Los ictus se clasifican actualmente bien como hemorragicos o como isquémicos. El ictus isquémico
agudo se refiere a los ictus producidos por trombosis o embolismo y representa un 80% de todos los ictus.

Los cuatro sindromes de ictus isquémicos neuroanatémicos principales estan producidos por la interrupcion de sus
respectivas distribuciones cerebrovasculares.

Las oclusiones de la arteria cerebral anterior afectan principalmente a la funcién del I6bulo frontal, produciendo un
estado mental alterado, un pensamiento deteriorado, debilidad de la extremidad inferior contralateral e hipestesia, y
apraxia del modo de andar.

Las oclusiones de la arteria cerebral media (MCA) producen comunmente hemiparesis contralateral, hipoestesia
contralateral, hemianopsia ipsilateral (ceguera en un lado del campo visual), y mirada dirigida preferentemente hacia
el lado de la lesion. Es comun la agnosia, y puede dar como resultado afasia receptiva o expresiva si se produce la
lesion en el hemisferio dominante. Debido a que la MCA suministra la franja motora de la extremidad superior, la
debilidad del brazo y de la cara es normalmente peor que la de la extremidad inferior.

Las oclusiones de la arteria cerebral posterior afectan a la visién y al pensamiento, produciendo hemianopsia
homonima, ceguera cortical, agnosia visual, estado mental alterado, y deterioro de la memoria.

Las oclusiones de la arteria vertebrobasilar son notoriamente dificiles de detectar debido a que producen una amplia
variedad de déficits en los nervios craneales, cerebelares, y el tronco encefalico. Estos incluyen vértigo, nistagmo,
diplopia, déficits del campo visual, disfagia, disatria, hipoestesia facial, sincope, y ataxia. La disminucién del dolor y
la sensacion de temperatura se producen en lado ipsilateral y contralateral del cuerpo. En contraste, los ictus
anteriores producen fallos solo en un lado del cuerpo.

Estas oclusiones pueden producirse por una variedad de motivos. Pueden surgir embolias procedentes del corazon,
las arterias extracraneales o, raramente, la circulacion del lado derecho (embolia paraddjica). Las fuentes de embolia
cardiogénica incluyen trombos valvulares (por ejemplo, en la estenosis mitral, endocarditis, valvulas prostéticas);
trombos murales (por ejemplo, en el infarto de miocardio [IM], fibrilacién atrial, cardiomiopatia dilatada); y mixomas
atriales. IM se asocia con una incidencia del 2-3% del ictus embdlico, de la cual, el 85% se produce en el primer mes
tras el IM.

Los infartos lagunares representan el 13-20% de todos los infartos cerebrales e implican normalmente la vasculatura
terminal pequefia del cerebro subcortical y del tronco encefalico. Los infartos lagunares se producen cominmente en
pacientes con enfermedad de los vasos pequefios, tal como diabetes e hipertension. Se piensa que pequefias
embolias o un proceso in situ denominado lipohialinosis producen infartos lagunares. Los sindromes lagunares mas
comunes incluyen solamente motores, solamente sensoriales, e ictus hemiparéticos ataxicos. En virtud de su
pequefio tamafio y localizacion subcortical bien definida, los infartos lagunares no conducen a deterioros en la
cognicién, memoria habla o nivel de consciencia.

Los sitios mas comunes de oclusion trombética son los puntos de las ramificaciones de la arteria cerebral,
especialmente en la distribucion de la arteria carétida interna. La estenosis arterial (es decir, flujo de sangre
turbulento), ateroesclerosis (es decir, placas ulceradas) y adherencia plaquetaria producen la formaciéon de coagulos
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de sangre que tanto embolizan como ocluyen la arteria, las causas menos comunes de trombosis incluyen
policitemia, anemia falciforme, deficiencia de proteina C, displasia fiboromuscular de las arterias cerebrales, y
vasoconstriccion prolongada procedente de trastornos de dolor de cabeza con migrafia. Cualquier proceso que
produzca diseccion de las arterias cerebrales puede producir ictus trombético (por ejemplo, trauma, diseccion adrtica
toracica, arteritis). Ocasionalmente, la hipoperfusion distal de una arteria estenoética u ocluida o la hipoperfusion de
una region divisoria entre dos territorios arteriales cerebrales pueden producir ictus isquémico.

Volviendo al ictus hemorragico, los términos hemorragia intracerebral (ICH) e ictus hemorragico se utilizan de forma
indistinta en la descripcion y se consideran una entidad independiente de la transformacion hemorragica del ictus
isquémico. ICH representa aproximadamente el 20% de todos los ictus y esta asociado con tasas de mortalidad
superiores que las de los infartos cerebrales. Los pacientes con ictus hemorragico presentan déficits neurolégicos
focales similares pero tienden a estar mas enfermos que los pacientes con ictus isquémico. Es mas probable que los
pacientes con hemorragias intracerebrales tengan dolor de cabeza, estado mental alterado, convulsiones, nauseas y
vomitos, y/o marcada hipertension; sin embargo, ninguno de estos hallazgos distingue de manera fiable entre ictus
hemorragico e isquémico.

En la ICH, la hemorragia se produce directamente en el parénquima cerebral. Se piensa que el mecanismo usual es
una fuga procedente de pequefas arterias intracerebrales dafiadas por hipertension crénica. Otros mecanismos
incluyen diatesis con hemorragia, anticoagulacion latrogénica, amiloidosis cerebral y dependencia de cocaina. La
ICH tiende a encontrarse en determinados sitios en el cerebro, que incluyen el talamo, el putamen, el cerebelo, y el
tronco encefalico. Ademas del area del cerebro lesionada por la hemorragia, el cerebro que la rodea puede quedar
dafado por la presién producida por el efecto de la masa del hematoma. Se puede producir un aumento en la
presion intracraneal. En los 30 dias, la tasa de mortalidad del ictus hemorragico es del 40-80%. Aproximadamente,
el 50% de todas las muertes se produce en las primeras 48 horas.

Se conocen de forma convencional otras causas de lesiones en el SNC, incluyendo traumatismos y diversas
enfermedades del SNC.

Tratar lesiones del SNC implica neurogénesis, es decir, la (re) generacion de neuronas en una region de un tejido
del paciente que es de interés, incluyendo, pero sin limitarse a la sustitucion de las neuronas dafiadas en una lesién
del sistema nervioso central. Desafortunadamente, el tejido neuronal (SNC) es bien conocido por su limitada
capacidad reparativa/regenerativa. La generacion de nuevas neuronas en el adulto esta restringida en ultima
instancia a dos regiones, el revestimiento SVZ en los ventriculos laterales, y el area subgranular del giro dentado, la
limitada sustitucion neuronal se ha demostrado resultante de los citoblastos del precursor enddégeno que han
migrado desde el SVZ.

Se ha notificado algun éxito inicial con determinados métodos de neurogénesis, pero estos métodos no han sido
clinicamente satisfactorios. De acuerdo con esto, se necesitan métodos y composiciones para superar los problemas
sefialados en la técnica para el tratamiento de lesiones del sistema nervioso central.

Jin y col. ("Comparison of ischemia-directed migration of neural precursor cells after intrastriatal, intraventricular, or
intravenous transplantation in the rat", Neurobiology of Disease, vol. 18 de marzo de 2005, pp. 366-374) divulgan
una comparacion de diferentes rutas de administracion de producir de manera natural células precursoras
neuronales, obtenidas a partir de la corteza cerebral embridnica.

Sakanaka, M. (Resumen en inglés del documento JP 2004-129561) divulgan el aislamiento o la preparacion de
neurocitoblastos, o de células precursoras neuronales obtenidas cultivando la microglia.

En un aspecto, la invencion se refiere a células precursoras neuronales para su uso en el tratamiento de una lesion
del sistema nervioso central, donde las células precursoras neuronales se obtienen mediante transdiferenciacion de
citoblastos adherentes de médula en las células precursoras neuronales transfectando los citoblastos adherentes de
médula con un vector que contiene las secuencias que codifican el dominio intracelular Notch, y donde la lesion del
sistema nervioso central esta producida por ictus isquémico o ictus hemorragico.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una unidad formadora de injerto para su uso en el tratamiento de una
lesion del sistema nervioso central que comprende células precursoras neuronales, donde las células precursoras
neuronales se obtienen por transdiferenciacion de citoblastos adherentes de médula en células precursoras
neuronales transfectando los citoblastos adherentes de médula con un vector que contiene secuencias que codifican
el dominio intracelular Notch, y un portador farmacéuticamente aceptable, donde la lesién del sistema nervioso
central esta producida por ictus isquémico o ictus hemorragico.

En otro aspecto, la invencion se refiere a células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula (MNC)
para su uso en el tratamiento de una lesion del sistema nervioso central que esta producida por ictus isquémico o
ictus hemorragico, donde las MNC se obtienen (i) proporcionando citoblastos adherentes de médula; (ii)
transdiferenciando los citoblastos adherentes de médula en células precursoras neuronales transfectando los
citoblastos adherentes de médula con un vector que contiene las secuencias que codifican el dominio intracelular
Notch; e (iii) inducir las células precursoras neuronales para formar células neuronales cultivando las células en
presencia de 5 uyM de forskolina (FSK), 10 ng/ml de factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), y 10 ng/ml
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de factor neurotrdfico ciliar (CNTF).

En otro aspecto, la invencion se refiere a una unidad formadora de injerto para su uso en el tratamiento de una
lesion del sistema nervioso central que comprende células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de
médula, donde las células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula se obtienen (i) proporcionando
citoblastos adherentes de médula, (ii) transdiferenciando los citoblastos adherentes de médula en células
precursoras neuronales transfectando los citoblastos adherentes de médula con un vector que contiene las
secuencias que codifican el dominio intracelular Notch; e (iii) inducir las células precursoras neuronales para formar
células neuronales cultivando las células precursoras neuronales en presencia de 5 pM de forskolina (FSK), 10
ng/ml de factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), y 10 ng/ml de factor neurotréfico ciliar (CNTF), y un
portador farmacéuticamente aceptable, donde la lesiéon del sistema nervioso central estd producida por ictus
isquémico o ictus hemorragico.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 2 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 3 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 4 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 5 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 6 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 7 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 8 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 9 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 10 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 11 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 12 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 13 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 14 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 15 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 16 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 17 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 18 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 19 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 20 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 21 muestra los resultados del procedimiento TGI

La Figura 22 muestra los resultados del procedimiento TGI

La Figura 23 muestra los resultados del procedimiento TGI

La Figura 24 muestra los resultados del procedimiento TGI

La Figura 25 muestra los resultados del procedimiento TGI

La Figura 26 muestra los resultados del procedimiento TGI
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La Figura 27 muestra los resultados del procedimiento TGI

La Figura 28 muestra los resultados del procedimiento TGI

La Figura 29 muestra los resultados histolégicos de los Ejemplos.

La Figura 30 muestra los resultados histolégicos de los Ejemplos.

La Figura 31 ilustra la recuperacion funcional y la supervivencia del injerto.

La Figura 32 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 33 muestra los resultados del procedimiento MCAo.

La Figura 34 muestra los resultados del procedimiento MCAI.

La Figura 35 muestra los resultados del procedimiento MCAI:

La Figura 36 muestra los resultados del procedimiento TGI.

La Figura 37 muestra los resultados del procedimiento TGI.

La Figura 38 ilustra la supervivencia del injerto.

La Figura 39 ilustra la supervivencia del injerto.

La Figura 40 muestra los resultados de una prueba de barra de equilibrio. En el dia 28 después del trasplante, la
puntuacion promedio para el grupo MNC mostré una significativa mejora, en comparacion con los grupos MASC y
del control. *: p<0,05, **: p<0,01.

La Figura 41 muestra los resultados de una prueba de colocacién de extremidades. Las puntuaciones promedio para
el grupo NMC y el grupo MASC fueron significativamente diferentes que las del grupo del control en el dia 21 y el dia
28. No hubo diferencias significativas entre los grupos MNC y MASC. *: p<0,05, **. P<0,01.

La Figura 42 muestra los resultados de la prueba del laberinto de agua de Morris. Para la configuracion final, el
tiempo de latencia promedio para el grupo MNC fue significativamente diferente que para los de los grupos MASC y
del control.

La Figura 43 muestra los resultados del “ensayo de prueba espacial” del laberinto de agua. Entre los tres grupos, se
obtuvieron los mejores resultados para el grupo MNC, y se obtuvieron diferencias estadisticas entre el grupo MNC y
los otros grupos. *: p<0,05, **: p<0,01.

La Figura 44 muestra los resultados del ensayo de Bederson llevado a cabo en el Ejemplo 9.

La Figura 45 muestra los resultados del EBST llevado a cabo en el Ejemplo 9.

La Figura 46 ilustra la supervivencia del injerto de acuerdo con el Ejemplo 9.

La Figura 47 muestra la supervivencia del injerto de acuerdo con el Ejemplo 9.

La Figura 48 muestra los resultados de la tincion de Nissl de acuerdo con el Ejemplo 9.

Descripcion detallada de la invencién

A. INTRODUCCION

Los inventores han descubierto de forma inesperada y sorprendente que los problemas y limitaciones sefialados
anteriormente se pueden superar llevando a la practica la invencion divulgada en el presente documento, los
inventores han descubierto de forma inesperada que es posible proporcionar NPC y/o MNC y administrar dichas
NPC y/o MNC a un paciente que padece de una lesion del sistema nervioso central en una cantidad suficiente para
facilitar la recuperacién funcional del paciente.

El enfoque divulgado en el presente documento tiene algunas ventajas sobre la técnica anterior. En primer lugar,
proporciona una relacion dosis-respuesta que puede permitir a un médico personalizar el procedimiento quirirgico

para reparar la lesion del sistema nervioso central en un paciente segun lo necesite cada paciente. En segundo lugar
proporciona un enfoque alogénico para el injerto. Esto es util para caracterizar las NPC y/o las MNC y/o las unidades
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formadoras de injerto y proporcionar consistencia de GFU para GFU (o NPC para NPC, o MNC para MNC) ambas
en términos de lotes de células y procedimientos de trasplante. Ademas, el uso de NPC permite una reconstruccion
mas precisa del sistema nervioso central, en comparacion con el uso de otras células multipotentes. Esto es debido
a que una significativa mayoria de células precursoras neuronales, mas que de otros tipos de células multipotentes
adoptara un destino celular de las células neuronales cuando se diferencian, mas bien que se diferencien en otros
tipos de células. Esto puede ser importante cuando se intenta proporcionar un control sobre el resultado del
trasplante y se limitan las posibilidades de un crecimiento indeseable (o indiferenciado) de las células trasplantadas.
Adicionalmente, el uso de MNC es deseable debido a que las células son células multipotentes mas diferenciadas
que pueden proporcionar una mejora de la recuperacion funcional.

Se describira ahora con mas detalle la presente invencion.
DEFINICIONES
“Administrar” significa proporcionar NPC y/o injertos inventivos a un paciente.

“Area” significa una regién o volumen definido. Por ejemplo, un area del sistema nervioso central seria una regién o
volumen definido localizado en el sistema nervioso central.

“Acontecimiento isquémico del sistema nervioso central” o “acontecimiento isquémico del SNC” significa cualquier
ocurrencia que da como resultado una falta de reduccion fisiolégicamente significativa de flujo sanguineo en un area
del sistema nervioso central de un paciente. En una realizacién preferida, un acontecimiento isquémico del SNC
comprende un ictus isquémico.

“Lesion del sistema nervioso central” o “lesion del SNC” significa un area de tejido del sistema nervioso central
neuronal dafiada, con funcionamiento incorrecto, o enferma, o una penumbra que rodea dicho tejido del sistema
nervioso central neuronal dafiado, con funcionamiento incorrecto, o enfermo, dafiado por un acontecimiento
isquémico del SNC o por una hemorragia (por ejemplo, en una realizacion preferida, un ictus hemorragico).

“Tejido del sistema nervioso central” significa un tejido convencionalmente asociado con el sistema nervioso central.
Tejido cerebral y tejido de la médula espinal son ejemplos no limitantes de tejido del sistema nervioso central.
Determinadas realizaciones de la presente invencion se refieren al tejido del sistema nervioso central, donde el tejido
del sistema nervioso central ha sido dafiado por un acontecimiento isquémico. Dicho dafio puede producirse como
se entiende de manera convencional, debido a la privacién de oxigeno, y otras cascadas y subproductos asociados
con dicha privacién y cascadas asociadas.

“Recuperacion funcional” significa la recuperacion de la funcion del SNC con respecto a una lesion del SNC tal como
se ha determinado por la medida de los parametros neurobiolégicos caracteristicos de esta funcién (es decir, CBF;
EEG, expansion cortical, etc.), o por la medida de la funcion conductual (cria o sobresalto auditivo en modelos de
murino, u otros modelos dados a conocer en el presente documento o conocidos en la técnica). La recuperacion se
determina por la tendencia de la variable medida a aproximarse a los valores observados en una poblacién normal o
del control. La recuperacion funcional puede ser completa, es decir, la recuperacion devuelve el valor del parametro
medio al valor observado en la poblacion normal o del control, tal como se ha determinado por la metodologia
estadistica adecuada. La recuperacion funcional puede ser también incompleta o parcial. Por ejemplo, un paciente
puede experimentar una recuperacion funcional completa de un parametro medido, o una recuperacion del 75%, o
una recuperacion del 50%, etc.

“Area funcionalmente recuperada del sistema nervioso central” significa el tejido del SNC implicado anteriormente en
una lesion y recuperado funcionalmente con posterioridad mediante la practica de la presente invencion.

“Unidad formadora de injerto” o “GFU” significa una composicion que (1) comprende NPC y/o MNC junto con un
portador farmacéuticamente aceptable, (2) que se pretende para la administraciéon a un paciente. En una realizacién
preferida, se contemplan expresamente las mezclas de NPC y MNC. En otras realizaciones preferidas, las NPC
estan sustancialmente presentes sin MNC. En otras realizaciones mas preferidas, las MNC estan sustancialmente
presentes sin NPC.

“Citoblastos adherentes de médula” significa un tipo de célula multipotente mitética que da lugar a una variedad de
tipos de células; células de huesos (osteocitos), células de cartilago (condriocitos), células grasas (adipocitos), y
otros tipos de células de tejido conectivo tales como las de los tendones.

"Células neuronales derivadas de MASC (MNC)” significa neuronas post-mitéticas que (1) se derivan de citoblastos
adherentes de meédula, y (2) que expresan marcadores neuronales inmunohistoquimicamente y presentan
propiedades de neuronas en analisis electrofisiolégicos. Las MNC se obtuvieron (i) proporcionando citoblastos
adherentes de meédula, (ii) transdiferenciando los citoblastos adherentes de médula en células precursoras
neuronales transfectando los citoblastos adherentes de médula con un vector que contiene las secuencias que
codifican el dominio intracelular Notch; e (iii) inducir las células precursoras neuronales para formar células
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neuronales cultivando las células en presencia de 5 ym de forskolina (FSK), 10 ng de factor basico de crecimiento
de fibroblastos (bFGF) y 10 ng/ml de factor neurotrofico ciliar (CNTF): Los métodos adecuados para generar MNC in
vitro se pueden encontrar en el documento PCT/JP03/01260: Se pueden utilizar también MNC producidas utilizando
otras técnicas conocidas en la materia en la practica de esta invencién, siempre que cumplan la definicién de las
MNC que se muestra en el presente documento. En una realizacion, las MNC humanas son MAP-2+,
neurofilamento-M+, y beta tubulina 11+ (es decir, TuJ-1+. Se pueden usar estos marcadores para aislar las MNC
utilizando FACS tras la produccién de las MNC utilizando las técnicas dadas a conocer en el documento
PCT/JP03/01260. Se conocen de manera convencional los métodos adecuados para manipular las MNC, incluyendo
aquellos métodos dados a conocer, por ejemplo, en la Patente de los estados Unidos 6. 833. 269 de Carpenter.

“MCAO0” significa oclusién de la arteria cerebral media.
“MCAI” significa ligadura de la arteria cerebral media”

“Neurogénesis” significa la (re) generacion de neuronas y tejido neuronal en una region de tejido de un paciente que
es de interés, incluyendo, pero sin limitarse a la sustitucion de neuronas dafiadas en una lesion del sistema nervioso
central.

“Células precursoras neuronales (NPC)” significa células que son mitdticas, expresan nestina y otros marcadores
celulares especificos de células precursoras neurales / progenitoras neurales, y se derivan de MASC. Las NPC
pueden diferenciarse en neuronas, glia, y oligodendrocitos, y precursores de cualquiera de las anteriores. Las NPC
se obtienen por transdiferenciacién de citoblastos adherentes de médula en las células precursoras neuronales
transfectando los citoblastos adherentes de médula con un vector que contiene las secuencias que codifican el
dominio intracelular Notch. En una realizacion, las NPC se pueden producir a partir de citoblastos adherentes de
médula (MASC) de acuerdo con los métodos dados a conocer en el documento PCT/JP03/01260. Se pueden utilizar
también NPC producidas utilizando otras técnicas conocidas en la materia en la practica de esta invencién, siempre
que cumplan la definicién de las NPC que se muestra en el presente documento. De forma preferible, las NPC
comprenden NPC humanas, aunque estan abarcadas también las NPC de otras especies de mamiferos en el
alcance de esta invencion. En una realizacion, las NPC, preferentemente las NPC humanas, son CD29+, CD90+,
CD105+, CD31-, CD34- y CD45-. Se pueden utilizar estos marcadores para aislar las NPC, preferentemente las
NPC humanas, utilizando FACS tras la produccion de las NPC utilizando las técnicas dadas a conocer en el
documento PCT/JP03/01260. Se conocen de manera convencional los métodos adecuados para manipular las NPC,
incluyendo los métodos dados a conocer, por ejemplo, en la solicitud de patente de los Estados Unidos publicada
20020012903 de Goldman y col.

“Neurona(s)” significa cualquiera de las células conductoras de impulsos que constituyen el cerebro, la médula
espinal, y los nervios que consisten en un cuerpo celular nucleado con una o mas dendritas y un Unico axon.
Bioquimicamente, las neuronas se caracterizan por reaccionar con los anticuerpos dirigidos contra Map, el
neurofilamento-M, y la beta-tubulina 1ll (es decir, TuJ-1. Las células neurales se caracterizan también por la
presencia de sistetasas neurotransmisoras o de proteinas relacionadas con neurotransmisores y por la secrecion de
neur5otransmisores, por ejemplo, neuropéptido Y y sustancia P.

“Neuronal” significa neuronas, glia, y oligodendrocitos, y los precursores de cualquiera de los anteriores.

“Paciente” significa un animal, normalmente un mamifero, y de forma mas tipica, un ser humano, que necesita
tratamiento para una enfermedad o trastorno.

“Portador farmacéuticamente aceptable” significa cualquiera de todos los disolventes, medios de dispersion,
revestimientos, agentes antibacterianos, agentes antifingicos, agentes isotdnicos crioprotectores y retardantes de la
absorcion, y similares, que son compatibles con la administraciéon farmacéutica de las NPC o de las MNC. El uso de
dichos medios y agentes es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida que cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con las NPC o con las MNC, se contempla su uso en la GFU inventiva.

“Sistémicamente” significa a través de, o a través de partes sustanciales del paciente.

“Tejido” significa una parte de un organismo que consiste en un agregado de células que tienen una estructura y
funcion similares. Un tejido preferido, de acuerdo con la invencion, es el tejido nervioso.

“TGI” significa isquemia global transitoria
“Trasplante”, que se usa como sinénimo de “injerto”, significa la sustitucion de células no endégenas en un area del
paciente. El trasplante puede ser alogénico, o sin células autotrasplantadas. El trasplante puede ser también

autdlogo, o autotrasplantarse células, por ejemplo, de un tejido a otro en el mismo paciente.

“Transdiferenciado” significa el desarrollo de una célula a lo largo de un linaje diferente del que se asocia
clasicamente con este tipo de célula.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2436401 T3

A.NPC Y SUS COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

En una realizacion, las NPC se usan en la practica de esta invencién como parte de las GFU que se trasplantan a
pacientes. Se intenta que las NPC crezcan y se diferencien en células neuronales que juegan un papel en la
recuperacion funcional de una lesion en el sistema nervioso central en el paciente. Por ejemplo, las NPC podrian
diferenciarse en neuronas que secretan factores de crecimiento. Estos factores de crecimiento pueden tener una
actividad troéfica en neuronas dafiadas y ayudan a su recuperacion funcional. De esta manera, es posible el
tratamiento de las lesiones del sistema nervioso central.

Las NPC preferidas y los métodos preferidos para proporcionar dichas NPC se divulgan en el documento
PCT/JP03/01260, de Dezawa y col, titulado Method of Differentiating/Inducing Bone Marrow Interstitial Cells Into
Nerve Cells and Skeleton Muscle Cells by Transferring Notch Gene ("Dezawa"). En particular, las “células
precursoras neurales” de Dezawa, tal como se describe a lo largo de Dezawa y en particular en el Ejemplo 7, se
pueden usar como las NPC de la presente invencion. Dezawa divulga que las MASC pueden transdiferenciarse en
células precursoras neurales que son entonces Utiles como las NPC de la presente invencion.

En realizaciones, las GFU pueden ser Utiles en la practica de esta invencion. Los portadores farmacéuticamente
aceptables utiles en las GFU de la presente invencion pueden incluir: tampones isotdnicos estériles, FRS, isolito,
diluyentes estériles tales como agua, solucion salina normal, aceites fijos, polietilenglicoles, propilenglicol, u otros
disolventes sintéticos; agentes antibacterianos o antifingicos tales como acido ascérbico, timerosal, timetoprim-
sulfametoxazol, acido nalidixico, hipurato de metenamina o macrocristales de nitrofurantoina y similares;
antioxidantes tales como acido ascoérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como EDTA; tampones tales
como acetatos, citratos, o fosfatos; y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa.
Se puede ajustar el pH con acidos o bases, tales como acido clorhidrico o hidréxido de sodio.

En una realizacion, las unidades formadoras de injerto adecuadas para el uso en la presente invencion comprenden
composiciones estériles que comprenden las NPC. Para la administracion intravenosa, los portadores
farmacéuticamente aceptables adecuados pueden incluir solucion salina fisiolégica, normasol, isolito, plasmalito, o
solucién salina tamponada con fosfato (PBS). En todos los casos, la GFU debe ser estéril (diferente de cualquier
NPC o MNC que estén presentes) y debe ser fluida en la extensién en que exista de forma administrable facil
mediante jeringuilla (se puede mantener la fluidez adecuada, por ejemplo, utilizando materiales tales como lecitina,
manteniendo un determinado tamafio de particulas en el caso de dispersion, e incluyendo tensioactivos). La GFU
debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y se debe preservar frente a la accion
contaminante de los microorganismos tales como bacterias y hongos, tal como se ha descrito anteriormente. En
determinados casos, sera preferible incluir, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol o sorbitol,
cloruro de sodio, LiCl, butirato de Na, y ortovanadato de sodio en la GFU. Generalmente, las GFU inventivas se
pueden preparar incorporando las NPC en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y
opcionalmente otros diferentes de los enumerados anteriormente.

Es especialmente ventajoso formular las GFU de la invencidon en formas de dosificacion unitarias formadoras de
injerto para facilitar la administracién y la uniformidad de la dosificacion. La forma de dosificacion unitaria de
formacion de injerto tal como se usa en el presente documento se refiere a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto que se va a tratar. En una realizacién, cada forma de
dosificacion de la GFU contiene una cantidad predeterminada de NPC calculada para producir el efecto terapéutico
deseado en asociacion con el portador farmacéutico requerido. La especificacion para las formas de dosificacion
unitarias formadoras de injerto de la invencion viene dictada y es directamente dependiente de las caracteristicas
Unicas de las NPC, el efecto terapéutico concreto que se va a conseguir, y las limitaciones inherentes en la técnica
de la composicién de las NPC para el tratamiento de los individuos: El nimero de NPC en cada forma de
dosificacion unitaria formadora de injerto puede variar preferentemente entre aproximadamente 1000 células y
aproximadamente 1 billén de células, preferentemente entre aproximadamente 10.000 células y aproximadamente
100 millones de células, de forma mas preferible entre aproximadamente 50.000 células y aproximadamente 50
millones de células. La concentracion de las NPC en cada forma de dosificacion unitaria formadora de injerto puede
variar preferentemente entre aproximadamente 100 células/ul y aproximadamente 100.000 células/pl, y de forma
mas preferible entre aproximadamente 1.000 células/ul y aproximadamente 50.000 células/yl.

Las GFU pueden incluirse en un recipiente, envase, o dispensador junto con las instrucciones para la administracion.
Los injertos se almacenan preferentemente a aproximadamente 37° C.

En determinadas realizaciones puede ser preferible marcar las NPC antes del trasplante. Esto puede ser deseable
en modelos preclinicos (es decir, no humanos) con el fin de registrar la migracion de las NPC trasplantadas, la
diferenciacion de las NPC trasplantadas, la supervivencia de las NPC trasplantadas, y asi sucesivamente. Se
pueden emplear diversos métodos de marcado de células dependiendo de las circunstancias preclinicas bajo las
cuales se pueden leer las etiquetas. Por ejemplo, se pueden usar proteinas fluorescentes (proteina fluorescente
verde, proteina fluorescente roja, etc.) como en circunstancias en las cuales se puede colocar un detector de forma
adecuada préximo al sitio del trasplante.
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Cuando se analizan cerebros injertados en situaciones no clinicas, puede ser util el analisis inmunohistoquimico. En
una realizacion, las secciones cerebrales pueden inmunotefiirses por duplicado para la proteina fluorescente verde
(GFP) u otras marcas de células, B.tubulina Ill, NeuN (una proteina especifica de neuronas), proteina acida fibrilar
glial (GFAP), o 04 (una proteina especifica de oligodendrocito) para identificar perfiles neuronales, astrociticos,
gliales, u oligodendrociticos. El nimero de perfiles positivos para un anticuerpo dado y el nimero de células que
expresan la GFP puede estimarse de acuerdo con la férmula de correccion de Abercrombie. Puede calcularse el
volumen de distribucion y los perfiles positivos totales de la GFP (u otra marca) determinando el area del cerebro
que contiene al menos un 10% de perfiles positivos para GFP (u otra marca positiva) en cada quinta seccion y
multiplicando por la distancia entre las vistas anteriores del cerebro que contienen perfiles positivos para GFP (u otra
marca positiva).

En una realizacion, cuando se marcan las NPC utilizando GFP, pueden ser Utiles los siguientes materiales:

Materiales. NPC criopreservadas, PBS (Invitrogen 14190-136), HTS-FRS (BioLife Solutions 99-609-DV), suspension
madre de GFP-Lentivirus con un titulo de aproximadamente 10/ml, bromuro de hexamidina (polibreno) ((Sigma (H-
9268)-1 0 2 alicuotas congeladas @ 10 mg/ml), agua estéril, USP, Opti-MEM (Invitrogen), y suero de feto bovino
(Hyclone).

Una suspension madre de GFP-Lentivirus se puede obtener comercialmente, o prepararse utilizando kits
comercialmente disponibles tales como el ViraPower Lentiviral Expression System (disponible de Invitrogen,
Carslbad CA). En particular, se puede combinar el Vector pLenti6/V5 Gateway con un casete GFP, de acuerdo con
las instrucciones del fabricante, para producir de forma eventual suspensiones de GFP-lentivirus adecuadas.

En una realizacién, se puede llevar a cabo el marcado de acuerdo con los protocolos de transfeccion disponibles a
partir del fabricante, tales como el sistema de Invitrogen anteriormente referido.

En otra realizacion, cuando se marcan NPC utilizando GFP, pueden ser Utiles los siguientes procedimientos: los
procedimientos de manipulacion celular, excepto las etapas de centrifugaciones, se llevan a cabo preferentemente
en una cabina de seguridad para riesgo biologico de nivel 2. Se puede preparar una disoluciéon madre de polibreno
disolviendo 10 mg de polibreno en 1 ml de agua estéril, USP, vy filirando a través de un filtro de 0,25 micras. La
disolucion madre filtrada resultante se puede dividir en alicuotas y almacenarse protegida de la luz a -20° C.

El dia antes de la infeccion virica, placas de NPC en un matraz T225 que contenia 30 ml del medio de cultivo celular
a una densidad de 2 millones de células por matraz; y cultivos de células en una incubadora a 37° C con CO; al 5%
durante la noche.

En el dia de la infeccion virica, descongelar la disolucién madre de lentivirus a TA y la disolucién madre de polibreno
en un bafio de agua a 37 grados C. En un tubo falcon de 50 ml, afiadir 45 ml de FBS al 10% precalentado (37° C) en
alfa MEM y 5 ml de disolucién madre virica descongelada para obtener un medio con una MOI de alrededor de 10.
Anadir el polibreno descongelado a una concentracion final de 10 uyg/ml (1.000 X dilucion). Retirar el medio antiguo
del matraz t225, y la mezcla virica en el matraz y agitarlo hacia delante y hacia atras 3-4 veces. Devolver el matraz a
la incubadora a 37° C con CO; al 5%.

Al dia siguiente, retirar completamente el medio virico del matraz. Lavar 6 x 30 ml con FBS al 10% en alfa MEM.
Recoger 5 ml de cada lavado para el ensayo de infectividad. Sustituir con medio de cultivo reciente, y volver a
colocar el matraz en la incubadora.

Al dia siguiente, cosechar las células infectadas viricas, hacer el recuento y volver a suspenderlas hasta un volumen
total de 360 pl en HTS-FRS vy transferir a un tubo de 1,5 ml estéril, un tubo de micréfuga exento de ADNasa, exento
de ARNasa, exento de pirégeno. La concentracion de células infectadas puede ajustarse para corresponder con un
volumen de trasplante adecuado. Las células pueden mantenerse a continuaciéon en hielo humedo hasta el uso para
la administracion del injerto.

B. MNC, Y SUS COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

En una realizacion, se utilizaron las MNC en la practica de la presente invencién como parte de los injertos que se
trasplantaron en pacientes. El objetivo es que las MNC tengan un papel en la recuperacion funcional de una region
del tejido de un paciente que es de interés. De esta manera, es posible el tratamiento del sistema nervioso central.

Las MNC preferidas y los métodos preferidos para proporcionar dichas MNC se divulgan en el documento
PCT/JP03/01260, de Dezawa y col., titulada Method of Differentiating/Inducing Bone Marrow Interstitial Cells Into
Nerve Cells and Skeleton Muscle Cells by Transferring Notch Gene ("Dezawa"). En particular, las “células neurales”
de Dezawa, tal como se describe a lo largo de Dezawa y en particular en el ejemplo 1, se pueden utilizar como las
MNC de la presente invencion. Dezawa divulga que los citoblastos adherentes de médula pueden transdiferenciarse
en células neuronales que son entonces utiles como las MNC de la presente invencion.
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En una realizacion preferida, se pueden producir las MNC a partir de las NPC utilizando agentes neurotroficos. Los
agentes neurotroficos Utiles son el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), y el factor neurotrofico ciliar
(CNTF). Los métodos adecuados para utilizar agentes neurotréficos con NPC in vitro se pueden encontrar en el
documento PCT/JP03/01260.

En realizaciones, las GFU pueden ser dutiles en la practica de la presente invencidon. Los portadores
farmacéuticamente aceptables Utiles en las GFU de la presente invencién pueden incluir: tampones isoténicos
estériles, FRS, isolito, diluyentes estériles tales como agua, solucion salina normal, aceites fijos, polietilenglicoles,
glicerina, propilenglicol, u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos o antifingicos tales como acido
ascorbico, timerosal, trimetoprim-sulfametoxazol, acido nalidixico, hipurato de metenamina o macrocristales de
nitrofurantoina y similares; antioxidantes tales como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales
como EDTA,; tampones tales como acetatos, citratos, o fosfatos; y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como
cloruro de sodio o dextrosa. Se puede ajustar el pH con acidos o bases, tales como acido clorhidrico o hidréxido de
sodio.

En una realizacion, las unidades formadoras de injerto adecuadas para el uso en la presente invenciéon comprenden
composiciones estériles que comprenden las MNC. Para la administraciéon intravenosa, los portadores
farmacéuticamente adecuados pueden incluir solucién salina fisioldgica, creméforo EL.TM (BASF, Parsippany, N.J.),
normasol, isolito, plasmalito, o solucién salina tamponada con fosfato (PBS). En todos los casos, las GFU deben ser
estériles(diferentes de cualquier NPC o MNC que estan presentes) y deben ser fluidas en la extension que existan
facilmente de forma administrable mediante jeringuilla (se puede mantener la fluidez adecuada, por ejemplo,
utilizando materiales tales como lecitina, manteniendo un determinado tamafio de particulas en el caso de
dispersion, e incluyendo tensioactivos) La GFU debe ser estable bajo las condiciones de fabricacion u
almacenamiento y debe preservarse frente a la accion contaminante de los microorganismos tales como bacterias y
hongos, tal como se ha descrito anteriormente. En determinados casos, sera preferible incluir, por ejemplo,
azucares, polialcoholes tales como manitol o sorbitol, cloruro de sodio, LiCl, butirato de Na, y ortovanadato de sodio
en la GFU. Generalmente, las GFU inventivas pueden prepararse incorporando las NPC en un vehiculo estéril que
contiene un medio de dispersion basico y, opcionalmente, otros ingredientes de los anteriormente enumerados.

Es especialmente ventajoso formular las GFU de la invencidon en formas de dosificacion unitarias formadoras de
injerto para facilitar la administracion ya la uniformidad de dosificacion. La forma de dosificacion unitaria formadora
de injerto se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto que se
va a tratar. En una realizacién, cada forma de dosificacion de la GFU contiene una cantidad predeterminada de las
MNC calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con el vehiculo farmacéuticamente
requerido. La memoria descriptiva para las formas de dosificacion unitaria formadoras de injerto de la invencion esta
dictada por y es directamente dependiente de las caracteristicas Unicas de las MNC, el efecto terapéutico concreto
que se va a conseguir, y las limitaciones inherentes en la técnica de la composicion de las MNC para el tratamiento
de los individuos. EI nimero de MNP en cada forma de dosificacion unitaria formadora de injerto puede variar
preferentemente entre aproximadamente 1000 células y aproximadamente 1 billén de células, preferentemente entre
aproximadamente 10.000 células y aproximadamente 100 millones de células, de forma mas preferible entre
aproximadamente 50.000 células y aproximadamente 50 millones de células. La concentracion de las MNC en cada
forma de dosificacion unitaria formadora de injerto puede variar preferentemente entre aproximadamente 100
células/pl, y aproximadamente 100.000 células/ul, y de forma mas preferible entre aproximadamente 1.000 células/pl
y aproximadamente 50.000 células/pl.

Las GFU pueden estar incluidas en un recipiente, un envase, o dispensador junto con las instrucciones para la
administracion. Los injertos se almacenan preferentemente a 4° C.

En determinadas realizaciones no clinicas puede ser deseable marcar las MNC antes del trasplante. Esto puede ser
deseable a fin de registrar la migracién de las MNC trasplantadas, los cambios adicionales para las MNC
trasplantadas, la supervivencia de las MNC trasplantadas, y asi sucesivamente. Se pueden emplear diverso
métodos de marcado de células dependiendo de las circunstancias bajo las cuales se van a leer las marcas. Por
ejemplo, se pueden usar proteinas fluorescentes (proteina fluorescente verde, proteina fluorescente roja, etc.) como
en las circunstancias en las cuales se puede colocar un detector de forma adecuada préximo al sitio del trasplante.
El marcado puede llevarse a cabo utilizando métodos convencionales, tales como el sistema GFP-lentivirico de
Invitrogen sefialado anteriormente.

Cuando se analizan cerebros injertados en situaciones no clinicas, el analisis inmunohistoquimico puede ser util. En
una realizacion, se pueden tefir por duplicado secciones del cerebro para la proteina fluorescente verde (GFP) u
otras marcas de células, la B-tubulina Ill, NeuN (un proteina especifica de neuronas), proteina acida fibrilar glial
(GFAP) o 04 (una proteina especifica de oligodendrocito) para identificar los perfiles neuronales, astrociticos, gliales,
u oligodendrociticos. EI nimero de perfiles positivos para un anticuerpo dado y el nimero de células que expresan la
GFP pueden estimarse de acuerdo a la férmula de correccién de Abercrombie. El volumen de distribucion y los
perfiles totales positivos de la GFP (u otra marca) pueden calcularse determinando el area del cerebro que contiene
al menos un 10% de perfiles positivos para la GFP (u otra marca positiva) en cada quinta seccion y multiplicando por
la distancia desde las vistas anteriores del cerebro que contienen perfiles positivos para la GFP (u otra marca
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positiva). En una realizacion, las MNC pueden marcarse de forma fluorescente utilizando la infeccién retrovirica
mediante el vector pBabe neo-GFP. M. Dezawa y col., "Sciatic nerve regeneration in rats induced by transplantation
of in vitro differentiated bone-marrow stromal cells." Eur J Neurosci. 2001; 14: 1771-6. El procedimiento puede
modificarse de tal manera que se pueden incorporar en el vector otras proteinas fluorescentes.

C. TRASPLANTE DE NPC

En una realizacion, las NPC y/o GFU de acuerdo con la invencion se pueden administrar utilizando protocolos y
rutas de administracién convencionales, y las cantidades de NPC y/o GFU de acuerdo con la presente invencion se
pueden administrar solas o en combinacién con otras sustancias o composiciones. Las rutas de administracion
pueden escogerse a partir de rutas convencionales de administracién conocidas por un experto en la técnica.

Se contempla que el trasplante se puede llevar a cabo mediante una variedad de métodos, incluyendo, pero sin
limitarse a infusion mediante una canula, aguja o via de inyeccién, o mediante implante en un portador, por ejemplo,
una capsula biodegradable, pero otras rutas de administracion, estan comprendidas también en el alcance de la
invencion.

Las NPC y/o las GPU de acuerdo con la invencion se pueden administrar sistémicamente a un paciente, en cuyo
caso las rutas de administracion parenterales tales como la intravenosa (i.v.), o intraarterial (tal como a través de las
arterias carétidas interna o externa) son rutas preferidas de administracion sistémica. Se pueden adaptar las
técnicas de administracion sistémica a partir de las técnicas utilizadas generalmente para administrar células
precursoras, tales como las dadas a conocer en D Lu y col., "Intraarterial Administration of marrow stromal cells in a
rat model of traumatic brain injury." J Neurotrauma. Agosto de 2001; 18(8): 813-9.

En las realizaciones, las NPC y/o las GFU de acuerdo con la invencion se pueden administrar localmente a una
lesion del sistema nervioso central de un paciente. En una realizacion preferida, las NPC y/o las GFU de la presente
invencion se pueden administrar a través de una ruta intraparenquimal. Una ventaja de administrar las NPC y/o las
GFU localmente a la lesién del sistema nervioso central de un paciente es que el sistema inmune del paciente puede
ser menos activo en el interior de la barrera hematoencefalica. Por tanto, las posibilidades de rechazo inmune de las
NPC por el hospedador se pueden reducir, y las posibilidades de supervivencia del injerto pueden aumentarse
incluso aunque se puedan seguir necesitando inmunosupresores. Otra ventaja de la administracion local es que es
mas precisa dirigiendo las NPC a la lesién del SNC.

Cuando se trasplanta en una lesién en el sistema nervioso central, el trasplante se puede llevar a cabo utilizando
procedimientos quirdrgicos estereotacticos. En dichos procedimientos, se anestesia al paciente. La cabeza del
paciente se coloca en un marco estereotactico compatible con IMR y el microposicionador con el inyector se coloca
sobre el craneo. Se pueden realizar orificios de trépano en el craneo del paciente utilizando un torno de dentista u
otro instrumento adecuado para exponer areas del duramen exactamente por encima de los sitios diana.

En una realizacion, se puede llevar a cabo un paso de aguja que utiliza una aguja de calibre 26 y una microjeringuilla
Hamilton (u otra jeringuilla de tamafio adecuado), donde la aguja se guia manualmente a los sitios del injerto
utilizando imagenes IMR para asegurar la colocacion adecuada de las NPC y/o las GFU. Se pueden realizar
inyecciones, preferentemente como inyecciones en bolo en el(los) sitio(s) del injerto. Las velocidades de infusion
pueden variar, preferentemente los volimenes de infusion son de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10
pl/min, de forma mas preferible de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 5 pl/min, y de forma ain mas preferible
de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 3,0 pl/min. En una realizacion, la aguja puede mantenerse en su lugar
durante un periodo de tiempo, que varia preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 minutos, de
forma mas preferible aproximadamente 5 minutos, tras la infusion, Tras el periodo donde la aguja se mantiene en su
lugar, la aguja se puede elevar una distancia corta, preferentemente aproximadamente 1 mm a aproximadamente 10
mm, de forma mas preferible aproximadamente 2 mm y a continuacién mantenerse en su lugar durante un periodo
de tiempo adicional, que varia aproximadamente desde 5 minutos a aproximadamente 30 minutos, de forma mas
preferible aproximadamente 15 minutos. A continuacién puede retirarse la jeringuilla del paciente, el sitio de la herida
se puede cerrar en capas anatémicas, y vigilar al paciente durante la recuperacion de la anestesia.

Se pueden administrar analgésicos (por ejemplo, buprenorfina) y antibiéticos (por ejemplo, cefazolina, 50 mg/kg, IM,
un par de veces al dia x 5 dias), segun sea necesario, como parte de los procedimientos quirurgicos/postquirargicos.
El tratamiento con antibidticos puede continuarse después de la cirugia durante un lapso de tiempo ampliado,
preferentemente de hasta 30 dias después de la cirugia, para suprimir la infeccion oportunista.

Se pueden encontrar técnicas adicionales para el implante en K S Bankiewicz y col., "Technique for bilateral
intracranial implantation of cells in monkeys using an automated delivery system." Cell Transplantation, 9(5): 595-607
(2000).

En determinadas realizaciones, se pueden administrar agentes inmunosupresores junto con los injertos inventivos

y/o las NPC. Estos agentes pueden ayudar a suprimir el rechazo de las NPC por el sistema inmune del paciente,
particularmente cuando el injerto y/o las NPC se administran de forma sintética. Los ejemplos de inmunosupresores
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utiles en la practica de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a antimetabolitos tales como azatioprina,
agentes alquilantes tales como ciclofosfamida, antagonistas del acido félico tales como metotrexato o
mercaptopurina (6-MP), micofenolato (CellCept), ciclosporina-A y Tacrolimus (FK-506). Un agente inmunosupresor
preferido es CsA. CsA se puede obtener a partir de una variedad de fuentes, que incluyen Sandimmune® en
inyeccion; fabricada por Novartis Pharma AG, Basel, Suiza para Novartis Pharmaceuticals Corporation (Novartis),
East Hanover, NJ.

Se pueden administrar agentes inmunosupresores mediante una variedad de rutas, que incluyen la oral, i.p., e i.v. La
dosificacion de agentes inmunosupresores puede variar de acuerdo con la naturaleza del agente inmunosupresor y
el paciente. En una realizacion, el agente inmunosupresor puede dosificarse dos dias antes del trasplante y
continuar a intervalos adecuados posteriormente. En una realizacion, el agente inmunosupresor puede dosificarse
comenzando el dia del injerto (aproximadamente cuatro horas después del procedimiento) y continuar a intervalos
de 24 horas posteriormente. Los intervalos de dosificacién pueden variar preferentemente desde aproximadamente
0,5 mg/kg/dia hasta aproximadamente 100 mg/kg/dia, de forma mas preferible desde aproximadamente 5 mg/kg/dia
hasta aproximadamente 75 mg/kg/dia, de forma aun mas preferible desde aproximadamente 5 mg/kg/dia hasta
aproximadamente 50 mg/kg/dia. Se pueden administrar inyecciones intravenosas como un bolo, a una velocidad que
varia preferentemente entre aproximadamente 0,005 a aproximadamente 0,100 ml/minuto, de forma mas preferible a
aproximadamente 0,050 ml/minuto.

Las NPC y/o las GFU de acuerdo con la invenciéon se pueden administrar utilizando protocolos y rutas de
administracion convencionales, y las cantidades de NPC y/o GFU que se van a administrar a los pacientes se
pueden optimizar técnicas convencionales de determinacion del intervalo de dosificacion. Las NPC y/o las GFU de
acuerdo con la presente invencion se pueden administrar solas o en combinaciéon con otras sustancias o
composiciones. Las rutas de administracion pueden escogerse a partir de rutas de administracion convencionales
conocidas por un experto en la técnica.

Se contempla que el trasplante se llevara a cabo mediante una variedad de métodos, incluyendo, pero sin limitarse a
la infusion a través de una canula, aguja o via de inyeccion, o mediante implante en un portador, por ejemplo, una
capsula biodegradable, pero otras rutas de administracion, estan también comprendidas en el alcance de la
invencion.

En las realizaciones, las NPC y las GFU de acuerdo con la invencion se pueden administrar localmente a una lesion
del sistema nervioso central de un paciente. En realizacion preferida, las NPC y/o las GFU de la presente invencion
pueden administrarse a través de una ruta intraparenquimal. Una ventaja de administrar las NPC y/o las GFU
localmente a una lesién del sistema nervioso central de un paciente es que el sistema inmune del paciente es menos
activo en el interior de la barrera hematoencefalica. Por tanto, se pueden reducir las posibilidades de rechazo
inmune de las NPC por el hospedador, y pueden aumentar las posibilidades de supervivencia del injerto incluso
aunque se puedan necesitar todavia agentes inmunosupresores. Otra ventaja de la administracion local es que es
mas precisa dirigiendo las NPC a la lesién del SNC.

D. TRASPLANTE DE CELULAS NEURONALES DERIVADAS DE MASC

En una realizacién, las MNC y las GFU de acuerdo con la invencion se pueden administrar utilizando protocolos y
rutas de administracion convencionales, y las cantidades de MNC y/o GFU que se van a administrar a los pacientes
se pueden optimizar utilizando técnicas convencionales de determinacion del intervalo de dosificacion. Las MNC y/o
las GFU de acuerdo con la presente invencion pueden administrarse solas o en combinacién con otras sustancias o
composiciones. Las rutas de administracion pueden escogerse a partir de rutas de administracion convencionales
conocidas por un experto en la técnica.

Se contempla que el trasplante se llevara a cabo mediante una variedad de métodos, incluyendo, pero sin limitarse a
la infusion a través de una canula, aguja o via de inyeccion, o mediante implante en un portador, por ejemplo, una
capsula biodegradable, pero otras rutas de administracion, estan también comprendidas en el alcance de la
invencion.

En las realizaciones, las MNC y las GFU de acuerdo con la invencién se pueden administrar localmente a una lesion
del sistema nervioso central de un paciente. En realizacion preferida, las MNC y/o las GFU de la presente invencion
pueden administrarse a través de una ruta intraparenquimal. Una ventaja de administrar las MNC y/o las GFU
localmente a una lesién del sistema nervioso central de un paciente es que el sistema inmune del paciente es menos
activo en el interior de la barrera hematoencefalica. Por tanto, se pueden reducir las posibilidades de rechazo
inmune de las MNC por el hospedador, y pueden aumentar las posibilidades de supervivencia del injerto incluso
aunque se puedan necesitar todavia agentes inmunosupresores. Otra ventaja de la administracion local es que es
mas precisa dirigiendo las MNC a la lesion del SNC.

Cuando se trasplanta en una lesién en el sistema nervioso central, se puede llevar a cabo el trasplante utilizando

procedimientos quirdrgicos estereotacticos. En dichos procedimientos, se anestesia al paciente. La cabeza del
paciente se coloca en un marco estereotactico compatible con IMR y el microposicionador con el inyector se coloca
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sobre el craneo. Se pueden realizar orificios de trépano en el craneo del paciente utilizando un torno de dentista u
otro instrumento adecuado para exponer areas del duramen exactamente por encima de los sitios diana.

En una realizacion, se puede llevar a cabo un paso de aguja que utiliza una aguja de calibre 26 y una microjeringuilla
Hamilton (u otra jeringuilla de tamafio adecuado), donde la aguja se guia manualmente a los sitios del injerto
utilizando imagenes IMR para asegurar la colocacion adecuada de las MNC y/o las GFU. Se pueden realizar
inyecciones, preferentemente como inyecciones en bolo en el(los) sitio(s) del injerto. Las velocidades de infusion
pueden variar, preferentemente los volimenes de infusion son de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10
pl/min, de forma mas preferible de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 5 pl/min, y de forma ain mas preferible
de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 3,0 pl/min. En una realizacion, la aguja puede mantenerse en su lugar
durante un periodo de tiempo, que varia preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 minutos, de
forma mas preferible aproximadamente 5 minutos, tras la infusion, Tras el periodo donde la aguja se mantiene en su
lugar, la aguja se puede elevar una distancia corta, preferentemente aproximadamente 1 mm a aproximadamente 10
mm, de forma mas preferible aproximadamente 2 mm y a continuacién mantenerse en su lugar durante un periodo
de tiempo adicional, que varia aproximadamente desde 5 minutos a aproximadamente 30 minutos, de forma mas
preferible aproximadamente 15 minutos. A continuacion puede retirarse la jeringuilla del paciente, el sitio de la herida
se puede cerrar en capas anatémicas, y vigilar al paciente durante la recuperacion de la anestesia.

Se pueden administrar analgésicos (por ejemplo, buprenorfina) y antibiéticos (por ejemplo, cefazolina, 50 mg/kg, IM,
un par de veces al dia x 5 dias), segun sea necesario, como parte de los procedimientos quirurgicos/postquirargicos.
El tratamiento con antibidticos puede continuarse después de la cirugia durante un lapso de tiempo ampliado,
preferentemente de hasta 30 dias después de la cirugia, para suprimir la infeccion oportunista.

Se pueden encontrar técnicas adicionales para el implante en K S Bankiewicz y col., "Technique for bilateral
intracranial implantation of cells in monkeys using an automated delivery system." Cell Transplantation, 9(5): 595-607
(2000).

En determinadas realizaciones, se pueden administrar agentes inmunosupresores junto con los injertos inventivos
y/o las MNC. Estos agentes pueden ayudar a suprimir el rechazo de las MNC por el sistema inmune del paciente.
Los ejemplos de inmunosupresores Utiles en la practica de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a
antimetabolitos tales como azatioprina, agentes alquilantes tales como ciclofosfamida, antagonistas del acido folico
tales como metotrexato o mercaptopurina (6-MP), micofenolato (CellCept), ciclosporina-A y Tacrolimus (FK-506). Un
agente inmunosupresor preferido es CsA. CsA se puede obtener a partir de una variedad de fuentes, que incluyen
Sandimmune® en inyeccion; fabricada por Novartis Pharma AG, Basel, Suiza para Novartis Pharmaceuticals
Corporation (Novartis), East Hanover, NJ.

Se pueden administrar agentes inmunosupresores mediante una variedad de rutas, que incluyen la oral, i.p., e i.v. La
dosificacion de agentes inmunosupresores puede variar de acuerdo con la naturaleza del agente inmunosupresor y
el paciente. En una realizacion, el agente inmunosupresor puede dosificarse dos dias antes del trasplante y
continuar a intervalos adecuados posteriormente. En una realizacion, el agente inmunosupresor puede dosificarse
comenzando el dia del injerto (aproximadamente cuatro horas después del procedimiento) y continuar a intervalos
de 24 horas posteriormente. Los intervalos de dosificacién pueden variar preferentemente desde aproximadamente
0,5 mg/kg/dia hasta aproximadamente 100 mg/kg/dia, de forma mas preferible desde aproximadamente 5 mg/kg/dia
hasta aproximadamente 75 mg/kg/dia, de forma aun mas preferible desde aproximadamente 5 mg/kg/dia hasta
aproximadamente 50 mg/kg/dia. Se pueden administrar inyecciones intravenosas como un bolo, a una velocidad que
varia preferentemente entre aproximadamente 0,005 a aproximadamente 0,100 ml/minuto, de forma mas preferible a
aproximadamente 0,050 ml/minuto.

E. OBSERVACIONES EXPERIMENTALES Y VENTAJAS DE LAS NPC

Aunque la presente invencion contempla el trasplante autélogo y el alogénico de las NPC, incluyendo las
composiciones farmacéuticas que comprenden las NPC, es preferible el trasplante alogénico (unidades formadoras
de injerto de la misma especie). En una realizacion, el trasplante alogénico imita el escenario clinico donde puede
tener lugar el trasplante alogénico de las NPC en pacientes que padecen una lesion del sistema nervioso central. Se
divulgan en el presente documento los resultados del trasplante estereotaxico de las NPC, de acuerdo con la
invencion, en los cerebros de ratas Sprague-Dawley macho adultas que se han sometido a oclusion de la arteria
cerebral media (MCAo0), ligadura de la arteria cerebral medio (MCAI) o isquemia global transitoria (TGI), Estos
modelos son Utiles en la comprensién de la eficacia de la presente invencién en el tratamiento de lesiones del
sistema nervioso central Se puede encontrar una descripcion adicional de estos modelos en la bibliografia,
particularmente en C. Borlongan y col., "Transplantation of cryopreserved human embryonal carcinoma-derived
neurons (NT2N cells) promotes functional recovery in ischemic rats." Exp Neurol. 1998; 149: 310-21; y C. Borlongan
y col., "Glial cell survival is enhanced during melatonin-induced neuroprotection against cerebral ischemia." FASEB J.
2000; 14: 1307-17. Cada animal con ictus recibid un injerto que comprendia una de tres dosis de células:
aproximadamente 40.000, 100, 000 y 200.000 NPC viables (estos nimeros se entiende que se aproximan a los
utilizados a partir de ahora en el presente documento). El trasplante se llevé a cabo a aproximadamente 6 semanas
después del ictus, y los animales se sometieron a inmunosupresion diariamente con ciclosporina-A (10 mg/kg, i.p.) a
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lo largo del tiempo de supervivencia posterior al trasplante. EI comportamiento locomotor y cognitivo de las ratas
trasplantadas se caracteriz6 semanalmente durante un periodo de 4 semanas después del trasplante, y de nuevo
una vez a las 12 semanas después del trasplante. Se examin6 el examen histologico de la extension de la isquemia
cerebral y de la supervivencia del injerto en animales seleccionados de forma aleatoria a las 5 semanas y a las 12
semanas después del trasplante.

Se utilizaron los siguientes ensayos en la determinacion de los resultados de los procedimientos de operacion del
ictus y del trasplante tal como se muestra con mas detalle a continuaciéon. La manera de llevar a cabo estos ensayos
se muestra en otra parte en el presente documento, y seria también comprensible para un experto en la técnica.

TABLA 1. PARAMETROS DE EFICACIA DEL TRASPLANTE DE LAS NPC

Ensayo Objetivo

EBST Desvela déficits locomotores tras el ictus y la recuperacion tras el trasplante

Examen neuroldgico Desvela anomalias sensorimotoras tras el ictus y la recuperacion tras el trasplante

Laberinto de agua de Morris  Desvela déficits cognitivos tras el ictus y la recuperacion tras el trasplante

Histologia de TTC Desvela la extension del infarto cerebral

GFAP Desvela la extension del infarto cerebral y la respuesta inmune del hospedador al
trasplante

Vector virico de GFP Desvela la supervivencia y la migracion de las NPC injertadas

Neu-N Desvela la expresion fenotipica neuronal de las NPC injertadas

Leyenda: EBST, ensayo de balanceo del cuerpo en elevacion, TTC, cloruro de trifeniltetrazolio; GFAP, proteina
acida fibrilar glial

Los datos obtenidos en los siguientes Ejemplos desvelaron que, en los modelos estudiados, los animales
trasplantados con NPC presentaron mejoras significativas en el comportamiento locomotor y cognitivo en
comparacion con su comportamiento inicial antes del trasplante. Las dos dosis mayores de aproximadamente
100.000 y aproximadamente 200.000 células promovieron mejores efectos conductuales en comparacion con dosis
mas bajas de células de aproximadamente 40.000 células, sugiriendo de esta manera una relacion dosis-respuesta.
Se observé una recuperacion sélida de los déficits conductuales inducidos por ictus en los tres tipos de ictus tan
pronto como una semana después del trasplante y mantenida durante el periodo de cuatro semanas después del
trasplante. Se observaron mejoras significativas en el comportamiento motor (utilizando el ensayo del balanceo del
cuerpo en elevacion y el ensayo de Bederson) en los tres tipos de ictus. En contraste, las mejoras significativas en el
comportamiento cognitivo (utilizando el laberinto de agua de Morris) fueron mas sélidas y estables en los animales
trasplantados con MCAo y TGI en comparacion con los animales trasplantados con MCAI. Todos los animales
trasplantados con ictus tenian un aspecto sano y no fueron observables efectos abiertamente adversos durante el
periodo del estudio.

El tipo de ictus parece ser un factor en la recuperaciéon funcional, porque aunque todos los animales con ictus
presentaron mejoras significativas en el comportamiento motor, los animales trasplantados con MCAo y TGI
mostraron una mejor recuperacion en el comportamiento cognitivo en comparacion con los animales trasplantados
con MCAI, La demostracion de la recuperacion significativa de las funciones motoras y cognitivas en los animales
trasplantados con MCAo y TGl sugiere que estos dos modelos de ictus que produjeron dafo en los ganglios basales
y el hipocampo, respectivamente, son sensibles al trasplante de NPC. Extrapolar estas observaciones a la aplicacion
clinica indicaria que los pacientes con ictus en los ganglios basales fijos y en el hipocampo pueden beneficiarse del
trasplante de NPC.

Los resultados histoldgicos a las 5y 12 semanas después del trasplante indican que la supervivencia del injerto de
las NPC medio en los efectos funcionales observados. Los datos sugieren que trasplantar 100.000 y 200.000 NPC
produjo mejor recuperacion conductual que la dosis inferior de 40.000 células. Los analisis correlacionales entre la
supervivencia del injerto y los efectos conductuales apoyan adicionalmente que la supervivencia de las NPC
promovio la recuperaciéon motora y cognitiva en animales con ictus. Para resaltar, se determind la supervivencia del
injerto utilizando el enfoque de marcado del lentivirus, y esta estrategia se mostré fiable para marcar las NPC
injertadas. Ademas, con este método, se registrd faciimente la migracion de las NPC.

Dependiendo del tipo de ictus, parece que cuanto mayor es el dafio cerebral, como se observa en MCAo y MCAI,
mejor es la migracion de las NPC. En contraste, el dafio en el mesencéfalo producido por la TGl parece haber dado
como resultado una menor migracion de las células. La capacidad observada de las NPC de viajar largas distancias
en el sitio de la lesion indica su potencial para migrar y ejercer efectos reparadores sobre sitios diana especificos de
ictus. Los resultados proporcionados en los siguientes Ejemplos apoyan la observacion de que las NPC que migran
es mas probable que se diferencien en fenotipos neuronales. Existen muchos factores que pueden haber contribuido
a esta diferenciacion preferente de las células migradas, incluyendo, pero sin limitarse al microentorno del
hospedador y al tipo de ictus (localizacion y grado/tipo de muerte celular).
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F. OBSERVACIONES EXPERIMENTALES Y VENTAJAS DE LAS MNC

Aunque esta invencion contempla el trasplante autdlogo y alogénico de las MNC, incluyendo las composiciones
farmacéuticas que comprenden las MNC, es preferible el trasplante alogénico (unidades formadoras de injertos de la
misma especie). En una realizacion, el trasplante alogénico imita el escenario clinico donde puede tener lugar el
trasplante alogénico de las MNC en pacientes que padecen de lesiones del sistema nervioso central. Los resultados
de los ensayos en animales del trasplante alogénico de las MNC en modelos animales de ictus se proporcionan en
la Seccién J a continuacién. Estos modelos son utiles en la comprension de la eficacia de la presente invencion en el
tratamiento de lesiones del sistema nervioso central.

Los resultados en la Seccion H sugieren que el grupo de las MNC mostré significativas mejoras en los ensayos de
evaluacion conductual en comparacion con el grupo del control y MASC. En el analisis histoldgico, el volumen del
infarto medido a los 41 dias después de la MCAo no muestra significativas diferencias entre los tres grupos. En
comparacion con MASC, las MNC demostraron una relacion de supervivencia mayor y una proporcion mas grande
de MNC que la positividad mostrada por el marcador neuronal y la extension de neuritas en el cerebro del
hospedador.

El grupo de MASC demostré ligeras mejoras en los ensayos de evaluacion conductual en comparacion con el grupo
del control, pero no tanto como el grupo de las MNC.

Otra ventaja del trasplante de las MNC de acuerdo con la invencién es la mayor tasa de supervivencia de las MNC
en comparacion, por ejemplo, con las MASC multipotentes. Un mes después del trasplante, se detectaron
aproximadamente 30-45% de las MNC trasplantadas mientras se detectaron solo un 10-20% de las MASC
trasplantadas. La mayor tasa de supervivencia de las MNC puede proporcionar una ventaja en la recuperacion
funcional.

En el actual estudio, algunas MNC en la corteza, el cuerpo estriado y el hipocampo demostraron la extension de
neuritas en el cerebro del hospedador, que no podian conservarse en el grupo de las MASC. Por tanto, las
significativas mejoras conductuales en el grupo de las MNC sugirieron que las MNC trasplantadas mantuvieron
caracteristicas neuronales en el cerebro del hospedador, y contribuyeron a la recuperacion funcional en el modelo
MCAO de rata.

G. EJEMPLOS DE NPC

Se entiende que los Ejemplos que se muestran en el presente documento son ilustrativos, y no limitantes en ninguna
manera del alcance de la presente invencion.

Procedimientos experimentales: Todos los animales recibieron inicialmente cirugia de ictus con MCAo, MCAI o TGI.
A aproximadamente seis semanas después de la cirugia, los animales se sometieron a ensayo en el ensayo del
balanceo del cuerpo en elevacioén, el ensayo de Bederson, y la tarea del laberinto de agua de Morris. Solo los
animales que presentaron significativos déficits motores se utilizaron posteriormente para la cirugia de trasplante y
se asignaron de manera aleatoria a uno de los siguientes tratamientos. En la Tabla 2 se proporciona el tamafio de la
muestra para cada brazo del estudio.

TABLA 2. CONDICIONES DE TRATAMIENTO
Ratas totales utilizadas en este estudio

Tipo de injerto Dosis de células (Aprox.) Tipo de ictus Tamanio de la muestra
NPC 40.000 MCAo 8
MCAI 10
TGl 8
100.000 MCAo 10
MCAI 10
TGl 8
200.000 MCAo 10
MCAI 10
TGl 8

Todos los animales se sometieron a cirugia para el ictus, recibieron trasplantes de 3 pases de aguja (MCAo y MCAI)
0 2 pases de aguja (TGI) y se trataron diariamente con ciclosporina-A (10 mg/kg, i.p.).

Los animales se sometieron semanalmente a ensayos durante las primeras 4 semanas después del trasplante. La
mitad de los animales se sometieron a eutanasia a las 5 semanas después del trasplante para realizar los analisis
histolégicos de infarto cerebral y supervivencia del injerto, la expresion fenotipica y la migracion. El resto de
animales se sometieron a ensayo de nuevo conductualmente y se sometieron a eutanasia posteriormente a las 12
semanas después del ictus a fin de evaluar los efectos conductuales e histolégicos a largo plazo de las NPC. Por
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claridad, se proporciona a continuacion un diagrama esquematico.

Cirugia de ictus

Ensayos conductuales (Seis semanas después del ictus; Solo los animales que alcanzaron los criterios se
incluyeron en el estudio

Trasplante (Seis semanas después del ictus)
Ensayos conductuales (Semanalmente durante 4 semanas y 12 semanas después del trasplante)

Eutanasia a las 5 0 12 semanas después del trasplante

Marcado de células utilizando el sistema del vector GFP-Lentivirico: El Dr. Didier Trono, de la Universidad de
Ginebra (Ginebra, Suiza) suministré el sistema GFP-Lentivirus. Las NPC se marcaron utilizando el siguiente
esquema general. Se toleraron las variaciones menores en el método

Materiales necesarios

10 mg / ml de disolucién madre de polibreno / filirada estéril (Sigma)
Medio Opti-MEM (Gibco / Invitrogen)

Suero de feto bovino con antibidticos (Penicilina / Estreptomicina)
Placa de 6 pocillo, aproximadamente 1 X 10° células San-Bio
Suspensioén virica

Procedimiento detallado

1. Medio celular caliente en incubadora a 37° C.

2. Adadir polibreno a 10 ug / ml.

(Afadir 10 pl de una disolucién madre de polibreno a 10 ml de medio. Mezclar bien).

3. En un tubo separado, afadir 1 ml de suspensién virica a 1 ml de medio conteniendo polibreno.

4. Descongelar rapidamente una alicuota de células SanBio en un bafio de agua a 37° C. Enjuagar el vial con
etanol al 70%; secar con toallita.

5. Afadir el contenido completo a un tubo de centrifuga de 15 ml conteniendo 10 ml de PBS precalentado;
mezclar suavemente y centrifugar a 1000 rpm en una centrifuga clinica de baja velocidad, temperatura ambiente,
5 minutos.

6. Pipetear suavemente el sobrenadante y volver a suspender el aglomerado celular en 2 ml de medio
precalentado conteniendo virus (procedente de la etapa 3).

7. Transferir el contenido a un pocillo de una placa de 6 pocillos en la incubadora a 37° C, incubar durante 3
horas.

8. Lavar las células en 10 ml de PBS precalentado, dos veces.

9. Volver a suspender las células en 20 ul de PBS o medio de eleccion. Transferir a un tubo Eppendorf de 1,5 ml.
Mantener en hielo. Las células estan listas para el trasplante.

Ensayos conductuales: Los animales se sometieron a las siguientes medidas conductuales sensorimotoras y
cognitivas en los estudios de farmacologia de las NPC de acuerdo con la invencion:

Ensayo de balanceo del cuerpo en elevacion (EBST)
Laberinto de agua de Morris
Escala neurolégica de Bederson

Ensayo de balanceo del cuerpo en elevacién (EBST)

El ensayo de balanceo del cuerpo en elevacion (EBST) mide los reflejos posturales basicos y la funcién asimétrica
del tronco. Se ha demostrado que el ensayo EBST muestra un déficit de larga duracién tras la oclusion de la arteria
cerebral media. "Physiol Behav. 1995, 58: 909-17. Véanse también C. Borlongan y col., "Early assessment of motor
dysfunctions aids in successful occlusion of the middle cerebral artery." Neuroreport. 1998b; 9: 3615-21. Se ha
evaluado también en paradigmas de trasplante neural para el ictus crénico. C. Borlongan y col., "Early assessment
of motor dysfunctions aids in successful occlusion of the middle cerebral artery." Neuroreport. 1998; 9: 3615-21.

EBST implica sujetar el animal por su cola y registrar la direccion de los balanceos. El aparato de ensayo consistio
en una placa de plexiglas trasparente (40 x 40 x 35,5). Se agarr6 suavemente al animal por la base de la cola, y se
elevo por la cola hasta que el hocico del animal estuvo a altura de 2 pulgadas (5 cm) por encima de la superficie. La
direccion del balanceo, tanto a la izquierda como a la derecha, se conté una vez que los animales movieron
lateralmente la cabeza aproximadamente 10 grados desde la posicion intermedia del cuerpo. Tras un Unico
balanceo, el animal se volvié a colocar en la caja de plexiglas y se dejé mover libremente durante 30 segundos antes
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del reensayo. Estas etapas se repitieron 20 veces para cada animal. Normalmente, las ratas intactas presentan un
50% de sesgo del balanceo, esto es, el mismo numero de balanceos a la derecha y a la izquierda. Un 75% de sesgo
del balanceo indicaria 15 balanceos en una direccion y 5 en la otra durante 20 ensayos. Los trabajos anteriores con
el EBST han sefialado que los animales lesionados presentan > 75% de actividad sesgada en el balanceo un mes
después de la lesidn nigroestriatal; la asimetria es estable durante hasta seis meses.

Examen neuroldgico de Bederson

La escala neurolégica de Bederson mide las tareas sensorimotoras. J. Bederson y col., "Rat middle cerebral artery
occlusion: evaluation of the model and development of a neurologic examination." Stroke. 1986; 17: 472-6; M.
Altumbabic, "Intracerebral hemorrhage in the rat: effects of hematoma aspiration." Stroke. 1998; 29: 1917-22. El
trabajo previo ha mostrado un déficit medible en el tiempo tal como se midié6 mediante el modelo de Bederson en los
modelos de ictus con el MCAo y el MCAI en ratas.

Alrededor de una hora después del EBST, el examen neurolégico de Bederson se llevd a cabo tras los
procedimientos anteriormente descritos. Se obtuvo una puntuacién neurolégica de cada rata utilizando 4 ensayos
que incluyen:

(a) observacion de hacer un circulo ipsilateral de forma espontanea, puntuado desde 0 (no hacer un circulo)
hasta 3 (hacer un circulo de manera continua);

(b) retracciéon contralateral de la pata trasera, que mide la capacidad del animal de sustituir la pata trasera
después de desplazarla lateralmente en 2 a 3 cm, puntuada desde 0 (sustitucion inmediata) a 3 (sustitucion
después de minutos o sin sustitucion)

(c) capacidad de pasear por una barra de equilibrio, puntuada desde O para una rata que atraviesa facilmente
una barra de 80 cm de longitud y 2,4 cm de anchura hasta 3 para una rata incapaz de permanecer sobre la barra
durante 10 segundos, y

(d) agarre bilateral de las patas delanteras, que mide la capacidad de mantenerse sobre una varilla de acero de 2
mm de diametro, puntuada desde O para una rata con un comportamiento de agarre normal de las patas
delanteras hasta 3 para una rata incapaz de agarrarse con las patas delanteras.

Las puntuaciones de los 4 ensayos, que se han llevado a cabo durante un periodo de aproximadamente 15 minutos,
se afiadieron para proporcionar una puntuacion del déficit neurolégico (puntuacién maxima posible, 12).

Laberinto de agua de Morris (MWM)

El laberinto de agua de Morris evalta algunos aspectos del funcionamiento cognitivo, incluyendo la adquisicion y
retencion de tareas, estrategias de busqueda, y perseverancia. La tarea del laberinto de agua se presume que es
sensible al dafio en algunas areas del cerebro afectadas por MCAo que incluyen el cuerpo estriado y la corteza
frontal.

Aproximadamente una hora después del examen neurolégico de Bederson, se introdujeron en el laberinto de agua
de Morris a fin de evaluar la memoria espacial. El laberinto de agua de Morris consiste en un deposito hinchable, de
6 pies de diametro y 3 pies de profundidad (182,88 cm de diametro y 91,44 cm de profundidad). El depdsito se
rellen6 con 12 cm de agua y se volvié opaco afiadiendo 300 ml de leche. Una plataforma elevada 11 cm fabricada
de plexiglas con una superficie circular de 10 cm de diametro se colocé en 1 de 4 posiciones en la piscina. La
plataforma esta 1 cm por debajo de la superficie del agua y de esta manera queda oculta a la vista del animal en el
agua. La piscina se divide en cuatro cuadrantes de areas superficiales iguales. La rata del ensayo se colocé en la
piscina frente a un lateral del depdsito y se liberé en 1 de 4 posiciones de partida (norte, sur, este, u oeste), que se
determinaron de forma aleatoria, y se localizaron de manera arbitraria a distancias iguales del borde de la piscina. La
plataforma estaba situada en la parte intermedia del cuadrante suroeste 25 cm a partir del borde de la piscina. El
punto de partida se cambié después de cada ensayo. Se proporcionaron al animal aproximadamente 60 segundos
para encontrar la plataforma y se dejé descansar sobre la plataforma aproximadamente 30 segundos y se volvié a
colocar posteriormente en la posicion de partida, durante un total de 3 ensayos a partir de las posiciones de partida
determinadas de forma aleatoria. Si la rata no conseguia encontrar la plataforma sumergida en aproximadamente 60
segundos, se colocaba sobre la plataforma y se la dejaba descansar sobre la plataforma durante aproximadamente
30 segundos. Tras el periodo de descanso, la rata volvia al depdsito y se sometia a ensayo de nuevo durante 2
ensayos mas. El dia del adiestramiento consistié en 3 ensayos. El dia del ensayo se llevo a cabo en el dia 2 (para el
ensayo de prueba, véase mas adelante). Después de cada ensayo de adiestramiento y de ensayo, la rata se coloco
a continuacion en la jaula sobre la parte superior de una manta calefactora. Se vigilaron las rutas de nado mediante
una videocamara conectada a un ordenador a través de un analizador de imagenes. El tiempo de latencia del
escape para alcanzar la plataforma y la longitud de la ruta de nado del animal para encontrar la plataforma se
utilizaron para evaluar la adquisicion de la tarea del laberinto de agua. La velocidad de natacion = longitud de la tuta
/ latencia del escape se utilizaron para evaluar la actividad motora de las ratas en esta tarea. Para evaluar el
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recuerdo de la posicion de la plataforma, se llevé a cabo un ensayo de prueba de 60 segundos sin plataforma en la
piscina durante el dia 2; se control6 el porcentaje de tiempo transcurrido en la posicién original de la plataforma.

Cirugia de ictus con MCAo. Todos los procedimientos quirtrgicos se llevaron a cabo en condiciones asépticas. Los
procedimientos de ictus con MCAo se tomaron de la bibliografia, en particular de C. Borlongan y col., "Chronic
cyclosporine-A injection in rats with damaged blood-brain barrier does not impair retention of passive avoidance."
Neurosci Res. 1998, 32: 195-200. La determinacién en cada animal de la oclusién satisfactoria se alcanzé utilizando
un laser Doppler que desveld una significativa reduccion (> 75%) en el flujo de sangre cerebral durante la oclusién
de 1 hora. MCAo produjo un dafio estriatal consistente.

Cirugia de ictus con MCAI: El procedimiento quirdrgico con MCAI se describe generalmente en Y. Wang y col., "Glial
Cell-Derived Neurotrophic Factor Protects Against Ischemia-Induced Injury in the Cerebral Cortex." 1997, J.
Neuroscience; 17 (1): 4341-4348. Se utilizé también el laser Doppler para verificar la ligadura arterial. MCAI produce
dafio cortical consistente.

Cirugia de ictus con TGI. Se utilizé una técnica de oclusion de 4 vasos. Bajo anestesia profunda, los animales
recibieron una incisiéon cervical en la linea media ventral. Las arterias vertebrales se aislaron a través de los
foramenes alares de la primera vértebra cervical y se utilizaron microsujecciones para ligar ambas arterias carétidas
comunes durante 15 minutos. Esta técnica ha mostrado producir isquemia cerebral global, con dafio hipocampico
consistente.

Células precursoras neuronales: SanBio, Inc (Mountain View CA) proporcion6 células precursoras neuronales. Estas
células se produjeron generalmente de acuerdo con las ensefianzas del documento PCT/JP03/01260.

Procedimientos de injerto: Todos los procedimientos de injerto se llevaron a cabo en condiciones asépticas. Bajo
anestesia de equitesina (3 ml/kg i.p.) (se sometieron a comprobacion los animales para los reflejos de dolor), se
implantaron a los animales NPC directamente en el cuerpo estriado para la MCAo, en la corteza para la MCAIl o en
el hipocampo para la TGl, utilizando una canula de implante del calibre 26. VVéanse, generalmente Y. Wang y col.,
"Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor Protects Against Ischemia-Induced Injury in the Cerebral Cortex" 1997, J.
Neuroscience; 17 (11): 4341-4348 y C. Borlongan y col., "Transplantation of cryopreserved human embryonal
carcinoma-derived neurons (NT2N cells) promotes functional recovery in ischemic rats." Exp Neurol. 1998; 149: 310-
21. Se obtuvieron NPC criopreservadas utilizando los métodos dados a conocer en el presente documento. Se
llevaron a cabo los recuentos celulares para la viabilidad, utilizando el método de exclusién del Azul de Tripano,
antes del trasplante e inmediatamente después del trasplante del ultimo animal receptor. Las dosis de células
predeterminadas estaban (40.000, 100.000 y 200.000) estaban referidas al nimero de células viables. Se llevo a
cabo la cirugia de trasplante en un lapso de tiempo comprendido en las 2 horas después de la descongelacion de
las células. La velocidad de infusién fue de 1 ul de disolucién celular por minuto. Tras la infusion, se permitié un
periodo de absorcidon de 3 minutos antes de que se retrajera la aguja. Una manta calefactora y un termémetro rectal
mantuvieron la temperatura corporal a aproximadamente 37 grados C a lo largo de la cirugia y hasta la recuperacion
de la anestesia.

Analisis estadistico: Se analizaron los datos conductuales utilizando medidas repetidas de ANOVA con significancia
estadistica ajustada a p < 0,05. Los ensayos posthoc incluyeron los ensayos de la t en cuestion para desvelar
diferencias significativas (p < 0,05) entre las condiciones de tratamiento.

Ejemplo 1: Resultados de MCAo — Semanalmente durante cuatro semanas después del trasplante

Los animales del ensayo experimentaron el procedimiento MCAo tal como se ha descrito anteriormente, y se
sometieron a evaluacion semanalmente durante cuatro semanas después del trasplante con los resultados
siguientes.

EBST: Para el ensayo semanal durante las cuatro semanas después del trasplante, el ANOVA completo desveld
efectos significativos del tratamiento principal (F2, 21 = 57,06, p < 0.0001) (Figura 1). Se observaron también efectos
significativos dependientes de la dosis (200.000 > 100.000 > 40.000). Se redujo significativamente la asimetria
motora en cada una de las cuatro semanas después del trasplante en comparacioén con el valor inicial (p < 0,0001),
observandose la recuperacion mas soélida una semana después del trasplante (p < 0,0001), y presentandose una
recuperacion estable durante las tres semanas posteriores después del trasplante. Los ensayos posthoc desvelaron
que la significativa reduccion en la asimetria motora a 1 semana después del trasplante no difiere a través de las
tres dosis de células, pero se observaron efectos dependientes de la dosis a las 2, 3 y 4 semanas después del
trasplante (p < 0,05) (Figura 2).

Ensayo de Bederson: Para el ensayo semanal durante las cuatro semanas después del trasplante, el ANOVA
completo desveld significativos efectos del tratamiento principal (F2, 21 = 9,65, p < 0,001) (Figura 3). Las dosis
mayores de 200.000 y 100.000 células promovieron una mejora superior en las puntuaciones del déficit neurologico
que la dosis baja de 40.000 células (p < 0,01). Las mejoras en las puntuaciones de déficit neuroldgico se redujeron
significativamente en cada una de las cuatro semanas después del trasplante en comparacion con el valor inicial (p
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< 0,0001), con una tendencia hacia una mejora superior en el tiempo donde los animales trasplantados se
comportaron mejor a las 2, 3 y 4 semanas después del trasplante en comparaciéon con 1 semana después del
trasplante (p < 0,0001). Los ensayo posthoc desvelaron que la significativa reduccion en las puntuaciones de déficit
neurologico a 1 semana después del trasplante no difiere a través de las tres dosis de células, pero dosis elevadas
de 100.000 y 200.000 produjeron una mejor recuperacion que la dosis baja de 40.000 células a las 2 semanas (p <
0,05), y se observaron efectos dependientes de la dosis (200.000 > 100.000 > 40.000 a las 3 y 4 semanas después
del trasplante (p < 0,05) (Figura 4).

Adquisicion de MWM: Para el ensayo semanal durante las cuatro semanas después del trasplante, el ANOVA
completo no desvelo efectos significativos del tratamiento principal (F2, 21 = 2,87, p = 0,08) (Figura 5). Parece existir
una tendencia hacia una adquisicion de MWM mas larga durante el periodo de 4 semanas después del trasplante tal
como se desveld por los tiempos de adquisicion mas largos a 2, 3 y 4 semanas en comparacion con el valor inicial y
1 semana después del trasplante (p < 0,01) (Figura 6).

Ensayo de prueba de MWM: Tiempo para encontrar la plataforma. Para el ensayo semanal durante las cuatro
semanas después del trasplante, el ANOVA completo desvel6 significativos efectos del tratamiento principal (F2, 21
= 61,33, p < 0,0001) (Figura 7). Las dosis mayores de 200.000 y 100.000 células promovieron un tiempo de
localizacion de la plataforma significativamente mas corto que la dosis baja de 40.000 células (p < 0,0001). Las
mejoras en el tiempo para encontrar la plataforma se redujeron significativamente en cada una de las cuatro
semanas después del trasplante en comparacion con el valor inicial (p < 0,0001, con una tendencia hacia una
mejora superior en el tiempo donde los animales trasplantados llevaron a cabo mejor a las 2, 3 y 4 semanas
después del trasplante en comparacion con 1 semana después del trasplante (p < 0,0001). Los ensayos posthoc
desvelaron que dosis mayores de 200.000 y 100.000 produjeron tiempos significativamente mas cortos para
encontrar la plataforma que la dosis baja de 40.000 células a lo largo del periodo de 4 semanas después del
trasplante, con una clara respuesta dependiente de la dosis (200.000 > 100.000 > 40.000) observada a las 1y 4
semanas después del trasplante (p < 0,05) (Figura 8).

Ensayo de prueba de MWM: Tiempo pasado en el area de la plataforma. Para el ensayo semanal durante las cuatro
semanas después del trasplante, el ANOVA global desvel6 significativos efectos del tratamiento principal (F2, 21 =
15,19, p < 0,0001) (Figura 9). Las dosis mayores de 200.000 y 100.000 células promovieron el empleo de tiempos
significativamente mas largos en el area de la plataforma que la dosis baja de 40.000 células (p < 0,01). Los gastos
de tiempo en el area de la plataforma aumentaron significativamente en cada una de las cuatro semanas después
del trasplante en comparacion con el valor inicial (p < 0,0001), con una tendencia hacia una mejora superior durante
el tiempo donde los animales trasplantados llevaron a cabo mejor a las 3 y 4 semanas después del trasplante en
comparacion con 1y 2 semanas después del trasplante (p < 0,0001). Los ensayos posthoc desvelaron que dosis
mayores de 200.000 y 100.000 produjeron gastos de tiempo significativamente mas largos en el area de la
plataforma que la dosis baja de 40.000 células a lo largo del periodo de 4 semanas después del trasplante (p < 0,05)
(Figura 10).

Ejemplo 2: Resultados de MCAI — semanalmente durante cuatro semanas después del trasplante.

Los animales del ensayo experimentaron el procedimiento MCAI tal como se ha descrito anteriormente, y se
sometieron a evaluacion semanalmente durante cuatro semanas después del trasplante con los siguientes
resultados.

EBST: Para el ensayo semanal durante las cuatro semanas después del trasplante, el ANOVA completo desveld
significativos efectos del tratamiento principal (F2, 24 = 76,30, p < 0,0001) (Figura 11). Las dosis mayores de
200.000 y 100.000 células produjeron una recuperacion superior de la asimetria motora que la dosis baja de 40.000
células (p < 0,0001). La asimetria motora se redujo significativamente en cada una de las cuatro semanas después
del trasplante en comparacion con el valor inicial (p < 0,0001), desplegandose una recuperacion superior a las 2, 3, y
4 semanas después del trasplante. Los ensayos posthoc desvelaron que dosis de células mayores redujeron
significativamente la asimetria motora mejor que la dosis baja, con efectos dependientes de la dosis (200.000 >
100.000 > 40.000) observados a 1 semana después del trasplante (p < 0,05) (Figura 12).

Ensayo de Bederson: Para el ensayo semanal durante cuatro semanas después del trasplante, el ANOVA completo
desvel6 significativos efectos del tratamiento principal (F2, 24 = 3,65, p < 0,05) (Figura 13). La dosis mas elevada de
200.000 células promovidé una mejora superior en las puntuaciones de déficit neurolégico que la dosis baja de
40.000 ceélulas. (Figura 13). Las mejoras en las puntuaciones de déficit neurolégico se redujeron significativamente
en cada una de las cuatro semanas después del trasplante en comparacién con el valor inicial (p < 0,0001) y fueron
estables en el tiempo ya que no hubo diferencias significativas entre las dosis de células a través de las
puntuaciones neuroldgicas efectuadas semanalmente (p > 0,005). Los ensayos posthoc desvelaron que la dosis mas
elevada de 200.000 células produjo una recuperacion superior que la dosis baja de 40.000 células a las 3 y 4
semanas (p < 0,01); no se encontraron otras diferencias significativas entre las dosis de células en los puntos
temporales iniciales después del trasplante (p > 0,05) (Figura 14)
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Adquisicion de MWM: Para el ensayo semanal durante las cuatro semanas después del trasplante, el ANOVA
completo no desvelo significativos efectos del tratamiento principal (F2, 24 = 5,78-16, p > 0,05) (Figura 15). Parece
existir una tendencia hacia un tiempo de adquisicion de MWM mas largo durante las 4 semanas después del
trasplante tal como desvelaron los tiempos de adquisicion mas largos a las 1, 2, 3 y 4 semanas después del
trasplante en comparacioén con el valor inicial (p < 0,0001) (Figura 16).

Ensayo de prueba de MWM: Tiempo para encontrar la plataforma. Para el ensayo semanal durante las cuatro
semanas después del trasplante, el ANOVA completo no desvel6 significativos efectos del tratamiento principal (F2,
24 = 0,62, p = 0,55) (Figura 17). Durante el tiempo después del trasplante, se sefalaron tiempos significativamente
mas largos en la localizacién de la plataforma (p < 0,001) (Figura 18).

Ensayo de prueba de MWM. Tiempo pasado en el area de la plataforma. Para el ensayo semanal durante las cuatro
semanas después del trasplante, el ANOVA completo no desvelo significativos efectos del tratamiento principal (F2,
24 = 2,01, p = 0,16) (Figura 19). Aunque hubo una tendencia de tiempos mas largos pasados en el area de la
plataforma durante el periodo de 4 semanas después del trasplante en comparacion con el valor inicial (p < 0,001),
se observaron solo efectos transitorios dependientes de la dosis a 1 semana después del trasplante (p < 0,05), y no
en los otros periodos de tiempo de ensayo semanalmente (p > 0,05) (Figura 20).

Ejemplo 3: Resultados de TGl — Semanalmente durante cuatro semanas después del trasplante

Los animales de ensayo experimentaron el procedimiento TGl tal como se ha descrito anteriormente, y se
sometieron a evaluacion semanalmente durante cuatro semanas después del trasplante con los siguientes
resultados.

Ensayo de Bederson; Para el ensayo semanal durante las cuatro semanas después del trasplante, el ANOVA
completo desveld significativos efectos del tratamiento principal (F2, 23 = 47,33, p < 0,001) (Figura 21). Las dosis
mayores de 200.000 y 100.000 células promovieron una mejora superior en las puntuaciones de déficit neurolégico
que la dosis baja de 40.000 células (p < 0,0001). Las mejoras en las puntuaciones de déficit neurolégico se
redujeron significativamente en cada una de las cuatro semanas después del trasplante en comparacion con el valor
inicial (p < 0,0001). Los ensayos posthoc desvelaron que la reduccion significativa en las puntuaciones de déficit
neurolégico a 1 semana después del trasplante no difieren a través de las tres dosis de células, pero las dosis
elevadas de 100.000 y 200.000 produjeron una recuperacion superior que la dosis baja de 40.000 células alas 2, 3 y
4 semanas (p < 0,005) y se observaron efectos dependientes de la dosis (200.000 > 100.000 > 40.000) a las 4
semanas después del trasplante (p < 0,05) (Figura 22).

Adquisicion de MWM. Para el ensayo semanal durante las cuatro semanas después del trasplante, el ANOVA
completo desvelo significativos efectos del tratamiento principal (F2, 23 = 9,88, p < 0,001) (Figura 23). Sin embargo,
este significativo efecto del tratamiento se consiguié solo debido a que la dosis mas elevada de 200.000 células
produjo una mejora transitoria significativa en la adquisicién de tareas a 1 semana después del trasplante en
comparacion con las otras dos dosis de 100.000 y 40.000 células (p < 0,005). Posteriormente, se sefialaron tiempos
de adquisicion mas largos a las 2, 3 y 4 semanas después del trasplante en comparacion con el valor inicial y 1
semana después del trasplante (p < 0,005) (Figura 24).

Ensayo de prueba de MWM. Tiempo para encontrar la plataforma. Para el ensayo semanal durante las cuatro
semanas después del trasplante, el ANOVA completo desveld significativos efectos del tratamiento principal (F2, 23
= 30,98, p < 0,0001) (Figura 25). Las dosis mayores de 200.000 y 100.000 células promovieron un tiempo de
localizacion significativamente mas corto de la plataforma que la dosis baja de 40. 00 células (p < 0,0001). Las
mejoras en el tiempo para encontrar la plataforma se redujeron significativamente en cada una de las cuatro
semanas después del trasplante en comparaciéon con el valor inicial (p < 0,0001), con una tendencia hacia una
mejora superior durante el tiempo donde los animales trasplantados llevaron a cabo mejor a las 3 y 4 semanas
después del trasplante en comparacion con 1 y 2 semanas después del trasplante (p < 0,0001). Los ensayos
posthoc desvelaron que la dosis mayor de 200.000 células produjo tiempos significativamente mas cortos para
encontrar la plataforma que las otras dosis de 100.000 y 40.000 células a las 2 y 3 semanas después del periodo de
trasplante (p < 0,05), mientras que las dos dosis mayores ejercieron una mejora superior para encontrar la
plataforma en comparacién con la dosis de células baja a las 4 semanas después del trasplante (p < 0,05) (Figura
26).

Ensayo de prueba de MWM: Tiempo pasado en el area de la plataforma. Para el ensayo semanal durante las cuatro
semanas después del trasplante, el ANOVA completo desvel6 significativos efectos del tratamiento principal (F2, 23
= 54,06, p < 0,0001) (Figura 27). Se observaron significativos efectos dependientes de la dosis (200.000 > 100.000 >
40.000 durante el periodo de 4 semanas después del trasplante (p < 0,0001). Ademas, durante el periodo de 4
semanas después del trasplante, se pasaron tiempos mas largos en el area de la plataforma (p < 0,0001). Los
ensayos posthoc desvelaron que las dosis mayores de 200.000 y 100.000 produjeron tiempos pasados en el area de
la plataforma significativamente mas largos que la dosis baja de 40.000 células a las 3 y 4 semanas después del
periodo de trasplante (p < 0,05). A las 2 semanas después del trasplante, solo la dosis de células mas elevada
produjo un tiempo pasado en el area de la plataforma significativamente mas largo en comparacion con las otras dos
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dosis de células (p < 0,05) (Figura 28).
Ejemplo 4: Examen histolégico a las 5 semanas después del trasplante

Los animales seleccionados de forma aleatoria se sometieron a eutanasia a las 5 semanas después del trasplante
(véase la Tabla 3). Los examenes histologicos se limitaron a las 2-3 muestras de cerebro de cada dosis y tipo de
ictus. De acuerdo con esto, se llevaron a cabo los analisis cuantitativos sobre la supervivencia y la migracion del
injerto basandose en la epifluorescencia de GFP. Para los otros parametros histologicos, especificamente utilizando
diferentes marcadores de anticuerpos para detectar la expresion fenotipica, solo se proporciona una descripcion
general.

Supervivencia del injerto de NPC. La epifluorescencia de GFP desvelo la supervivencia del injerto dependiente de la
dosis (200.000 > 100.000 > 40.000) a través de los tres tipos de ictus (F8, 32 = 33,9, p < 0,0001) (Figura 29). Los
recuentos de células promedio desvelaron células positivas para GFP que la dosis menor de 40.000 células dieron
como cifras bajas de supervivencia de injertos positivos para GFP, aunque ambas dosis mayores de 100.000 y
200.000 dieron como resultado numeros mayores de supervivencia de injertos positivos para GFP. Estas
observaciones fueron consistentes para los animales trasplantados con MCAo, MCAI y TGI. Sin embargo, cuando se
calcularon los porcentajes para cada dosis de células, no se obtuvieron diferencias significativas (F8, 32 = 1,67, p >
0,05) (Figura 30) en el porcentaje de supervivencia del injerto a través de las 3 dosis.

TABLA 3. Histologia cinco semanas después del trasplante

Tipo de injerto Dosis de células Tipo de ictus Tamafio de la muestra
NPC 40.000 MCAo 4
MCAI 5
TGI
100.000 MCAo 5
MCAI 5
200.000 MCAo 5
MCAI 5
TGI 4

Correlaciones positivas entre la supervivencia del injerto y la recuperacion funcional: Los analisis de regresion
desvelaron que cuanto mayor es el nimero de injertos de NPC que sobreviven (200.000 > 100.000 > 40.000)
superior es la mejora funcional (Figura 31)

Migracion del injerto de NPC: La epifluorescencia de GFO desveld que la mayoria (aprox. 55%-85%) de las células
trasplantadas permanecio en el sitio de trasplante original (Figura 32). En los animales trasplantados con MCAOo,
algunas células positivas para GFP podrian identificarse faciimente en los sitios de trasplante estriatal originales
(62%); en animales trasplantados con MCAI, las células positivas para GFP permanecieron en los sitios de
trasplante cortical originales (86%). Sin embargo, parece que los animales trasplantados con MCAo y MCAI
presentaron mas migracion de células injertadas en comparacion con los animales trasplantados con TGI. No
obstante, cuando se observoé la migracion, las células injertadas permanecieron en el area diana general, en que se
observé la migracion del injerto en MCAo en el cuerpo estriado, en MCAI en el interior de la corteza, y en TGI, en el
interior del hipocampo. La migracion del injerto en MCAo y MCAI se caracterizé por células injertadas que revestian
la penumbra isquémica en el cuerpo estriado y la corteza, respectivamente. Ademas, para MCAo, se observo una
migracion de células medial a lateral (1,8 mm) y dorsal a ventral (2,3 mm) a lo largo de la penumbra isquémica
estriatal. Para MCAI, se observé una migracion de células medial a lateral (4,4 mm). Para los animales trasplantados
con TGl, la migracién del injerto se caracterizé por SBDP positivas para GFP identificadas en las regiones CA2 y
CA3 (1,6 mmy 0,7 mm de separacion, respectivamente, desde el sitio de trasplante de CA1 original).

Expresion fenotipica de NPC: Las células NPC injertadas fueron positivas para GFAP (aproximadamente 5%) y muy
pocas células (2-5 células por cerebro) fueron también positivas para NeuN. Ambos marcadores se localizaron
simultaneamente con GFP. Estas observaciones fueron consistentes para todas las dosis y los tres tipos de ictus.

Ejemplo 5: Resultados de MCAo a las doce semanas después del trasplante

A las doce semanas después del trasplante, los animales del ensayo que experimentaron el procedimiento TGl tal
como se ha descrito anteriormente se sometieron a evaluacion con los resultados siguientes.

EBST: Para el ensayo de 12 semanas después del trasplante, el ANOVA completo desvelo significativos efectos del

tratamiento principal (F2, 9 = 11,84, p < 0,005) (Figura 32). El ensayo posthoc desvel6 asimetria motora
significativamente reducida a las 12 semanas después del trasplante en comparacion con el valor inicial (p < 0,001).
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Ensayo de Bederson: Para el ensayo de 12 semanas después del trasplante, el ANOVA completo desveld
significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 41,83, p < 0,001) (Figura 32). El ensayo posthoc desveld
déficits neurolégicos significativamente reducidos a las 12 semanas después del trasplante en comparacion con el
valor inicial (p < 0,001).

Adquisicion de MWM: para el ensayo de 12 semanas después del trasplante, el ANOVA completo no desveld
significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 0,36, p = 0,71) (Figura 33). Estos resultados no indicaron
diferencias significativas en la adquisicion de MWM entre el valor inicial y 12 semanas después del trasplante.

Ensayo de prueba de MWM: Tiempo para encontrar la plataforma. Para el ensayo de 12 semanas después del
trasplante, el ANOVA completo desvelo significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 6,18, p < 0,05) (Figura
33). El ensayo posthoc desvel6 un tiempo para encontrar la plataforma significativamente reducido a las 12 semanas
después del trasplante en comparacion con el valor inicial (p < 0,001).

Ensayo de prueba de MWM. Tiempo pasado sobre el area de la plataforma. Para el ensayo de 12 semanas después
del trasplante, el ANOVA completo desvel6 significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 6,18, p < 0,05)
(Figura 33). El ensayo posthoc un tiempo en el area de la plataforma significativamente aumentado a las 12
semanas después del trasplante en comparacion con el valor inicial (p < 0,001).

Ejemplo 6: resultados de MCAI a las doce semanas después del trasplante

A las doce semanas después del trasplante, los animales del ensayo que experimentaron el procedimiento MCAI se
sometieron a evaluacion con los siguientes resultados.

EBST. Para el ensayo de 12 semanas después del trasplante, el ANOVA completo desvelo significativos efectos del
tratamiento principal (F2, 9 = 23,02, p < 0,0005) (Figura 34). El ensayo posthoc desvel6 asimetria motora
significativamente reducida a las 12 semanas después del trasplante en comparacioén con el valor inicial (p <
0,0001).

Ensayo de Bederson: Para el ensayo de 12 semanas después del trasplante, el ANOVA completo desveld
significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 9,29, p < 0,01) (Figura 34). El ensayo posthoc desvelé déficits
neurolégicos significativamente reducidos a las 12 semanas después del trasplante en comparaciéon con el valor
inicial (p < 0,0001).

Adquisicion de MWM: Para el ensayo de 12 semanas después del trasplante. EI ANOVA completo no desveld
significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 1,37, p = 0,30) (Figura 35). Estos resultados no indican
diferencias significativas en la adquisicion de MWM entre el valor inicial y las 12 semanas después del trasplante.

Ensayo de prueba de MWM: Tiempo para encontrar la plataforma. Para el ensayo de 12 semanas después del
trasplante, el ANOVA completo no desveld significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 0,26, p = 0,78)
(Figura 35). Estos resultados no indican diferencias significativas en el ensayo de prueba de MWM, es decir, con la
plataforma disponible, entre el valor inicial y las 12 semanas después del trasplante.

Ensayo de prueba de MWM: Tiempo pasado sobre el area de la plataforma. Para el ensayo de 12 semanas después
del trasplante, el ANOVA completo no desvel6 significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 0,15, p = 0,86)
(Figura 35). Estos resultados no indican significativas diferencias en el ensayo de prueba de MWM, es decir, sin la
plataforma, entre el valor inicial y las 12 semanas después del trasplante.

Ejemplo 7: Resultados del TGl a las doce semanas después del trasplante

A las doce semanas después del trasplante, los animales del ensayo que experimentaron el procedimiento TGl tal
como se ha descrito anteriormente se sometieron a evaluacion con los siguientes resultados.

Ensayo de Bederson: Para el ensayo de 12 semanas después del trasplante, el ANOVA completo desveld
significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 184,02, p < 0,0001) (Figura 36). El ensayo posthoc desveld
déficits neurolégicos significativamente reducidos a las 12 semanas después del trasplante en comparacion con el
valor inicial (p < 0,0001).

Adquisicion de MWM. Para el ensayo de 12 semanas después del trasplante, el ANOVA completo no desveld
significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 0,31, p = 0,74) (Figura 37). Estos resultados no indican
diferencias significativas en la adquisicion de MWM entre el valor inicial y las 12 semanas después del trasplante.

Ensayo de prueba de MWM; Tiempo para encontrar la plataforma. Para el ensayo de 12 semanas después del
trasplante, el ANOVA completo desvelo significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 5,14, p < 0,05) (Figura
37). El ensayo posthoc desvel6 un tiempo para encontrar la plataforma significativamente reducido a las 12 semanas
después del trasplante en comparacion con el valor inicial (p < 0,0001).
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Ensayo de prueba de MWM: Tiempo pasado sobre el area de la plataforma. Para el ensayo de 12 semanas después
del trasplante, el ANOVA completo desvel6 significativos efectos del tratamiento principal (F2, 9 = 4,39, p < 0,05)
(Figura 37). El ensayo posthoc desveld un tiempo en el area de la plataforma significativamente aumentado a las 12
semanas después del trasplante en comparacion con el valor inicial (p < 0,0001).

Ejemplo 8: Examen histolégico a las 12 semanas después del trasplante

Los animales restantes se sometieron a eutanasia a las 12 semanas después del trasplante (véase la Tabla 4). Se
llevaron a cabo los analisis cuantitativos de la supervivencia y la migracion del injerto basandose en la
epifluorescencia de GFP y otros parametros inmunohistoquimicos, especificamente, utilizando diferentes
marcadores de anticuerpos para detectar la expresion fenotipica.

TABLA 4. Histologia doce semanas después del trasplante

Tipo de injerto Dosis de células Tipo de ictus Tamafio de la muestra
NPC 40.000 MCAo
MCAI

TGI
100.000 MCAo
MCAI

TGI
200.000 MCAo
MCAI

TGI

AP D

Supervivencia del injerto de NPC: La epifluorescencia de GFP desvelo una supervivencia parcial del injerto
dependiente de la dosis (200.000 = 100.000 > 40.000) a través de los tres tipos de ictus (F8, 27 = 14,88, p < 0,0001)
(Figura 38). Los recuentos de células promedio de las células positivas para GFP desvelaron que la dosis menor de
40.000 dio como resultado cifras bajas de injertos positivos para GFP que sobrevivian, mientras que las dosis
mayores de 100.000 y 200.000 dieron como resultado nimeros mayores de injertos positivos para GFP que
sobrevivian. Estas observaciones fueron consistentes para los animales trasplantados con MCAo, MCAI y TGI. Sin
embargo, cuando se calcularon los porcentajes de cada dosis de células, no se obtuvieron diferencias significativas
(F8, 27 = 1,37, p > 0,05) (Figura 39) en el porcentaje de supervivencia de los injertos a través de las 3 dosis. Esto
sugiere que el porcentaje de supervivencia del injerto a dosis bajas y altas se mantuvo, potencialmente por
inmunosupresion de CsA.

Migracion del injerto de NPC: De acuerdo con los resultados de la histologia de 5 semanas, la epifluorescencia de
GFP desvel6 que la mayoria (aprox. 655-90%) de las células trasplantadas permanecieron en el sitio del trasplante
original. En los animales trasplantados con MCAo, podian identificarse faciimente algunas células positivas para
GFP en los sitios de trasplante estriatales originales (72%), en los animales trasplantados con MCAI, las células
positivas para GFP permanecieron en los sitios de trasplante cortical originales (64%), y; en los animales
trasplantados con TGlI, las células positivas para GFP permanecieron en los sitios hipocampicos originales (91%).
Parece que los animales trasplantados con MCAo y MCAI presentaron mas migracion de células injertadas en
comparacion con los animales trasplantados con TGIl. Ademas, cuando se observé la migracion, las células
injertadas permanecieron en el area diana general, en que se observo la migracion del injerto en MCAo en el interior
del cuerpo estriado, en MCAI en el interior de la corteza, y en TGl en el interior del hipocampo. Ademas la migracion
del injerto en MCAo y MCAI se caracterizo por células injertadas que revestian la penumbra isquémica en el cuerpo
estriado y la corteza, respectivamente. Ademas, para MCAo, se observd una migracion de células medial a lateral
(2,0 mm) y dorsal a ventral (25 mm) de células a lo largo de la penumbra isquémica estriatal. Para MCAI, se observo
una migracion de células medial a lateral ($,5 mm). Para los animales trasplantados con TGI, la migracion del injerto
se caracterizd por SBDP positivas para GFP identificadas en las regiones CA2 y CA3 (1,6 mm y 0,8 mm de
separacion, respectivamente, desde el sitio de trasplante CA1 original).

Expresion fenotipica de NPC: con respecto a los tipos de ictus y a las dosis, la tasa de supervivencia aproximada es
del 15%: en estos sitios de trasplante originales, la mayoria de las células retienen su apariencia globulosa, y no son
positivas para NeuN o GFAP. Sin embargo, en los animales trasplantados con MCAo, unas pocas de estas células
presentan NeuN y GFAP. Se detectaron células positivas para GFP que migraron a lo largo de la penumbra estriatal,
la penumbra cortical y CA3 de MCAo, MCAI, y animales trasplantados con TGI, respectivamente. A su vez, la
inmunotincion de NeuN desvela que estas células expresan dicho marcador para las neuronas maduras.
Globalmente, aproximadamente un 25% de células positivas para GFP que sobreviven son positivas para NeuN con
respecto a lo tipos de ictus y dosis; en las células que han migrado lejos del sitio del trasplante, aproximadamente un
60% son positivas para NeuN. Estas células presentan morfologia neuronal, caracterizada por procesos elaborados
y largos, que son abundantes en animales trasplantados con MCAo. Ademas, el microscopio de epifluorescencia de
GFP desvelo que se encuentra distinta morfologia neuronal en cada tipo de ictus, asi como un contacto célula a
célula en el injerto de NPC. Algunas células (aproximadamente un 5% del total y con respecto a los tipos de ictus y a
las dosis) presentan la morfologia de célula glial que se confirmé mediante la tincion de GFAP. La mayoria, si no
todas, de las células positivas para GFAP se encontraron proximas o en el interior de vasos sanguineos.
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Patologia del tejido hospedador de injerto. No hubo evidencias de formacion de tumor utilizando la tincion de Nissl
en el cuerpo estriado; la corteza, o el hipocampo.

Ejemplo 9. Ensayo de NPC adicional en modelos de ictus

El objetivo de este estudio fue examinar los beneficios terapéuticos de las NPC en animales con ictus. Se utilizaron
los ensayos conductuales para desvelar las funciones motoras y neurolégicas de los animales con ictus
trasplantados. El trasplante se llevd a cabo 1 mes después del ictus, y los animales se sometieron a
inmunosupresion diariamente con ciclosporina-A (CsA, 10 mg/kg, i.p.) a lo largo del tiempo de supervivencia de un
mes después del trasplante. EI comportamiento locomotor y neuroldgico de las ratas trasplantadas se caracterizé en
los dias 7, 14 y 28 después del trasplante. El resultado del trasplante satisfactorio, tal como se desvel6 mediante la
determinacion de un intervalo de dosis de NPC eficaz, se evalud utilizando el comportamiento locomotor y el
comportamiento neurolégico.

Hubo 3 condiciones de tratamiento. 0 (medio solo), dosis baja de 90k de NPC, y dosis alta de 180 k de NPC, el
numero de animales para cada condicidon de tratamiento correspondié a un tamafio de muestra requerido para los
analisis estadisticos (n010 por grupo). Los animales que no alcanzaron los criterios para los déficits conductuales
(actividad de balanceo sesgada un 75% y una puntuacion de 2,5 en el examen neuroldgico) no se incluyeron en el
estudio, Normalmente, la mayor parte de animales con ictus alcanzé dichos criterios, con al menos 8 sujetos
necesarios para proporcionar analisis estadisticos conclusivos. Todos los animales se sometieron a
inmunosupresion (10 mg/kg de CsA, i.p., diariamente) a lo largo del estudio.

Todos los animales recibieron inicialmente cirugia de ictus con MCAo. A las cuatro semanas después de la cirugia,
los animales se ensayaron con el EBST, seguido una hora después por el examen neurolégico de Bederson. Solo
los animales que presentaron significativos déficits motores y neurolégicos se utilizaron posteriormente para la
cirugia de trasplante y se asignaron de forma aleatoria a uno de los siguientes tratamientos:

TABLA 5. CONDICIONES DE TRATAMIENTO

Tipo de injerto Dosis de células Tipo de ictus Tamano de la muestra
NPC 90.000 MCAo 10
NPC 180.000 MCAo 10
Vehiculo 0 MCAo 10

Leyenda: Todos los animales experimentaron cirugia de ictus, recibieron
Trasplantes estriatales (MCAo0) y se trataron con CsA crénica.

Los animales se introdujeron de nuevo a la misma bateria de ensayos conductuales en los dias 7, 14 y 28 después
del trasplante. Por claridad, se proporciona a continuacion un diagrama esquematico.

TABLA 6 LINEA TEMPORAL DE LOS PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Cirugia de ictus

Ensayo conductuales (Un mes después del ictus; solo se incluyen a partir ahora en el estudio los animales
que alcanzaron y excedieron los criterios)

Trasplante (1 mes después del estudio)

Ensayo conductuales (dias 7, 14 y 28 después del trasplante)

Todos los procedimientos quirdrgicos se llevaron a cabo en condiciones asépticas. Los animales se sometieron a
anestesia con equitesina (300 mg/kg, i.p.) y se comprobaron para los reflejos de dolor. Bajo anestesia profunda, los
animales se sometieron a cirugia de oclusion con MCA. La técnica de oclusién con MCA implica la insercion de un
filamento de sutura a través de la arteria carétida para alcanzar la union de la MCA, bloqueando de esta manera el
flujo de sangre procedente de la arteria carétida comun, asi como del circulo de Willis. La arteria carétida comun
derecha se identificé y aisl6 a través de una incision cervical de la linea media ventral. El tamafio del filamento era
de 4-0, preparado a partir de sutura estéril, no absorbible (Ethicon, Inc), con el diametro de la punta cénica de la
sutura con un tamafo de calibre 24 a 26 utilizando un cemento de caucho. Aproximadamente 15 a 17 mm de
filamento de la sutura se insertaron desde la unién de las arterias carétidas externa e interna para bloquear la MCA.
La MCA derecha se ocluy6 durante una hora; una hora de oclusion de la MCA da como resultado generalmente un
infarto maximo. Ademas, la longitud y el tamafo de la punta del émbolo se ha encontrado que produce una oclusion
de MCA completa en animales que pesan entre 250 y 350 g. Una manta calefactora y un termémetro rectal
promueven el mantenimiento de la temperatura corporal en los limites normales. Para determinar la oclusion y la
reperfusion satisfactorias, se utilizé un laser Doppler. La sonda Doppler se colocé al nivel del duramen directamente
por encima de la de la region estriatal del infarto esperada (AP: +2,0, ML: £ 2,0, y DV: -4,0 mm) para medir el flujo de
sangre cerebral antes, durante y después de la oclusion.
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Todos los procedimientos quirdrgicos se llevaron a cabo en condiciones asépticas. Bajo anestesia de equitesina (3
ml/kg i.p) (los animales se comprobaron para los reflejos de dolor), se implantaron a los animales las NPC o el
vehiculo directamente en el cuerpo estriado (0,5 mm anterior a bregma, 2,8 mm lateral a la linea media y 5,0 mm por
debajo de la superficie dural) utilizando una canula para implante del calibre 28. Las NPC humanas criopreservadas
se obtuvieron de SanBio, Inc, y se descongelaron justo antes de la cirugia de trasplante. Se llevaron a cabo los
recuentos celulares de viabilidad, utilizando el método de exclusidon del Azul Tripano, antes del trasplante e
inmediatamente después del trasplante del ultimo animal receptor. Las dosificaciones celulares predeterminadas
(90.000 y 180.000) se basaron en estudios pilotos que demostraban que estas dosificaciones estan comprendidas
en el intervalo de dosificacion terapéuticamente eficaz.

Se llevo a cabo la cirugia de trasplante en las 2 horas después de la descongelacion de las células. La velocidad de
infusiéon fue de 1 pl de disolucién de células por minuto. Tras la infusién, se permitié un periodo de absorcién de 3
minutos antes de que la aguja se retrajera. Se utilizé un pase de aguja, pero hubo 3 depésitos dorsoventrales, donde
cada sitio recibio 3 pl de disolucion de células: Una manta calefactora y un termémetro rectal mantuvieron la
temperatura corporal a aproximadamente 37° C durante la cirugia y tras la recuperacion de la anestesia.

La cirugia de ictus con MCAo de una hora produjo desequilibrios conductuales consistentes a un mes después del
ictus como se desveld por la actividad de balanceo significativamente sesgada y los déficits neurolégicos en el EBST
y el examen de Bederson, respectivamente, en comparacion con el comportamiento previo al ictus de los animales
en ambos ensayos. Las comparacion por parejas entre el comportamiento posterior al ictus y previo al ictus
desvelaron significativos desequilibrios en ambos ensayos (p < 0,0001) en todos los animales con ictus incluidos es
este estudio.

Tras las asignaciones aleatorias de los animales con ictus, a cualquier vehiculo, dosis baja de 90k de NPC, o dosis
alta de 180 k de NPC, el ANOVA desveld significativos efectos del tratamiento para ambos ensayos (p < 0,0001).
Las comparaciones por parejas entre grupos de tratamiento desvelaron que los animales con ictus, tanto
inicialmente como 7 dias después del trasplante fueron trasplantados con NPC, sin tener en cuenta la dosis,
presentaron significativas mejoras de los déficits conductuales en comparacién con los animales con ictus tratados
con vehiculo (p < 0,05). Esta recuperacion conductual de los animales con ictus a los que se trasplantaron NPC fue
mantenida al dia 14 y al dia 28 después del trasplante, en que las GFU de NPC sin tener en cuenta de nuevo la
dosis, promovieron una significativa atenuacion de los desequilibrios motores y neurolégicos en comparacion con el
vehiculo de tratamiento (p < 0,0001). EI examen mas cercano de las dos dosis de NPC desveld que la dosis alta de
180k produjo una significativa mejora superior de los déficits conductuales en comparacién con la dosis baja de 90k
a lo largo de todos los dias del ensayo posteriores al trasplante para EBST (p < 0,01), y en los dias 14 y 28 dias del
ensayo después del trasplante para Bederson (p < 0,0005). En las Figuras 44-45 se muestran los resultados.

Los presentes datos conductuales demostraron los sélidos beneficios terapéuticos de las NPC en que la
recuperacion conductual que se detecto tan pronto como el dia 7 después del trasplante. Los resultados desvelaron
ademas que el resultado positivo de los injertos de NPC fue estable hasta el dia 28 después del trasplante (periodo
de corte del estudio). Aunque una dosis baja y alta de NPC promovié beneficios funcionales, la dosis alta
proporcioné una recuperacion conductual significativamente mejor que la dosis baja.

Todos los animales con ictus en este estudio se sometieron a inmunosupresiéon. Como los animales con ictus
tratados con vehiculo no presentan ninguna recuperacion conductual observable, esto eliminé los posibles efectos
beneficiosos de confusién de las CsA inmunosupresoras tal como se ha observado anteriormente en los estudios
que incorporan la administracién del farmaco en un periodo previo al ictus, durante o inmediatamente después del
ictus. La recuperacion conductual observada se limita a animales con ictus a los que se han trasplantado NPC, lo
que indica que la fuente de los efectos terapéuticos no es probable que sea la inmunosupresion per se, sino que
proceda de las células injertadas.

Se llevaron a cabo las tinciones de la hematoxilina y Eosina (H&E) y la tincién de Nissl para medir el area maxima
infartada en cada animal utilizando un sistema de formacién de imagenes NIH. Para calcular el volumen del infarto,
se ut2ilizé la siguiente férmula = 2 mm (grosor de la oblea) x [suma del area del infarto en las obleas de cerebro
(mm9)].

Un mes después del trasplante, los animales seleccionados de forma aleatoria se sometieron a eutanasia para la
inmunohistoquimica. Se procesaron los tejidos utilizando el método ABC normalizado que utiliza los siguientes
procedimientos. Se examinaron tejidos seccionados con cryostat de 20 pm a un aumento de 4X y se digitalizaron
utilizando un programa informatico con herramientas de imagen basado en PC. Las secciones de cerebro se
codificaron enmascaradas y se utilizé la formula de Abercrombie para calcular el ndmero total de células
inmunopositivas.

Se evalud la supervivencia de las NPC tras el trasplante utilizando el anticuerpo HuNu especifico humano
monoclonal, marcadores superficiales de células humanas que no reaccionan en cruzado con marcadores
superficiales de células de roedores u otras proteinas de roedores. Para detectar la expresion del fenotipo neuronal,
glial y oligodendrocitico en injertos celulares, se utilizd el analisis inmunohistoquimico, Neu-N y GFAP,
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respectivamente. Estos marcadores superficiales celulares desvelaron también la migracion de las NPC injertadas.

Generalmente, las NPC sobrevivieron bien en el cuerpo estriado con unas pocas neuronas positivas para la
expresion de MAP2 a 1 mes después del trasplante. La supervivencia del injerto no difiere significativamente entre
los dos niveles de dosis de las NPC. Las NPC redujeron la pérdida de células isquémicas en la penumbra del ictus.
Los dos niveles de dosis mostraron casi la misma extension de los efectos del neurorescate. En las Figuras 46-48 se
presentan los datos de estos analisis.

H. EJEMPLOS DE MNC

Los ejemplos que se muestran a continuacion se entiende que son ilustrativos y de ninguna manera limitantes, del
alcance de la presente invencion.

Procedimientos experimentales

Cultivo de MASC e induccion neuronal

Se aislaron las MASC a partir de ratas Wistar generalmente tal como se ha descrito anteriormente en S. Azizi y col.
"Engraftment and migration of human bone marrow stromal cells implanted in the brains of albino rats-similarities to
astrocyte grafts." Proc Natl Acad Sci U S A, 1998; 95: 3908-13. Las MASC se marcaron con proteina fluorescente
verde (GFP) por infeccion retrovirica utilizando el vector pBabe neo-GFP generalmente tal como se describe en M.
Dezawa y col., "Sciatic nerve regeneration in rats induced by transplantation of in vitro differentiated bone-marrow
stromal cells." Eur J Neurosci. 2001; 14: 1771-6.

La induccion neuronal de MASC es generalmente tal como se describe en M. Dezawa y col., "Specific induction of
neuronal cells from bone-marrow stromal cells and application for autologous transplantation J Clin Invest. 2004; 113:
1701-10. De forma breve, un vector (pCl neo-NICD) que contenia el dominio intracelular Notch (NICD) se transfectd
en MASC utilizando Lipofectamin2000 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). Se seleccionaron las células mediante G418
tras 11 dias. Para la induccion de las MNC, las MASC transfectadas con NICD se subcultivaron una vez (confluencia
del 60-70%) y se incubaron en medio alfa-MEM que contenia 10% de FBS, 5 pm de FSK (Calbiochem, La Jolla,
California), 10 ng/ml de bFGF (Peprotech, London, Reino Unido) y 10 ng/ml de CNTF (R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota). Cinco dias después, las células se trasplantaron en el modelo de rata MCAo. Para caracterizar las MNC
inducidas in vitro, se llevé a cabo la inmunocitoquimica. Se utilizaron un anticuerpo dirigido contra MAP-2ab (Sigma,
St. Louis, Missouri), neurofilamento-M (NF-M) (Chemicon, Temecula, California) y beta-tubulina isotipo 3 (B-tubulina
3) (Sigma, St. Louis, Missouri) como marcadores neuronales, y un 90-95% de las MNC mostraron ser
inmunopositivas para estos marcadores.

Modelo MCAOQ en rata:

Ratas Wistar macho que pesaban 200-250 g se mantuvieron a temperatura ambiente (24° C) con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 h, y se proporcioné alimento y agua libremente. El procedimiento MCAO era una modificacion de los
método descritos en J. Koizumi y col., "Experimental studies of ischemic brain edema. 1. A new experimental model
of cerebral embolism in rats in Which recirculation can be introduced in the ischemic area." Jpn J Stroke. 1986; 8: 1-
8; y E. Longa y col., "Reversible middle cerebral artery occlusion without craniectomy in rats." Stroke. 1989; 20: 84-
91. De forma breve, bajo anestesia profunda inducida por una mezcla de 1,0-1,5% de halotano, 10% de O2 y aire,
se llevd a cabo una incisién cervical en la linea media, y se identificd la bifurcaciéon de la carétida izquierda. Una
sonda preparada con una sutura de nylon 4-0 con una cabeza revestida con caucho de silicona de un diametro de
0,3 mm se insert6 an la arteria carétida externa ligada y se hizo avanzar en la arteria carétida interna hasta una
posicion 16-18 mm desde la bifurcacion. Durante la cirugia, la temperatura rectal se mantuvo entre 37,5-38° C
utilizando una manta calentadora retroalimentada (BWT-100, Bio Research Center Co. Ltd., Tokio, Japdn). Se llevo
a cabo el andlisis del gas en sangre arterial 4 horas después de la oclusiéon mediante la extraccion de la sonda 10
mm.

Trasplante

En el dia 7 tras el procedimiento MCAO, se sometieron a anestesia las ratas con inyeccion intraperitoneal de 50
mg/kg de pentobarbital sédico y se colocaron en un marco estereotaxico. En un experimento preliminar, el area del
infarto se produjo en el area lateral desde aproximadamente 3,5 mm lateral a la linea media. Para el trasplante en el
parénquima cerebral no necrético, la suspension celular, compuesta por 8000-16000 células cultivadas es 3 ul de
solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4), se inyecto estereotaxicamente en el prosencéfalo izquierdo
desde las siguientes 3 localizaciones. + 2mm, 0 mm y -2 mm anterior a bregma, y 2 mm lateral a la linea media y a
una profundidad de 1,2 mm desde la superficie cortical en cada caso, los numeros totales de las células
trasplantadas fueron de 24000-48000.

Se prepararon tres grupos de animales; el grupo del control, que recibié solo PBS (sin trasplante de células) (n=7) el
grupo de las MASC, que experimento el trasplante de MASC intactas no tratadas (n=10), y el grupo de las NMC,
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donde se trasplantaron las MNC (n=10).

Ensayo conductual

Se evalud la gravedad del dafio neurolégico utilizando los siguientes ensayos: Ensayo de la barra de equilibrio,
Ensayo de colocaciéon de las extremidades y Ensayo del laberinto de agua de Morris. El ensayo de la barra de
equilibrio y el ensayo de colocacion de las patas se llevaron a cabo el dia 7 (justo antes del trasplante), 14, 21, 28 y
35 después de MCAO. El ensayo del laberinto de agua de Morris se llevd a cabo desde el dia 36 al 40 tras el
procedimiento de MCAO.

Ensayo de la barra de equilibrio

Se utilizo el ensayo de la barra de equilibrio para evaluar la funcion vestibulomotora gruesa, y se llevd a cabo
generalmente tal como se ha descrito anteriormente en C. Dixon et al., "A fluid percussion model of experimental
brain injury in the rat." J Neurosurg. 1987; 67: 110-9. La puntuacién se baso en los siguientes criterios: equilibrio con
una postura estacionaria con las patas en la parte superior de la barra: una puntuacién de 0; agarrando los lados de
la barra y/o movimiento tembloroso. 1; una o mas pata(s) resbalandose de la barra de equilibrio. 2: intentando
equilibrase en la barra, pero cayendo, 3; y cayendo de la barra de equilibro sin intentar equilibrarse o aguantando

Ensayo de colocacién de las extremidades

El ensayo de colocacion de las extremidades examina la integracion sensorimotora en las respuestas de colocacion
de las extremidades, los estimulos visuales, tactiles y proprioceptivos, y se llevé a cabo generalmente tal como se ha
descrito anteriormente en M. De Ryck y col. "Photochemical Stroke model: flunarizine prevents sensorimotor deficits
after neocortical infarcts in rats." Stroke, 1989; 20: 1383-1390. Se llevo a cabo también un ensayo de aduccion
proprioceptivo, generalmente de nuevo de acuerdo con los procedimientos esbozados en el articulo de De Ryck y
col. Para cada ensayo la puntuacién se basé en los siguientes criterios: colocacion inmediata y completa de la
extremidad: una puntuacion de 0; colocacion incompleta y/o retrasada (> 2 segundos), incluyendo intercaladas
agitando: 1; y sin agitacion. 2. Visual, tactil delantera y tactil lateral, se proporcionaron estimulos proprioceptivos al
prosenceéfalo derecho. Los estimulos tactiles delanteros y tactiles laterales y proprioceptivos se administraron a la
pata trasera derecha. Se llevaron a cabo los ensayos de aduccion propioceptivos en las patas delanteras y las patas
traseras. La puntuacion total varia de 0-18.

Ensayo del laberinto de agua de Morris

El ensayo del laberinto de agua de Morris es un método util para evaluar la funcién cognitiva. Se han notificado
algunas modificaciones de este ensayo. Se utilizé una version del ensayo notificada de forma general en A.
Fukunaga y col., "Differentiation and angiogenesis of central nervous system stem cells implanted with mesenchyme
into ischemic rat brain." Cell Transplant. 1999; 8: 435-41. Este ensayo se llevo a cabo desde el dia 36 al dia 40 tras
la MCAO. Se prepar6 una piscina (diametro 150 cm, profundidad 35 cm). Se localizé una plataforma de escape
(diametro 10 cm) 1 cm por debajo de la superficie del agua, que se volvié opaca y de color blanco lechoso: se
designaron cuatro puntos de partida alrededor del borde de la piscina como N, E, S y O. La plataforma se mantuvo
en la parte intermedia de un cuadrante, equidistante del centro y del borde de la piscina. Se liberé una rata en el
agua desde cada punto de partida y se dejé que nadara hasta que alcanzd la plataforma, y se registro el tiempo que
tardaba en alcanzar la plataforma (maximo de 120 segundos). Se adiestr6 a las ratas en la tarea utilizando dos
conjuntos de cuatro ensayos en cada uno de 5 dias consecutivos. Tras el primer conjunto en el quinto dia, en vez
del segundo conjunto, se llevé a cabo un ensayo de prueba espacial. Este ensayo es para estimar la retencion de
memoria a corto plazo. Se retir6 la plataforma y se dejo6 a la rata nadar durante 60 segundos y, se midié el numero
de veces que el animal cruzé el area de ubicacién de la plataforma. Se midié también el tiempo pasado en el
cuadrante donde se ubicaba la plataforma.

Analisis histolégico

En el dia 41 se sacrificaron las ratas con la administracion de una sobredosis de pentobarbital, y se perfundieron
transcardinalmente con solucion salina al 0,9% seguida por una solucién de fijacion de periodato-lisina-
paraformaldehido tal como se describe de forma general en |. McLean y col., "Periodate-lysine-paraformaldehyde
fixative. A new fixation for immunoelectron microscopy." J Histochem Cytochem. 1974; 22: 1077-83. El cerebro se
cortd en bloques coronales de 2 mm de grosor utilizando Brain Matrix (BAS Inc. Warwickshire, Reino Unido). Se
realizaron secciones de cryostat de 10 ym de grosor a partir de cada bloque. Las secciones se tifieron con
hematoxilina y eosina (H&E) para evaluar el area infartada. Las imagenes de las secciones se capturaron utilizando
una lente de objetivo 1 X con un microscopio optico y se trazaron las areas de la lesion utilizando Scion Image
(Scion Corporation, Frederick, MD). Se calculé el volumen del infarto de forma general tal como se describe en R.
Swanson y col., "A semiautomated method for measuring brain infarct volume." J Cereb Blood Flow Metab. 1990; 10:
290-29, y se expres6é como un porcentaje del volumen del hemisferio contralateral.
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Para la inmunotincién, se incubaron las secciones con anticuerpos primarios dirigidos contra MAP-2 (1:100,
Boehringer Mannheim, Alemania), B-tubulina 3 (1:400, Sigma, Missouri), NF-M (1:200, Boehringer Mannheim,
Alemania), Tuj-1 (1:100, BAbCO, CA), o GFAP (1:400, Dako, CA) a 4°C durante la noche. ANTICUERPO DIRIGIDO
CONTRA IgG de ratén conjugado con Alexa Fluor 546 (Molecular Probes, Eugene, OR) (para MAP-2) o anticuerpo
dirigido contra IgG de conejo (Molecular Probes, Eugene, OR) (para la B-tubulina 3, NF-M, Tuj-1 y GFAP) se utilizé
como anticuerpo secundario. Se usé TOTO-3 para la tincién nuclear. Se inspeccionaron los especimenes utilizando
el microscopio de barrido de laser confocal (CLMS) (Radiance 2000, Bio-Rad, Hertfordshire, Reino Unido).

En cada rata, se calculé el nimero total de células marcadas con GFP en el prosencéfalo completo. Se calculd
también de la misma manera el nimero de células marcadas con GFP.

Analisis estadistico

Los datos de la evaluacion conductual y los datos del volumen del infarto se analizaron utilizando medidas no
repetidas de ANOVA. Cuando los resultados fueron significativos (p < 0,05), se utilizé el procedimiento post hoc de
Student-Newman-Keuls a un nivel de significancia del 95%. Los valores se presentan como promedio + desviacion
estandar, a no ser que se indique otra cosa.

Ejemplo 10: Ensayo conductual
Una semana después se llevé a cabo la MCAO, y justo antes del trasplante, algunos déficits neurolégicos graves en
el lado derecho, y la puntuaciéon promedio de cada ensayo conductual no mostré diferencias significativas entre los

tres grupos.

Ensayo de la barra de equilibrio

Entre el dia 7 y el dia 21, la puntuacion promedio no fue estadisticamente diferente entre los tres grupos. En el dia
28 y el 35, la puntuacion promedio del grupo NMC mostré una mejora significativa, en comparacion con el control
(dia 28, p = 0,0041, dia 35 p = 0,0001) y los grupos de MASC (p = 0,0471, 0,0007 respectivamente). Aunque el
grupo de MASC mostré una ligera mejora en comparacion con el del control, podrian no detectarse diferencias
estadisticamente significativas en el dia 28 y el 35 (Fig. 40)

Ensayo de colocacion de extremidades

No hubo diferencias significativas entre la puntuacion promedio de los tres grupos entre el dia 7 y el dia 21. En el dia
28 y el 35, los grupos de NMC y MASC mostraron una significativa mejora, en comparacion con el grupo del control
(dia 28: p = 0,0022 y 0,085, dia 35. P = 0,0022 y 0,0211 respectivamente). Sin embargo, la puntuaciéon promedio no
mostré diferencias significativas entre los grupos de NMC y MASC durante el periodo completo (Fig. 41).

Ensayo del laberinto de agua de Morris

En la Fig. 42 se muestra el tiempo de latencia promedio registrado en cada conjunto de cuatro ensayos para
localizar la plataforma de escape sumergida, para cada uno de los tres grupos. El grupo de NMC mostré el tiempo
de latencia mas corto en comparacion con el del control y el grupo de MASC. El tiempo de latencia promedio para el
segundo conjunto en el dia 39 y el primer en el dia 40 demostraron diferencias significativas entre los grupos de
NMC vy del control (p = 0,00339 y 0,0492 respectivamente) (Fig. 42). Aunque el grupo de NMC mostré una tendencia
a tardar un tiempo de latencia mas corto en la plataforma de escape que el grupo de MASC, no existen diferencias
estadisticamente significativas.

En el ensayo de prueba espacial, las ratas en el grupo de NMC mostraron una significativa mejora en comparacion
con el control (p = 0,0419) y el grupo de MASC (p = 0,0453) (Fig.43).

Ejemplo 11: Estudio histolégico

El area del infarto se localizé en la mitad lateral del hemisferio izquierdo incluyendo la corteza, el cuerpo estriado y el
hipocampo, y se observé la formacion quistes y cicatrices en la mayoria de cerebros lesionados. El hipocampo del
lado de la lesién fue atréfico y mostrd una disposicion parcialmente irregular o pérdida de neuronas en comparacion
con el lado contralateral. Los volimenes del infarto se midieron en todos los modelos de MCAO. EI volumen del
infarto promedio en los grupos de NMC, MASC vy el control en el dia 33 fueron de 50,7 + 10,9%, 51,0 £ 10,2% y 50,9
+ 11,1% respectivamente. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos.

Las MASC y las NMC trasplantadas, marcadas con GFP se localizaron principalmente en el limite del area entre el
tejido intacto y el area del infarto que incluye la corteza ipsilateral, el cuerpo calloso, el cuerpo estriado y el
hipocampo. Se observé infiltracion de las células inflamatorias en el foco del infarto. No parece existir diferencia en
el numero de células inflamatorias que las infiltradas y no en el lugar del punto del infarto entre los grupos de MNC y
MASC.
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Un gran numero de MNC marcadas con GFP fueron inmunopositivas para MAP-2 y mostraron desarrollo de neuritas
en el cerebro del hospedador. Fueron también inmunopositivas para Tuj-1 y la B-tubulina 3. En el hipocampo
ipsilateral, muchos cuerpos celulares y neuritas de las MNC marcadas con GFP mostraron también ser positivas
para NF-M. Una gran fraccion de MNC trasplantadas marcadas con GFP fueron positivas para MAP-2 (84 + 8,1%),
mientras que solo un pequefio numero de células fueron positivas para GFAP (1,0 £ 0,2%).

En contraste, la gran mayoria de MASC en el cerebro hospedador fueron negativas para ambos marcadores
neuronal (MAP-2, Tuj1, B-tubulina 3 y NF-M) y glial (GFAP). Los porcentajes de células positivas para MAP-2 y
GFAP entre las células marcadas con GFP fueron de 1,4 + 0,2% y 4,8 + 1,0%, respectivamente. No podia
encontrarse la formacion de neuritas en las MASC positivas para MAP-2.

El numero promedio de MNC y MASC en el prosencéfalo del hospedador fueron de 13250 + 1126 y 5850 + 997.
Aproximadamente, se detectaron un 30-45% de MNC trasplantadas y, por otra parte, se detectaron un 10-20% de
MASC trasplantadas un mes después del trasplante. La relacion de supervivencia de las MNC en el cerebro
isquémico fue sustancialmente mayor que las MASC. En el hipocampo, el nimero promedio de las MNC fue de 790
+ 160, y un 89% de las mismas fueron positivas para MAP-2. El numero promedio de MASC, en contraste, fue de
470 £+ 66 y un 0,6% fueron positivas para MAP-2, mostrando que la mayoria de las MASC trasplantadas fueron
negativas para ambos marcadores, neuronal y glial.

En todos los grupos, no se observé formacion de tumor en el parénquima del cerebro hasta 41 dias después de
MCAO.
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REIVINDICACIONES

1. Células precursoras neuronales para su uso en el tratamiento de una lesion del sistema nervioso central, donde
las células precursoras neuronales se obtienen por transdiferenciacién de citoblastos adherentes de médula en
células precursoras neuronales transfectando los citoblastos adherentes de médula con un vector que contiene las
secuencias que codifican el dominio intracelular Notch, y donde la lesién del sistema nervioso central esta producida
por ictus isquémico o ictus hemorragico.

2. Células precursoras neuronales de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1,
donde las células precursoras neuronales comprenden células precursoras neuronales humanas.

3. Células precursoras neuronales de acuerdo con la reivindicacién 1 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1,
donde las células precursoras neuronales son alogénicas con respecto a un paciente.

4. Una unidad formadora de injerto para su uso en el tratamiento de una lesion del sistema nervioso central que
comprende:

células precursoras neuronales de acuerdo con la reivindicacion 1; y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable

donde la lesion del sistema nervioso central esta producida por ictus isquémico o ictus hemorragico.

5. La unidad formadora de injerto de acuerdo con la reivindicacion 4 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 4,
donde el vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende un disolvente, un medio de dispersion, un agente
antibacteriano, o un agente antifungico.

6. La unidad formadora de injerto de acuerdo con la reivindicacion 4 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 4,
donde el injerto comprende células precursoras neuronales en una cantidad que varia entre 10.000 y 100 millones
de células precursoras neuronales.

7. La unidad formadora de injerto de acuerdo con la reivindicacion 4 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 4,
donde las células precursoras neuronales comprenden una marca.

8. la unidad formadora de injerto de acuerdo con la reivindicacion 4 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 4,
donde las células precursoras neuronales comprenden células precursoras neuronales humanas.

9. Células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula (MNC) para su uso en el tratamiento de una
lesion del sistema nervioso central que esta producida por un ictus isquémico o un ictus hemorragico;
donde las MNC se obtienen

(i) proporcionando citoblastos adherentes de médula;

(i) transdiferenciando los citoblastos adherentes de médula en células precursoras neuronales transfectando los
citoblastos adherentes de médula con un vector que contiene las secuencias que codifican el dominio intracelular
Notch; y

(iii) induciendo las células precursoras neuronales para formar células neuronales cultivando las células en
presencia de 5 pM de forskolina (FSK), 10 ng/ml de factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), y 10
ng/ml de factor neurotréfico ciliar (CNTF).

10. Las células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula de acuerdo con la reivindicacion 9 para el
uso de acuerdo con la reivindicacién 9, donde las células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula
comprenden células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula.

11. Las células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula de acuerdo con la reivindicacion 9 para el
uso de acuerdo con la reivindicacién 9, donde las células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula
son alogénicas con respecto a un paciente.

12. Una unidad formadora de injerto para su uso en el tratamiento de una lesion del sistema nervioso central que
comprende:

las células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula de acuerdo con la reivindicacion 9; y

un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
donde la lesion del sistema nervioso central esta producida por ictus isquémico o ictus hemorragico.

13. La unidad formadora de injerto de acuerdo con la reivindicacién 12 para el uso de acuerdo con la reivindicacion
12, donde el vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende un disolvente, un medio de dispersion, un agente
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antibacteriano, o un agente antifungico.

14. La unidad formadora de injerto de acuerdo con la reivindicacién 12 para el uso de acuerdo con la reivindicacion
12, donde las células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula en una cantidad que varia entre
10.000 y 100 millones de células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula.

15. La unidad formadora de injerto de acuerdo con la reivindicacion 12 para el uso de acuerdo con la reivindicacion
12, donde las células neuronales derivadas de citoblasto adherente de médula comprenden una marca.

16. La unidad formadora de injerto de acuerdo con la reivindicacién 12 para el uso de acuerdo con la reivindicacion

12, donde las células neuronales derivadas de citoblastos adherentes de médula comprenden células neuronales
derivadas de citoblastos adherentes de médula.

35



ES 2436 401 T3

EBST con MCAo durante 4 semanas
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3 Bederson con MCAo durante 4 semanas
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Adquisicion de MWM con MCAo durante 4 semanas
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Prueba A con MCAo durante 4 semanas
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Adquisicion de MWM con MCAI durante 4 semanas
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Histologia 5 semanas después del trasplante
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EBST con MCAo y supervivencia del injerto de GFP

Numero de células supervivientes Parte de células GEP

Parte de células GFP

Grifico de regresian
40000 —t

Lb o 1 i 1 ¢ I 3 1 L1 1

35000 —
25000
20000 -
15000 —
10000 —
5000 —
o]

LN N L LN L

LI N L L A
60 65 70 75 80 85 90
Semana 4
Y = 253964 B83-4286 431 * In(X)

-

T ‘ ]

g
3

EBST con MCAI y supervivencia del injerto de GFP

Grifico de regresién

mm 1 | 1 | 1 I!.I | i |._1 | L Lol s 1 s
25000 — o ° -
20000 2., o -
15000 — B -
- o .. -
10000 — 2 -
E000 — & ﬂ"g-..l.
D’ T * ¥ | l?i !?l ¥ | I IT 1 L] '| 1 I 1
55 60 65 70 75 B0 85 B0 95 100105

Semana 4
Y = 136107 613-28380,593 * In(X)

Bederson con TGl y supervivencia del injerto de GFP

Grifico de regresién

mmﬂ pd b Bov g doaubonsbanilenalorelapalapy
- o -
25000 — o —
y ~e—1
D 1..I...'.|.|.|.I.|.I.|.I..I—]—|[1'Ir||
“ 04 0B OB 1 12 14 16 18 2 22
Semana 4

¥ = 13698, 14-13577,033 * In(X)

51

FIG. 31



ES 2436 401 T3

»\\\.\.\\\\
//////

\\\\\\\

—

EBST con MCAo a las 12 semanas

] o
[ =]

=

1 H L]

(=]
o

1 L

L N
8 ¢ & °

(34) epefisas oaouejeq ap peEpIN}TY

Semana 12

"‘J’ﬂ| or inicial

Ensayo de Bederson con MCAo a las 12 semanas

¢
%

() epeBsas oaoueeq ap pepIA)

E 0,5 _

Semana 12

Valor inicial

FIG. 32

52



ES 2436 401 T3

=
[=] = | m. o =]
] 2 Ng BE Bz NeB2L@Ax
M I P I T e bt g 1 s 0 s 0

=]
NgB
o Lo

L Medio

L N

oy

Semana 12
ba B

Semana 12
ba A

MWM con MCAo a las 12 semanas
Adquisicic
1

NN H N N
Te RSB REe .BmAR2ee m%:wnw,_wﬁu

BUOZT B| Ua odwa
{s) easay e Junbpe esed odwai | {s) ewuoyeyed ) jenuosus esed odwel) Bl ap | us opesed 11

 FIG. 33

Semana 12

53

Valor inicial



ES 2436 401 T3

'

=
.

t/////////////

____________

MCAI a las 12 semanas

EBST con

alas 12 semanas

Ensayo de Bederson

e

i

/////////

..... e ..m..ﬂ.. =

ﬂ.... (na ] "] e "¢ ] -— l-..... ]

12

| Semana

Valor inicia

FIG. 34



Tiempo para adquirir la terea (s)

Tiempo para encontrar |a plataforma (s)

Tiempo pasado en lazona
de la plataforma (s)

ES 2436 401 T3

MWM con MCAI a las 12 semanas

Adquisicion
70 :
80 - 1 % B
1 oy [ 2
S50 4 A R It Bajo
40-1 . : B
ag \ L Medio
20.] 5
10.: i Z 1 Alto
A 3
Valor inicial Semana 12
Retencién: prueba A
e -
a8 ] : | : -
- RN N\ . Bajo
q o N /] N
15~ 75 % - B
5: :' / . "\ _ .
1 7 L Alto
0 7
Valor inicial Semana 12
Retencién: prueba B
12
104 - 4
- [ [ Bap
|-
6:' ) N - m
i > % [ Medio
4 %” : o |\
Ly / ; / [ Ao
o /’ o N é NS\

Valor inicial Semana 12

55



ES 2436 401 T3

. 2 -
Ng Bz @s

___________

-
DRMUIMIMIMNN

Y/

H

_.-___.lhlul—lq._.d|
U S
_..,.. _._I ﬂ

Semana 12

T

Valer inicial

Ensayo de Bederson con TGl a las 12 semanas

Lot ] [ ]

oajBojoinau
N2ep ua opawosd sauoeEmUNg

FIG. 36

56



Tiempo para adquirir la terea (s)

Tiempo para adguirir la terea (s)

Tiempo para adguirir la terea (s)

MWM con TGl a las 12 semanas

ES 2436 401 T3

Adquisicion

< :
] : 7 [ Bajo
wl 1\
el é e % ':ME&:
N :
20__ % : B n
ol AN
o :
25_: 7 \"‘ : Bajo
] %//’ﬁ % Pt
10—: % :§ : -
4 NN [
. | -2
25: %%ﬂ 3 B :D
15:: % : din
10+ i % [ Alto
i“. 7 _ 7 o
T FIG. 37

57



ES 2436401 T3

-

7500 —

383

s

17500 —

P8 : |

449 Bnj9o Jod Jenjas o|pawc.d

000 00Z 2N

00000k 2N

000°0F INOW

000002 O 2W

000001 O% 2N

000°0F OO

00000Z 2L

00000 2L

0000 121

FIG. 38

Supervivencia del injerto de células, % SBDP marcadas con GFP %
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Tasa de supervivencia total Mumero de células

s respecto al lado intacto
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Supervivencia del injerto
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