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DESCRIPCION
Células madre obtenidas a partir de médula 6sea para la regeneracion de tejidos
Campo de lainvencion

La invencion se refiere a células y en particular a células madre obtenidas a partir de la médula ésea que
se pueden utilizar como una preparacion terapéutica para la reparacion celular y mejorar la regeneracion
de tejidos.

Antecedentes de lainvencion

La cicatrizacién normal de la piel después de una herida o lesién es un proceso complejo y dinamico que
implica la reparacion de estructuras celulares y de capas tisulares después de una lesion en la piel y en
otros tejidos blandos. El proceso de curacion se considera generalmente que tiene lugar en tres fases.

En primer lugar hay una fase de coagulacion en la que las proteinas que espesan la sangre y las
plaquetas de la sangre taponan una herida para evitar la pérdida de sangre. Después hay una fase
inflamatoria en la que los leucocitos son enviados a combatir la infeccion. Finalmente hay una fase de
reparacion en la que las células del tejido restauran la integridad de las areas dafiadas.

Todas las cicatrizaciones producen por lo general una cicatriz que esta causada hasta cierto punto por la
reparacién incompleta de la estructura inicial de la piel y la alteracion de la alineacion normal de las fibras
de colageno.

Ademas, hay dolencias y enfermedades especificas que pueden dar como resultado heridas y lesiones
cronicas de la piel, tales como las Ulceras y las heridas ulcerosas de la diabetes. También otros
trastornos, tales como la pardlisis y la vejez, pueden dar lugar a lesiones graves de la piel como
resultado de una presion infligida sobre heridas, como las escaras.

El tejido cardiaco muscular esta formado por cardiomiocitos. Estas formas especializadas de células
musculares no son capaces de regenerarse después de una lesién en una persona adulta. Las lesiones
mas comunes en el misculo cardiaco se producen en ataques cardiacos isquémicos durante los cuales
esta restringido el flujo sanguineo hasta el corazén y el mdsculo cardiaco se dafia por hipoxia. Los
pacientes que padecen un infarto cardiaco requieren tanto la restauracion del suministro sanguineo al
corazén como la regeneracion del muisculo cardiaco dafiado.

El sistema nervioso central compuesto de neuronas y otras células nerviosas es incapaz generalmente
de regenerarse en una persona adulta y el sistema nervioso periférico solo es capaz de una
regeneracion limitada. Las dolencias que generalmente dan lugar a lesiones en el sistema nervioso
central son la esclerosis multiple y la esclerosis lateral amiotréfica.

Los incidentes que comunmente dan como resultado lesiones en el sistema nervioso central son lesiones
de la médula espinal y los accidentes vasculares cerebrales.

La incontinencia urinaria puede ser el resultado de una lesion de los esfinteres de la uretra.

Diversos trastornos pueden dar lugar a una lesién hepatica, incluyendo la hepatitis virica, la cirrosis, la
esteatohepatitis y el cancer de higado.

La diabetes puede dar como resultado una lesién similar y degeneracién del pancreas.
La artritis es una forma de degradacion y lesion en las articulaciones entre los huesos.

Por lo tanto, existe una necesidad de producir estrategias terapéuticas para mejorar estos trastornos, ya
sean el resultado de una patologia o la imperfeccion natural de la curacién de la piel, o una incapacidad
del tejido cardiaco o del tejido nervioso o del cartilago o de las articulaciones o del tejido hepatico o de
los esfinteres uretrales para regenerarse, o una diabetes causada por la degeneraciéon del pancreas.
Ademas, hay una necesidad de estrategias terapéuticas para favorecer la angiogénesis en general y
especificamente para el tratamiento de la disfuncién eréctil.

Fathke et al. (Stem Cells 2004; 22:812-822) han mostrado que después de una inyeccion de células
madre de médula 0sea en ratones, estas células madre colaboraban con la poblacion de células de la
piel regeneradas en condiciones normales. Se mostré ademas que las células madre de la médula 6sea
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contribuian en la regeneracion de los fibroblastos dérmicos y transcribian colageno de tipo | y I, siendo
el colageno de tipo Ill especifico para estas células madre obtenidas a partir de la médula 6sea. Las
células madre fueron trasplantadas sistémicamente mediante inyeccion en el torrente sanguineo de un
animal diferente al donante o directamente en la médula 6sea del receptor. No se mostré una mejora en
la calidad o la velocidad de la curacion.

En la publicacion de Bang O.Y et al., Ann Neurology 2005, junio; 57(6): 874-82, se describe el trasplante
de células madre mesenquimatosas autélogas que eran células mononucleares de la médula 6sea, para
el tratamiento de accidentes cerebrovasculares isquémicos. Estas células se separaron mediante
separacion de la médula ésea por densidad en Ficoll y se cultivaron y se expandieron antes de la
reimplantacion. Ademas no expresaban CD34 o CD45. No se observd ninguna mejoria funcional
después del tratamiento.

En la publicacion de Mazzini et al., (The Lancet 2004; 354: 1936-1937), se describe el trasplante en la
médula espinal de células madre mesenquimatosas autélogas para el tratamiento de la esclerosis lateral
amiotrofica. Los resultados descritos solo mostraron una ralentizacion de la disminucion de la capacidad
vital forzada de algunos pacientes, pero no una mejoria.

Compendio de la invencion

El Solicitante ha descubierto un nuevo método de extracciéon y separacion de células de la médula 6sea
que permite incrementar su potencia terapéutica. Las células extraidas por este método son capaces de
regenerar in vivo la piel, los vasos sanguineos, el sistema nervioso y el misculo cardiaco.

Por lo tanto, la invencion se refiere a:

1. Un procedimiento para la separacion de células de la médula ésea que comprende las etapas de:
a) centrifugar la médula 6sea;

b) recoger la capa leucocitaria formada después de la etapa a);

c) centrifugar la capa leucocitaria obtenida en la etapa b); y

d) recoger la capa leucocitaria formada después de la etapa c).

2. El procedimiento para la separacion de células de la médula 6sea segun el punto 1, en el que las
etapas a) y ¢), se llevan a cabo a 1500 G.

3. El procedimiento para la separacion de células de la médula 6sea de acuerdo con el punto 1 0 2, en el
que las etapas a) y c) se llevan a cabo a 18°C.

4. El procedimiento para la separacion de células de la médula 6sea de acuerdo con cualquiera de los
puntos anteriores, en el que la etapa a) se lleva a cabo durante al menos aproximadamente 20 minutos y
la etapa c) se lleva a cabo durante al menos aproximadamente 10 minutos, preferiblemente hasta 20
minutos y mas preferiblemente durante al menos aproximadamente 20 minutos.

5. El procedimiento para la separacion de células de la médula 6sea de acuerdo con cualquiera de los
puntos anteriores, en el que en la etapa b) los glébulos rojos por debajo de la capa leucocitaria se
recogen con la capa leucocitaria, y el volumen de globulos rojos recogidos esta entre 1 a 20 veces,
preferiblemente 1 a 10 veces, mas preferiblemente 2 a 5 veces e incluso mas preferiblemente 5 veces, el
de la capa leucocitaria.

6 El procedimiento para la separacion de células de la médula 6sea de acuerdo con cualquiera de los
puntos anteriores, que comprende etapas adicionales entre la etapa b) y ¢), que comprenden las etapas
de:

b1l) recoger un volumen de glébulos rojos por debajo del volumen recogido en la etapa b), en el que el
volumen de glébulos rojos recogidos esta entre 1 a 20 veces, preferiblemente 1 a 10 veces, mas
preferiblemente 2 a 5 veces e incluso mas preferiblemente 5 veces, el de la capa leucocitaria;

cl) centrifugar el volumen de glébulos rojos recogidos en la etapa b1l);

d1) recoger la capa leucocitaria formada después de la etapa cl); y
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el) mezclar la capa leucocitaria recogida después de la etapa d1) con la capa leucocitaria recogida
después de la etapa c).

7. La capa leucocitaria obtenible mediante el procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores.

8. La capa leucocitaria segun el punto 7, en la que las células contenidas en la capa leucocitaria
expresan CD 45 o CD 34.

9. Las células de la capa leucocitaria obtenidas a partir de la médula 6sea de acuerdo con cualquiera de
los puntos 7 0 8.

10. Las células de acuerdo con el punto 9, en donde las células son células madre.
11. Las células de acuerdo con los puntos 9 o 10, en donde las células expresan CD 45 o CD 34.

12. Las células de acuerdo con cualquiera de los puntos 9 a 11, en donde las células son de la estirpe
hematopoyética 0 mesenquimatosa.

13. Las células de acuerdo con los puntos 9 a 12, para su uso en terapia,
14. Las células de acuerdo con el punto 13, para su uso en la regeneracion de tejidos.

15. Las células de acuerdo con el punto 14 o 14, para su uso en el tratamiento terapéutico de una
enfermedad o una lesién del sistema nervioso central.

16. Las células para el uso de acuerdo con el punto 15, en donde la enfermedad o la lesién se
selecciona entre el grupo que consiste en lesidon de la médula espinal, esclerosis multiple, accidente
vascular cerebral y esclerosis lateral amiotréfica

17. Las células de acuerdo con el punto 14 o 14, para su uso en la curacion de una herida de la piel.

18. Las células para su uso de acuerdo con el punto 17, en donde la herida de la piel se selecciona entre
el grupo que consiste en heridas de la piel a consecuencia de diabetes, Ulceras, cirugia, cirugia estética
y quemaduras.

19. Las células de acuerdo con el punto 14 o 14, para su uso para favorecer la angiogénesis.
20. Las células de acuerdo con el punto 14 o 14, para su uso en el tratamiento de la disfuncion eréctil.

21. Las células de acuerdo con el punto 14 o 14, para su uso en el tratamiento de la diabetes de tipo 1 o
de tipo 2.

22. Las células segun el punto 14 o 14, para su uso en el tratamiento de la artritis.
23. Las células segun el punto 14 o 14, para su uso en el tratamiento de una lesion hepética.

24. Las células de acuerdo con el punto 14 o 14, para su uso en el tratamiento de la incontinencia
urinaria.

25. Las células de acuerdo con uno cualquiera de los puntos 14 a 24, que son autdlogas.
Breve descripcion de las figuras

- La Figura 1 muestra la médula 6sea después del primer ciclo de centrifugacion, la capa leucocitaria
resultante y la eliminacién del plasma sobrenadante.

- La Figura 2 muestra la capa leucocitaria después de la eliminacion del plasma sobrenadante tras el
primer ciclo de centrifugacion. Se muestra, ademas, la agrupacion de la capa leucocitaria en el tubo CL y
la agrupacion opcional de los 0,5 ml superiores de la capa de glébulos rojos en el tubo GR.

- La Figura 3 muestra la capa leucocitaria final después del segundo ciclo de centrifugacién y la
eliminacién del plasma sobrenadante. El extracto de la capa leucocitaria final se agrupé en el tubo CLF.
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Descripcion detallada de realizaciones de la invencion

El solicitante ha mostrado que es posible utilizar células obtenidas a partir de la médula ésea y en
particular células madre para el tratamiento de tejidos dafiados, promoviendo e incrementando la
curacion en seres humanos y otros mamiferos. El solicitante ha desarrollado un nuevo método de
extraccion y separacion que permite la concentracién de extractos de células de la médula Osea, el
aumento de la potencia de estas células y la concentracion y seleccion de células de la médula ésea
terapéuticas especificas. Estas células se pueden usar para mejorar la curacién de incisiones y heridas
después de una cirugia en general y en cirugia estética.

Por herida, se entiende cualquier rotura, desgaste, pérdida de continuidad o incision de la piel, existan o
no complicaciones.

Las células extraidas a partir de la médula 6sea y que son adecuadas para la invencién, pueden ser
células madre y también se conocen como células madre mesenquimatosas. Para los fines de esta
descripcion, se pretende que las células madre no estén estrictamente restringidas a células capaces
tanto de una divisién en estado no diferenciado como de diferenciacion, sino generalmente a células
capaces de regenerar un tejido ya sea por diferenciacion o favoreciendo la division y la regeneracion de
otra células o activando otras células.

Las células madre se pueden obtener a partir de cualquier fuente, pero también pueden ser autélogas y
por lo tanto obtenerse a partir del individuo sobre el que se realizara el tratamiento, para evitar el rechazo
desde el hospedador.

Las células madre obtenidas a partir de la médula ésea se pueden obtener mediante la extraccién de
médula Osea a partir de huesos largos o planos adecuados. Se prefieren los huesos planos ya que
contienen mas médula 6sea. Un hueso especialmente adecuado es el hueso de la cadera.

La médula 6sea se extrae primero quirdrgicamente. Se conocen en general diversos métodos en la
cirugia para efectuar la extraccion de la médula 6sea. Las células madre se separan a continuacion y se
concentran en conformidad con el ejemplo 1. Las caracteristicas importantes del procedimiento son las
etapas de separacion que emplean dos ciclos de centrifugacion con una velocidad de centrifugado baja.
Las etapas empleadas incluyen:

1) la separacién por centrifugacién de la capa leucocitaria, de las capas del plasma y de los glébulos
rojos.

2) El pipeteo de las capas de la capa leucocitaria con aproximadamente 0,5 ml de la capa de glébulos
rojos que esta justo por debajo.

3) La separacion adicional mediante centrifugacién de la capa leucocitaria, de las capas del plasma y de
los glébulos rojos.

4) El pipeteo de la capa leucocitaria final.

De forma adicional y opcionalmente, después de la etapa 2) es posible pipetear en tubos distintos la
parte superior de 0,5 ml de la capa de gldbulos rojos que queda después de la recogida de la capa
leucocitaria. Esta nueva muestra se puede centrifugar como para la extraccién de la capa leucocitaria en
la etapa 3 y procesar para la extraccién de la capa leucocitaria como en la etapa 4. El extracto adicional
de capa leucocitaria resultante procedente de la parte superior de 0,5 ml de la capa de gldébulos rojos, se
puede afiadir al extracto de la capa leucocitaria final y es una fuente adicional de células madre
obtenidas a partir de la médula ésea,

El perfil de centrifugacién que implica una G baja y un aumento progresivo hasta el valor maximo,
garantiza una separacion méaxima de la médula 6sea en sus partes constituyentes, concentrandose las
células madre en la capa leucocitaria y reduciendo la presencia de cualquier célula residual en las otras
dos capas. El perfil de centrifugacion también produce una capa leucocitaria que se puede manipular
posteriormente.

La técnica utilizada en la manipulacién de la capa leucocitaria asegura que las capas limitantes entre
esta y las capas adyacentes, también son capturadas para garantizar una retencion maxima de células.
Posteriormente, el impacto de la inclusion del material de la interfaz se reduce en la siguiente etapa del
procedimiento.
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El uso de un segundo ciclo de centrifugado, con un perfil modificado, permite una mayor concentracion
de las células madre sin provocar un dafio fisico a las células y permite controlar tanto el volumen final
como las concentraciones finales de células madre. Este control permite adaptar las muestras
recuperadas a los requisitos del trasplante.

La consecuencia de utilizar una segunda centrifugacién produce un mejor resultado, una separacion
adicional de las capas y, en consecuencia, una concentracién de las células en la capa leucocitaria, pero
no una reduccion significativa de la viabilidad de las células.

Se ha observado que las células madre de la médula 6sea adecuadas para la invencion son células
nucleadas que expresan CD 45 o CD 34 o, alternativamente, que estan presentes en una mezcla con
células nucleadas que expresan CD 45 o CD 34. Otros marcadores que se pueden utilizar para el control
o0 para la clasificacion, son marcadores de leucocitos. Las células madre adecuadas para la invencién no
se limitan, pero incluyen el conjunto de células madre hematopoyéticas o0 mesenquimatosas de la
médula Osea.

Esta descripcidon no se debe entender como una limitacion de la invencion solo a las células madre que
son portadoras de los marcadores descritos. Cualquier célula madre capaz de diferenciarse en un tipo de
célula que participa o favorece la regeneracién de tejidos, es igualmente adecuada para los fines de la
presente invencion.

Una cantidad adecuada de células que se va a entregar en un medio fisiol6gicamente compatible
adecuado es desde 20 hasta 200 millones de células, de las que de 2 hasta 20 millones estan
expresando CD34, en una suspension celular de 2 a 10 ml. El exceso de solucién de células no utilizado
se puede congelar para volverlo a utilizar en un tratamiento posterior.

Ejemplos

La siguiente seccién proporciona ejemplos de la presente invencién, asi como los mejores modos que no
deben ser considerados como limitativos del alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1 Extraccion de la capa leucocitaria

En este ejemplo se describe la técnica para separar y concentrar las células obtenidas a partir de la
médula ésea que se utilizan para el trasplante y la regeneracion de tejidos de acuerdo con la invencion.
El procedimiento se debe llevar a cabo de forma aséptica en un ambiente limpio con un equipo con
aislamiento biolégico adecuado, bien conocido en la técnica.

Definiciones:

MO Médula Osea

CL Capa Leucocitaria

ACP Agente crioprotector
DMSO Dimetil sulféxido

CFL Campana de Flujo Laminar
NL Nitrogeno Liquido

GR Glébulo Rojo

1. Transferencia de la MO desde el dispositivo de recogida hasta los tubos de centrifuga

a) Tomar un tubo de recogida de médula 6ésea, comprobar que la tapa esta ajustada y mezclar bien el
contenido.

b) Retirar la pequefia tapa del conector tubular de recogida y dejarla a un lado sobre la gasa estéril.

¢) Invertir el tubo de recogida directamente encima de uno de los tubos de centrifuga estériles y empujar
suavemente el émbolo, o insertar y empujar el émbolo temporal para desplazar el contenido en el tubo
de centrifuga. No se requiere un esfuerzo excesivo, no se debe utilizar.
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d) Volver a colocar la tapa mas pequefia y dejar a un lado el tubo de recogida vacio.
e) Repetir el procedimiento para todos los tubos de recogida.

f) Llenar los tubos de centrifuga hasta un nivel maximo de 14 ml. Volver a tapar cuando se llene antes de
proceder con el siguiente tubo disponible.

2. Centrifugacion - 12 rotacion
a) Colocar los tubos de centrifuga en la cubeta interior.

b) Cargar dentro de la centrifuga y ejecutar la centrifuga. La centrifugacién se realiza a 18°C durante 20
minutos con una FCR (fuerza centrifuga de rotacion) de 1500 g. La aceleracion hasta la g maxima y la
desaceleracion desde la g maxima se llevan a cabo en aproximadamente 60 segundos.

3. Captura de la capa leucocitaria - 12 recogida
a) Al final de la primera rotacion, sacar los tubos.

b) Retirar la tapa de un tubo de centrifuga que contiene médula 6sea separada (el tubo "MO-centrifuga")
y colocar sobre una gasa estéril.

¢) Sacar una pipeta de su envoltorio estéril, y presionando positivamente la perilla, insertar en el cuello
del tubo MO-centrifuga abierto. Retirar cuidadosamente el plasma, sin alterar la capa leucocitaria (repetir
hasta que aproximadamente 0,2-0,5 ml de plasma permanecen por encima de la capa leucocitaria (Fig.
1). Cuando se retire la mayor parte del volumen de plasma, desecharlo en un vaso de precipitados.
Repetir este procedimiento para todos los tubos MO-centrifuga hasta que se haya eliminado todo el
exceso de plasma.

d) Regresar a cada tubo MO-centrifuga de uno en uno y capturar la capa leucocitaria. Agrupar la capa
leucocitaria en tubos de centrifuga nuevos, vacios e estériles (el tubo "CL- centrifuga") de la siguiente
manera. Sacar una pipeta del envoltorio estéril y presionando positivamente la perilla, insertar en el
cuello del tubo MO-centrifuga abierto. Pasar la punta de la pipeta a través de la capa delgada de plasma
y acercarla a la capa leucocitaria. Girar la punta alrededor de la superficie de la capa leucocitaria y
capturar la capa espesa y viscosa y hasta 0,5 ml de glébulos rojos directamente por debajo de la capa
(Fig. 2). Trasvasar a un tubo CL-centrifuga.

e) Opcionalmente, agrupar los 0,5 ml superiores de glébulos rojos que permanecen después de que se
ha pipeteado la capa leucocitaria, desde los tubos MO-centrifuga a los tubos "GR-centrifuga" (glébulos
rojos)) (fig. 2), volver a tapar y poner en un estante.

4. Centrifugacion - 22 rotacion
a) Colocar los tubos de centrifuga (CL y GR agrupados) en la cubeta interior.

b) Cargar dentro de la centrifuga y ejecutar la centrifuga. La centrifugacion se realiza a 18°C durante 10
a 20 minutos con una FCR (fuerza centrifuga de rotacién) de 1500 g. La aceleracion hasta la g maximay
la desaceleracion desde la g maxima se llevan a cabo en aproximadamente 60 segundos. El tiempo de
centrifugacion se selecciona segun el estado de la Médula Osea al final del primer ciclo de centrifugado;
si se requiere un producto final altamente concentrado, la duracién del centrifugado se incrementa hacia
el tiempo maximo. Esto produce una capa leucocitaria muy concentrada y definida. Se puede realizar
una inspeccion visual después de 10 minutos de rotacion para evaluar el estado de la capa leucocitaria.

5. Captura de la capa leucocitaria - 22 recogida
a) Al final de la segunda rotacién, sacar los tubos.

b) Retirar la tapa de los tubos MO-centrifuga que contienen médula 6sea separada y colocar boca a
abajo sobre la gasa estéril.

c) Sacar una pipeta de su envoltorio estéril, y presionando positivamente insertar en el cuello del tubo
MO-centrifuga abierto. Retirar cuidadosamente el plasma, sin alterar la capa leucocitaria. Repetir hasta
que aproximadamente 0,2-0,5 ml de plasma permanecen por encima de la capa leucocitaria (Fig. 3).
Repetir este procedimiento para todos los tubos MO-centrifuga hasta que se haya eliminado todo el
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exceso de plasma.

d) Regresar a cada tubo MO-centrifuga de uno en uno y capturar la capa leucocitaria. Agrupar las capas
leucocitarias en un tubo de centrifuga limpio de nuevo aporte (el tubo "CLF- centrifuga” (capa leucocitaria
final)) de la siguiente manera. Sacar una pipeta del envoltorio estéril y presionando positivamente
insertar en el cuello del tubo MO-centrifuga abierto. Pasar la punta de la pipeta a través de la capa
delgada de plasmay acercarla a la capa leucocitaria. Girar la punta alrededor de la superficie de la capa
leucocitaria y capturar la capa espesa y viscosa y hasta 0,5 ml de glébulos rojos directamente por debajo
de la capa (Fig. 3). Trasvasar a un tubo CLF-centrifuga nuevo.

e) Opcionalmente, el tubo GR una vez centrifugado habra formado otra capa leucocitaria. Es posible
llevar a cabo la misma captura de la capa leucocitaria para el tubo GR-centrifuga. Esta capa leucocitaria
se puede mezclar opcionalmente con la capa leucocitaria en el tubo CLF-centrifuga,

Congelacién opcional con DMSO

Es posible congelar las células obtenidas. Una ventaja es que la congelacion detiene su degradacion y
aumenta su supervivencia y su potencia terapéutica. Las etapas necesarias son las siguientes:

a) Garantizar que el congelador con velocidad controlada esta en la temperatura de inicio antes de
afadir el DMSO.

b) Colocar bajo la CFL una ampolla-botella de DMSO.
¢) Calcular el volumen de la mezcla de DMSO-dextrano requerido para lograr una mezcla de 10% v/v.

d) Colocar dos paquetes de gel frio alrededor del tubo con la capa leucocitaria y mantenerlo en posicion
vertical.

e) Afiadir rapidamente el DMSO e iniciar una cuenta atras de 10 minutos en un reloj digital ya preparado.
Al volver a colocar la tapa, agitar el tubo para mezclar la capa leucocitaria y el DMSO. La adicién de
DMSO a las células produce una reaccion exotérmica y el exceso de calor, se disipara a través los
paquetes con gel refrigerado. Asegurar que los paquetes de gel permanecen en contacto con la muestra.
Asegurarse de que la tapa esté bien fijada.

f) Después de 2 minutos, repartir la mezcla de capa leucocitaria-DMSO en partes iguales en crioviales.
Cerrar la tapa firmemente y ajustar cada tubo en la posicion mas baja de crio-cafias distintas (para
asegurar que cada tubo se sumerge totalmente en nitrégeno liquido en la etapa de inmersion de la crio-
operacion). Ejecutar el congelador de velocidad controlada para llevar la temperatura a -140°C.

En general, las ventajas de esta técnica de extraccién y de concentracién son que:

1) El volumen de células trasplantadas se reduce al minimo a la vez que se aumenta al maximo el
numero de células en buen estado recogidas.

2) El volumen de hematocrito y de plasma que no aporta nada al proceso de trasplante y que puede ser
perjudicial, se reduce

3) La cantidad de crioconservante utilizado se reduce y por lo tanto se limitan los posibles efectos
peligrosos en el paciente.

4) La concentracion de las células resultantes se puede controlar y la relacion de células totales/volumen
se puede adaptar a los requisitos del tratamiento terapéutico.

Ejemplo 2: Recogida de células de la médula ésea:

Se utilizaron las siguientes herramientas y aparatos: el punto de recogida se esteriliz6 usando una 1 x
capa de gasa estéril con un agujero de 75 x 90 cm, una almohadilla de gasa estéril de 20 x 20 cm y una
solucién estéril para esterilizar el punto de recogida, tal como isobetadina. La anestesia local se aplicé a
través de una aguja de 21G (verde), una jeringa de 1 x 5 ml y una aguja subcutanea de 23G (azul). El
agente anestésico era o bien 2% de Scandicain® o 2% de lidocaina. La aspiracién de la médula ésea se
realiz6 usando una aguja de aspiracion médica de 16G esterndn/iliaca de Sherwood Medical, jeringas
Sarstedt Li-heparina con conexién tipo Luer y una pequefia bandeja para el transporte de las jeringas a
la sala de operaciones.
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La médula Gsea se recogio en un ambiente aséptico y se llevaron a cabo las siguientes etapas:
1. El punto de recogida fue elegido para que fuera la espina iliaca posterior izquierda o derecha (SIPS).
2. El paciente se colocé en una posicion adecuada (en la cama, horizontal o sentado).

3. La desinfeccién de la piel se realizé aproximadamente 10 cm alrededor de la SIPS con isobetadina
polividona-yodo y tres gasas, varias veces.

4. El &rea esterilizada se cubri6é con una capa de gasa estéril con un agujero (75 x 90 cm).

5. El anestésico local se aplicd con aproximadamente 5-10 ml de escandicaina al 2% en el punto de
recogida, aproximadamente 1 cm alrededor de la SIPS utilizando la aguja de 23G (azul) con jeringa de 5
ml.

6. El area alrededor de la SIPS fue tratada con la aguja de anestesia local.

7. La escandicaina se aplicé y se requirieron aproximativamente 3-5 minutos de espera para comenzar.
8. La aguja para la aspiracion de la médula 6sea se coloco en el tejido esponjoso de la SIPS.

9. El catéter se retird y se puso en un area estéril.

10. La jeringa de 9 ml de Li-Heparina estéril se ajusto.

11. Se aspiraron 9 ml de médula ésea por tubo y se mezclaron suavemente con la heparina y, la aguja
Mandarin se posiciond aproximadamente 0,5 cm mas profunda en el hueso.

12. La recogida se repiti6 varias veces con un nuevo tubo de 9 ml.

13. Se recogié un volumen total de 5 tubos de médula ésea a partir de al menos 5 a 10 posiciones de
aguja diferentes.

14. Uso de una férula de bloqueo de la jeringa, para efectuar un cierre estéril
Ejemplo 3: Regeneracion del sistema nervioso central

Un total de 10 pacientes con Lesion Medular Espinal (LME), 7 con Accidente Cerebral Vascular (ACV), 4
con Esclerosis Mdltiples (EM) y 2 con Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) fueron tratados con células
madre obtenidas a partir de su propia médula ésea. Las células madre se separaron en condiciones de
ambiente aséptico y se congelaron hasta la administracion de acuerdo con el ejemplo 1.

Las células se aplicaron directamente a la médula espinal o al cerebro. Los pacientes con ACV, EM y
ELA se trataron con una administracion intratecal e intravenosa (i.v.). Tanto en los pacientes con LME
como con ACV se observaron mejoras significativas en la sensibilidad y el capacidad de movimiento en
la gran mayoria de los pacientes. El desarrollo de estas recuperaciones funcionales se llevé a cabo
durante varios meses.

También en pacientes con EM y ELA se observaron mejoras significativas. Todos los pacientes fueron
estabilizados y durante el periodo de observacion no se observaron deterioros. La observacién mas
sorprendente es que el espasmo desaparecio en todos los casos de accidente cerebrovascular y EM y
en la mayoria de los pacientes con LME.

Los trasplantes de células fueron seguros y bien tolerados. No hubo complicaciones a excepcion de un
paciente en el que hubo exudacion de una herida durante 3 semanas. Después de la administraciéon
intratecal, los pacientes tuvieron malestar general, dolor de espalda y vomitos durante un maximo de 5
dias. De lo contrario, los tratamientos fueron bien tolerados.

Los tratamientos se llevaron a cabo de la siguiente manera.
Métodos
Pacientes con LME

Se seleccionaron pacientes estables (con lesiones desde hacia mas de 9 meses). La médula espinal no
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tenia una atrofia profunda o no mostraba una diseccion completa en la RM. Participaron pacientes
parapléjicos y tetrapléjicos.

Pacientes con AVC

Se seleccionaron pacientes estables (lesiones de mas de 1 afo). Al area infartada se debia poder
acceder mediante neuronavegacion, reduciendo al minimo la posibilidad de lesiones en zonas no
afectadas. Los pacientes debian tener sintomas neuroldgicos graves (hemiparesia, espasmos). En
pacientes en los que no era posible llegar con neuronavegacion debido a un infarto profundo, se realizé
una administracién intratecal seguida de infusion i.v.

Pacientes con EM

Se seleccionaron pacientes con formas progresivas secundarias de EM. Los pacientes tenian una lesion
clara en la RM en el cerebro y/o en la columna vertebral.

Pacientes con ELA

Para los pacientes con ELA no se utilizaron criterios de exclusién especificos, salvo que, en opinion del
médico que trataba al paciente, éste debia estar suficientemente estable para el tratamiento.

Células madre

Las células madre se obtuvieron a partir de médula 6sea autbéloga. Se recogieron hasta 200 ml de
médula 6sea. El procesamiento se realizé bajo condiciones de GMP.

Las células madre se separaron de acuerdo con la invencién y el volumen total se redujo
aproximadamente 50 veces. La muestra se congel6 a una velocidad controlada hasta tener una
temperatura final inferior a -180°C en vapor de nitrégeno hasta el transporte. Como crioprotector se
afadi6é 10% de DMSO-dextrano. Inmediatamente después del trasplante, la muestra se descongelo y se
administré. Se administraron al menos 5 millones de células madre. La concentracion de células CD34
positivas estaba en el intervalo de 5-17 millones.

Procedimiento quirdrgico para LME

Bajo anestesia general, se realizé una laminectomia a nivel de la lesién. La duramadre se corto y las
células madre se inyectaron con una microjeringa en la lesion, con vista microscépica. Esto comenzé en
la parte superior de la lesién seguido de varias inyecciones en la lesion. En total, se realizaron 50 a 20
miniiyecciones de 50 a 100 microlitros. El volumen total fue como maximo de 1,5 ml de suspensién
celular. Después de la terminacion, la duramadre se cerr6 y 2 a 3 dias después de la cirugia los
pacientes volvieron a casa para una recuperacion adicional y rehabilitacion durante al menos 4 a 6
meses.

Procedimiento quirargico para AVC

Se realizé una incisién con anestesia general en el craneo. Se perforé un orificio y se cort6 la duramadre.
Mediante navegacion con un dispositivo de Medtronic, un catéter con multiples orificios separados entre
si por aproximadamente 1 cm, fue guiado a la zona infartada. La suspensién celular (hasta 8 ml) se
inyectd en al menos dos areas diferentes. Después de 1 a 3 dias los pacientes volvieron a casa para una
recuperacion y rehabilitacion adicionales

Administracién intratecal y administracion i.v. en pacientes con accidente cerebrovascular, EM y ELA.

En primer lugar se administré una infusion intravenosa (i.v.) de 250 ml de solucién salina durante 10
minutos. Una aguja de 16 G se coloco a nivel lumbar inferior en el canal espinal. Esto se realiz6 con
anestesia local. Se tomaron aproximadamente 2 ml de liquido en una jeringa y se mezclaron con 2 ml de
suspension celular. Esta se inyectd lentamente durante 2 min por via i.v., la administracion se realiz6é a
través de una vena en el brazo del paciente durante 5 min.

Evaluacion de los pacientes

Se realizaron evaluaciones neuroldgicas antes y 1, 2 y 6 meses después de la intervencion quirirgica. A
partir de las mismas, se realizé una descripcion individual.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2483794 T3

Pacientes con LME

Un resumen de los datos demograficos de los pacientes se proporciona en la Tabla 1. Un resumen de
los resultados obtenidos después del trasplante de células madre se proporciona en la Tabla 2. Una
descripcidn individual de cada paciente se proporciona a continuacion.

Paciente 1

El Paciente 1 era un varén de 39 afios. Padecia una complicacién quirirgica después de una
intervencién quirdrgica de hernia 9 meses antes. Su lesidén era completa a nivel C5-C6. No tenia ninguna
sensibilidad ni podia realizar movimientos desde el pecho hacia abajo. Padecia espasmos en la pierna
izquierda. No tenia ninguna sensibilidad ni podia realizar movimientos con los dedos de la mano
izquierda. En su mano derecha podia mover ligeramente dos dedos. Su presion arterial era normal.
Tenia vejiga neurogénica y no tenia control de los esfinteres.

Después de 1 mes la sensibilidad en ambos brazos y dedos, regres6. Podia mover tres dedos de su
mano izquierda y todos los dedos de su mano derecha. Podia mover los dedos de los pies y tenia
sensaciones de frio/calor en sus piernas. Después de 3 meses podia mover todos los dedos de las
manos y era capaz de realizar tareas complejas, como escribir a mano. Con capacidad de movimiento en
la pierna (estirar y encoger) usando un andador, fue capaz de caminar aproximadamente 20 pasos.
Después de mucho ejercicio su rendimiento fue aumentando semanalmente. Podia sentir claramente el
abdomen y la vejiga. Sin embargo todavia no tenia control sobre los esfinteres o la vejiga. También
recupero la ereccion del pene. A los 6 meses la mejora continuaba, pero a un ritmo muy lento. Una Sep-
EMG mejor6 en gran medida 3 meses después de la cirugia. La RM a los 6 meses sugeria que la lesién
era por lo menos un 30% menor.

Paciente 2

El paciente 2 era un varén de 36 afios con una lesion completa en C4-C5. No tenia ninguna sensibilidad
por debajo del pecho. Tampoco tenia sensibilidad en las manos y en los dedos de las manos. Su
accidente fue un accidente de buceo hacia 2 afios. Padecia espasmos en las dos piernas. Tenia vejiga
neurogénica con infecciones muy frecuentes de las vias urinarias y no tenia control de los esfinteres. Un
mes después de la intervencion quirirgica el paciente tenia sensaciones de quemazon y de electricidad
en sus dos brazos y piernas. A los 3 meses podia mover la mano izquierda y los dedos de esa mano y
los dedos del pie de la pierna izquierda. Después de 4 meses podia caminar algunos pasos con andador.
La sensibilidad en la vejiga y el abdomen regresé al cabo de 2 meses. También regresoé la sensibilidad al
calor y al frio. Una Sep-EMG después de 6 meses parecia que era casi nhormal. La RM mostré una
disminucién en el area de la lesién de aproximadamente un 50%.

Paciente 3

El Paciente 3 era un vardn de 21 afios. Tuvo 2 afios antes un accidente de coche y estaba lesionado a
nivel T7. Su lesién era completa. En la TC se sugiri6é una diseccion casi completa. Sin embargo, padecia
espasmos graves en su pierna izquierda. Incluso después de 6 meses, no se observo ninguna mejora en
su estado clinico y en la TC no se observé ninguna diferencia.

Paciente 4

El Paciente 4 era un vardn de 42 afos. Tuvo 2 afios antes un accidente de moto y estaba lesionado a
nivel C4-C5. No tenia ninguna sensibilidad o capacidad de movimiento desde el pecho. A veces tenia
algunas sensaciones en los musculos de sus piernas. Padecia espasmos graves en las dos piernas. No
tenia ninguna sensibilidad en su mano izquierda y alguna sensibilidad en su dedo medio de la mano
derecha. Podia mover el brazo izquierdo y el derecho. Tenia vejiga neurogénica y no tenia control de los
esfinteres. Tenia una presion arterial de 100/70 mm de Hg o ligera tendencia a mareos. Después de un
mes, volvio la sensibilidad a su brazo izquierdo, a los dedos de la mano izquierda y la derecha. El nivel
de sensibilidad baj6 a la cintura. También tenia sensibilidad al frio/calor en la pierna y sensibilidad en los
dedos del pie. También tenia sensibilidad en su abdomen. La presién arterial es normal (130/80 mm Hg).
Tenian lugar espasmos pero ya no eran dolorosos. A los 2 meses sentia una sensacion de quemazon
(de electricidad) a través de los brazos y las piernas y dolor muscular en los brazos, pecho, espalda y
piernas. También le dolian los musculos de los dedos de la mano. A los 4 meses tenia sensibilidad hasta
los dedos de los pies. Sus musculos de la espalda, asi como del abdomen se recuperaron por completo,
lo que le permiti6 mover su cuerpo hacia arriba y hacia abajo cuando estaba sentado en su silla de
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ruedas. También recuper6 la sensibilidad en su abdomen y esfinteres. La sensaciéon de electricidad se
intensifico.

Paciente 5

El Paciente 5 era una mujer de 55 afios. Padecia un infarto de médula debido a un coagulo de sangre a
nivel T4-T5. Era una lesién incompleta con sensibilidad limitada. Ademas, no tenia sensacién de
frio/calor. Debido a un espasmo grave en ambas piernas tenia una bomba de baclofeno. Podia estar de
pie con el espasmo durante unos segundos. Padecia vejiga neurogénica y no tenia control de los
esfinteres. Después de la intervencion quirdrgica experimentd algunos problemas de cicatrizacion, pero
se curo al cabo de 4 semanas. Un mes después de la intervencion quirirgica tenia sensibilidad en el
intestino y algunas sensaciones de frio/calor. Mejoré la fuerza de los muisculos de sus piernas, pero no
se observo ningln cambio en el espasmo. Cuatro meses después de la operacion tenia sensibilidad en
la vejiga y sus fuerzas continuaron desarrollandose.

Paciente 6

El Paciente 6 era un varon de 36 afios de edad. Padecia una lesién completa a nivel C4-C5, debido a un
accidente de trabajo como obrero de la construccién. No tenia sensibilidad desde el pecho, espasmo
ligero, no tenia dedos funcionales, vejiga neurogénica y los esfinteres no funcionaban. El paciente
recuperd un poco de sensibilidad en el brazo y las piernas. No se observaron movimientos. La mejora
era muy lenta.

Paciente 7

El Paciente 7 era un varon de 22 afos. Padecia una lesion completa a nivel T6 debida a un accidente de
coche. Era una lesién completa que produjo una falta de sensibilidad, de movimiento y también no habia
espasmo. El paciente tenia vejiga neurogénica y no tenia control de los esfinteres. No hubo mejoras
aparentes al cabo de 3 meses.

Paciente 8

El Paciente 8 era un varén de 21 afios. Padecia una lesion completa en T7 debido a un accidente de
coche 8 afios atras. No tenia sensibilidad ni capacidad de movimiento. Padecia vejiga neurogénica y no
tenia control de los esfinteres. Después de 4 semanas, recuper6 la sensibilidad de la vejiga y una
sensacion de gquemazodn descrita como electricidad en las piernas. También recuperd funciones del
sistema nervioso auténomo, incluyendo la falta de sensacién de frio en las piernas. Después de 2
meses, se incrementd la sensibilidad y a veces consiguié un control de la vejiga.

Paciente 9

El Paciente 9 era un varon de 40 afios que padecia una lesion completa en C4-C5, debido a un
accidente de coche. El paciente tenia algiin espasmo, no tenia control de la mano y no podia mover los
dedos ni tenia sensibilidad. Padecia vejiga neurogénica y una ausencia de control de los esfinteres. El
paciente padecia decubito grave. Después de cuatro semanas, sinti6 sensaciones de quemazon. La
sensibilidad volvio a sus brazos y a los dedos de la mano. Los espasmos se redujeron y ya no eran
dolorosos. Después de 3 meses era capaz de mover los dedos en ambos brazos. La sensaciéon de
quemazon fue aumentando todo el tiempo.

Paciente 10

El Paciente 10 era un varén de 32 afios con lesion incompleta en C5-C6, con cierta sensibilidad y
capacidad de movimiento en la mano y los dedos y algunas sensaciones de frio/calor. Tenia abduccion a
la izquierda y a la derecha. Padecia espasmos y vejiga neurogénica y no tenia control de los esfinteres.
No tenia ventilacion asistida. Después de 4 semanas volvié la transpiracion y la sensacion de quemazon
en las piernas. Podia mover los dedos de la mano con mucha mas facilidad. También padecia un menor
nuamero de espasmos. El paciente también recuperé la sensibilidad intestinal.

Datos demograficos de pacientes con LME antes de la cirugia.

En las tablas 1a y 1b mostradas a continuacion, se resume el resultado de la evaluacion clinica del
pretratamiento de los pacientes.
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N° | Edad | Lesién | Completa | Sensibilidad en la Sensibilidad en el | Espasmo Ventilacion
vejiga intestino asistida
1 39 | C5-C6 S n n S n
2 36 | C4-C5 S n n S n
3 21 T7 S n n S n
4 42 C4-C5 S n n S n
5 55 T4-TS n n n S n
6 36 | C4-C5 S n n s/n n
7 22 T6-T7 S n n n n
8 21 T7-T8 S n n S n
9 40 | C4-C5 S n n S n
10| 32 | C5-C6 S n n S n
Tabla 1a: s significa si, n significa no
Sensibilidad Movimiento
pierna brazo dedos mano pierna brazo dedos mano
N° I D I D Mi Md I D I D Mi Md
1 n n S n n S n n S S n S
2 n n S n n n s n S n n n
3 n n S S S S n n S S S S
4 n n S S S n n n S S n n
5 n n S S S S n n S S S S
6 n n S S n n n n S S n n
7 n n S S S S n n S S S S
8 n n S S S S n n S S S S
9 n n S n n n n n S n n n
10 n n S n S n n n S S S n

Tabla 1b: s significa si, n significa no
Resultados de pacientes con LME después de la intervencion quirdrgica.

En las tablas 2a y 2b mostradas a continuacién, se resume el resultado de la evaluacion clinica del
5 postratamiento de los pacientes.

N° | Tiempo después | Lesion | Sensibilidad enla | Sensibilidad enel | Espasmo | Ventilacion
de la cirugia vejiga intestino asistida
1 9 meses C5-C6 S S n n
2 9 meses C4-C5 S S n n
3 9 meses T7 n n S n
4 5 meses C4-C5 S S s/n n
5 5 meses T4-T5 S S S n
6 3 meses C4-C5 n n n n
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N° | Tiempo después | Lesion | Sensibilidad en la Sensibilidad en el | Espasmo | Ventilacién
de la cirugia vejiga intestino asistida
7 3 meses T6-T7 n n S n
8 2 meses T7-T8 S n S n
9 2 meses C4-C5 n n n n
10 2 meses C5-C6 n n n n
Tabla 2a: s significa si, n significa no
Sensibilidad Movimiento
pierna brazo dedos pierna brazo dedos mano
mano

Ne° I D I D Mi | Md I D I D Mi Md

1 S S S S S S S S S S S S

2 S S S S S S S S S S S S

3 n n n n

4 S S S S S S n n S S n n

5 S s S S S S s/n s/n s S S S

6 S S S S S S n n n n n n

7 n n S S S S n n S S S S

8 S S S S S S n n S S S S

9 S S S S S S n n n n S S

10 S S n n S S n n n n n n

Tabla 2b: s significa si, n significa no
Pacientes con AVC

Un resumen de los datos demograficos de los pacientes se proporciona en la Tabla 3. Un resumen de
los resultados obtenidos después del trasplante de células madre se proporciona en la Tabla 4. Una
descripcidn individual de cada paciente se proporciona a continuacion.

Paciente 1

El Paciente 1 era un varon de 54 afios. Tuvo un derrame cerebral hace 4 afios debido a una insuficiencia
valvular. Tuvo un infarto medio del lado derecho lo que produjo una hemiparesia con afasia y trastornos
cognitivos. También tenia "visidon en tanel", alteraciones del sentido del gusto y no tenia sensacion de
calor/frio. Su coordinacion estaba alterada. El espasmo en la pierna y el brazo/mano izquierdos era
grave. Estaba mentalmente deprimido. Tenia una presion arterial alta y sudaba en el sitio paralizado, lo
gue indicaba un sistema nervioso autonomo alterado. La sensibilidad en su lado izquierdo regresé un
mes después de la intervencion quirdrgica, asi como el control del tronco. Recuperé completamente el
sentido del gusto. La sensacion de frio de su brazo desaparecié. El espasmo desaparecio casi por
completo en la pierna. Su capacidad para caminar mejoré notablemente después de 3 meses. No hubo
necesidad de emplear una silla de ruedas en condiciones normales. También mejoraron el habla y su
estado de animo. Ya no tuvo mas problemas de defecacién. El paciente pudo abrir su mano afectada. El
paciente realizé con regularidad una terapia fisica y todavia esta mejorando. Nueve meses después de la
intervencién, sus movimientos con motricidad fina siguen mejorando. Puede usar su mano izquierda para
coger objetos. También mejoré adicionalmente su capacidad para caminar, asi como el habla. El
espasmo ha desaparecido por completo. Una nueva RM mostré que el tamafio del infarto se habia
reducido un 20-25%.
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Paciente 2

El paciente 2 era un varon de 69 afios que habia padecido un derrame cerebral hacia 5 afios. Tenia
infarto parietal frontal muy extenso en el lado derecho. Este dio como resultado una hemiparesia con
afasia. Tenia sensibilidad doble en la lengua y pérdida del gusto. También tenia espasmos en los pies y
las piernas. La presion arterial era normal. La memoria también se vio afectada.

Un mes después de la intervencion quirdrgica volvid la sensacién de frio/calor y sus piernas tenian
"cosquilleos" y sensacién de electricidad. También volvié parcialmente el sentido del gusto. Fumar volvié
a ser una sensacion placentera. Después de 3 meses desaparecio el espasmo en el pie, pudo mover de
nuevo los dedos de los pies. También recuper6 algo de fuerza es su pierna. Sin embargo 4 meses
después de la intervencién tuvo un accidente de coche grave que supuso un reemplazo de cadera.
Después de este accidente la mayoria de las mejoras desaparecieron.

Paciente 3

El Paciente 3 era un vardn de 34 afos. Tuvo 2 accidentes de coche hace 2 y 6 afios respectivamente.
Tenia un infarto parietal frontal extenso en el lado izquierdo, pero también temporal derecho, de acuerdo
con un traumatismo craneal que produjo una conmocion cerebral. Esto dio lugar a una tetraparesia,
espasmo grave en el lado derecho de ambos brazos y piernas, afasia y falta de memoria. También
perdi6 la sensibilidad en el lado derecho. Tres semanas después de la intervencién quirdrgica tenia
menos espasmo en el brazo y la pierna. También tenia una coordinacién mejor. El habla mejoré
entonces enormemente. Después de 3 meses pudo caminar con mas facilidad y mas derecho. También
estaba mas vivaz que antes.

Paciente 4

El Paciente 4 era un vardn de 42 afios. Padecié un derrame cerebral hace un afio. Tuvo un infarto medio
en su lado izquierdo, debido a la hipertension y el tabaquismo. Esto provocé una hemiparesia en su lado
derecho, con afasia y falta de memoria. Sudaba abundantemente en su lado derecho, lo que sugiere
también un efecto sobre el sistema nervioso autbnomo. Tampoco tenia ninguna sensibilidad en la boca y
no tenia mas sentido del gusto. Padecia espasmos en su lado derecho (brazo y pierna). Después de la
intervencién quirdrgica recuperé la sensibilidad en la boca y en la parte derecha de su pecho. La
sudoraciéon desaparecié por completo y la marcha también mejord. El espasmo desaparecio casi por
completo. Podia mover la pierna y el brazo y abrir su mano en donde habia estaba ubicado el espasmo.
El habla era mas fluida. Su pierna tenia una temperatura normal y la sudoraciéon también se normalizé.
Después de 3 meses, su bienestar general y su calidad de vida habian mejorado mucho.

Paciente 5

El Paciente 5 era un varén de 61 afios. Padecié un derrame cerebral debido a una fibrilacion del atrio.
Esto dio lugar a una hemiparesia total del lado izquierdo, sin sensibilidad, pardlisis facial, problemas del
habla, abandono y afasia. También hubo un fenémeno de extincidn visual del lado izquierdo. El paciente
también tenia espasmos en la mano, el brazo y las piernas. Tres semanas después de la cirugia, el
paciente fue menos sensible a la luz del dia. El habla mejoré de forma marginal. De lo contrario, nada
cambié. Después de 3 meses, los signos no mejoraron exceptuando la capacidad de atencion.

Paciente 6

El Paciente 6 era una mujer de 62 afios. Padecié hace 6 afios un infarto del tronco cerebral en el lado
izquierdo mientras que bailaba. Esto produjo una hemiparesia en el lado derecho. Tanto la pierna como
el brazo eran espasticos. El habla estaba gravemente afectada. Su ojo izquierdo también se vio
afectado, lo que provoco una ceguera casi completa. Durante las primeras 8 semanas después de la
infusién no cambié nada. Luego, el espasmo desaparecié lentamente, el reflejo luminoso en su ojo
izquierdo regresé y 2 semanas mas tarde también la vision en mas del 80%. Inform6 espontaneamente
gue era capaz de leer. La sensibilidad en su lado derecho se recupero parcialmente. También se mejoré
ligeramente la coordinacion. El habla también mejoré y fue mas fluida. La mejora siguié avanzando.

Paciente 7

El Paciente 7 era una mujer de 42 afios. Padecia una lesién cerebral grave por falta de oxigeno durante
el parto. Estaba en silla de ruedas y no podia hablar con normalidad. También era deficiente mental con
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espasticidad grave y alteracion del tono facial. Después de 1 mes, la espasticidad disminuyé mucho en
las piernas y los brazos. Se sentaba mas erguida en la silla de ruedas. Se observé una importante
mejora en el nivel de capacidad de atencién. La pardlisis facial disminuyé y no hubo mas pérdida
involuntaria de saliva. Su fuerza muscular en el brazo mejord y durante el ejercicio fisico pudo levantar
un objeto de 1 kg, con el brazo derecho.

Datos demogréficos de los pacientes con AVC antes de la cirugia.

Las tablas 3a y 3b mostradas a continuacién, resumen el resultado de la evaluacion clinica del
pretratamiento de los pacientes.

N° Edad Lesion | Sabor | Vision Habla | Memoria | Observaciones
1 54 hd - - - -

2 69 hd - + - -

3 34 hi/ hd + + - +/- tetraparesia
4 42 hi - + - -

5 61 hi + + - - fotosensibilidad
6 62 hi + - - -

7 42 hi - + - -

Tabla 3a: hi significa hemisferio izquierdo, hr significa hemisferio derecho.

- significa afectado, + significa no afectado.

Espasmo Sensibilidad Movimiento

pierna brazo pierna brazo pierna brazo
Ne° I D I D I D I D I D I D
1 - + - + - + - + - + - +
2 - + - + - + - + - + - +
3 - - - - - - - - - - - -
4 + - + - + - + - + - + -
5 + - + - + - + - + - + -
6 + - + - + - + - + - + -
7 - - - - - - - - - - - -

Tabla 3b: - significa afectado, + significa no afectado.

Resultados para los pacientes con AVC después de la cirugia.

En las tablas 4a y 4b mostradas a continuacion, se resume el resultado de la evaluacion clinica del
postratamiento de los pacientes.

N° | Tiempo después de la | Sabor | Visiéon | Habla | Memoria Observaciones

cirugia

1 8 meses + + + + Visién: visién en tlnel y defecacion
mejoradas.

2 8 meses + - + - Tuvo un accidente grave de coche 14
semanas después de la intervencion
quirdrgica con reemplazo de cadera.

3 3 meses - - + +
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N° | Tiempo después de la | Sabor | Visién | Habla | Memoria Observaciones
cirugia
4 3 meses - - + - Sensibilidad en la boca, acaba la
transpiracién en el lado paralizado.
5 3 meses - + + - Menos fotosensible.
6 6 meses - + + +
7 7 meses - - + + Menos paralisis facial.

Tabla 4a: hi significa hemisferio izquierdo, hr significa hemisferio derecho.

- significa afectado, + significa no afectado.

Espasmo Sensibilidad Movimiento
pierna brazo pierna brazo pierna brazo
N° I D I D I D I D I D I D
1 + - + - + - + - + - + -
2 + - - - + - + - + - - -
3 + - + - - - - - + + - -
4 + (+) - - - + - + - + - -
5 + - - - - - - - - - - -
6 - + - + - + - |+ - - - -
7 + + + + + + + | + - - + +

Tabla 4b: - significa afectado, + significa no afectado.
Pacientes con ELA
Una descripcion individual de cada paciente se proporciona a continuacion.
Paciente 1

El Paciente 1 era una mujer de 72 afios de edad con ELA desde hacia 3 afios. No podia hablar y estaba
totalmente invalida. Solo podia estar tumbada en la cama. El movimiento de las piernas y los brazos era
posible, pero con dificultad. El uso de los dedos de la mano era limitado. Su capacidad pulmonar no era
medible. Inmediatamente después del tratamiento con células madre su estado general mejord. Hablar
era mas facil y su estado se estabilizd 2 meses después de la terapia.

Paciente 2

El Paciente 2 era un varén de 52 afios diagnosticado con ELA hacia 3 meses. Los Unicos sintomas eran
problemas del habla. Después de 2 meses, su estado no habia empeorado. Su habla mejoré
ligeramente.

Pacientes con EM
Una descripcion individual de cada paciente se proporciona a continuacion.
Paciente 1

El Paciente 1 era un varon de 42 afos diagnosticado con EM hacia 12 afios. Hace 3 afios se volvié
secundaria progresiva. No podia mover las piernas y tampoco tenia sensibilidad en las piernas. Ademas
estaba muy cansado. Tenia problemas de defecacién y padecia espasmos continuos en sus piernas.
Estaba obligado a utilizar una silla de ruedas.

Recibié una inyeccion i.v. de células madre ya que la administracion intratecal no era posible (puncién
seca). La misma tarde el espasmo desaparecio. Estuvo muy cansado durante 3 dias, pero se recuperé
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rapidamente. Después de 2 semanas, la sensibilidad en los dedos de los pies y las piernas volvid
lentamente. Después de 2 meses era capaz de mover los dedos de los pies y la parte inferior de las
piernas. Recuperé fuerzas y ahora puede hacer ejercicios de aproximadamente 4-5 vatios durante 15
minutos. Su nivel previo de ejercicio era nulo. Su defecacion era casi normal y recuperd las erecciones
matutinas. La funciébn mental mejoré. El paciente tenia lucidez y se podia expresar bien. Los reflejos de
su pierna eran similares a los de los brazos y no tuvo mas reflejos hiperactivos. Su visién también habia
mejorado. No era necesaria ninguna medicacion contra el espasmo.

Paciente 2

El Paciente 2 era una mujer de 41 afios de edad con EM secundaria progresiva desde hacia 15 afios.
Estaba totalmente invdlida y no podia hablar ni tragar. La vision estaba alterada. No tenia ninguna
sensibilidad y no podia mover las piernas. Tenia espasmos y era incontinente. La paciente recibié una
inyeccion i.v. de células madre. EI nimero de células de la médula ésea se redujo a 1,5 x 16° células.
Después de 3 semanas, los espasmos desaparecieron de sus piernas y brazos. El habla mejoro
lentamente. La defecacién mejord. Después de 3 meses no se observaron otras mejoras y se planificd
una segunda infusion.

Paciente 3

El Paciente 3 era una mujer de 62 afios de edad que padecia EM desde hacia mas de 15 afios. Desde
hacia 3 afios tenia la forma progresiva secundaria. Padecia fuertes dolores y espasmos en las piernas y
en el cuerpo entero. Tenia dificultad para tragar y comer. Tenia muchas Ulceras de aproximadamente 1
mm? en sus piernas. Estaba permanentemente en una silla de ruedas. La piel de la cara le picaba todo el
tiempo. Tres dias después de la terapia celular, la espasticidad disminuy6 y al cabo de 2 semanas habia
desaparecido por completo. Sus Ulceras en las piernas se cerraron completamente al cabo de 3-5 dias.
Después de 2 semanas era capaz de estar de pie sin ayuda durante 30 segundos, lo que era imposible
anteriormente. Comer y tragar los alimentos era completamente normal. Su visién mejoré (no tenia mas
vision doble) y el habla también. El dolor de la EM habia desaparecido casi por completo y mentalmente
estaba bien. El cansancio tipico de la EM habia desaparecido. La medicacién contra espasmos se redujo
hasta casi desaparecer.

Paciente 4

El Paciente 4 era un varén de 39 afios con antecedentes de EM durante los Ultimos 12 afios y los Ultimos
3 afios con la forma secundaria progresiva. Podia caminar sin ayuda durante un maximo de 100 metros.
Padecia espasmos en los brazos. Estaba muy cansado y tenia problemas de defecacion. Su visién
también estaba alterada. Hasta una semana después de la administracion intratecal, el paciente estaba
muy cansado y sufria dolores en la parte inferior de la espalda y las piernas. El espasmo en sus brazos
desaparecié por completo después de 1 semana. Su bienestar general mejoré y volvié a iniciar el
ejercicio.

Discusién y Conclusiones

Las células madre obtenidas a partir de la médula 6sea obtenidas con las técnicas de extraccion de
acuerdo con el Ejemplo 1, se aplicaron para terapia a 16 pacientes, 11 con lesién de médula espinal
(LME) y 5 con accidente vascular cerebral (AVC). La cirugia no tuvo complicaciones, a excepcion de 1
paciente con LME, que tuvo una herida supurante durante 3 semanas. El tratamiento con células madre
fue bien tolerado y no se observaron reacciones adversas a la terapia en ningln paciente.

Habia una gran variabilidad entre los individuos de la cantidad de células recogidas. Habia por lo menos
un intervalo que era mdltiplo de 5. Dado que el volumen de inyeccién es muy reducido en los pacientes
con LME (aproximadamente 1,5 ml), las células se concentraron lo mas posible. El nimero exacto de
células que se iban a aplicar no se pudo calcular con precisidon. Solo en un paciente no hubo ningin
efecto observado. En todos los demas pacientes se observd al menos alguna mejora o0 una mejora
marcada. La duracion de la recuperacion es también un factor importante. El paciente tratado durante
mas tiempo, tenia el mayor efecto. La recuperacion parece, por tanto, que progresa lentamente durante
meses. La duracion de los efectos que se observaron era variable.

La terapia con células madre aplicada a pacientes con LME, AVC, EM y ELA parece segura y se tolera
bien.
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Ejemplo 4: Tratamiento de la diabetes y retorno de la funcién eréctil

En esta prueba, 6 pacientes diagnosticados con diabetes mellitus de tipo 2 y que padecian problemas
eréctiles fueron tratados con células madre adultas autélogas, extraidas del hueso de la cadera. La Tabla

5a muestra una descripcioén de los pacientes.
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La muestra de médula dsea de aproximadamente 150 ml se obtuvo con anestesia local. La médula 6sea
se recogi6 a través de una aguja que se inserto en la cresta iliaca (crista iliaca).

Las células madre se aislaron y se prepararon para la reimplantacion, tal y como se ha descrito en los
ejemplos 1y 2.

Las células madre se reimplantaron inyectandolas en los cuerpos cavernosos. Los pacientes fueron
tratados con antibiéticos profilacticos.

El efecto del tratamiento se evalué mediante una anamnesis subjetiva en varias fechas posteriores, asi
como mediante una evolucién previa y una evaluacion posterior del flujo sanguineo en las arterias de los
cuerpos cavernosos (arterias dorsales)

Resultados

Los 6 pacientes notificaron un aumento de la calidad, la duracién y la tumescencia. Solo un paciente no
notificd un efecto sobre que fuera capaz de tener una eyaculacion. Este paciente sufria las secuelas
posteriores de una operacion de fimosis previa, que lo dejo sin sensibilidad en el glande del pene.

Como promedio, los pacientes experimentaron un cambio en su capacidad para mantener una ereccion
después de 16 dias. Estos datos coincidian con el periodo de tiempo hasta que los pacientes fueron
capaces de tener una eyaculacion.

La Tabla 5b muestra los resultados de este estudio.

Cambio en la duracion de la ereccion
Pac.1 | Pac. 2 | Pac. 3 | Pac.4 | Pac.5 | Pac. 6

Dia 0
Dia 8 X X X
Dia 16 X
Dia 24 X
Dia 32 X
Dia 40

Tabla 5b: cambios en la duracidon de la ereccion después del tratamiento

Los pacientes notificaron un aumento gradual de la calidad de sus erecciones. El hecho de que los 6
pacientes notificaran tener una mayor capacidad para mantener sus erecciones durante mas tiempo,
estaba respaldado con las mediciones Doppler del riego sanguineo de los cuerpos cavernosos (que se
muestran en la tabla 5c).

Velocidad sistélica de la arteria derecha del pene (cm/s)
Paciente Antes Después % de cambio
Pac. 1 15 19 26,6
Pac. 2 11 26 136
Pac. 3 23 30 30,4
Pac. 4 30 37 23,3
Pac. 5 15 20 33,3
Pac. 6 30 32 6,66
PMD 20,7 27,3 42,7
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Velocidad sistélica de la arteria izquierda del pene (cm/s)
Paciente Antes Después % de cambio
Pac. 1 30 46 53
Pac. 2 11 28 154,54
Pac. 3 23 40 74
Pac. 4 30 37 23,3
Pac. 5 10 29 190
Pac. 6 30 32 6,66
PMD 22,3 35,3 83,6

Tabla 5c: cambios del riego sanguineo en los cuerpos cavernosos después del tratamiento
No hubo notificaciones de eventos adversos durante el periodo de evaluacion.
Ejemplo 5: Tratamiento de la artritis

En este estudio, 12 pacientes con osteoartritis fueron tratados con células madre autélogas extraidas del
hueso de la cadera (cresta iliaca). 9 mujeres y 3 varones fueron tratados y evaluados al cabo de 30, 60 y
90 dias. La edad promedio de los pacientes era de 69,3 afios (55-76). Padecian un promedio de 5,4
afios con osteoartritis (0,2-10 afios)

Los pacientes fueron evaluados por la cantidad de dolor experimentado, el uso de analgésicos, la
estabilidad de las articulaciones implicadas en el trasplante y la estabilidad de la flexién y la extension de
las articulaciones involucradas.

La muestra de médula 6sea de aproximadamente 150 ml se retiré bajo anestesia local. La médula 6sea
se recogié a través de una aguja que se habia insertado en la cresta iliaca (crista iliaca). Las células
madre se aislaron y se prepararon para la reimplantacién de acuerdo con el ejemplo 1y 2.

Las células madre fueron reimplantadas inyectando 20 ml de la preparacién de células madre
directamente en la articulacion de destino. Los pacientes fueron tratados con antibiéticos profilacticos.

Después del tratamiento, 11 de 12 pacientes notificaron una mejoria en el dolor que experimentaban en
las articulaciones tratadas. El 12° paciente notifico esto con el segundo resultado el dia 60.

Los pacientes experimentaron un beneficio significativo con el tratamiento (véanse las tablas 6a, 6b y
6¢).

Dolor

antes después
9 0

Pac.

Pac.

Pac.

Pac.

Pac.

Pac.

Pac.

Pac.

Ol |N|oojlo|b~|W[IN|PF
©C| OO ||| N|©|w©
N W w N D DdW

Pac.
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Dolor

antes después
Pac. 10 9 3
Pac. 11 8 3
Pac. 12 8 4
Promedio 8,5 2,9
Desviacion tipica 0,67 1,16

Tabla 6a, medicion del dolor antes y después del tratamiento.

Esto se corrobor6 por un cambio significativo en la flexibilidad de las articulaciones tratadas (tabla 6b).

Flexién/extension

antes

después

Pac.

8

Pac.

Pac.

Pac.

Pac.

Pac.

Pac.

Pac.

Ol |IN|oOO|O|r~|lW[N|PF

Pac.

Pac.

=
o

Pac.

-
-

NP ININDNININWIADN

NJOo [ N|O[Oo|Oo|0 | N[O |O

Pac.

12

4

6

Promedio

2,75

6,67

Desviacion tipica

0,97

0,98

Tabla 6b, medicion de la flexibilidad de las articulaciones antes y después del tratamiento.

La estabilidad de las articulaciones tratadas se increment6 después del tratamiento (tabla 6c).

Estabilidad
antes después

Pac. 1 4 7
Pac. 2 4 7
Pac. 3 4 6
Pac. 4 3 6
Pac. 5 4 7
Pac. 6 3 8
Pac. 7 4 6
Pac. 8 6 9
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Estabilidad

antes después
Pac. 9 5 9
Pac. 10 2 7
Pac. 11 5 7
Pac. 12 4,0 7,2
Desviacion tipica 1,10 1,08

Tabla 6¢, medicidn de la estabilidad de las articulaciones antes y después del tratamiento.

Cinco pacientes notificaron eventos adversos. Los 5 tenian dolor en el area del sitio de recogida de la
médula 6sea, 2 tenian dolor en las articulaciones tratadas y 1 experimentd una reaccién de
hipersensibilidad al vendaje usado y experimenté un dolor inexplicable en las rodillas y los dedos de las
manos.

Ejemplo 6: Tratamiento de la diabetes mellitus de tipo 2

Se incluyeron cinco pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Su edad oscilaba entre 49-77 afios.

Las células madre se extrajeron de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo | y Il

Se infundieron 25 ml de extracto de médula 6ésea mediante angiografia través de la arteria esplénica y la
arteria hepatica.

Se obtuvieron los siguientes resultados para cada uno de los 5 pacientes.

Paciente 1: reduccidn del uso de insulina en un 60 por ciento después de 3 meses
Paciente 2: eliminacidn de la insulina después de 2 meses

Paciente 3: reduccidn del uso de insulina en un 50 por ciento

Paciente 4: reduccidn de los antidiabéticos orales en un 80 por ciento después de 2 meses
Paciente 5: reduccidn del uso de insulina en un 60 por ciento después de 2 meses

La glucosa en sangre era normal después de las reducciones de la dosis.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la separacion de células de la médula ésea que comprende las etapas
de:

a) centrifugar la médula 6sea,;

b) recoger la capa leucocitaria formada después de la etapa a) con un volumen de glébulos rojos por
debajo de la capa leucocitaria, el volumen de glébulos rojos recogido es 1 a 20 veces, preferentemente 1
a 10 veces, mas preferentemente 2 a 5 veces e incluso mas preferentemente 5 veces el de la capa
leucocitaria;

c) centrifugar la capa leucocitaria con el volumen de glébulos rojos por debajo de la capa leucocitaria,
obtenida en la etapa b); y

d) recoger la capa leucocitaria formada después de la etapa c).

2. El procedimiento para la separacion de células de la médula dsea segun la reivindicacion 1, en el
que las etapas a) y c), se llevan a cabo a 1500 G.

3. El procedimiento para la separacion de células de la médula 6sea segun la reivindicacion 1 o 2,
en el que las etapas a) y c) se llevan a cabo a 18°C.

4, El procedimiento para la separacion de células de la médula 6sea segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que la etapa a) se lleva a cabo durante al menos aproximadamente
20 minutos y la etapa c) se lleva a cabo durante al menos aproximadamente 10 minutos, preferiblemente
hasta 20 minutos y mas preferiblemente durante al menos aproximadamente 20 minutos.

5. El procedimiento para la separacion de células de la médula 6sea segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, que comprende etapas adicionales entre las etapas b) y c), que
comprenden las etapas de:

b1) recoger un volumen de glébulos rojos por debajo del volumen recogido en la etapa b), en el que el
volumen de gldbulos rojos recogido esta entre 1 a 20 veces, preferiblemente 1 a 10 veces, mas
preferiblemente 2 a 5 veces e incluso mas preferiblemente 5 veces, el de la capa leucocitaria;

c1) centrifugar el volumen de glébulos rojos recogido en la etapa bl);
d1) recoger la capa leucocitaria formada después de la etapa cl); y

el) mezclar la capa leucocitaria recogida después de la etapa d1) con la capa leucocitaria recogida
después de la etapa c).

6. La capa leucocitaria obtenida al recoger la capa leucocitaria formada después de la etapa c) del
procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

7. La capa leucocitaria segun la reivindicacion 6, en la que las células contenidas en la capa
leucocitaria expresan CD 45 o CD 34.

8. La capa leucocitaria segun la reivindicacion 7, en la que las células son células madre.

9. La capa leucocitaria segun las reivindicaciones 7 u 8, en la que las células expresan CD 45 o CD
34.

10. La capa leucocitaria segiin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en la que las células son de

la estirpe hematopoyética 0 mesenquimatosa.

11. La capa leucocitaria segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, en la que la
concentracion de las células es de 20-200 millones por 2 a 10 ml, y en donde 2-20 millones de esas 20-
200 millones de células expresan CD 34.

12. La capa leucocitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, para su uso en terapia.

13. La capa leucocitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, para su uso en la
regeneracion de tejidos.
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14. La capa leucocitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, para su uso en el
tratamiento terapéutico de una enfermedad o una lesion del sistema nervioso central.

15. La capa leucocitaria segun la reivindicacion 14, para el uso segun la reivindicacion 14, en donde
la enfermedad o la lesién se selecciona entre el grupo que consiste en lesion de la médula espinal,
esclerosis miltiple, accidente vascular cerebral y esclerosis lateral amiotrofica.

16. La capa leucocitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, para su uso en la curacion
de una herida de la piel.

17. La capa leucocitaria segun la reivindicacién 16, en donde la herida de la piel se selecciona entre
el grupo que consiste en heridas de la piel a consecuencia de diabetes, Ulceras, intervencion quirdrgica,
cirugia estética y quemaduras.

18. La capa leucocitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, para su uso para favorecer
la angiogénesis.

19. La capa leucocitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, para su uso en el
tratamiento de una disfuncién eréctil.

20. La capa leucocitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, para su uso en el
tratamiento de la diabetes de tipo 1 o de tipo 2.

21. La capa leucocitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, para su uso en el
tratamiento de la artritis.

22. La capa leucocitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, para su uso en el
tratamiento de una lesion hepética.

23. La capa leucocitaria segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, para su uso en el
tratamiento de la incontinencia urinaria.

24. La capa leucocitaria segun las reivindicaciones 12 a 23, en donde la capa leucocitaria es
autéloga.
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Fig. 2
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