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DESCRIPCION
Procedimientos para tratar y/o revertir enfermedades y/o trastornos neurodegenerativos
Antecedentes

Un ictus es la muerte repentina de las células cerebrales en un area localizada debido a un flujo sanguineo
inadecuado. Un ictus se da cuando el flujo sanguineo se interrumpe en parte del cerebro. Sin que la sangre
suministre oxigeno y nutrientes y retire productos de deshecho, las células cerebrales rapidamente empiezan a
morirse. Dependiendo de la region afectada del cerebro, un ictus puede provocar paralisis, deterioro del habla,
pérdida de memoria y de la capacidad de razonamiento, coma o muerte.

Sumario

La presente divulgacion se refiere a procedimientos para tratar y/o revertir enfermedades o trastornos neurologicos
asociados a la pérdida de células neuronales (por ejemplo, muerte cerebral causada por ictus isquémico cerebral,
ictus hemorragico, paralisis cerebral o lesién cerebral traumatica) en un cerebro. Tales procedimientos pueden ser
Utiles para tratar sintomas que resultan de ictus u otras lesiones cerebrales.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para tratar una afeccion o un trastorno asociado a la
pérdida de células neuronales en un cerebro incluyendo, por ejemplo, para tratar los sintomas resultantes de ictus
cerebral u otras lesiones cerebrales, obteniendo una poblacién expandida de células madre neurales e introduciendo
una cantidad terapéuticamente eficaz de la poblacién expandida de células madre neurales a al menos un area del
cerebro de un sujeto, en el que la poblacion expandida de células madre neurales se diferencia en neuronas que se
integran in vivo en el cerebro del sujeto. Sin desear quedar ligados a teoria alguna de la presente invencion, se cree
que las neuronas integradas después promueven la reparacion del tejido dafiado reemplazando las neuronas
muertas, regenerando las neuronas del hospedador y/o induciendo la plasticidad del circuito del hospedador para
reestablecer las conexiones neuronales dafiadas que incluyen las neuronas donantes.

En algunas realizaciones, introducir la cantidad terapéuticamente eficaz de la poblacion expandida incluye inyectar al
menos una porcion de la cantidad terapéuticamente eficaz en una de una pluralidad de areas del cerebro del sujeto.

En algunas realizaciones, expandir la al menos una célula madre neural incluye cultivar la célula madre neural en
ausencia de suero.

En algunas realizaciones, expandir la al menos una célula madre neural incluye exponer la al menos una célula
madre neural a al menos un factor de crecimiento. En algunas realizaciones, el factor de crecimiento se selecciona
del grupo que consiste en bFGF, EGF, TGF-alfa, aFGF y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, al menos un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 % o un 90 % de
la poblacion expandida de células madre es capaz de generar neuronas en el tejido cerebral del sujeto.

En algunas realizaciones, introducir la cantidad terapéuticamente eficaz de la poblaciéon expandida de células madre
incluye inyectar al menos una porciéon de la cantidad terapéuticamente eficaz en una pluralidad de areas del tejido
cerebral del sujeto.

En algunas realizaciones, las areas del cerebro implican la ruta motora-las fibras neuronales que dirigen las sefiales
eléctricas a y desde el cerebro, el tronco encefalico y la médula espinal que gobiernan la contraccion muscular.
Tales areas incluyen la corteza motora, el cuerpo estriado, la capsula interna, el talamo, el mesoencéfalo, el tronco
encefalico y el cerebelo. Debido a un ictus o a un traumatismo, un area o areas discretas dentro de esta ruta pueden
danarse, dando como resultado sintomas de paralisis, espasticidad, rigidez y otras disfunciones motoras.

En ofra realizacion, se inyecta una suspension de las células madre neurales humanas derivadas de la médula
espinal a, cerca de o alrededor del area o areas afectadas. Las células inyectadas se diferencian en neuronas y glia
que se integran en el area afectada para promover la reparacion de la ruta motora que da como resultado la
recuperacion motora y/o la mejora de la disfuncion motora.

En algunas realizaciones, el sujeto tuvo un evento que provocé una isquemia cerebral tal como un ataque al corazon
o un ictus.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para tratar el ictus en un sujeto en necesidad de los
mismos que comprende aislar al menos una célula madre neural del tejido de la médula espinal de un humano;
expandir in vitro dicha célula madre neural para formar una poblaciéon expandida; concentrar la poblacion expandida;
e introducir una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha poblacion expandida a al menos un area del cerebro del
sujeto.

En otras realizaciones, la poblacion expandida de células madre neurales deriva de un tejido de la médula espinal
que incluye, por ejemplo, un tejido de una médula espinal fetal post-mortem de un humano.
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En algunas realizaciones, la edad gestacional del feto post-morfem esta entre aproximadamente 8,5 vy
aproximadamente 20 semanas.

En algunas realizaciones, expandir la al menos una célula madre neural incluye cultivar la célula madre neural en
ausencia de suero.

En algunas realizaciones, expandir la al menos una célula madre neural incluye exponer la al menos una célula
madre neural a al menos un factor de crecimiento. En algunas realizaciones, el factor de crecimiento se selecciona
del grupo que consiste en bFGF, EGF, TGF-alfa, aFGF y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, al menos un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 % o un 90 % de
la poblacion expandida de células madre es capaz de generar neuronas en el tejido cerebral del sujeto.

En algunas realizaciones, introducir la cantidad terapéuticamente eficaz de la poblaciéon expandida de células madre
incluye inyectar al menos una porcién de la cantidad terapéuticamente eficaz en una pluralidad de areas del tejido
cerebral del sujeto.

Estas y otras realizaciones de la presente invencion se describen en detalle adicional a continuacion en el presente
documento.

Breve descripcion de los dibujos

El sumario anterior, asi como la siguiente descripcion detallada de la divulgacion, se entendera mejor cuando se lea
junto con las figuras adjuntas.

La Figura 1 muestra que el trasplante de células madre neurales derivadas de la médula espinal humana
(CMME) mejoraron el comportamiento neuroldégico después de una isquemia cerebral. Los protocolos de
medicion del comportamiento neuroldgico se usaron para evaluar la funcién neuroldgica antes y después de la
ligacion de MCA en ratas implantadas con CMME (n = 10) y ratas control inyectadas con tampén (n = 10). Las
ratas CMME mostraron una asimetria corporal significativamente reducida en comparacién con las ratas control
en un ensayo de oscilacion corporal (Panel A). La actividad locomotora se examiné antes y después de la
isquemia cerebral en todos los animales. La actividad vertical, el tiempo de movimiento vertical y el nimero de
movimientos verticales mostraron un aumento significativo después de la isquemia cerebral en las ratas que
recibian el trasplante de CMME en comparacion con las ratas control (Paneles B-D). Adicionalmente, se realizd
la medicion de la fuerza de agarre para examinar la fuerza de las extremidades anteriores de todas las ratas
experimentales después de cada uno de los dos tratamientos (Panel E). Los resultados revelaron una mayor
relacion de fuerza de agarre en el grupo CMME que en los grupos control.

Las Figuras 2A-B muestran imagenes obtenidas de un andlisis inmunohistoquimico (IHQ) de las CMME
trasplantadas exdgenamente injertadas en el cerebro de rata isquémica. La penumbra de los cerebros de rata
isquémica tratada con CMME se inmunotiiid con anticuerpos para el anticuerpo nuclear especifico humano
(HuNu) (Figura 2A) y la enolasa especifica neuronal (NES) (Figura 2B).

Descripcion detallada

Los procedimientos desvelados se refieren al tratamiento de las enfermedades o los trastornos neuroldgicos
asociados a la pérdida de células neuronales en el cerebro. Se ha descubierto ahora que una linea de células madre
de médula espinal humana (CMME), cuando se trasplanta a un area peri-infartada en el cerebro, era capaz de
sobrevivir y diferenciarse en masa en neuronas en el tejido dafiado. De forma notable, las neuronas diferenciadas se
integraron (es decir establecieron interconectividad con otras neuronas) en el tejido cerebral circundante y revirtieron
los déficits motores. Como tal, los procedimientos de la presente divulgacion pueden usarse para tratar, incluyendo
revertir, enfermedades neurodegenerativas incluyendo, por ejemplo, enfermedades del cerebro. En particular, los
procedimientos de la presente divulgacion pueden usarse para tratar cualquier sintoma motor (por ejemplo, paresia,
paralisis, espasticidad o rigidez) que surgen de la isquemia cerebral. Los sintomas motores pueden estar en fases
aguda, subaguda o crénica de la enfermedad (por ejemplo, en ictus crénico).

La presente divulgacion proporciona procedimientos para tratar y/o revertir una enfermedad o un trastorno
neurolégico o neurodegenerativo con pérdida de células neuronales (por ejemplo, muerte celular) en un cerebro (por
ejemplo, un tejido cerebral tal como los hemisferios cerebrales, la corteza cerebral, la corteza motora subcortical, el
cuerpo estriado, la capsula interna, el talamo, el hipotalamo, el hipocampo, el mesoencéfalo, el tronco encefalico y el
cerebelo) obteniendo una poblacion expandida de células madre neuronales (por ejemplo, una linea de células
madre de médula espinal humana) e introducir una cantidad terapéuticamente eficaz de la poblacién expandida de
células madre neuronales a una de una pluralidad de areas del cerebro de un sujeto, en el que la poblacion de
células madre neuronales es capaz de diferenciarse en neuronas que se integran in vivo en el tejido cerebral del
sujeto.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para tratar y/o revertir la paresia, la paralisis, la
espasticidad, la rigidez o las condiciones de hiperactividad muscular asociadas a la isquemia cerebral en un sujeto
en necesidad de los mismos aislando al menos una célula madre neural (por ejemplo, una linea de células madre de
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médula espinal humana) de un mamifero; expandir in vitro dicha célula madre neural en una poblacién expandida;
concentrar la poblacién expandida; e introducir una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha poblacién expandida
a al menos un area del cerebro del sujeto (por ejemplo, un tejido cerebral tal como los hemisferios cerebrales, la
corteza cerebral, la corteza motora subcortical, el cuerpo estriado, la capsula interna, el talamo, el hipotalamo, el
hipocampo, el mesoencéfalo, el tronco encefalico y el cerebelo). En una realizacion, al menos un 20 % de la
poblacién expandida es capaz de generar neuronas en el cerebro del sujeto.

Los procedimientos desvelados incluyen el uso de CMN para aliviar una afecciéon neurodegenerativa. Como se usa
en el presente documento, el término “CMN” también puede referirse a progenitores neurales o neuronales o a
precursores neuroepiteliales. Las CMN pueden definirse funcionalmente de acuerdo con su capacidad para
diferenciarse en cada uno de los tres tipos de células principales del SNC: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.

En algunas realizaciones, “tratar” o “tratamiento” de una enfermedad, un trastorno o una afeccién incluye al menos
parcialmente: (1) prevenir la enfermedad, el trastorno o la afeccion, es decir, provocar que los sintomas clinicos de la
enfermedad, el trastorno o la afeccién no se desarrollen en un mamifero que esta expuesto o predispuesto a la
enfermedad, el trastorno o la afeccién pero no ha experimentado o mostrado todavia los sintomas de la enfermedad,
el trastorno o la afeccion; (2) inhibir la enfermedad, el trastorno o la afeccion, es decir, impedir o reducir el desarrollo
de la enfermedad, el trastorno o la afeccion o sus sintomas clinicos; o (3) aliviar la enfermedad, el trastorno o la
afeccion, es decir, provocar la regresion de la enfermedad, el trastorno o la afeccion o sus sintomas clinicos.

En algunas realizaciones, “cantidad eficaz”, como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad de una
composicion activa que se requiere para conferir un efecto terapéutico en el sujeto. Una “cantidad terapéuticamente
eficaz”, como se usa en el presente documento, se refiere a una cantidad suficiente de un agente o un compuesto
que se administra que aliviara en algun grado uno o mas de los sintomas de la enfermedad, el trastorno o la
afeccion a tratarse. En algunas realizaciones, el resultado es una reduccion y/o un alivio de los signos, los sintomas
o las causas de una enfermedad, o cualquier otra alteracion deseada de un sistema bioldgico. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, una “cantidad eficaz” para usos terapéuticos es la cantidad de la composicion incluyendo un
compuesto como se desvela en el presente documento requerida para proporcionar una disminucion clinicamente
significativa en los sintomas de la enfermedad sin efectos secundarios adversos indebidos. En algunas
realizaciones, una “cantidad eficaz” apropiada en cualquier caso individual se determina usando técnicas, tales como
un estudio de escalado de dosis. La frase “cantidad terapéuticamente eficaz” incluye, por ejemplo, una cantidad
profilacticamente eficaz. En otras realizaciones, una “cantidad eficaz” de un compuesto desvelado en el presente
documento, tal como un compuesto de Férmula (A) o de Férmula (1), es una cantidad eficaz para lograr un efecto
farmacologico deseado o una mejora terapéutica sin efectos secundarios adversos indebidos. En otras
realizaciones, se entiende que “una cantidad efecto” o una “cantidad terapéuticamente eficaz” varia de sujeto a
sujeto, debido a la variacion en el metabolismo, la edad, el peso, la condicion general del sujeto, la afeccion a
tratarse, la gravedad de la afeccion a tratarse y el juicio del médico que prescribe.

En una realizacion, las CMN son multipotenciales de tal manera que cada célula tiene la capacidad de diferenciarse
en una neurona, un astrocito o un oligodendrocito. En otra realizacion, las CMN son bipotenciales de tal manera que
cada célula tiene la capacidad de diferenciarse en dos de los tres tipos celulares de las CMN. En otra realizacion, las
CMN incluyen células la menos bipotenciales que generan tanto neuronas como astrocitos in vitro en incluyen al
menos células unipotenciales que generan neuronas in vivo.

Las condiciones de crecimiento pueden influir en la direccion de la diferenciaciéon de las células hacia un tipo celular
u otro, indicando que las células no se comprometen hacia un Unico linaje. En las condiciones de cultivo que
favorecen la diferenciacion neuronal, las células, particularmente de CMN humanas, son ampliamente bipotenciales
para las neuronas y los atrocitos y la diferenciacion en oligodendrocitos es minima. De esta manera, los cultivos
celulares diferenciados de los procedimientos desvelados pueden dar lugar a neuronas y astrocitos. En una
realizacion, la relacion de neuronas a astrocitos es de aproximadamente 20:80 a aproximadamente 80:20, por
ejemplo aproximadamente 50:50.

En una realizacion de los procedimientos desvelados, las células a trasplantarse en sujetos derivan de tejido
cerebral. En otra realizacion, las CMN se aislan del tejido cerebral fetal humano a edades gestacionales de entre
aproximadamente 8,5 y aproximadamente 20 semanas. Debe apreciarse que la proporcion de la poblacion aislable
de células madre neurales puede variar con la edad del donante. La capacidad de expansion de las poblaciones
celulares también puede variar con la edad del donante. Tal especificidad regional y temporal de las CMN indica que
las CMN se comportan como progenitores restringidos de destino y no como células blancas o una unica poblacion
de células.

Las CMN del mesoencéfalo ventral, por ejemplo, son distintas a las CMN obtenidas de la médula espinal en la
misma etapa gestacional. En particular, las CMN del mesoencéfalo ventral exclusivamente dan lugar a neuronas
dopaminérgicas que expresan tirosina hidroxilasa, mientras que las CMN de la médula espinal generan
exclusivamente neuronas colinérgicas que generan acetilcolina. Ambos tipos celulares, sin embargo, generan
simultaneamente las neuronas mas ubicuas que producen glutamato y GABA. Por lo tanto, en una realizacion, los
procedimientos desvelados incluyen obtener CMN del mesoencéfalo ventral para tratar afecciones aliviadas o
atenuadas, al menos en parte, por la implantacion de neuronas dopaminérgicas que expresan tirosina hidroxilasa.
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Las CMN también pueden aislarse de tejidos post-natales y adultos. Las CMN derivadas de tejidos post-natales y
adultos son cuantitativamente equivalentes con respecto a su capacidad de diferenciarse en neuronas y glia, asi
como en sus caracteristicas de crecimiento y diferenciacion. Sin embargo, la eficiencia del aislamiento in vitro de las
CMN de diversos SNC post-natales y adultos puede ser mucho menor que el aislamiento de las CMN de los tejidos
fetales que albergan una poblacion mas abundante de CMN. Sin embargo, como con las CMN derivadas de fetos,
los procedimientos desvelados permiten que al menos un 30 % de las CMN derivadas de fuentes neonatales y
adultas se diferencien en neuronas in vitro. De esta manera, los tejidos post-natales y adultos pueden usarse como
se describe anteriormente en el caso de las CMN derivadas de fetos.

Pueden obtenerse diversos subtipos neuronales a partir de la manipulacion de las células madre embriénicas
expandidas en cultivo. De esta manera, los subtipos neuronales especificos, basados en los procedimientos
desvelados, pueden aislarse y purificarse de otras células irrelevantes o indeseadas para mejorar el resultado, como
se necesite, y pueden usarse para el tratamiento de las mismas afecciones neurodegenerativas.

Las CMN en los procedimientos desvelados pueden derivar de un sitio y trasplantarse a otro sitio dentro del mismo
sujeto como un autoinjerto. Adicionalmente, las CMN en los procedimientos desvelados pueden derivar de un
donante genéticamente idéntico y trasplantarse como un isoinjerto. Todavia adicionalmente, las CMN en los
procedimientos desvelados pueden derivar de un miembro genéticamente no idéntico de la misma especie y
trasplantarse como un aloinjerto. Alternativamente, las CMN pueden derivar de un origen no humano y trasplantarse
como un xenoinjerto. Con el desarrollo de inmunosupresores potentes, los aloinjertos y los xenoinjertos de
precursores neurales no humanos, tales como precursores neurales de origen porcino, pueden injertarse en sujetos
humanos.

Una muestra de tejido puede disociarse mediante cualquier procedimiento convencional. En una realizacion, el tejido
se disocia mediante trituracion mecanica suave usando una pipeta y un tampon libre de cationes divalentes (por
ejemplo, solucién salina) para formar una suspension de células disociadas. Se desea una disociacion suficiente
para obtener células individuales en gran parte para evitar la densidad celular local excesiva.

Para la aplicacion comercial exitosa de las CMN, es deseable mantener cultivos robustos y consistentes que tengan
habilidades de expansiéon y diferenciacion estables a través de muchos pases sucesivos. Como se describe
anteriormente, los procedimientos de cultivo pueden optimizarse para lograr la expansion a largo plazo, estable, de
una linea celular individual de CMN de diferentes areas y edades del desarrollo del SMN manteniendo sus
propiedades progenitoras distintas. En una realizacion, las células madre pueden cultivarse de acuerdo con los
procedimientos expuestos en los documentos de EE.UU n.° 7.691.629, EE.UU n.° 5.753.506, EE.UU n.° 6.040.180 o
EE.UU n.° 7.544.511, las totalidades de los cuales se incorporan en el presente documento por referencia.

En una realizaciéon, las CMN de los procedimientos desvelados pueden incluir células pre-diferenciadas para el
trasplante. Para el maximo rendimiento de las células y por simplicidad del procedimiento, se cultiva un cultivo
confluente para el trasplante que comprende principalmente una poblacién de células indiferenciadas. Debe
apreciarse, sin embargo, que también puede existir una menor poblacién de células justo empezando a diferenciarse
espontaneamente debido a la densidad celular aumentada.

En una realizacion, las CMN se concentran en una solucion tales como soluciones clinicamente usables de
hibernacion o de congelamiento descritas anteriormente. En una realizaciéon las CMN se concentran a una densidad
celular apropiada que puede ser la misma o diferente de la densidad celular para la administracién de las células. En
una realizacion, la densidad celular para la administracién puede variar de aproximadamente 1.000 células por
microlitro a aproximadamente 1.000.000 células por microlitro dependiendo de factores tales como el sitio de la
inyeccion, el estado neurodegenerativo del sitio de inyeccion, la dosis minima necesaria para un efecto beneficioso y
las consideraciones de efectos secundarios de toxicidad. En una realizacion, los procedimientos desvelados incluyen
inyectar CMN a una densidad celular de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 50.000 células por microlitro.

El volumen de los medios en los cuales las CMN expandidas se suspenden para transportar al area de tratamiento
pueden denominarse en el presente documento el volumen de inyeccion. El volumen de inyeccion depende del sitio
de inyeccion y del estado degenerativo del tejido. Mas especificamente, el limite inferior del volumen de inyeccion
puede determinarse mediante el manejo liquido practico de suspensiones viscosas de alta densidad celular asi
como la tendencia de las células a agruparse. El limite superior del volumen de inyeccion puede determinarse por
los limites de la fuerza de compresioén ejercida por el volumen de inyeccidon que son necesarios para evitar lesionar
el tejido hospedador, asi como el tiempo practico de cirugia.

La baja supervivencia de las células donantes usando procedimientos conocidos ha necesitado el transporte de una
gran cantidad de células a un area relativamente pequefia para procurar el tratamiento eficaz. El volumen de
inyeccion, sin embargo, es la presion hidrostatica ejercida en el tejido hospedador y el tiempo de inyeccion
prolongado asociado a altos volumenes de inyeccion exacerba el riesgo quirdrgico. Adicionalmente, la sobre-
inyeccion de las células donantes da lugar a una compresion y una posterior lesion del tejido parenquimatoso
hospedador. Intentando para compensar las restricciones del volumen, los procedimientos conocidos han requerido
la preparacion de suspensiones de alta densidad celular para las inyecciones. Sin embargo, una alta densidad
celular promueve el agrupamiento ajustado de las células trasplantadas e inhibe la migracion o la dispersion celular
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previniendo el tratamiento efectivo mas alla un area limitada y comprometiendo la integracion perfecta en el tejido
hospedador.

En contraste, como resultado de la supervivencia mejorada in vivo de las células preparadas mediante los
procedimientos desvelados, se necesita un menor nimero de células por inyeccion. De hecho, hasta tres a cuatro
veces el numero de células inyectadas han mostrado existir después de seis meses desde el momento de la
inyeccion demostrando una supervivencia cuantitativa significativa usando los procedimientos desvelados. Ademas,
debido a la supervivencia cuantitativa, puede lograrse la administracién reproducible de las dosis celulares
deseadas. En consecuencia, en una realizacion, las CMN se concentran hasta una densidad de aproximadamente
1.000 a aproximadamente 200.000 células por microlitro. En otra realizacién, se han usado de aproximadamente
5.000 a aproximadamente 50.000 CMN por microlitro para el injerto eficaz. En otra realizaciéon, se usan de
aproximadamente 10.000 a 30.000 CMN por microlitro. En otra realizacion, las CMN pueden transportarse a un area
de tratamiento suspendidas en un volumen de inyeccién de menos de aproximadamente 100 microlitros por sitio de
inyeccion. Por ejemplo, en el tratamiento de afecciones neurodegenerativas de un sujeto humano donde pueden
realizarse multiples inyecciones, puede usarse un volumen de inyeccion de 0,1 y aproximadamente 100 microlitros
por sitio de inyeccion.

Cualquier dispositivo adecuado para inyectar las células en un area deseada puede emplearse en los
procedimientos desvelados. En una realizacion, se usa una jeringa capaz de transportar volumenes de
submicrolitros durante un periodo de tiempo a una velocidad de caudal sustancialmente constante. Las células
pueden cargarse en el dispositivo a través de una jeringa o un tubo flexible o cualquier otro dispositivo de
transferencia adecuado.

En una realizacion, el sitio de inyeccion deseado para el tratamiento de una afeccién neurodegenerativa incluye al
menos un area del cerebro. En ofra realizacién, las células se implantan a al menos un segmento o una region
especificos del cerebro tal como la corteza cerebral, los hemisferios cerebrales, el talamo, el hipotalamo, el
mesoenceéfalo, el cerebelo, el puente o el bulbo raquideo.

En otra realizacion, las células se inyectan entre aproximadamente 5 y aproximadamente 50 sitios en el cerebro. En
una realizacion, las células se inyectan entre aproximadamente 10 y aproximadamente 30 sitios en el cerebro. Al
menos dos de los sitios pueden separarse por una distancia de aproximadamente 100 micras a aproximadamente
5000 micras. En una realizacion, la distancia entre los sitios de inyeccion es de aproximadamente 400 a
aproximadamente 600 micras. La distancia entre los sitios de inyeccion puede determinarse basandose en generar
presencia de células donantes sustancialmente ininterrumpida y contigua a lo largo del tejido cerebral y basandose
en el volumen medio de inyecciones demostraron lograr una supervivencia de aproximadamente 2-3 meses en
modelos animales tales como ratas o cerdos. El numero actual de inyecciones en humanos puede extrapolarse a
partir de los resultados en modelos animales.

Las CMN de los procedimientos desvelados pueden generar grandes numeros de neuronas in vivo. Donde las CMN
no se pre-diferencian abiertamente antes del trasplante, las CMN pueden proliferar hasta dos a cuatro divisiones
celulares in vivo antes de diferenciarse, de esta manera aumentando adicionalmente el nimero de células donantes
eficaces. Tras la diferenciacién, las neuronas secretan neurotransmisores especificos. Ademas, las neuronas
secretan al medio circundante al trasplante in vivo factores de crecimiento, enzimas y otras proteinas o sustancias
que son beneficiosas para diferentes condiciones. En consecuencia, puede tratarse una diversidad de afecciones
mediante los procedimientos desvelados debido a la capacidad de las células implantadas de generar grandes
numeros de neuronas in vivo y debido a que las afecciones neurodegenerativas pueden provocarse por o dar como
resultado elementos que faltan incluyendo elementos derivados de neuronas. Por lo tanto, los sujetos que padecen
neurodegeneracion de tejidos del SNC debido a la carencia de tales elementos neuronales, tales como factores de
crecimiento, enzimas y otras proteinas, pueden tratarse eficazmente mediante los elementos desvelados.

Los procedimientos desvelados también pueden aplicarse para tratar paresia, espasticidad, rigidez o cualquier otro
sintoma motor, del habla o cognitivo, que surgen de la isquemia cerebral. La isquemia cerebral puede darse como
resultado de un evento de ictus en el cerebro o a partir de un ataque al corazon en el cual la circulacion sanguinea al
cerebro se interrumpe durante un periodo de tiempo significativo. Es, de esta manera, analogo a la isquemia de
médula espinal descrita anteriormente. Algunos sujetos de ictus desarrollan convulsiones de origen central asi como
otros déficits tales como pérdida de memoria, paralisis o paresia. Estos déficits de la isquemia cerebral también
parecen deberse a la pérdida selectiva de interneuronas inhibidoras en el hipocampo y/u otras areas cerebrales. De
esta manera, los procedimientos desvelados pueden aplicarse para tratar sujetos de ictus que padecen paresia,
paralisis, espasticidad u otros sintomas motores, del habla o cognitivos.

Sin descripcion adicional, se cree que un experto en la materia puede, usando la descripcion anterior y los siguientes
ejemplos ilustrativos, fabricar y utilizar los agentes de la presente divulgacion y practicar los procedimientos
reivindicados. Los siguientes ejemplos funcionales se proporcionan para facilitar la practica de la presente
divulgacion, y no han de construirse limitando de ninguna forma el resto de la divulgacion.
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Ejemplos
Ejemplo 1: Expansion de células madre/progenitoras neurales de médula espinal humana

Se obtuvo la médula espinal de al menos un donante de edad gestacional de aproximadamente 8,5 semanas. Se
disocié un Unico tejido contiguo de la médula espinal en solucién salina tamponada con fosfato libre de Ca™ y Mg*™*
usando trituracion mecanica. La suspension celular resultante se sembré en placas de cultivo de tejidos pre-
recubiertas tanto con poli-L-ornitina o poli-D-lisina como con fibronectina humana u otras proteinas de la matriz
extracelular. Las placas de cultivo de tejidos tratadas o los matraces se incubaron con 100 pg/ml de poli-D-lisina
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después se lavaron tres veces con agua y se secaron. Después se
incubaron con 25 mg/ml durante 5 minutos a temperatura ambiente. A veces, se usaron 10 mg/ml de fibronectina
durante 1 hora a temperatura ambiente. A veces, se usé 1 mg/ml de fibronectina durante 18 horas a 37 °C. Se
suplementaron medios de cultivo que consistian en N2 (DMEM/F12 mas insulina, transferrina, selenio, putrescina y
progesterona) con 1 factor de crecimiento de fibroblastos basico recombinante humano (bFGF). En una realizacion,
puede usarse un intervalo de 0,1 ng/ml-100 ng/ml. En una realizacion, se usaron 6ptimamente 10 ng/ml de bFGF.

El cultivo inicial resultante consiste en neuronas post-mitéticas y CMN proliferativas en una monocapa.
Posteriormente, después de aproximadamente cinco a aproximadamente veinte dias en cultivo, las CMN en division,
positivas a nestina dominaron el cultivo sobre las neuronas no en division o la glia lentamente en division. En estas
condiciones de cultivo, las CMN se favorecen selectivamente para la expansion. La poblaciéon de CMN en expansion
se hace un pasaje de tratamiento enzimatico suave, tal como usando tripsina. Las células se cultivaron después en
un medio libre de suero o sustancialmente libre de suero. Aunque la baja concentracion de suero puede tolerarse
por las células, es mejor evitar la exposicion de las células al suero ya que el suero contiene muchas citocinas tales
como LIF y CNTF que promueven la diferenciacion glial de las CMN. De esta manera, durante los pasajes, la enzima
usada se par6 afadiendo un inhibidor especifico de enzima, tal como un inhibidor de tripsina, en lugar de suero. En
cada pasaje, se contd el nimero de células cultivadas y se sembré una fraccion para la expansion adicional. Usando
este procedimiento, las CMN humanas pueden expandirse mas alla de un aumento de 10"® veces en la poblacién
manteniendo sus propiedades de crecimiento y diferenciacion. Durante la expansion, casi todas las células expresan
nestina, el marcador in vivo de las células neuroepiteliales mitéticas, y estan ausentes de antigenos de neuronas y
glia diferenciadas tales como beta tubulina tipo 3 y GFAP. Las células también eran negativas por inmunotincion
para PSANCAM, un posible marcador de progenitores neuronales comprometidos, y RC2, un marcador de glia
radial. De esta manera, determinado por inmunotincién, las CMN mantienen de forma estable su expresion del perfil
antigénico a lo largo de todo el periodo de expansion prolongado.

Ejemplo 2: Diferenciacion de células madre/progenitoras neurales de médula espinal humana

En cualquier punto durante la expansion de las CMN, los cultivos pueden diferenciarse por la retirada del mitdgeno
en el cultivo tal como bFGF. La diferenciacion de las CMN sobreviene en aproximadamente 1-3 dias después de la
retirada del mitdégeno, y son aparentes distintas morfologias celulares heterogéneas. Aproximadamente el dia 4-7 de
la diferenciacion, pueden visualizarse antigenos especificos de neuronas, tales como MAPZ2c, tau y beta tubulina tipo
Il por inmunotincién. Aproximadamente el dia 12-14, los procedimientos axonales elongados fasciculados son
evidentes a lo largo de todo el cultivo junto con la clara polarizacién del trafico proteico subcelular. Aproximadamente
el dia 28, las proteinas sinapticas, tales como la sinapsina y la sinaptofisina, se localizan en los terminales axoénicos,
apareciendo como tincion puntiforme. Puede proporcionarse una capa suministradora adicional de astrocitos para
promover adicionalmente la maduracion a largo plazo de las neuronas. La diferenciacion de las CMN de médula
humana genera cultivos mezclados de neuronas y glia en los que las neuronas expresan robustamente antigenos
especificos de neuronas tales como tau, MAP2ab y beta tubulina tipo 3 y comprenden aproximadamente el 50 % del
cultivo. Adicionalmente, el cultivo genera espontaneamente cables axénicos largos desordenados que se estrechan
varios centimetros. Una proporcion significativa de las neuronas son GABAérgicas estando también presentes
neuronas motoras colinérgicas en el cultivo. La presencia de neuronas GABA significativas en el cultivo predice la
utilidad de las CMN de médula humana para tratar diversas afecciones neurolégicas provocadas por la produccion
de GABA disminuida en cierto circuito. De la misma manera, la presencia de neuronas colinérgicas demuestra que
las CMN de médula humana son capaces de diferenciarse en neuronas motoras y predice su utilidad para tratar
diversas enfermedades de las neuronas motoras por la degeneracion gradual de las neuronas motoras. Para el
tratamiento, las CMN pueden expandirse con o sin condiciones adicionales de potenciamiento de fenotipo,
recolectarse e inyectarse en un area neural de deficiencia.

Ejemplo 3: Trasplante de células madre/progenitoras neurales de médula espinal humana al cerebro

Una célula madre neuronal puede aislarse de un mamifero, expandirse in vitro y después introducirse (por ejemplo,
trasplantarse) a una o mas areas en un sujeto (por ejemplo, el cerebro de un sujeto) afligido por una enfermedad y/o
un trastorno neurodegenerativos.

En un procedimiento ejemplar para el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo, se indujo isquemia cerebral
(por ejemplo, un ictus) en ratas Sprague-Dawley machos adultos (que pesaban 250-300 g) el dia 9 sometiendo las
ratas a una ligacion de tres vasos mediante procedimientos modificados descritos anteriormente (véase, Chen y col.,
1986; Shyu y col. 2004). Brevemente, las ratas se anestesiaron con hidrato de cloral (0,4 g/kg, intraperitonealmente)
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y se agruparon las CCA bilaterales con clips arteriales no traumaticos. Después, usando un microscopio quirargico,
se perforé una craneotomia de 2 x 2 mm donde el cigoma se fusiona al hueso escamoso. EIl MCA derecho se ligé
después con una sutura de nailon de 10-O. Se midi6é continuamente el flujo sanguineo cortical con un flujémetro
Doppler laser (PF-5010, Sistema Periflux, Perimed AB, Estocolmo, Suecia) en ratas anestesiadas. Después, se
realizé una trepanacion (diametro de 1 mm) en la region frontoparietal derecha para permitir la colocacion de
fotodetectores. Después se colocod una sonda (0,45 mm de diametro) estereotaxicamente en la corteza (1,3 mm
posterior, 2,8 mm lateral al bregma y 1,0 mm por debajo de la duramadre). Después de 90 minutos de ligacion, la
sutura en el MCA y los clips arteriales en los CCA se retiraron para permitir la reperfusion. Mientras las ratas estaban
con anestesia, se monitorizé su temperatura corporal central con una sonda termistora y se mantuvo a 37 °C con
una almohadilla calefactora durante la anestesia. Después de recuperarse de la anestesia, se mantuvo la
temperatura corporal a 37 °C con una lampara calefactora.

Después, las ratas sometidas al procedimiento de ligacién de tres vasos se dividieron en dos grupos. El primer grupo
(“grupo de trasplante”) recibio células NSI-566RSC (una linea de células madre de médula humana, linea “CMMH?”;
lote clinico, Neuralstem, Inc. EE.UU.) y el segundo grupo (“grupo control”) recibié un vehiculo control. La linea
celular NSI-566RSC derivd de un tejido de médula espinal fetal. Se usaron células madre de un lote clinico GMPc
(pasaje 12) en el presente estudio. El dia de la cirugia, un vial crioconservado se descongelo, se lavo y se concentro
de acuerdo con el protocolo de Neurastelm. Todos los animales del estudio recibieron una inyeccion una vez al dia
de FK506 (o Prograf) a 1 mg/kg intraperitonealmente para suprimir su sistema inmune.

Se administraron células NSI-566RSC o vehiculo control el dia 7 al grupo de trasplante y control, respectivamente.
Se les inyecto estereotaxicamente a las ratas del grupo de trasplante aproximadamente 2 x 10° células NSI-566RSC
en una suspension de 5 pl a través de una jeringa Hamilton de calibre 30 en 3 areas subcorticales, de 3,0 a 5,0 mm
por debajo de la duramadre. Las coordenadas aproximadas para estos sitios eran 1,0 a 2,0 mm anterior al bregma y
3,5 a 4,0 mm lateral a la linea media, 0,5 a 1,5 mm posterior al bregma y 4,0 a 4,5 mm lateral a la linea media y 3,0
a 4,0 mm posterior al bregma y 4,5 a 5,0 mm lateral a la linea media. La aguja se retuvo en el lugar durante 5
minutos después de cada inyeccion y se aplicd una pieza de cera 0sea a los defectos del craneo para prevenir la
fuga de la solucion inyectada. Las ratas experimentales del grupo control con vehiculo se trataron
estereotaxicamente con el tampdn de suspension sin las células.

Las evaluaciones del comportamiento neuroldgico se realizaron 3 dias antes de la isquemia cerebral y los dias 1, 7,
14, 21 y 28 después del tratamiento. Los ensayos midieron (a) asimetria corporal, (b) actividad locomotora y (c)
fuerza de agarre. Las puntuaciones del tratamiento previo se grabaron para normalizar aquellas tomadas después
de la isquemia cerebral. Para la asimetria corporal, se us6 el ensayo de oscilacion corporal (EOC) para evaluar la
asimetria corporal después de la ligacion de MCA y se evalud cuantitativamente, como se ha descrito previamente
(Borlongan y col., 1998). Inicialmente, se examind en los animales el movimiento lateral, con sus cuerpos
suspendidos por sus colas. La frecuencia de oscilacion inicial de la cabeza contra-lateral al lado isquémico se conté
en veinte ensayos continuos y se normaliz6, como se ha descrito previamente (Chang y col., 2003) (Figura 1, Panel
A). Para la actividad locomotora, las ratas se sometieron a una monitorizaciéon de Actividad Animal VersaMax
(Accuscan Instruments, Inc. Columbus, OH) durante aproximadamente 2 horas para grabar el comportamiento de
cada una de las ratas experimentales. La monitorizacion de Actividad Animal VersaMax contiene 16 sensores
infrarrojos horizontales y 8 verticales espaciados 87 cm. Los sensores verticales se sitian a 10 cm desde el suelo de
la camara. La actividad locomotora se conté como el nimero de haces roto por el movimiento de una rata en la
camara. Tres parametros verticales definidos en la opcién del menu del fabricante se calcularon durante 2 horas por
la noche: (i) actividad vertical, (ii) tiempo vertical y (iii) nUmero de movimientos verticales (Figura 1, Paneles B-D).
Para la fuerza de agarre, las ratas se analizaron usando un Medidor de Fuerza de Agarre (TSE-Systems, Alemania)
como se ha descrito previamente, con modificacion (Dunnett y col., 1998). En breve, la relacion de fuerza de agarre
de cada extremidad anterior se midi6 separadamente y se calculé como la relacion entre la fuerza media de 20
tirones del lado contralateral a la isquemia y aquella del lado ipsilateral. Ademas, la relacion de la fuerza de agarre
posterior al tratamiento y anterior al tratamiento se calcularon también y los cambios se presentaron como un
porcentaje del valor previo al tratamiento (Figura 1, Panel E). En general, los investigadores se cegaron cuando se
midieron los cambios comportamentales en el grupo tratado con células y el control.

Aproximadamente veintisiete dias después de que las ratas se sometieran al procedimiento de ligacion de tres
vasos, las ratas se anestesiaron con hidrato de cloral (0,4 g/kg, intraperitonealmente) y sus cerebros se fijaron por
perfusion transcardiaca con solucién salina, seguido de una perfusion y una inmersion en paraformaldehido al 4 %,
antes de retirarse y embeberse en sacarosa al 30 %. Se cortd una serie de secciones adyacentes de 20 ym de
grosor de cada cerebro en el plano coronal, se tifieron con H&E y se observaron mediante un microscopio de luz
(Nikon, E600, Japon). Las células humanas injertadas se identificaron después por diversos anticuerpos especificos
humanos (HuNu, sinaptofisina, hNSE, hNF y otros) (véase, Figuras 2A-2B). Para la inmunotinciéon BrdU, el ADN se
desnaturaliza primero incubando cada seccion en formamida al 50 % o citrato en solucién salina convencional 2X a
65 °C durante 2 horas, después en HCI 2 N a 37 °C durante 30 minutos y finalmente se aclaré en acido bérico 0,1 M
con pH 8,5. Después, las secciones se aclararon con tampoén Tris y se trataron con H;O. para bloquear la
peroxidasa enddgena. El procedimiento de inmunotincion se realizd después usando el procedimiento de biotina
marcada con estreptoavidina (BMEA) (Kit DAKO LASB-2, Peroxidasa, DAKO, EE.UU.). El tejido cerebral, en una
rebanada recubierta con silano, se colocé después en tampodn citrato hirviendo (pH 6, ChemMate, DAKO, EE.UU.)
dos veces durante 5 minutos en un horno microondas a 750 W, después de la desparafinizacion y la rehidratacion.
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Después, los tejidos se incubaron con los anticuerpos para BrdU primarios apropiados diluidos (para la identificacion
nuclear, diluciéon 1:400, Sigma, EE.UU.), a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar con solucion
salina tamponada con Tris, que contenia un 0,1 % de Tween 20 (TBS-T), los especimenes se incubaron
secuencialmente durante 10 a 30 minutos con inmunoglobulinas biotiniladas anti-conejo y anti-ratén (1:200, R&D
Systems, EE.UU.) y estreptavidina marcada con peroxidasa. La tincion se realizé después de una incubacion de 10
minutos con una solucion de cromogeno sustrato preparada recientemente, que contenia un 3 % de 3-amino-9-
etilcarbazol y peroxido de hidrogeno. Finalmente, las rebanadas se contratifieron ligeramente con hematoxilina, se
lavaron con agua y después se montaron. Se tifieron secciones de control negativo con preparaciones idénticas de
espécimen de tejido cerebral, salvo porque se omitieron los anticuerpos primarios. La cuantificacion de las células
inmunoreactivas de BrdU se contaron digitalmente usando una lente objetiva 60X (Carl Zeiss LSM510, Alemania) a
través de un sistema de analisis de imagen de ordenador (Imaging Research, Canada).

Adicionalmente, los marcadores especificos del tipo celular co-localizados con CPN trasplantadas exdgenas y
células madre buscadoras endégenas (BrdU inmunorreactivas), pueden identificarse por analisis de colocalizacion
inmunofluorescente mediante microscopia confocal de laser de barrido. En estudios de colocalizacion
inmunofluorescente, cada seccion coronal se trata con anticuerpos especificos, por ejemplo, proteina acida fibrilar
glial (GFAP para astrocitos, 1:400, Sigma, EE.UU.), factor de Von-Willebrand (FvW para células endoteliales, Sigma,
1:400, EE.UU.), antigeno nuclear neuronal (Neu-N para nucleos neuronales, 1:200, Chemicon, CA), Nestina (para
dendritas neuronales, 1:200, Chemicon, CA), proteina asociada a microtubulos 2 (PAM-2 para dendritas neuronales,
1:200; BM, Alemania), factor derivado de células del estroma 1 (FDE-1, 1:200) y receptor CXC tipo 4 (RCXC4, 1:22)
de Chemokine, y PrpC (1:300, M20, Santa Cruz) con tincion Cy3 (Jackson Immunoresearch PA EE.UU., 1:500,
EE.UU.).

Como se muestra en la Figura 1, los animales tratados con células NSI-566RSC mostraron mejoras en la oscilacion
corporal, el movimiento vertical, la actividad vertical, el tiempo de movimiento vertical y la fuerza de agarre
comparados con animales tratados con el vehiculo control.

Los aspectos, incluyendo las realizaciones, de la presente materia objeto descrita anteriormente pueden ser
beneficiosos solos 0 en combinacion, con uno o mas aspectos o realizaciones. Sin limitar la descripcién anterior, de
acuerdo con un aspecto de la materia objeto del presente documento, se proporcionan procedimientos para tratar
una enfermedad o un trastorno asociados a la pérdida de células neuronales en un cerebro, comprendiendo los
procedimientos: obtener al menos una célula madre del tejido de la médula espinal de un humano; expandir la al
menos una célula madre para formar una poblacién expandida de células madre; e introducir una cantidad
terapéuticamente eficaz de la poblacion expandida de células madre a al menos un area del cerebro de un sujeto.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, la poblacién expandida de células madre se diferencia en neuronas que se integran in vivo en el cerebro
del sujeto.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, la enfermedad o el trastorno estan provocados por isquemia, hemorragia o traumatismo cerebrales.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, la enfermedad o el trastorno implica paralisis, deterioro del habla, pérdida de memoria o de la capacidad
de razonamiento.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, la enfermedad o el trastorno implica disfuncién motora o déficit cognitivo.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, el feto post-mortem tiene una edad gestacional de aproximadamente 8,5 a aproximadamente 20
semanas.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, expandir la al menos una célula madre neural incluye cultivar la célula madre neural en ausencia de
suero.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, expandir la al menos una célula madre neural incluye exponer la al menos una célula madre neural a al
menos un factor de crecimiento.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, el factor de crecimiento se selecciona del grupo que consiste en bFGF, EGF, TGF-alfa, aFGF y
combinaciones de los mismos.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, al menos un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 % o un 90 % de la poblacién
expandida de células madre expandida es capaz de generar neuronas en el tejido cerebral del sujeto.
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De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, al menos un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 % o un 90 % de la poblacién
expandida de células madre expandida es capaz de diferenciarse en neuronas in vivo.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, introducir la cantidad terapéuticamente eficaz de la poblacion de células madre expandida incluye
inyectar al menos una porcién de la cantidad terapéuticamente eficaz en una pluralidad de areas del tejido cerebral
del sujeto.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, las areas incluyen los hemisferios cerebrales, la corteza cerebral, la corteza motora subcortical, el cuerpo
estriado, la capsula interna, el tdlamo, el hipotalamo, el hipocampo, el mesoencéfalo, el tronco encefalico y el
cerebelo.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, el sujeto experimentd un evento que provoco isquemia cerebral.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, el evento es un ictus.

Sin limitar la anterior descripcion, de acuerdo con otro aspecto de la materia objeto del presente documento, se
proporcionan procedimientos para para tratar el ictus en un sujeto en necesidad de los mismos, comprendiendo los
procedimientos: aislar al menos una célula madre neural del tejido de la médula espinal de un humano; expandir in
vitro dicha célula madre neural para formar una poblaciéon expandida; concentrar la poblaciéon expandida; e introducir
una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha poblacion expandida a al menos un area del cerebro del sujeto.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, la médula espinal es de una edad gestacional de aproximadamente 8,5 a aproximadamente 20 semanas.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, expandir la al menos una célula madre neural incluye cultivar la célula madre neural en ausencia de
suero.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, expandir la al menos una célula madre neural incluye exponer la al menos una célula madre neural a al
menos un factor de crecimiento.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, el factor de crecimiento se selecciona del grupo que consiste en bFGF, EGF, TGF-alfa, aFGF y
combinaciones de los mismos.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, al menos un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 % o un 90 % de la poblacién
expandida de células madre es capaz de generar neuronas en el tejido cerebral del sujeto.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, introducir la cantidad terapéuticamente eficaz de la poblacion expandida de células madre incluye
inyectar al menos una porcion de la cantidad terapéuticamente eficaz en una pluralidad de areas del cerebro
receptor.

De acuerdo con otro aspecto que puede usarse o combinarse con cualquiera de los aspectos anteriores o
siguientes, las areas del cerebro receptor incluyen los hemisferios cerebrales, la corteza cerebral, la corteza motora
subcortical, el cuerpo estriado, la capsula interna, el talamo, el hipotalamo, el hipocampo, el mesoencéfalo, el tronco
encefalico y el cerebelo.
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REIVINDICACIONES

1. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una poblacién expandida de células madre neurales a partir de al menos
una célula madre neural obtenida a partir del tejido de la médula espinal de un ser humano, para su uso en el
tratamiento de una enfermedad o un trastorno asociado a la pérdida de células neuronales en cerebro, en la que la
poblacién de células madre neurales es para la administracion a al menos un area del cerebro de un sujeto; y en la
que la poblacién de células madre neurales es para la administracién a, cerca de o alrededor de, el area o las areas,
el cerebro del sujeto afectadas por la pérdida de células neuronales.

2. La poblacién de células madre para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la poblaciéon expandida
de células madre se diferencia en neuronas que se integran in vivo en el cerebro del sujeto.

3. La poblacion de células madre para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que la enfermedad o el
trastorno estan provocados por isquemia, hemorragia o traumatismo cerebral.

4. La poblacién de células madre para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 3, en la que la enfermedad o el
trastorno implican paralisis, deterioro del habla, pérdida de memoria o de la capacidad de razonamiento.

5. La poblacion de células madre para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que la enfermedad o el
trastorno implican disfuncién motora o déficit cognitivo.

6. La poblacion de células madre para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que
al menos un 50 % de la poblacién expandida de células madre es capaz de diferenciarse en neuronas in vitro.

7. La poblacién de células madre para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que
el sujeto experimenté un evento que provoco isquemia cerebral y, opcionalmente, en la que el evento es un ictus.

8. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una poblacién de células madre neurales que se ha concentrado a partir
de una poblacién expandida de células madre neurales in vitro a partir de al menos una célula madre neural aislada
a partir del tejido de la médula espinal de un ser humano, para su uso en el tratamiento de ictus en un sujeto en
necesidad de la misma, en la que la poblacién de células madre neurales es para la administracion a al menos un
area del cerebro objeto; y en la que la poblacién de células madre neurales es para la administracion a, cerca de o
alrededor del area o las areas del cerebro del sujeto afectadas por la pérdida de células neuronales.

9. La poblacion de células madre para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que
al menos un 20 %, por ejemplo al menos un 30 %, de la poblaciéon expandida de células madre es capaz de generar
neuronas en el tejido cerebral del sujeto.

10. La poblacién de células madre para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la
que la médula espinal es de un feto post-morfem de una edad gestacional de aproximadamente 8,5 a
aproximadamente 20 semanas.

11. La poblacién de células madre para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la
que expandir la al menos una célula madre incluye cultivar la célula madre en ausencia de suero.

12. La poblacién de células madre para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la
que expandir la al menos una célula madre incluye exponer la al menos una célula madre a al menos un factor de
crecimiento y, opcionalmente, en la que el factor de crecimiento se selecciona del grupo que consiste en bFGF,
EGF, TGF-alfa, aFGF y combinaciones de los mismos.

13. La poblacién de células madre para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que
al menos una porcién de la cantidad terapéuticamente eficaz de la poblacion expandida de células madre es para la
administracion por inyeccion en una pluralidad de areas del cerebro receptor.

14. La poblacién de células madre para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que las areas del cerebro
receptor incluyen los hemisferios cerebrales, la corteza cerebral, la corteza motora subcortical, el cuerpo estriado, la
capsula interna, el talamo, el hipotalamo, el hipocampo, mesoencéfalo, el tronco encefalico y el cerebelo.
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Figura 2A
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Figura 2B
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