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DESCRIPCION

Uso de una composicidon que contiene células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical
humano para inducir diferenciaciéon y proliferacion de células precursoras neurales o células madre neurales a
células neurales

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a usos de una composicion que comprende células madre mesenquimatosas
derivadas de sangre de cordon umbilical humano para inducir diferenciacién y proliferacion de células precursoras
neurales o células madre neurales a células neurales.

Antecedentes de la invencion

Accidente cerebrovascular, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Pick, enfermedad
de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad traumatica del sistema nervioso central y enfermedad por
lesion de la médula espinal implican disneuria provocada por lesion de células nerviosas, y se han tratado
generalmente con medicamentos u operacion quirdrgica, lo que puede dafiar gravemente células normales.

Recientemente, se ha reconocido que una terapia de sustitucion celular en la que se trasplantan células normales
para sustituir células dafiadas o destruidas es eficaz para tales enfermedades, y estan estudiandose intensamente
células madre, en particular, que pueden diferenciarse y proliferar para dar tejidos deseados.

Las células madre son células no especializadas que pueden proliferar ilimitadamente en la fase no diferenciada y
pueden diferenciarse en diversos tejidos en respuesta a estimulos especificos.

Las células madre neurales, a partir de las cuales se forman neuronas y/o células gliales tales como astrocitos,
oligodendrocitos y/o células de Schwann, también son células no diferenciadas que tienen potencial de
autorreproduccion. Se diferencian en células neurales, por ejemplo neuronas o células gliales a través de células
precursoras neurales o células precursoras gliales.

Se sabe que las células madre mesenquimatosas, que se diferencian en hueso, cartilago, tejido adiposo, musculo,
tendon, ligamento, tejido neural y otros, son viables para la terapia de sustitucidn celular. Se han obtenido células
madre mesenquimatosas principalmente a partir de la médula ésea, pero tales células madre mesenquimatosas
proporcionan solo aplicaciones limitadas debido a su potencial restrictivo de diferenciacion y proliferacion. Ademas,
deben realizarse operaciones complicadas y a menudo dolorosas que se componen de varias etapas para tal terapia
de sustitucién celular, ademas del problema de hallar un donante que tenga antigenos de histocompatibilidad
idénticos a los de un paciente para excluir la reacciéon de injerto contra huésped durante el trasplante de médula
Osea.

En los ultimos afios, la sangre de cordon umbilical se ha convertido en un objetivo para los investigadores debido a
sus altas concentraciones de células madre. Se han realizado varios ensayos para tratar enfermedades sanguineas
trasplantando sangre de cordén umbilical a un paciente, y se han establecido bancos de sangre de cordén umbilical,
que conservan la sangre de cordén umbilical en forma congelada hasta su uso, para la terapia de trasplante
autologo.

A diferencia de la médula 6sea, la sangre de cordén umbilical puede obtenerse mediante una operacion sencilla a
partir de un cordon umbilical y provoca poca reaccion de injerto contra huésped. Por estos motivos, se han realizado
recientemente estudios a nivel mundial para la aplicacién clinica de la sangre de cordon umbilical.

Los presentes inventores también han estudiado extensamente células madre mesenquimatosas derivadas de
sangre de cordén umbilical y han encontrado que pueden inducir diferenciacion y proliferacion de células
precursoras neurales o células madre neurales a células neurales.

Sumario de la invencion

Por tanto, es un objeto de la presente invencion proporcionar el uso de una composicion que comprende células
madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical (UCB-MSC) para inducir diferenciacion y
proliferacién de células precursoras neurales o células madre neurales a células neurales in vitro, que comprende
cultivar UCB-MSC con células precursoras neurales o células madre neurales.

Segun otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para inducir diferenciacién y proliferacion de
células precursoras neurales o células madre neurales a células neurales in vitro, que comprende cocultivar células
madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical con las células precursoras neurales o las células
madre neurales.

También se da a conocer en el presente documento una composicién para inducir diferenciacion y proliferacion de
células precursoras neurales o células madre neurales a células neurales, que comprende células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical como componente activo.
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Segun un aspecto todavia adicional de la presente invencion, se proporcionan UCB-MSC para su uso en el
tratamiento de una enfermedad por lesién nerviosa mediante la induccién de diferenciacion y proliferacion de células
precursoras neurales o células madre neurales a células neurales.

Breve descripcion de los dibujos

Los objetos y caracteristicas anteriores y otros de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcion de la invencidon, cuando se toma conjuntamente con los dibujos adjuntos, que muestran
respectivamente:

figura 1: un diagrama de una camara Transwell usada para cocultivar células madre mesenquimatosas derivadas de
sangre de cordén umbilical y células precursoras neurales;

figura 2: fotografias que muestran la diferenciacion y proliferacion de NG108-15 (NG108) observadas con un
microscopio de contraste de fases (x100), 4 y 7 dias tras el cultivo de NG108-15 solas o el cocultivo con las mismas
de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical, respectivamente;

figura 3: fotografias que muestran el resultado de inmunotincidon para tubulina beta-lll, un marcador temprano para
diferenciacion neuronal, 7 dias tras el cultivo de NG108-15 solas o el cocultivo con las mismas de células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical, respectivamente;

Figura 4: fotografias que muestran la diferenciacion y proliferaciéon de NG108-15 observadas con un microscopio de
contraste de fases (x100), 7 dias tras el cultivo de células NG108-15 solas, complementadas con AMPc o en
cocultivo con células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical obtenidas de dos individuos
diferentes (hUCB-MSC-1 y hUCB-MSC-2), respectivamente;

figura 5: fotografias que muestran la diferenciacion y proliferacién de células madre neurales derivadas de la corteza
cerebral de un ratén fetal observadas con un microscopio de contraste de fases (x 100), 7 dias tras el cocultivo de
las células madre neurales con hUCB-MSC-1 y hUCB-MSC-2 de diversas concentraciones, respectivamente;

figura 6: fotografias que muestran el resultado de inmunotincién para tubulina beta-lll y proteina 2 asociada a
microtubulos (MAP2), marcadores tempranos de diferenciacion neuronal, 7 dias tras el cultivo de células madre
neurales derivadas de la corteza cerebral del raton fetal solas o el cocultivo con las mismas de células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical, respectivamente;

figura 7: un grafico que muestra el nimero de células viables evaluadas mediante la tinciéon con azul tripano, 7 dias
tras el cocultivo de las NG108-15 con células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical de
diversas concentraciones; y

figura 8: un gréafico que muestra el nimero de células viables evaluadas mediante la tincién con azul tripano, 7 dias
tras el cocultivo de células madre neurales, derivadas de la corteza cerebral del ratén fetal, con células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical de diversas concentraciones.

Descripcion detallada de la invencidn

La composicion para inducir diferenciacion y proliferacion de células precursoras neurales o células madre neurales
a células neurales comprende de manera caracteristica células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de
cordon umbilical como componente activo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sangre de cordén umbilical” se refiere a la sangre extraida
de la vena del cordon umbilical que une la placenta de un mamifero con una cria recién nacida del mismo.

El término “células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical” tal como se usa en el
presente documento se refiere a células madre mesenquimatosas que se aislan de la sangre de cordén umbilical de
un mamifero, preferiblemente un ser humano.

El término “una enfermedad por lesién nerviosa” tal como se usa el presente documento se refiere a una
enfermedad que va acompafiada, entre otros, por disfuncién de la conducta debida a nervios sensoriales 0 motores
dafnados. Las enfermedades por lesion nerviosa a modo de ejemplo incluyen accidente cerebrovascular, enfermedad
de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Pick, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral
amiotréfica, enfermedad traumatica del sistema nervioso central y enfermedad por lesion de la médula espinal.

El término “tratar” se refiere a: prevenir la manifestacion de una enfermedad o un trastorno aun no diagnosticado en
un animal, preferiblemente un mamifero, lo mas preferiblemente un ser humano, que es propenso a adquirir tal
enfermedad o trastorno; o inhibir el desarrollo de una enfermedad por lesién nerviosa.

El término “una célula neural” tal como se usa en el presente documento se refiere a una neurona del sistema
nervioso central o periférico, y/o una célula glial tal como un astrocito, un oligodendrocito y/o una célula de Schwann.
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En el aislamiento de un monocito que comprende células madre mesenquimatosas de la sangre de cordén umbilical,
puede emplearse un método comun tal como el método de gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque.
Especificamente, dicho método comprende las etapas de reunir sangre de cordon umbilical de la vena umbilical tras
el parto hasta el desprendimiento de la placenta; centrifugar la sangre de cordén umbilical con un gradiente de Ficoll-
Hypaque para obtener monocitos; y eliminar contaminantes de los mismos. Los monocitos obtenidos pueden
someterse a aislamiento de células madre mesenquimatosas de los mismos, o a ultracongelacion para un
mantenimiento seguro a largo plazo hasta su uso.

El aislamiento de células madre mesenquimatosas de monocitos derivados de sangre de corddn umbilical puede
realizarse mediante el método de Yang SE et al. (Yang SE et al., Cytotherapy, 6(5):476-486, 2004).
Especificamente, se suspenden monocitos en un medio que contiene del 5 al 30% en peso, preferiblemente del 5 al
15% en peso de suero bovino fetal (FBS), incluyendo el medio uno convencional tal como DMEM, a-DMEM, medio
basal de Eagle o RPMI 1640. Entonces, se dividen las células en la suspension en medios que tienen la misma
composicion descrita anteriormente y se cultivan en un incubador con un 5% de CO, a 37°C. Cuando las células en
cultivo forman una monocapa, se observan células madre mesenquimatosas que tienen una forma de huso.
Entonces, se subcultivan repetidamente las células madre mesenquimatosas hasta que las células se amplifican
suficientemente.

Segun la presente invencion, tanto la diferenciacion como la proliferacién de células precursoras neurales o células
madre neurales a células neurales puede inducirse mediante el cocultivo de células madre mesenquimatosas
derivadas de sangre de corddn umbilical con células precursoras neurales o células madre neurales.
Concretamente, las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de corddn umbilical son simultaneamente
eficaces no solo para inducir la diferenciacion de las células precursoras neurales o células madre neurales para dar
células neurales, sino también para sostener y reforzar tales efectos a través de un aumento del numero de las
células neurales, para potenciar sus efectos terapéuticos.

Por tanto, la presente invencién proporciona usos de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de
cordén umbilical o una composicion que comprende las células para inducir la diferenciacion de células precursoras
neurales o células madre neurales a células neurales y la proliferacion de las células neurales resultantes.

Pueden usarse células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical o una composicién que
comprende las células para citoterapia de un paciente que padece enfermedades por lesidon nerviosa, por ejemplo,
accidente cerebrovascular, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedades de Pick,
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedades traumaticas del sistema nervioso central y
enfermedad por lesion de la médula espinal, preferiblemente accidente cerebrovascular y enfermedad por lesién de
la médula espinal.

La composicidon dada a conocer en el presente documento puede comprender ademas un aditivo farmacéuticamente
aceptable.

Puede prepararse una formulacion farmacéutica en una forma de dosificaciéon unitaria empleando la composicion
dada a conocer en el presente documento segun los procedimientos convencionales en la técnica. Es preferible una
formulaciéon para administracion parenteral tal como una inyeccién o una forma de dosificacién toépica. La
formulacion farmacéutica puede incluir ademas aditivos farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, cargas,
expansores, agentes de union, agentes humectantes, disgregantes, diluyentes tales como tensioactivos y otros
excipientes.

La formulaciéon farmacéutica puede administrarse por via parenteral segun los procedimientos convencionales en la
técnica, por ejemplo, por medio de inyeccidon directa en una regidon de lesidén asi como inyeccion en el liquido
cefalorraquideo, por ejemplo, puncién lumbar e inyeccion en el parénquima, vena o arteria. Preferiblemente, puede
administrarse por medio de inyeccion directa en una region periférica u opuesta de la regién de lesiéon de la médula
espinal o del cerebro. Ademas, puede emplearse el método clinico de Douglas Kondziolka (Douglas Kondziolka,
Pittsburgh, 1998) para administrar las formulaciones farmacéuticas inventivas en una regiéon de lesion.
Especificamente, se practica una incision en el craneo de un sujeto para hacer un orificio que tiene un diametro de
1 cm y se inyecta una suspension de células madre mesenquimatosas en HBSS (solucidn salina equilibrada de
Hank) en el orificio empleando una jeringa de aguja larga y un marco estereotactico.

Una dosis tipica de las células madre mesenquimatosas puede oscilar entre 1x10° y 1x10’ células/kg de peso
corporal/inyeccion, preferiblemente entre 5x10° y 5x10° células’/kg de peso corporal/inyeccion, que puede
administrarse en una Unica dosis o en dosis divididas. Ademas, debe entenderse que la cantidad del componente
activo realmente administrada a un determinado paciente debe determinarse en vista de diversos factores relevantes
incluyendo la cantidad de células neurales que van a diferenciarse y proliferar, la via de administracién elegida y el
peso corporal, la edad y el sexo de un paciente individual.

La presente invencidon también proporciona un método para inducir diferenciacién y proliferacion de células
precursoras neurales o células madre neurales a células neurales in vitro, que comprende cocultivar células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical con las células precursoras neurales o las células madre
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neurales. El cocultivo puede llevarse a cabo mezclando las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de
cordén umbilical con las células precursoras neurales o las células madre neurales a una razén de 1:0,1 a 1:10,
preferiblemente, de 1:1 a 1:2 basandose en su numero de células y cortando la mezcla de células en un medio de
cultivo celular convencional tal como DMEM, o-DMEM, o-MEM, medio basal de Eagle y RPMI 1640. El medio de
cultivo puede comprender ademas un antibidtico, por ejemplo, gentamicina, y/o del 5 al 15% en peso de FBS. El
periodo de cultivo puede oscilar entre 5 y 10 dias.

La presente invencion también proporciona el uso de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de
cordon umbilical para la preparacion de una composiciéon farmacéutica para tratar una enfermedad por lesiéon
nerviosa mediante la induccion de diferenciacion y proliferacion de células precursoras neurales o células madre
neurales a células neurales. Se da a conocer en el presente documento la administracion de las células madre
mesenquimatosas derivadas de sangre de corddn umbilical o una composicién que comprende las mismas a la
region de lesion de células nerviosas de un sujeto que necesita tratamiento de la enfermedad por lesidn nerviosa. El
sujeto puede ser un mamifero incluyendo un ser humano.

Cuando se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz, la célula madre mesenquimatosa derivada de
sangre de corddén umbilical induce no sélo diferenciacion de células precursoras neurales o células madre neurales
del sistema nervioso central o periférico a células neurales, sino también la proliferacién de las células neurales
resultantes, dando como resultado de ese modo la recuperaciéon de las funciones neurales y el tratamiento de tal
enfermedad por lesion nerviosa. El efecto de tratamiento de la célula madre mesenquimatosa derivada de sangre de
cordén umbilical se potencia enormemente y se sostiene durante un largo periodo de tiempo por su capacidad de
proliferacidn de las células neurales regeneradas.

Los siguientes ejemplos y ejemplos de prueba se facilitan con el fin de ilustracién Unicamente, y no pretenden limitar
el alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Aislamiento y cultivo de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical

(Etapa 1) Adquisicion de sangre de cordon umbilical (UCB)

Se obtuvo una muestra de UCB de la vena umbilical de una mujer parturienta con su consentimiento.
Especificamente, se insertd una aguja de calibre 16 de una bolsa de recogida de UCB que contenia 44 ml de
anticoagulante CPDA-1 (GREEN CROSS) en la vena umbilical para permitir el flujo de UCB al interior de la bolsa.
Se proceso la sangre recogida en el plazo de 48 horas y la tasa de supervivencia celular estaba por encima del 90%.

(Etapa 2) Aislamiento y amplificacion de células madre mesenquimatosas

Se someti6 la UCB obtenida en la etapa 1 a centrifugacién usando un gradiente de Ficoll-Hypaque (densidad:
1,077 g/ml, Sigma) para obtener monocitos. Entonces se lavaron los monocitos varias veces para eliminar
impurezas y se suspendieron en un medio basal minimo que contenia del 5 al 15% en peso de FBS (HyClone) (a-
MEM, Gibco BRL). Posteriormente, se afiadié una cantidad medida previamente de la suspensién al mismo medio
que anteriormente y se cultivd en un incubador con un 5% de CO- a 37°C, mientras que se intercambiaba el medio
por un lote nuevo de medio dos veces a la semana. Cuando las células en cultivo formaron una monocapa, se
confirmé la generacion de células madre mesenquimatosas que tenian una forma de huso con un microscopio. Se
subcultivaron repetidamente las células madre mesenquimatosas asi formadas hasta que las células se amplificaron
suficientemente (Yang SE et al., Cytotherapy, 6(5):476-486, 2004).

Ejemplo 2: Cultivo de NG108-15 (NG108)

Una célula derivada de cerebro de raton, NG108-15 (hibrido de neuroblastoma X glioma) (ATCC, n.° de cat. ATCC-
CRL-HB-12317), que tenia caracteristicas fisiolégicas y morfoldgicas similares a una célula precursora neural se
cultivd en DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco) (glutamina 4 mM/l, glucosa 4,5 g/l, piridoxina-HCI
4,0 mg/l, hipoxantina-guanina 0,1 mM, aminopterina 400 nM, timidina 0,016 mM, FBS a del 5 al 15% en peso).

Ejemplo 3: Cultivo de células madre neurales

Se cultivaron células madre neurales derivadas de la corteza cerebral de un ratéon fetal (Chemicon, n. ° de cat.
SCRO029) en un medio basal de células madre neurales (FGF-2 20 ng/ml, EGF 20 ng/ml y heparina 2 mg/ml).

Ejemplo 4: Cocultivo de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical y NG108-15 (1)

Se cocultivaron las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical humano (hUCB-MSC)
del ejemplo 1 con NG108-15 del ejemplo 2 (hUCB-MSC:NG108-15 = 1:1) empleando una camara Transwell (figura
1) y el medio de cultivo del ejemplo 2. Como grupo de control, se cultivaron NG108-15 solas en el medio de cultivo
del ejemplo 2. Tal como se muestra en la figura 1, la camara Transwell se componia de compartimentos inferior y
superior que estaban separados uno de otro por una membrana microporosa que tenia poros de 1 um. Se colocaron
las hUCB-MSC en el compartimento superior, y las NG108-15 en el compartimento inferior.
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Se observé la diferenciacion de NG108-15 con un microscopio de contraste de fases (X 100) a los 4 y 7 dias. Tal
como se muestra en la figura 2, NG108-15 cocultivadas con hUCB-MSC se diferenciaron a una forma células
similares a neuronas maduras tipicas en las que las células se extienden en ramificaciones largas y se diferencian
para tener una forma de huso.

Se confirmé adicionalmente que las células diferenciadas eran células similares a neuronas a los 7 dias empleando
inmunotincion para tubulina-beta Ill, un marcador temprano de desarrollo neuronal. Especificamente, se cultivaron
respectivamente hUCB-MSC, NG108-15 y una mezcla de las mismas en un cubreobjetos, y se bloquearon
afnadiéndolas a suero de cabra normal al 10% que contenia Triton X-100 al 0,3% durante 1 hora a temperatura
ambiente. E| 1° anticuerpo empleado en la inmunotincién, un anticuerpo monoclonal de ratén anti-tubulina-beta IlI
conjugado con ficoeritrina (Chemicon), se diluyé cien veces con el suero de cabra y se afadié al mismo. Se mantuvo
la mezcla durante la noche a 4°C, y se lavé la mezcla resultante tres veces (cada vez durante 5 minutos) con PBS
0,01 M.

Tal como se muestra en la figura 3, NG108-15 cocultivadas con las células madre mesenquimatosas del ejemplo 1
presentaron una respuesta distinta a la inmunotincion para tubulina-beta Ill, verificando que las células diferenciadas
eran células similares a neuronas.

Ejemplo 5: Cocultivo de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical y NG108-15 (1)

Se obtuvieron las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordon umbilical humano mediante el
método del ejemplo 1 a partir de dos individuos diferentes (hUCB-MSC-1 y hUCB-MSC-2). Se cultivaron NG108-15
del ejemplo 2 solas o se cocultivaron con hUCB-MSC-1 o hUCB-MSC-2 segun el método del ejemplo 4 durante 7
dias. Se observaron la diferenciacion y proliferacion de las células con un microscopio de contraste de fases (x 100).

Como grupo comparativo, se afiadié 1 mM de AMPc que induce la diferenciacion de NG108-15 a células similares a
neuronas (NeuroReport 9, 1261-1265, 1998) al medio de cultivo de NG108-15.

Tal como se muestra en la figura 4, NG108-15 cocultivadas con las células madre mesenquimatosas se
diferenciaron a una forma de células similares a neuronas maduras. No hubo ninguna diferencia significativa entre
hUCB-MSC-1 y hUCB-MSC-2 en sus actividades de induccién de diferenciacion.

Ejemplo 6: Cocultivo de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical y células madre

neurales (1)

Se cultivaron las células madre neurales del ejemplo 3 solas (grupo de control) o se cocultivaron con hUCB-MSC-1 o
hUCB-MSC-2 del ejemplo 5 en el medio de cultivo del ejemplo 3, empleando la cdmara Transwell. Se colocaron las
hUCB-MSC en el compartimento superior y las células madre neurales en el compartimento inferior.

Se afadieron respectivamente hUCB-MSC-1 y hUCB-MSC-2 al medio en la concentracion de 500, 1000, 2000, 4000
y 6000 células/cm?, respectivamente, y se cocultivaron las células madre neurales con la concentracion de
2000 células/cm?®. Se observaron la diferenciacion y proliferacion de las células con un microscopio de contraste de
fases (x100) (figura 5) a los 7 dias.

Tal como se muestra en la figura 5, las células madre neurales cocultivadas con las células madre
mesenquimatosas se diferenciaron a una forma de neuronas maduras. No hubo ninguna diferencia significativa entre
hUCB-MSC-1 y hUCB-MSC-2 en sus actividades de induccion de diferenciacién. Ademas, el grado de diferenciacion
y proliferacion de las células madre neurales era directamente proporcional a la concentracion de las células madre
mesenquimatosas con las que se cocultivaron.

Ejemplo 7: Cocultivo de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical y células madre

neurales (1)

Se cultivaron las células madre neurales del ejemplo 3 solas (grupo de control) o se cocultivaron con hUCB-MSC del
ejemplo 1 (hUCB-MSC:células madre neurales = 1:1) en el medio de cultivo del ejemplo 3, empleando una camara
Transwell. Se colocaron las hUCB-MSC en el compartimento superior y las células madre neurales en el
compartimento inferior.

Se levé a cabo la inmunotincion a los 4 y 7 dias empleando el método del ejemplo 4 para tubulina-beta Il y proteina
2 asociada a microtubulos (MAP2), marcadores tempranos de desarrollo neuronal, de manera que se confirmé que
las células diferenciadas eran neuronas.

Tal como se muestra en la figura 6, las células madre neurales cocultivadas con las células madre
mesenquimatosas del ejemplo 1 presentaron una respuesta distinta a la inmunotincion para tubulina-beta Ill y MAP2,
verificando que las células diferenciadas eran neuronas.

Ejemplo 8: Cocultivo de células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical con células
precursoras neurales o células madre neurales
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Se cultivaron NG108-15 del ejemplo 2 solas (grupo de control) o se cocultivaron con hUCB-MSC del ejemplo 1, y se
cultivaron las células madre neurales del ejemplo 3 solas (grupo de control) o se cocultivaron con hUCB-MSC-1 o
hUCB-MSC-2 del ejemplo 5, segun los métodos de los ejemplos 4 y 6, respectivamente. Se cont6é el numero de
células viables a los 7 dias empleando la tincion con azul tripano (figuras 7 y 8).

Tal como se muestra en las figuras 7 y 8, los numeros de NG108-15 y las células madre neurales aumentaron en
proporcion a la concentracion de las células madre mesenquimatosas con las que se cocultivaron, lo que implica que
las células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de corddn umbilical pueden ser simultaneamente eficaces
no sélo para inducir la diferenciaciéon de las células precursoras neurales o células madre neurales a células
neurales, sino también para sostener y reforzar tales efectos a través del aumento del nimero de las células
neurales.
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REIVINDICACIONES

Uso de una composicion que comprende células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén
umbilical (UCB-MSC) para inducir diferenciaciéon y proliferacion de células precursoras neurales o células
madre neurales a células neurales in vitro, que comprende cocultivar UCB-MSC con células precursoras
neurales o células madre neurales.

Método para inducir la diferenciacion y proliferacion de células precursoras neurales o células madre
neurales a células neurales in vitro, que comprende cocultivar células madre mesenquimatosas derivadas
de sangre de cordén umbilical con las células precursoras neurales o las células madre neurales.

Método segun la reivindicaciéon 2, en el que la razén de células madre mesenquimatosas derivadas de
sangre de corddn umbilical con respecto a células precursoras neurales o células madre neurales
empleadas esté en el intervalo de 1:0,1 a 1:10.

Células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical (UCB-MSC) para su uso en la
induccion de diferenciacion y proliferacion de células precursoras neurales o células madre neurales a
células neurales en un paciente que padece una enfermedad por lesion nerviosa.

Células madre mesenquimatosas derivadas de sangre de cordén umbilical para su uso segun la
reivindicacion 4, en las que la enfermedad por lesion nerviosa es accidente cerebrovascular, enfermedad
de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Pick, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral
amiotrdéfica, enfermedad traumatica del sistema nervioso central o enfermedad por lesién de la médula
espinal.
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 7
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FIG. 8
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