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DESCRIPCION
Trasplante de médula 6sea para el tratamiento de la apoplejia

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud es una conversion de la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos N° 60/134.344, presentada
el 14 de mayo de 1999, incorporada aqui como referencia.

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un tratamiento de la lesion neural y de enfermedades neurodegenerativas. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere al uso de células de la médula ésea para el tratamiento de la
apoplejia.

TECNICA DE ANTECEDENTES

El trasplante intracerebral de células del donante a partir de tejido embrionario puede fomentar la neurogénesis
(Synder et al. 1997). El injerto fetal intraestriatal se ha utilizado para reconstruir circuitos de los ganglios basales
danados y para mejorar los déficits de comportamiento en un modelo animal de isquemia (Goto et al. 1997). Células
fetales madre hematopoyéticas (HSCs - siglas en inglés) trasplantadas en el organismo adulto o HSCs de adultos
trasplantadas en un embridn resulta en una quimera que refleja las células endégenas dentro del microentorno en el
que se sembraron las células (Geiger et al. 1998). Células madre pluripotentes son albergadas en el SNC adulto y el
cerebro adulto pueden formar nuevas neuronas (Gage 1998; Kempermann y Gage, 1998).

El concepto de trasplante de médula 6sea ha sido estudiado por otros. Por ejemplo, en la referencia de Azzizi et al.
los investigadores trasplantan células estromales de médula ésea humanas en los cerebros de ratas albinas. Sus
observaciones primarias fueron que las células mesenquimales humanas pueden injertarse, migrar y sobrevivir de
una manera similar a los astrocitos de rata. Ademas, en el manuscrito de Eglitis y Mwzey se muestra que las células
de médula dsea, cuando se implantan en el cerebro de ratones adultos, pueden diferenciarse en microglia y
macroglia. Una vez mas, esto ocurri6 cuando se trasplantan en el cerebro de ratones normales. Estos dos
documentos se utilizaron para apoyar la hipétesis de que algunos astroglia surgen de una célula precursora que es
un constituyente normal de la médula ésea. Sin embargo, no ha habido ningun estudio que demuestre que células
de la médula ésea se diferencien en neuronas. Ademas, no ha habido ningun estudio que demuestre que esto
ocurriria en un cerebro o médula espinal dafiado y en la enfermedad neurodegenerativa. Ademas, no ha habido
datos de que el tratamiento de la lesién neural (apoplejia, lesion cerebral traumatica, lesién de la médula espinal) y
la enfermedad neurodegenerativa (de Parkinson) con células de médula ésea mejora el resultado funcional.

SUMARIO DE LA INVENCION

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona el uso de células estromales de médula ésea para el
tratamiento de apoplejia trasplantando las células de modo intravascular mediante administracion intracarétida o
administracion intravenosa. De manera adecuada, el uso es para activar células madre del sistema nervioso central
para diferenciarse en neuronas en un cerebro dafiado.

Médula 6sea entera y componentes celulares de la médula ésea se han empleado (es decir, células madre
mesenquimales, MSCs; células madre hematopoyéticas HSGs) para tratar la apoplejia (rata, raton) y lesion cerebral
traumatica (rata). Componentes celulares de la médula 6sea se cultivaron en un medio especial y en medio que
contiene neurotrofinas (NGF, BDNF). Las células se inyectaron directamente en el cerebro, en la arteria carotida
interna o en una vena femoral. Las medidas de resultados fueron: inmunohistoquimica de doble tincion para
identificar morfolégicamente la transformacion fenotipica de células de médula dsea y ensayos de comportamiento y
funcionales para identificar déficits neurolégicos. Los datos de los autores de la invencion demuestran que el
tratamiento de la apoplejia, lesion de la médula espinal o lesiéon cerebral traumatica con médula ésea completa o
componentes celulares reduce significativamente los déficits funcionales. Células de médula 6sea también expresan
fenotipos de las células del parénquima. Ademas, ratones tratados con MPTP de la neurotoxina para inducir
sintomas de la enfermedad de Parkinson fueron tratados con células de médula 6sea administradas por via
intracerebral. Los sintomas de Parkinson se redujeron significativamente en ratones tratados con células de médula
Osea. Estos datos demuestran que las células de médula ésea se pueden emplear para tratar la lesion neural y la
enfermedad neurodegenerativa.
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Importantes y nuevas contribuciones a este sector son: el cultivo de células de médula dsea en neurotrofinas, la
administracion intraparenquimatosa e intravascular de estas células (cultivadas con factor de crecimiento o no) para
la terapia y el tratamiento de la apoplejia, trauma y enfermedad de Parkinson con médula dsea.

También se ha desarrollado un conjunto, compuesto de células madre neurales de la neuroesfera fetal, células
madre mesenquimales de la médula dsea de adultos y liquido cefalorraquideo de ratas Wistar adultas (denominado
NMCesferas). Estas NMCesferas se han utilizado con éxito para tratar la apoplejia y trauma cerebral, y pueden
emplearse para tratar la enfermedad neurodegenerativa.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Otras ventajas de la presente invencion se apreciaran facilmente al entender mejor la misma con referencia a la
siguiente descripcion detallada cuando se considera en unién con los dibujos que se acomparian, en donde:

Las FIGURAS 1A-B son diagramas de las tres regiones del cerebro de rata después de dos horas de MCAo con
trasplante de médula 6sea;

Las FIGURAS 2A-L son fotografias que muestran las células de médula ésea en la seccion preparada H & E en la
inmunorreactividad de proteinas representativas en el IBZ de una serie de secciones adyacentes de ratas muertas
cuatro dias después de trasplante de médula 6sea (A-H); la FIGURA 2 | muestra la proteina nuclear especifica
neuronal, NeuN; la FIGURA 2 J muestra que el trasplante de médula 6sea de las células adyacentes a las células
ependimales que muestran reactividad para el marcador neuronal MAP-2; y K-L muestran que las células de la SVZ
expresan marcadores de proteinas Neuro D y GFAP);

Las FIGURAS 3A-H son fotografias que muestran secciones preparadas de H & E de tejido cerebral después de
MCA trasplantado con trasplante de células de médula dsea;

las FIGURAS 3I-J son fotografias que muestran la tincion TUNEL que muestra células de tipo apoptético en el injerto
de médula 6sea a los cuatro dias;

las FIGURAS 4A-C muestran datos del ensayo de eliminacion de adhesivo, el ensayo motor del “rotarod” y la
puntuacion de la gravedad neuroldgica, respectivamente;

las FIGURAS 5A-B representan injertos que demuestran que los ratones tratados con MSC trasplantado exhiben
una mejora significativa en la duracion en el “rotarod” y muestran una funcién neurolégica mejorada en comparacion
con los animales tratados con vehiculo;

las FIGURAS 6A-B representan que ratas con trasplante intra-arterial de MSC mostraron una mejoria significativa en
el ensayo de la eliminacion de adhesivo y las puntuaciones de la gravedad neurolégica modificadas a los 14 dias en
comparacion con los controles;

las FIGURAS 7A-B representan datos funcionales procedentes de ratas a las que se administr6 MSC por via
intravenosa en comparacion con ratas control-isquemia;

la FIGURA 8 representa los datos del “rotarod” de ratones sometidos a la neurotoxicidad MPTP;

las FIGURAS 9A-D representan los cambios morfoldgicos, es decir, desaparecieron neuronas pigmentadas mas
reducidas y soélo unas pocas de ellas se observaron en la sustancia negra a los 45 dias después del trasplante de
MSC en ratones MPTP-DP; células inmunorreactivas BrdU viables identificadas en la zona inyectada y migradas a
distancias variables en el cuerpo estriado a los 45 dias; la doble tincion demuestra que células BrdU reactivas
dispersadas expresan inmunorreactividad TH dentro de los injertos;

la FIGURA 10 muestra los datos del ensayo BBB de animales sometidos a lesion de la médula espinal; y

la FIGURA 11 es una fotografia que representa la MSCneuroesfera compuesta nueve dias después de la integracion
de neuroesferas en las células.

DESCRIPCION DETALLADA

En general, la presente invencion es util en un método de tratamiento de la lesion neural y neurodegeneracion
utilizando trasplante de médula 6sea. Se ha determinado que células de médula 6sea se diferencian en neuronas y
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otras células parenquimatosas. Células de médula 6sea dentro de lesion cerebral y la médula espinal producen un
conjunto de citoquinas y factores de crecimiento. Las células de médula 6sea activan las células madre enddgenas
en el cerebro, las células ependimales, para que proliferen y se diferencien en células del parénquima, incluidas las
neuronas. Nuevas neuronas estan entonces presentes en el giro dentado y el bulbo olfativo y estan adyacentes a los
sitios de la lesion. Por lo tanto, la médula dsea activa las células madre del sistema nervioso central endégeno para
diferenciarse en neuronas. Las células de médula 6sea también producen factores (citoquinas y factores de
crecimiento) que fomentan la reparacion y la plasticidad del cerebro.

En esta memoria se describe también un método que emplea el cultivo especifico de células de médula ésea, y los
sitios especificos de inyeccion de médula désea. Las células se trasplantan en el tejido penumbra, adyacente a una
lesién, y no dentro de la lesion. El tejido adyacente a la lesion proporciona un entorno receptivo similar al de un
cerebro de desarrollo, para la supervivencia y diferenciacion de células de médula ésea. Se basa en esta actividad
de que la médula ésea es capaz de ser util en la lesidon neural y la neurodegeneracion en donde se ha producido un
dafo especifico del cerebro o de la médula espinal. Ademas, células de la médula ésea son eficaces en el
tratamiento de lesion neural y la degeneracion cuando estas células se administran por via intravascular, es decir,
intra-arterial o intravenosa. Por lo tanto, después de una lesion cerebral, cuando el tejido cerebral muere, en un
esfuerzo por compensar el tejido perdido, la implantacion de médula ésea y sus derivados proporciona una fuente
suficiente de células y la activacion de fomentar respuestas compensatorias del cerebro a un dafio de este tipo.

La médula 6sea se trasplanta en el cerebro isquémico de rata y raton, cerebro de rata lesionado, médula espinal
lesionada y en el cerebro de un ratéon con Parkinson. El trasplante en el cerebro también se ha realizado con el co-
trasplante de factores de crecimiento (BDNF, NAF). La médula 6sea, en particular las MSCs, han sido cultivadas con
el factor de crecimiento nervioso (NGF).

El trasplante se realizé en varios instantes (de cuatro horas a dos dias después de la apoplejia, de uno a siete dias
después de trauma, siete dias después de la lesion de la médula espinal y catorce dias después del inicio de la
enfermedad de Parkinson en el ratén) después de la apoplejia experimental, tanto en rata como en raton. Los datos
indican que el trasplante de médula 6sea o de componentes en cerebro isquémico resulta en la diferenciacién de las
células de médula dsea en las células del parénquima del cerebro, incluyendo las neuronas. Ademas, células madre
enddgenas del cerebro se activan para proliferar y diferenciarse en células del parénquima. Estas células migran a
diferentes regiones dentro del cerebro, incluyendo el hipocampo, bulbo olfatorio y la corteza. Hay también un
resultado funcional mejorado en ratas tratadas con trasplante de médula ésea cultivado con o en combinacién con
factores de crecimiento. Este modelo es altamente predictivo de resultados positivos en mamiferos superiores,
incluidos seres humanos. Un ensayo clinico para el tratamiento con MSC del paciente con apoplejia se presentara
en la Institutional Review Board del Hospital Henry Ford para su revision.

La discusién anterior proporciona una base factica para el uso de trasplante de médula 6sea para el tratamiento de
la lesidon neuronal y la neurodegeneracion. Los métodos utilizados con y la utilidad de la presente invencion se
pueden mostrar mediante los siguientes ejemplos no limitantes y las figuras que se acompafan.

Técnicas de biologia molecular estandares conocidas en la técnica y no descritas especificamente se siguieron en
general como en Sambrook et al, Molecular Cloning:. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Nueva York (1989), y en Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore,
Maryland (1989) y en Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning, John Wiley & Sons, Nueva York (1988), y en
Watson et al., Recombinant DNA, Scientific American Books, Nueva York, y en Birren et al (comps.) Genome
Analysis: A Laboratory Manual Series, Vols. 1-4 Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998) y la
metodologia segun se recoge en las patentes de Estados Unidos 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y
5.272.057 e incorporadas aqui como referencia. La reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo
generalmente como en PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications, Academic Press, San Diego, CA
(1990). La PCR In-situ (en células) en combinacion con Citometria de Flujo se puede utilizar para la deteccion de
células que contienen secuencias especificas de ADN y de ARNm (Testoni et al, 1996, Blood 87: 3822).

Métodos estandares en inmunologia conocidos en la técnica y no descritos especificamente se siguieron en general
como en Stites et al. (comps.), Basic and Clinical Immunology (8?2 edicion), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994) y
Mishell y Shiigi (comps.), Selected Methods in Cellular Immunology, W.H. Freeman and Co., Nueva York (1980).
EJEMPLOS

TRATAMIENTO DE LA APOPLEJIA (RATA) CON TRASPLANTE INTRACERBRAL DE MSC

Descripcion del trasplante intracerebral MSCs derivadas de médula 6sea después de isquemia cerebral en la
rata: en este estudio se utilizaron ratas Wistar macho adultas (n = 28). Las ratas se sometieron a oclusion de la
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arteria cerebral media durante dos horas utilizando el modelo de oclusién intraluminal. Los grupos experimentales
incluyen: MCAo (siglas inglesas de oclusién de la arteria cerebral media) (Control) solo sin trasplante de MSC (n =
8). La inyeccion en la zona limite isquémica (IBZ — siglas en inglés) a las 24 horas después de MCAo del Grupo 2.
Solucién salina tamponada con fosfato (n = 4): Grupo 3. MSCs de médula osea cultivadas sin NGF (n = 8); Grupo 4.
MSCs cultivadas con NGF (n = 8). Se trasplantaron aproximadamente 4x10* células en un volumen total de fluido de
10 pl. Las ratas recibieron injertos y fueron sacrificadas 14 dias después de MCAo.

Medidas de resultados de comportamiento: Los datos del comportamiento de la bateria de ensayos funcionales
(ensayos del “rotarod”, eliminacion de adhesivo y puntuacion de la gravedad neurolégica) demostraron que las
funciones motoras y somatosensoriales se vieron perjudicadas por la lesion isquémica. No se detectaron diferencias
significativas de los ensayos del “rotarod”, eliminacién de adhesivo y NSS entre los grupos antes de la cirugia y
antes del trasplante. Se detectd una recuperacion significativa de la conducta somatosensorial (p <0,05) y NSS (p
<0,05) en animales a los que se trasplant6 MSCs en comparacion con MCAo sola (Figuras 1a, c). Animales que
recibieron MSCs cultivadas con NGF mostraron una recuperacion significativa en ensayos del comportamiento motor
(p <0,05), somatosensorial (p <0,05) y NSS (p <0,05) a las 2 semanas post-trasplante con NGF, en comparacion con
el trasplante de MSCs solo. Las figuras 1 a, b, ¢ muestran datos del ensayo de la eliminacion de adhesivo, ensayo
motro del “rotarod” y la puntuacion de la gravedad neurolégica (NSS — siglas en inglés), respectivamente. Estos
datos demuestran claramente que el tratamiento de la apoplejia con trasplante intracraneal de MSCs proporciona un
beneficio terapéutico significativo y que MSCs, cuando se cultivan en NGF, proporcionan un beneficio terapéutico
superior a MSCs cultivadas sin NGF tal como se indica en los datos del ensayo motor (Figura 1b).

TRATAMIENTO DE LA APOPLEJIA (RATON) CON TRASPLANTE INTRACEREBRAL DE MSC

Trasplante intraestriatal de MSCs en ratones después de apoplejia: MCAo embdlica y trasplante. Ratones
adultos experimentales (C57BL/6J, que pesan 27-35 g) se sometieron a una MCAo y se les trasplantaron MSCs (n =
5). Los ratones control fueron sometidos a MCAo sola (n = 8); la inyeccion de PBS en el cuerpo estriado isquémico
(n = 5); y el trasplante de MSCs en el cuerpo estriado normal (n = 5). La MCAo se indujo utilizando un modelo
embodlico desarrollado en el laboratorio de la solicitante (Zhang et al., 1997). En sintesis, utilizando una mascarilla,
los ratones fueron anestesiados con halotano al 3,5% y se mantuvo la anestesia con halotano al 1,0% en 70% de
N20O y 30% de O». Se colocé en el origen de la MCA a través de un cateter PE-50 modificado un coagulo solo, rico
en fibrina e intacto, homodlogo de 24 horas de edad (8 mm x 0,000625 mm?, 0.18 1). Los procesos de monitorizacion
quirurgicos Yy fisiologicos eran idénticos a los publicados previamente (Zhang et al., 1997). Cuatro dias después de la
MCAo (n = 18), los ratones fueron montados en un bastidor estereotaxico (Stoelting Co. Wood Dale, IL). Utilizando
una técnica aséptica, se practicé una trepanacion (1 mm) en el Iado derecho del craneo para exponer la dura madre
que recubre la corteza derecha. MSCs semi-suspendidas (1x10° en 3 :I de PBS) se inyectaron lentamente a lo largo
de un periodo de 10 minutos en el cuerpo estriado derecho (AP = 0 mm, ML = 2,0 mm y DV = 3,5 mm desde el
bregma). Esta posicion se aproxima a la zona limite isquémica en el cuerpo estriado. La aguja se mantuvo en el
cuerpo estriado durante un intervalo adicional de 5 minutos para evitar el reflujo de los donantes. Los ratones fueron
sacrificados a los 28 dias después de la apoplejia.

Ensayo del Comportamiento: Cada uno de los ratones fue sometido a una serie de ensayos de comportamiento
(ensayo motor de Rotarod, puntuacion de gravedad neuroldgica) para evaluar diversos aspectos de la funcion
neurologica por parte de un investigador quien desconocia los grupos experimentales. Las mediciones se realizaron
antes de la apoplejia y a los 28 dias después de la apoplejia.

Resultados: MSCs reactivas a BrdU sobrevivieron y migraron una distancia de aproximadamente 2,2 mm desde las
zonas de injerto hacia las zonas isquémicas. Células reactivas BrdU expresadas de proteinas neuronales (~ 1%
NeuN) y astrociticas (-8% GFAP). La recuperacion funcional de un ensayo “rotarod” (p <0,05) y los ensayos de
puntuacion de la gravedad neurolégica modificada (NSS, incluyendo los motores, sensoriales y reflejos, p <0,05)
mejoraron significativamente en los ratones que recibieron MSCs en comparacion con MCAo sola (Figura 2). La
Figura 2 muestra que ratones tratados con MSC trasplantada exhiben una mejora significativa en la duracién en el
“rotarod” (Figura 2) y muestran una funcién neurolégica mejorada (Figura 2) en comparacion con los animales
tratados con vehiculo. Los hallazgos sugieren que las MSCs intraestriatales trasplantadas sobreviven en el cerebro
isquémico y mejoran la recuperacion funcional de ratones adultos.

TRATAMIENTO DE LA APOPLEJIA (RATON) CON ADMINISTRACION INTRAVASCULAR DE MSC

Descripciéon de experimentos:

Los experimentos se realizaron en ratas adultas Wistar macho (n = 30) con un peso de 270-290 g. En todos los
procesos quirdrgicos, la anestesia fue inducida en ratas con halotano al 3,5%, y se mantiene con halotano al 1,0%
en 70% de N2O y 30% de O3 utilizando una mascarilla. La temperatura del recto se controlé a 37°C con un sistema
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de calentamiento de agua regulado de retroalimentacion. Una MCAo transitoria se indujo utilizando un método de
oclusion vascular intraluminal, segin se describe arriba. Dos horas después de la MCAo, la reperfusion se realizé
mediante la retirada de la sutura hasta que la punta dejé al descubierto la arteria carétida interna.

(a- Administracion intracarétida de MSCs) El trasplante de intracarétida de las MSC se llevé a cabo a las 24 horas
después de la MCAo (n = 23). Un catéter PE-50 modificado se hizo avanzar desde el mismo sitio de esta arteria
carétida externa hasta el lumen de la arteria carétida interna hasta que se detuvo a 2 mm proximales del origen de la
MCA (Figura 1). Aproximadamente 2x10° MSCs en 200 pl de PBS (n = 6) o fluido Control (200 pl de PBS, n = 8)
fueron inyectadas a lo largo de un periodo de 10 minutos en cada una de las ratas experimentales. En ningun animal
se utilizaron inmunosupresores. Todas las ratas fueron sacrificadas a los 14 dias después de la MCAo.

(b- Administracion intravenosa de MSCs) Para la administracion intravenosa de MSCs, se canuldé una vena
femoral y se inyectaron 1,5x10° MSCs o0 3x10° MSCs.

Ensayos de comportamiento e inmunohistoquimica: Cada una de las ratas fue sometida a una serie de ensayos
de comportamiento (NSS y ensayo de eliminacién de adhesivo) para evaluar la funciéon neurolégica antes de la
MCAo, y alos 1, 4, 7 y 14 dias después de la MCAo. Se emplearon técnicas de inmunohistoquimica sencilla y doble
para identificar proteinas especificas para las células de MSCs reactivas con BrdU.

Resultados: Para la administracion intra-arterial, células reactivas con BrdU (~21% de 2 x 10° MSCs trasplantadas)
distribuidos por todo el territorio de la MCA hacia los 14 dias después de la isquemia. Algunas células reactivas con
BrdU expresaron proteinas caracteristicas de los astrocitos (proteina acida glial fibrilar, GFAP) y neuronas (proteina
asociada a microtubulos-2, MAP-2). Las ratas con el trasplante de MSC intra-arterial exhibian una mejoria
significativa en el ensayo de eliminacion de adhesivo (p <0,05) (Figura 3) y las puntuaciones de gravedad
neurolégica modificada (p <0,05) (Figura 3) a los 14 dias, en comparacion con los controles. Los datos para la
administracion intravenosa de MSCs eran muy similares, debido a que estaba presente una mejoria funcional
significativa con las ratas tratadas con MSCs en comparacién con las ratas tratadas con placebo. La Figura 4
muestra los datos funcionales de ratas a las que se administré MSC por via intravenosa en comparacion con ratas
de control de la isquemia. Una mejora significativa se observa en la velocidad a la que las ratas retiraban las
etiquetas adhesivas de sus patas a los siete y 14 dias después de la apoplejia, en comparacion con los animales
control (Figura 4). La funcidon neurolégica global de ratas tratadas con MSCs administrados por via intra-arterial
mejord significativamente en comparacion con las ratas de control de la isquemia a los 14 dias después de la
apoplejia. Los hallazgos sugieren que MSCs inyectadas por via intra-arterial estan localizadas y dirigidas al territorio
de la MCA y estas células fomentan una mejora funcional después de la isquemia cerebral. Ademas, la
administracion intravenosa de MSCs también proporciona una mejora significativa en el resultado funcional. Por lo
tanto, los autores de la invencién han demostrado que la administracién vascular es una via factible y eficaz de
administracion de MSCs terapéuticamente beneficiosas.

TRATAMIENTO DE LESION CEREBRAL TRAUMATICA (RATA) CON TRASPLANTE INTRACERBRAL DE MSC

Descripcion: Los experimentos se realizaron en 66 ratas Wistar macho que pesaban 250-350 gramos. Se utilizd un
dispositivo de impacto cortical controlado para inducir la lesion (Dixon E et al A controlled cortical impact model of
traumatic brain injury in rat. J. Neuroscience Methods 39: 253-262,1991). La lesion fue inducida por el impacto de
la corteza izquierda con un pistén neumatico que contiene un diametro de 6 mm que se mueve a una velocidad de 4
mm/s y produce una compresion de 2,5 mm. MSCs marcadas con BrdU se recogieron de animales donantes y se
implantaron en el hemisferio ipsilateral, como en los experimentos de apoplejia. MSCs fueron trasplantadas en el
cerebro 24 horas después de la lesion. Las ratas que recibieron MSCs fueron sacrificadas a los 4 dias (n = 4), 1
semana (n = 15), 2 semanas (n = 4) y 4 semanas (n = 4) después del trasplante. Los animales control se dividieron
en 3 grupos: 1) ratas sometidas a lesiones sin trasplante y sacrificadas a los 8 dias (n = 4) y 29 dias (n = 4) después
de la lesion; 2) animales a los que se inyecté PBS un dia después de la lesion y fueron sacrificados a los 4 dias (n =
4), 7 dias (n = 4), 14 dias (n = 4) y 28 dias después de la inyeccion de PBS; 3) ratas control simuladas con
craneotomia pero ninguna lesién o trasplante fueron sacrificadas a los 8 dias (n = 4) y 29 dias (n = 4) después de
una craneotomia.

Medidas de resultados (comportamiento, histologia): Se emple6 un ensayo “rotarod” acelerante para medir la
funcién motora. Las mediciones se realizaron a los 2, 5, 15y 29 dias después de la lesion. Después del sacrificio,
las secciones de cerebro se tifieron con hematoxilina y eosina y se realizé un inmunohistoquimica doble marcada
para identificar el tipo de células MSC.

Resultados: El examen histolégico reveld que después del trasplante las MSCs sobreviven, proliferan y migran
hacia el lugar de la lesién. MSCs marcadas con BrdU expresaban marcadores para astrocitos y neuronas. Las ratas
a las que se trasplantaron MSCs exhibian una mejora significativa en la funcidn motora en comparacion con
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animales control. Los datos de los autores de la invencioén indican que el trasplante intracerebral de MSC mejora
significativamente la funcion neuroldgica después de una lesién cerebral traumatica. En un conjunto complementario
de experimentos, también trataron con MSCs a ratas sometidas a lesién cerebral traumatica; sin embargo, en este
experimento las MSCs fueron suministradas al cerebro por medio de administracion intra-arterial (arteria
intracarétida). Los datos eran similares al trasplante intracraneal. Las MSCs migraban faciimente a la region
lesionada del cerebro y estas células expresaban marcadores de proteinas de las células del cerebro (astrocitos,
neuronas). Por lo tanto, los estudios de los autores de la invencion indican que la lesién cerebral traumatica puede
ser tratada con MSC administrada por via intracerebral o por medio de una ruta vascular.

TRATAMIENTO DE PARKINSON (RATON) CON TRASPLANTE INTRACRANEAL DE MSCs

Descripcion del método MPTP y resultados

En este estudio se emplearon ratones C57BL/6 adultos macho, de 8-12 semanas de edad, con un peso de 20-35 g.
Con el fin de obtener lesiones graves y de larga duracion, los ratones fueron tratados con inyecciones
intraperitoneales de hidrocloruro de MPTP (30 mg/kg, Sigma) en solucién salina una vez al dia durante siete dias
consecutivos (210 mg/kg dosis total). A los ratones se les trasplantaron, por via estereotaxica, MSCs marcadas con
BrdU (3 x 10°/3 ul) directamente en el cuerpo estriado derecho.

Ensayos de comportamiento

Ratones sometidos a cada una de las inyecciones de MPTP presentaban y mantenian anomalias de
comportamiento (aquinesia, inestabilidad postural, temblor y rigidez) durante varias horas, tal como se resefia en la
bibliografia [Heikkila et. al. I., 1989].

Una evaluacion sin farmacos de Parkinson mediante el ensayo “rotarod” fue descrito por Rozas et al. [1997,1998].
Ratones MPTP-PD con o sin trasplante de MSC fueron sometidos a ensayo en un “rotarod” a una velocidad
creciente (16 rev./minuto y 20 rev./minuto) después de las Ultimas inyecciones de MPTP (cinco ensayos al dia para
obtener valores estables) sin inyeccion de farmacos adicional mejorada alguna. Un ensayo se terminé cuando los
ratones se caian del “rotarod”. Se observé una mejora significativa en la funcion motora (p < 0,05) a los 35 dias
después de la inyeccion de MPTP en ratones con enfermedad de Parkinson tratados con trasplante de MSC en
comparacion con ratones control a los que se inyecté MPTP solo. La Figura 5 muestra datos del “rotarod” de ratones
sometidos a neurotoxicidad con MPTP. Se realizaron dos experimentos; los ratones se colocaron en el “rotarod” que
giraba a 16 rpm o a 20 rpm. Los datos demuestran que ratones tratados con MSCs mostraban un incremento
significativo de duracién en el “rotarod” a las dos velocidades angulares en comparaciéon con ratones MPTP a los
que se administré PBS por via intracerebral. Los ratones tratados con MSCs cultivadas con NGF parecian tener un
beneficio incremental en comparacion con el tratamiento con MSC, aunque las diferencias no eran significativas.

Cambios morfoldgicos:

Se identificaron células inmunorreactivas con BrdU viables en la zona de inyeccién y migraron a distancias variables
en el cuerpo estriado del huésped (Figura 1b) a los 35 dias. La tincion doble muestra que células reactivas con BrdU
dispersadas (Figura 1c) expresan inmunorreactividad de tirosina hidroxilosa (un marcador de la dopamina) (Figura
1d) dentro de los injertos.

Conclusiones: Estos datos demuestran que el trasplante intracerebral de MSCs reduce los sintomas de la
enfermedad de Parkinson en el raton.

TRATAMIENTO DE LESIONES DE LA MEDULA ESPINAL (RATA) CON TRASPLANTE INTRALESIONAL DE
MSCs

Descripcién de la lesion de médula espinal

Lesion de médula espinal. Se indujo una lesion por impacto utilizando la caida de peso (10 g desde una altura de
25 mm, modelo de ‘impacto NYU’) para producir una lesion en la médula espinal de gravedad moderada. Ratas
Wistar macho adultas (300 + 5 g) fueron anestesiadas con pentobarbital (50 mg/kg, via intraperitoneal), y se realizé
una laminectomia en el nivel T9.

Trasplante y ensayos de comportamiento MSCs 2,5 X 10°/4 :| se inyectaron en el epicentro de la lesion a los 7
dias después de SPI. Las puntuaciones de valoracion del aparato locomotor de Basso-Beattie-Bresnahan (BBB)
fueron obtenidas antes y después del trasplante Basso et al., 1995]. La Figura 7 muestra los datos del ensayo BBB
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de animales sometidos a lesion de la médula espinal y tratados con trasplante de MSC o simplemente dado el
mismo volumen de vehiculo. Todas las ratas tenian una puntuacién de 21 (puntuacién normal) antes de la lesion de
la médula espinal y una puntuacion de 0 a 6 horas después de la contusion. En las ratas sometidas a una contusion
con inyeccion de PBS, las puntuaciones mejoraron de 6,7 (1 semana) a 11,5 (5 semanas). El grupo control tuvo una
mejoria temprana en la funcién neurolégica, que se estabiliza hacia la tercera semana. Las ratas sometidas a
contusion con trasplante de MSC tenian una puntuacion significativamente mejorada de 7,0 (1 semana) y 15,3 (5
semanas). El grupo tratado con MSC exhibia una recuperacion estable que no se habia estabilizado hacia la quinta
semana, que era el punto final del experimento. Las ratas tratadas con MSC tuvieron una mejoria significativa en las
puntuaciones BBB con el valor p, 0,01 para el global y cada uno de los tiempos individuales para el efecto del
tratamiento. En términos funcionales, las ratas contusas en el grupo tratado con MSC podian caminar con pasos
plantares que soportan el peso consistentes con coordinacion de las extremidades anteriores y las extremidades
posteriores. En contraposicion, las ratas contusionadas en el grupo de control PBS exhibian déficits obvios en la
funciéon motora.

Analisis histolégico

Células derivadas de MSCs, identificadas por una inmunorreactividad con BrdU, sobrevivieron y se distribuyeron por
todo el tejido dafado (T9, Figura 1a) de 1 semana hasta 4 semanas después de trasplante de MSC. Células
reactivas con BrdU migraron 5 mm tanto caudal como rostral del epicentro de células trasplantadas (Figura 1b). La
Figura 2a muestra que el anticuerpo contra Rip no reaccionaba con oligodendrocitos dafados en ratas
contusionadas con inyeccion de PBS no tratada. Por el contrario, después de la lesidon de la médula espinal y el
trasplante de MSC (Figura 2b), una intensa inmunorreactividad Rip claramente demarcaba fibras mielinadas de
diametro pequefio y grande. La doble inmunotincion (Figuras 2c-d) demuestra que células reactivas con BrdU
dispersadas expresan el marcador neuronal, NeuN.

Conclusiones: El tratamiento de lesién medular de moderada a grave con MSCs trasplantadas en el sitio de la
lesién proporciona una mejora significativa de la funciéon motora. Las MSCs expresan marcadores de proteinas de
neuronas y oligodendrocitos, lo que indica que estas células, cuando se disponen dentro de la médula espinal,
adquieren caracteristicas de las células del parénquima.

NEUROESFERA (NMC-ESFERA)- UN NUEVO MATERIAL COMPUESTO PARA EL TRATAMIENTO DE
LESIONES Y ENFERMEDADES DEL SNC

Descripcion del experimento con neuroesferas

Los autores de la invencion han empleado agregados, compuestos de células madre neurales de la neuroesfera
fetal, células madre mesenquimales de la médula 6sea de adultos y fluido cefalorraquideo de ratas Wistar
adultas (denominados NMCesferas). Células del cerebro fetales se pre-marcaron con 1,1'-dioctadecil-6,6'-di(4-
sulfofenil)-3,3,3',3-tetrametilindocarbocianina (Dil) y células mesenquimales de la médula 6sea de ratas adultas se
pre-marcaron con perclorato de 3,3'-dioctadeciloxacarbocianina (DiO) y/o bromodesoxiuridina (BrdU). Utilizando
microscopia confocal de escaneo laser (tridimensional) y el analisis inmunohistoquimico en parafina y secciones
congeladas, los autores de la invencion identificaron que:

1. Interaccién célula-célula: Dentro de la NMCesfera, células derivadas de células madre mesenquimales de la
médula forman rapidamente un armazon (1 dia) y una red (9 dias, Figura 8) conforme avanzaba el tiempo, in vitro.
La Figura 8 muestra la MSC neuroesfera compuesta nueve dias después de la integracion de células-neuroesfera.
La MSC, identificada mediante DiO y BrdU forman una red tipo axonal-dendritica (amarillo-verde).

2. Interaccion célula-célula: Dentro del NMCesfera, células derivadas de células madre neurales tienen una vida
util mas larga que dentro de la neuroesfera sola. Las NMCesferas expresan proteinas, p. €j., nestina que se
encuentra normalmente en células neurales inmaduras; proteina acida fibrilar glial (GFAP), que es un marcador
especifico para astrocitos diferenciados; proteina basica de mielina (MBP), que es un marcador de oligodendrocitos;
y B-tubulina clase Il especifica de neuronas (Tud1) que es un marcador de neuronas inmaduras y proteina 2
asociada a microtubulos (MAP-2) que es un marcador de los cuerpos celulares neuronales y dendritas.

3. Micro-entorno de NMCesfera: El tamafio y la estructura de las NMCesferas estan influenciados por el micro-
entorno del medio, es decir, crecen mejor en el IMDM con factor de células madre que con DMEM estandar.

4. Secrecion de NMCesferas: La adicion del sobrenadante procedente de la NMCesfera cultivada en el medio
DMEM e IMDM para neuroesferas y MSCs, respectivamente, estimuld el crecimiento tanto de neuroesferas como de
MSCs. La conexion célula-célula obvia y la proliferacion fue inducida con este sobrenadante. Esto sugiere que las
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NMCesferas secretan sustancias de soporte para las células madre. Estas sustancias pueden utilizarse para
potenciar la neurogénesis.

5. Fluido cefalorraquideo (CSF) proporciona un micro-entorno 6ptimo para formar NMCesferas que es superior al
medio convencional.

TRATAMIENTO DE LA APOPLEJIA Y TRAUMA DEL CEREBRO CON NMCesfera

Protocolo para el trasplante de MSC y neuroesfera en ratas después de MCAo y TBI.
MCAo

MSCs pre-marcadas con BrdU y neuroesferas se mezclaron y se cultivaron en matraces durante 7 dias. A las 24
horas después de la MCAOo, las ratas fueron anestesiadas con halotano y la NMSesfera compuesta se inyecté en el
cerebro (n = 4). Los animales fueron montadas en un aparato estereotaxico (Modelo 51603, Stoelting Co., Wood
Dale, IL). Veinte esferas (diametro inferior a 0,2 mm) en 5 ml de PBS se inyectaron verticalmente mediante una
jeringa Hamilton en el cuerpo estriado derecho en las coordenadas LM = 2,5 mm, VD =45 mmy AP =0 a la
bregma, y en la corteza derecha en LM = 2,5 mm, VD = 2 mm y AP = 0 mm. Esta posicion se aproxima a la zona
limite isquémica. Tres microlitros de esferas se inyectaron inicialmente en el cuerpo estriado y 2 ml en la corteza a lo
largo de un periodo de 10 minutos en cada punto. La aguja se mantuvo en la corteza durante un intervalo adicional
de 5 minutos para evitar el reflujo de médula 6sea desde las zonas inyectadas a la superficie del cerebro. Después
de la inyeccion, cera de hueso (W810, Ethicon) se colocd en el craneo para evitar la fuga de la disolucion. Las ratas
fueron sacrificadas a los 14 dias después de la MCAo.

Lesion Traumatica del Cerebro (TBI)

MSCs pre-marcadas con BrdU y neuroesferas se mezclaron y se cultivaron en matraces durante 7 dias. 4 dias mas
tarde, ratas con TBI (n = 4) fueron anestesiadas con clorohidrato y se colocaron en el bastidor estereotactico, y
después se expuso la zona lesionada previa. Una pipeta con una punta de vidrio (0,5 mm de diametro) que
contienen 15 NMCesferas mixtas preparadas (diametro de 0,25 mm) en 20 UL de PBS se fij6 sobre el bastidor
estereotactico. La punta de la aguja se insertd en el sitio central de la zona lesionada, 2,5 mm alejada de la
superficie del cerebro. Las esferas se inyectaron en el cerebro a lo largo de 5 minutos, y después se mantuvieron
durante un intervalo de 5 minutos para evitar el reflujo. En ambos conjuntos de experimentos (apoplejia y TBI) las
medidas de resultados funcionales se midieron utilizando los ensayos de “rotarod” y de eliminacion de adhesivo.

Resultados: Un beneficio funcional tanto en la apoplejia como en TBI era evidente en ratas tratadas con
NMCesferas. Estos datos indican que las NMCesferas se pueden emplear para el tratamiento de la apoplejia y la
lesion cerebral. Este material compuesto es un nuevo material con un potencial para el tratamiento de lesiones del
SNC y la neurodegeneracion.

DESCRIPCION DEL NUEVO MEDIO (CON Y SIN FACTORES DE CRECIMIENTO) EMPLEADO PARA EL
CULTIVO DE MSCS PARA EL TRATAMIENTO DE LESIONES NEURALES Y LA NEURODEGENERACION

Células de médula ésea primariaS se obtuvieron a las 48 horas después de tratar a ratas Wistar adultas con 5-
fluorouracilo (5-FU, 150 mg/kg) y se cultivaron en el Medio de Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM)
suplementado con suero de bovino fetal (FBS) al 10% y factor de células madre (100 ng/ml). MSCs adherentes se
resuspendieron en IMDM reciente con factor de crecimiento nervioso (NGF, 200 ng/ml), factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF, 100 ng/ml) y factor de crecimiento epidérmico (EGF, 20 ng/ml) hasta un mes. MSCs control se
cultivaron en el IMDM sin factores de crecimiento neurales. Se utilizaron anticuerpos contra nucleos neuronales
(NeuN), proteina 2 asociada a microtubulos (MAP-2) y la proteina acida glial fibrilar (GFAP) para la identificacion
inmunocitoquimica de células cultivadas.

Los datos indican que células derivadas de células madre adultas de la médula 6sea y células progenitoras pueden
crecer en grandes cantidades en cultivo y pueden expresar proteinas caracteristicas de neuronas y astrocitos.
Factores de crecimiento neurotréficos potencian la expresion neural de células derivadas de células de médula 6sea
in vitro. La tincion inmunocitoquimica demuestra que MSCs control sin factores de crecimiento neurotréficos
expresan los NeuN neuronales (~ 1%, Figura 1a) y GFAP astrocitica (~ 3%, Figura 1b). Sin embargo, MSCs tratadas
con factores de crecimiento neurotréficos (p. e., NGF) expresan NeuN neuronal (~ 3%, Figura 1c) y GFAP astrocitica
(~ 30%, Figura 1d).

Bromodesoxiuridina (BrdU, 3 Fg/ml), que se incorpora en células en division, e identifica ADN recién formado, se
afiadié al medio 72 horas antes del trasplante. Utilizando inmunoperoxidasa con 3,3'-diaminobenzidina (DAB, parda)
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y contratincion mediante hematoxilina, células de médula 6sea se identifican por el anticuerpo contra BrdU. El
numero de MSCs marcadas con BrdU es ~ 90% in vitro.

DISCUSION

Los datos demuestran que células de la médula 6sea adultas cultivadas, particularmente células estromales de la
médula (MSC) sobreviven y se diferencian en células de tipo parenquimal en los cerebros de roedores adultos
después de isquemia, traumatismo cerebral y de la médula espinal, y la enfermedad de Parkinson, y que la médula
6sea fomenta la proliferacion prominente, la diferenciacion y la migracion de VZ/SVA NSCs.

Células de la médula 6sea pluripotentes se convierten en glia en el cerebro de rata normal (Azizi et al., 1998), y
facilitan la proliferacion celular y la diferenciacion especifica para las células después de una MCAo. El experimento
de trasplante de médula 6sea requiere un medio sensible para vigilar la suerte de las células de médula 6sea. La
ayuda vino de las células de médula ésea que portan trazadores y marcadores tales como BrdU, CD34, nestina,
PCNA. Células madre hematopoyéticas pluripotentes y células madre mesenquimales de la médula ésea de adultos
expuestos al nuevo micro-entorno isquémico después de MCAo se activan para proliferar y diferenciarse en
fenotipos de células neuronales (MAP-2, NeuN) y gliales (GFAP). Factores de la médula ésea o estroma humorales
también han de ser una fuente de factores de diferenciacién y proporciona el micro-entorno quimiotactico para
potenciar la proliferacion, migracion y diferenciacion de las células madre neurales a partir de VZ/SVZ (siglas
inglesas de zona ventricular/zona subventricular).

La VZ/SVZ del cerebro anterior de mamiferos es una regién de matrices germinales que se desarrolla tarde en la
gestacion, se agranda y luego disminuye de tamafio, pero persiste en una forma vestigial a largo de la vida (Gage
1998). En el cerebro adulto normal, la ausencia de la produccion neuronal del cerebro anterior refleja no una falta de
células madre neurales apropiadas, sino mas bien una inhibicion ténica y/o una falta de soporte tréfico y migratorio
post-mitético. A pesar de que las sefales que activan las células madre en reposo del SNC dentro de la VZ/SVZ
normal para entrar en el ciclo celular ain no se han resuelto, los datos demuestran que un SNC lesionado es un
entorno diferente de un SNC intacto y marcadamente altera el fenotipo diferenciado terminal de las células madre
neurales. De manera interesante, es de destacar que la VZ/SVZ en el cerebro anterior de adultos no es una zona
amenazada de isquemia pasiva, que se encuentra lejos de las zonas isquémicas (FIGURAS 3F-H), sino que es un
tejido activo que proporciona células para reconstruir el cerebro. Células de la VZ/SVZ proliferan y se diferencian en
fenotipos neuronales y gliales después de una MCAo. La supervivencia de neuronas que surgen de NSCs adultas es
dictada tanto por la disponibilidad de una via permisiva para la migracion como el entorno en el que se produce la
migracion. Nuevas neuronas parten de la VZ/SVZ para entrar en el parénquima cerebral a través de fibras guia
radiales, que emanan de los cuerpos celulares en el epéndimo ventricular en la rata adulta (FIGURAS 2K-L), y
proporcionan una via permisiva para la migracion tal como se encuentra durante el desarrollo (Rakic 1972). La
mitosis dentro del injerto y la VZ/SVZ demuestran que el cerebro lesionado isquémico junto con las células
trasplantadas revierte a una etapa temprana de desarrollo para fomentar la reparacion. Los datos son consistentes
con la observacion de que el cerebro adulto puede formar nuevas neuronas (Gage 1998).

En resumen, los datos indican que el trasplante de médula dsea intracerebral e intravascular después de la lesion
neural por apoplejia y la enfermedad de Parkinson mejora significativamente la recuperacion funcional. El trasplante
también potencia la proliferacion y diferenciacion de células madre de médula dsea exdgenas y NSCs enddgenas.
Aspiraciones y biopsias de médula 6sea se han empleado en el diagnéstico y tratamiento de enfermedades clinicas.
El trasplante de médula 6sea proporciona una nueva via para inducir plasticidad del cerebro y la médula espinal
lesionados y proporciona una estrategia terapéutica para el tratamiento de la lesidon neuronal y la
neurodegeneracion.

Ademas, se identifica una nueva sustancia, un material compuesto de MSCs y neuroesferas, que cuando se
trasplanta al cerebro después de apoplejia o trauma, mejora la recuperacion funcional.

A lo largo de esta solicitud, se hace referencia a diversas publicaciones por autor y afio. Las citas completas de las
publicaciones se listan mas adelante.

La invencion ha sido descrita de una manera ilustrativa, y ha de entenderse que la terminologia que se ha utilizado
pretende estar en la naturaleza de las palabras de descripcidon mas que de limitacion.

Obviamente, son posibles muchas modificaciones y variaciones de la presente invencion a la vista de las
ensefianzas anteriores. Por lo tanto, debe entenderse que dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas, la
invenciéon puede ponerse en practica de otra manera distinta a la descrita especificamente.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de células estromales de la médula ésea en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
apoplejia mediante el trasplante de las células intravascularmente medianteadministracion intracarotida o

administracion intravenosa.

2. Uso de células estromales de la médula 6sea de acuerdo con la reivindicacion 1 para activar células madre del
sistema nervioso central endégenas para diferenciarse en neuronas en un cerebro lesionado.
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