ES 2690 253 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 690 253
Eint. a1

C12N 5/078 (2010.01)
C12N 5/0789 (2010.01)
A61K 41/00 (2006.01)
A61K 33/40 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud internacional: 08.05.2015  PCT/IB2015/053379
Fecha y numero de publicacion internacional: 12.11.2015 WO015170291

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  08.05.2015 E 15732942 (6)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 01.08.2018  EP 3140396

T|’tu|o: Método para expandir células madre adultas a partir de sangre entera

Prioridad: @ Titular/es:

09.05.2014 IT UD20140075 THANKSTEM S.R.L. (100.0%)
Via Manzini, 21

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la 33100 Udine (UD), IT
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

20.11.2018 POLETTINI, MARCO

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2690253 T3

DESCRIPCION
Método para expandir células madre adultas a partir de sangre entera
AMBITO DE LA PRESENTE INVENCION

Las formas de ejecucidon aqui descritas se refieren a un método para expandir células madre adultas a partir de
sangre entera, en particular, aunque no solamente, de sangre periférica de mamiferos adultos, y a su respectiva
aplicacion en el campo médico, sobre todo en medicina humana o veterinaria, para el tratamiento terapéutico de
lesiones, tanto externas como internas, de los tendones, ligamentos y cartilagos, de fracturas éseas, y también para
el tratamiento terapéutico y/o preventivo de las patologias inflamatorias crénicas y/o agudas, de las patologias
neuroldgicas y neuro-degenerativas, cardiacas, tumorales, autoinmunes, oftalmicas y de las patologias de origen
genético.

Aqui y mas adelante en la descripcion, la palabra “expansion”, tal como se conoce en la literatura, se refiere al
proceso de aumentar el nimero de células, ya sea por divisidon celular o, como en el caso concreto aqui descrito y
reivindicado, por “desdiferenciacion” o “desprogramacion”, es decir, el proceso por el cual algunas células presentes
en la sangre se vuelven a transformar en células madre después de un tratamiento in vitro adecuado, como se vera
mas adelante.

ANTECEDENTES DE LA PRESENTE INVENCION

En los ultimos afios el uso terapéutico de células madre ha logrado un consenso generalizado, pero los resultados
conseguidos estan muy por debajo de las expectativas, con excepcién de las células madre obtenidas de la sangre.

De hecho se ha visto que muchos métodos conocidos de obtencion de células madre son largos, laboriosos y caros,
con resultados relativos y a veces con efectos colaterales.

Hay células madre embrionarias y células madre adultas: las primeras proceden de blastocistos de 8 dias, mientras
que las adultas se pueden obtener principalmente de la médula 6sea, del tejido adiposo o muscular, de la sangre
periférica y del cordén umbilical, etc.

La definicidon de células madre esta en constante evolucion. Para todas estas células, tanto embrionarias (ES) como
adultas, tanto hematopoyéticas (HSC) como mesenquimaticas (MSC) (Kuwana M. y otros, 2003), se han identificado
varios marcadores genéticos, algunos de los cuales son comunes a muchos tipos de células. (Condomines M. y
otros, 2006; Kang WJ y otros, 2006; Zhao Y. y otros, 2003; Rabinovitch M. y otros, 1976).

Para identificar células madre pluripotentes (PSC) embrionarias y adultas se tiene en cuenta la expresion de algunos
factores de transcripcién intracelular (Sox2, Oct3/4 y Nanog).

Al principio la investigacion se dirigio a las células madre de origen embrionario, porque son pluripotentes y también
cualificables y cuantificables, y por tanto son adecuadas para ensayos experimentales; sin embargo por cuestiones
éticas y, sobre todo, por las contraindicaciones relacionadas con la produccion de tumores hubo que dejarla de lado.
Por tanto hoy en dia se prefieren las células madre adultas. Las células madre adultas de otro individuo (alogénicas)
causan con frecuencia serios problemas de rechazo, porque no son reconocidas como “propias”. Esto afecta sobre
todo a las células madre del cordon umbilical, que se utilizan casi exclusivamente como células madre alogénicas.

Las células madre pluripotentes resultantes de un proceso de induccién, por el cual se transfieren los factores de
pluripotencia de células madre embrionarias a células madre adultas mediante virus, no sirven para el tratamiento
debido a contraindicaciones similares a las que tenian las células madre embrionarias y a unos costes enormemente
elevados.

En el hombre, por ahora, se acepta el uso de células madre obtenidas de sangre periférica mediante un proceso
denominado “aféresis” o “leucoféresis”. Las células madre se extraen de la sangre, se recogen y luego se inoculan a
pacientes afectados por algunas patologias leucémicas, inmediatamente tras la quimioterapia o la radioterapia. Las
células madre son hematopoyéticas y por lo tanto interreaccionan exclusivamente con patologias de la sangre.

En la aféresis, que dura de 6 a 8 horas, la sangre se extrae de una vena del brazo, del cuello o del pecho y se hace
pasar a través de una maquina que separa las células madre. La sangre asi purificada regresa al paciente, mientras
que las células recogidas se conservan por refrigeracion en nitrégeno liquido (Condomines M. y otros, 2006; Kang
W.J. y otros, 2006). Esta técnica no solo es dolorosa, sino que ademas es muy estresante para el paciente. Sirve
para inocular in vivo factores de crecimiento que estimulen la liberacién de células madre de la médula ésea hacia la
sangre y no permite una discriminacién y/o purificacion real de las células madre circulantes.

Hoy en dia estas células, segun la legislacion, solo estan permitidas para el tratamiento terapéutico de patologias de
la sangre.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2690253 T3

Las células madre que hoy se estan introduciendo en el mercado para tratar diferentes patologias son células madre
adultas, sobre todo mesenquimaticas, obtenidas de la médula ésea y de la grasa. Sin embargo estas células tienen
ciertos limites:

- requieren métodos invasivos para recogerlas, perforar un hueso para las células madre de la médula ésea o
cirugia para extraer células madre de la grasa;

- son capaces de interreaccionar solo con algunos tejidos debido a su procedencia mesenquimatica;

- cuando se cultivan para obtener una cantidad adecuada, de acuerdo con la terapia, comienzan a diferenciarse en
otros tipos de células, mostrando siempre receptores de membrana diferentes, y por consiguiente no se pueden
cualificar ni cuantificar, lo cual es indispensable para los ensayos en humanos.

Otro método conocido es descrito por Zhao Y. y otros en el articulo “A human peripheral blood monocytederived
subset acts as pluripotent stem cells [Un subgrupo procedente de monocitos de sangre periférica humana actda
como células madre pluripotentes]” y en la patente WOA-2004/043990. Este método sirve para preparar células
madre derivadas de monocitos, e incluye las etapas de aislar monocitos de la sangre periférica, ponerlos en contacto
con un componente mitogénico y a continuacion cultivar los monocitos de la sangre periférica en unas condiciones
adecuadas para propagar las células.

Este método, que inicialmente requiere una etapa de aislamiento del monocito y luego una etapa de expansién en
un medio de cultivo, es muy largo, dura aproximadamente 15 - 20 dias para obtener una cantidad significativa de
células madre y no permite obtener células madre pluripotentes.

Asimismo, en el marco de la preparacion de células madre a partir de monocitos, se conocen las patentes WO-A-
2005/046570, WOA-2007/131200 y WO-A-03/083092. Sin embargo, como hay que llevar a cabo una purificacion
preliminar de la sangre para aislar solo una fraccién celular, es decir los monocitos, y una expansion subsiguiente
para obtener las células madre deseadas, los métodos descritos en estos documentos también requieren un tiempo
muy largo, del orden de 15 - 40 dias, para obtener una cantidad aceptable de células madre.

La patente WO-A-2008/034370, a nombre del presente solicitante, también es conocida, y se refiere a un método de
expansion de células madre adultas a partir de sangre, empleando un factor estimulante de colonias de macrofagos
(MCSF). Este conocido método facilita el crecimiento de células madre adultas de la sangre después de extraerla
mediante un tratamiento in vitro con MCSF a una concentracién comprendida entre 8 nM y 15 nM, y una purificacion
posterior, preferiblemente por fraccionamiento mediante un gradiente de Ficoll. Este método también puede facilitar
el crecimiento de células madre de sangre periférica purificada mediante el tratamiento in vitro con MCSF a una
concentracion comprendida entre 35 nM y 55 nM.

La eficacia del método se confirma por la presencia y el reconocimiento de los marcadores de células madre CD90,
CD90/34, CD34 y CD 117, y por el hecho de que las células madre no pierden sus factores de autorreconocimiento
tras la division o la expansion. Una vez administradas al paciente, las células madre no provocan efectos colaterales
tales como rechazo, infeccion o desarrollo de teratomas y son capaces de diferenciarse “in vivo” y comportarse como
células madre pluripotentes.

Los autores han visto que las células asi cultivadas, por divisién o expansién, cuando se inyectan localmente o por
via intravenosa, adquieren “in vivo” (y no “in vitro” como en los métodos conocidos del estado de técnico mediante
factores de crecimiento adecuados y/o estimulos quimicos (Gulati R. y otros, 2003; Katz RL y otros, 2002; Okazaki
T. y otros, 2005)) todas las caracteristicas morfoldgicas y quimicas de los macréfagos, linfocitos, células epiteliales,
endoteliales, neuronales y hepatocitos, segun las necesidades y las patologias de los organismos vivos tratados. El
método es menos invasivo que otros métodos empleados anteriormente para recoger células madre, es indoloro (a
diferencia de la aféresis) y econdmico.

Por ultimo, la posibilidad de obtener facilmente estas células y luego ser capaces de conservarlas por largo tiempo,
por ejemplo congeladas en nitrégeno liquido, hace que las células obtenidas mediante este conocido método sean
adecuadas para los trasplantes autélogos y para el tratamiento de muchas patologias (lesiones de diversos tipos,
enfermedades metabdlicas, patologias neuroldgicas, patologias inflamatorias agudas y crénicas).

La patente WO-A-2009/115522 también se conoce a nombre del presente solicitante y se refiere a un kit para
recoger sangre, preferiblemente sangre periférica para la produccion de células madre pluripotentes, que incluye un
recipiente capaz de contener la sangre extraida, el cual contiene un anticoagulante y la sustancia MCSF. El kit se
puede utilizar en el marco del método descrito en la patente WOA-2008/034370.

Sin embargo el solicitante ha encontrado que las diversas etapas de trabajo y manipulacién a las que son sometidas
las células madre para llevar a cabo el método descrito en la patente WO-A-2008/034370, como la eliminacién de
los glébulos rojos, la purificacion de las células madre respecto a los demas componentes de la sangre para obtener
una cantidad de células madre pluripotentes superior a la de células madre hematopoyéticas y mesenquimaticas, el
cultivo y la diferenciaciéon en otros tipos de células, puede estresar las células madre adultas asi obtenidas,
dejandolas vivas pero menos eficaces, con menor capacidad de potencial energético e informativo.
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En el campo veterinario existen diversas técnicas y aparatos para producir células madre, en particular para
concentrar células madre procedentes de la grasa y de la médula ésea y para obtener factores de crecimiento.

Sin embargo, un primer obstaculo para las células madre es la dificultad de su recoleccion: tal como hemos dicho,
para obtenerlas de la médula dsea hay que perforar un hueso o penetrar en la columna vertebral, y para obtenerlas
de la grasa se requiere una operacion quirdargica adecuada, con puntos de sutura.

Ademas la logistica es compleja: hay que expedir la muestra y recibir las células madre, manteniéndolas todas vivas
y estables.

Otros obstaculos pueden ser la cantidad de operaciones manuales requeridas, el tiempo de preparacion y los costes
de todas las células madre adultas utilizadas hasta ahora.

Estas dificultades, junto con los malos resultados clinicos, han provocado que las células madre desaparezcan casi
por completo de la practica clinica veterinaria, y solo unos pocos veterinarios siguen usandolas, sobre todo con fines
experimentales.

La preparacion celular descrita en la patente WO-A2008/034370 vy referida en varias publicaciones cientificas es
capaz de cualificar y cuantificar las células madre, confirmando sus caracteristicas pluripotentes. También resulta
mucho mas comoda que las técnicas utilizadas hasta la fecha, ya que el muestreo es sencillo (unos pocos mililitros
de sangre) y no es necesario cultivar las células.

No obstante este sistema también se puede mejorar de cara al uso de células madre en la practica clinica humana,
a fin de superar los obstaculos relacionados con el envio de la muestra al laboratorio, la subsiguiente
desprogramacion con MCSF vy el retorno a las estructuras donde tiene lugar el tratamiento terapéutico. Otro limite
puede ser la completa purificacion de las células madre obtenidas de la sangre usando el método descrito en la
patente WO-A-2008/034370, que permite una mayor seguridad para una posible inoculacién alogénica (cuya
seguridad aun esta por demostrar). De hecho las purificaciones y los procesos utilizados para eliminar los glébulos
rojos y el paso de las células por un clasificador (cualificacién) crean un estrés considerable a las células madre
obtenidas, haciendo que pierdan parte de su capacidad curativa. Por lo tanto hay que reducir al minimo la
manipulacion de la sangre para obtener células madre efectivas y obtener asi mejores resultados.

Otro limite de todas las terapias con células madre obtenidas mediante el empleo de métodos conocidos, incluyendo
la patente WO-A2008/034370, es la necesidad de laboratorios especializados.

También se conoce la patente WO-A-2008/036374, que describe métodos y composiciones para trasplantes de
células madre en pacientes que no han sido previamente inmunosuprimidos.

También se conocen los siguientes articulos cientificos:

- Spaas J. H., Gambacurta A., Polettini M., Broeckx S. y otros, “Purification and expansion of stem cells from
equine peripheral blood, with clinical applications [Purificacién y expansion de células madre de sangre periférica
equina, con aplicaciones clinicas]”, vol. 80, n° 2, paginas 129-135 extraido de Internet:
URL:http://hdl.handle.net/1854/LU1215157;

- GE Garber y otros, “The use of ozone-treated blood in the therapy of HIV infection and immune disease: a pilot
study of safety and efficacy [Empleo terapéutico de sangre tratada con ozono en la infeccién por VIH y en la
enfermedad inmunoldgica: estudio piloto de seguridad y eficacia]” AIDS, 1 de enero de 1991, paginas 981-984,
extraido de Internet:
URL:http://graphics.tx.ovid.com/ovftpdfs/FPDDNCFBHADJCPO00/fs047/ovft/live/gv039/00002030/ 00002030-
199108000-00009.pdf;

- Larini y otros, “Effects of ozone on isolated peripheral blood mononuclear cells [Efectos del ozono en células
mononucleares aisladas de sangre periférica]’, Toxicology in vitro, Elsevier Science, GB, vol. 19, n°® 1, 1 de
febrero de 2005, paginas 55-61.

Por tanto existe la necesidad de perfeccionar un método para expandir células madre adultas de sangre entera que
pueda superar al menos una de las desventajas del estado técnico.

El solicitante ha ideado, comprobado y desarrollado la presente invencion para superar los inconvenientes del
estado técnico y lograr estos y otros fines y ventajas.

A no ser que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados aqui y en lo sucesivo tienen
el mismo significado que entiende cominmente una persona con experiencia habitual en el campo de la técnica a la
que pertenece la presente invencion. Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los aqui descritos
pueden usarse en la practica y en los ensayos de la presente invencion, dichos métodos y materiales se describen
en lo sucesivo a modo de ejemplo. En caso de conflicto prevalecera la presente solicitud de patente, incluyendo sus
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definiciones. Los materiales, métodos y ejemplos tienen un propdsito puramente ilustrativo y no deben entenderse
en sentido restrictivo.

RESUMEN DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencion esta expuesta y caracterizada en las reivindicaciones independientes, mientras que las
reivindicaciones dependientes describen otras caracteristicas de la invencién o variantes de la idea principal de la
misma.

Conforme a los propdsitos anteriores, un método para expandir células madre adultas de la sangre que supere los
limites del estado técnico y elimine sus defectos facilita:

- el crecimiento y la desprogramacion de las células madre sanguineas adultas de una muestra de sangre extraida
mediante el tratamiento in vitro de la muestra con factor estimulante de colonias de macrofagos (MCSF);
- la ozonizacién de la muestra de sangre.

Por tanto la presente invencion permite obtener células madre adultas pluripotentes a partir de la muestra de sangre.

De acuerdo con posibles formas de ejecucion, el método establece que la ozonizacién de la muestra de sangre
tenga lugar antes del tratamiento con MCSF. En particular, el tratamiento con MCSF se puede realizar en la muestra
de sangre ya ozonizada.

Segun otras posibles formas de ejecucién, el método establece que la ozonizaciéon de la muestra de sangre se
realice durante el tratamiento con MCSF. En particular, el tratamiento con MCSF se puede realizar en la muestra de
sangre durante la ozonizacion.

Segun otras posibles formas de ejecucion, el método establece que la ozonizacion de la muestra de sangre se
realice tras el tratamiento con MCSF. En particular, el tratamiento con MCSF se puede realizar en la muestra de
sangre antes de ozonizarla.

De acuerdo con posibles formas de ejecucion, que pueden ser combinables con todas las formas de ejecucién aqui
descritas, el método establece que la ozonizacion aporte a la muestra de sangre una mezcla de O,-Os.

De acuerdo con posibles formas de ejecucion, que pueden ser combinables con todas las formas de ejecuciéon aqui
descritas, el método establece una relacion estequiometria 1:1 entre la sangre y la mezcla de O2-Os.

De acuerdo con posibles formas de ejecucion, que pueden ser combinables con todas las formas de ejecucion aqui
descritas, el método establece una cantidad de mezcla de O,-O3 en la muestra de sangre superior o igual a 1 mic.g/l
aproximadamente.

De acuerdo con posibles formas de ejecucion, que pueden ser combinables con todas las formas de ejecuciéon aqui
descritas, el método establece que la cantidad de mezcla de O2-O3 en la muestra de sangre se puede seleccionar en
un intervalo de 1 mic.g/l hasta 42 mic.g/l aproximadamente.

De acuerdo con posibles formas de ejecuciéon, que pueden ser combinables con todas las formas de ejecucion aqui
descritas, el método establece la adiciéon de un anticoagulante a la muestra de sangre.

De acuerdo con posibles formas de ejecucion, que pueden ser combinables con todas las formas de ejecucién aqui
descritas, el método proporciona el uso de un kit para recoger sangre, que incluye al menos un recipiente capaz de
contener al menos la sangre extraida, el cual contiene al menos la sustancia MCSF.

De acuerdo con posibles formas de ejecucién, que pueden ser combinables con todas las formas de ejecucion aqui
descritas, el método establece que la cantidad de muestra de sangre recogida y tratada esta comprendida dentro del
intervalo de 0,2 ml hasta 100 ml, en particular entre 0,5 ml y 50 ml, mas particularmente entre 1 ml y 25 ml, aun mas
particularmente entre 2 ml y 10 ml, mas particularmente entre 2 ml y 8 ml, mas particularmente entre 3 ml y 8 ml,
mas particularmente entre 3 mly 5 ml.

De acuerdo con posibles formas de ejecucion, que pueden ser combinables con todas las formas de ejecucion aqui
descritas, el método establece que la concentracion de MCSF esta comprendida dentro de un intervalo de 1 nM
hasta 55 nM aproximadamente.

De acuerdo con posibles formas de ejecuciéon, que pueden ser combinables con todas las formas de ejecucion aqui
descritas, el método establece un tiempo de cultivo y desprogramaciéon mediante un tratamiento in vitro con MCSF,
comprendido entre 4 horas y 96 horas.
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Ademas, otras formas de ejecucion aqui descritas se refieren a un método para expandir células madre adultas de la
sangre, que consiste exclusivamente en:

- cultivar y desprogramar las células madre adultas de una muestra de sangre extraida, utilizando el tratamiento in
vitro de la muestra de sangre con MCSF.

Las formas de ejecucion aqui descritas también se refieren a una muestra de sangre que contiene células madre
adultas obtenibles mediante un método segun la presente descripcion.

Segun formas posibles de ejecucion, la muestra de sangre se prepara para usarla en el tratamiento terapéutico y/o
en la prevencién de patologias.

Segun formas de ejecucion posibles, la muestra de sangre se prepara para emplearla en el tratamiento terapéutico,
incluyendo la terapia de lesiones tanto externas como internas, lesiones de los tendones, de los ligamentos y de los
cartilagos, fracturas 6seas, en la terapia y/o prevencion de patologias inflamatorias crénicas y/o agudas, patologias
neuroldgicas y neurodegenerativas, patologias cardiacas, patologias tumorales, patologias autoinmunes, patologias
oftalmicas y patologias genéticas.

De acuerdo con las posibles formas de ejecucion se prepara una muestra de sangre para usarla en un tratamiento
que proporcione administracion intravenosa, intraarterial o local (por ejemplo, subcutanea, intramuscular o
intratisular) de la muestra de sangre tratada con MCSF y ozonizada.

Segun otras formas posibles de ejecucion se prepara una muestra de sangre para emplearla en un tratamiento que
proporcione la administracion intravenosa, intraarterial o local (por ejemplo, subcutanea, intramuscular o intratisular)
de la muestra de sangre tratada con MCSF y la ozonizacion sistémica del paciente.

Las formas de ejecucion aqui descritas también se refieren a un kit provisto de al menos un recipiente que contiene
una muestra de sangre con células madre adultas que pueden obtenerse empleando un método segun la presente
descripcion.

Estos y otros aspectos, caracteristicas y ventajas de la presente revelacion se comprenderan mejor con referencia a
la siguiente descripcion y a las figuras y reivindicaciones adjuntas. Las figuras, que estan integradas y forman parte
de la presente descripcion, muestran algunas formas de ejecucion de la presente invencion y, junto con la
descripcion, pretenden describir los principios de la revelacién de la presente revelacion.

Los diversos aspectos y caracteristicas descritos en la presente descripcion pueden aplicarse individualmente
cuando sea posible. Estos aspectos individuales, por ejemplo los aspectos y caracteristicas descritos en las
reivindicaciones dependientes adjuntas, pueden ser objeto de solicitudes divisionales.

Se entiende que cualquier aspecto o caracteristica que durante el proceso de tramitacion de la patente se descubra
como ya conocido no se reivindicara y sera objeto de una exencién de responsabilidad.

DESCRIPCION DETALLADA DE ALGUNAS FORMAS DE EJECUCION

Ahora nos referiremos en detalle a las diversas formas de ejecucion de la presente invencion. Cada ejemplo se
ofrece a modo de ilustraciéon de la presente invencion y no debe entenderse como una limitacién de la misma. Por
ejemplo, las caracteristicas mostradas o descritas como parte de una forma de ejecucién pueden adoptarse o
asociarse con otras formas de ejecucion para producir otra forma de ejecucién. Se entiende que la presente
invencion incluye todas estas modificaciones y variantes.

Antes de describir estas formas de ejecucion debemos aclarar también que la aplicacién de la presente descripcion
no esta limitada a los detalles de la construccion y disposicion de los componentes descritos en la siguiente
exposicion con el uso de las figuras adjuntas. La presente descripcion puede aportar otras formas de ejecuciéon que
se pueden lograr o realizar de maneras distintas. También debemos aclarar que la fraseologia y la terminologia
utilizadas aqui solo tienen finalidad descriptiva y no pueden considerarse limitativas.

Debe entenderse que términos tales como “aproximadamente”, “en general”, “sustancialmente” y similares tienen la
funcién de modificar un término o valor que no es absoluto y no esta referido en el estado técnico. Dichos términos
se definiran segun las circunstancias especificas y los términos que deban modificar de acuerdo con la aceptacion
comun de dichos términos en el campo concreto. Deberan tener en cuenta al menos el grado de error experimental
esperado, el error técnico y el error instrumental de una determinada técnica adoptada para la medicién de un valor.
A no ser que se indique otra cosa, en la presente descripcion se entendera que las formas singulares como “un”,
“una” y “uno” incluyen las formas plurales, si el contexto no sugiere lo contrario.

Se entendera que todos los intervalos aqui mencionados incluyen los extremos, incluidos aquellos que se refieren a
un intervalo “entre” dos valores, a no ser que se indique de otro modo.
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La presente descripcion también incluye los intervalos derivados de la unién o superposicién de dos o mas intervalos
descritos, a no ser que se indique lo contrario.

La presente descripcion también incluye los intervalos que pueden derivarse de la combinacion de dos o méas
valores tomados en diferentes puntos, a no ser que se indique lo contrario.

A menos que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos empleados aqui y en lo sucesivo
tienen el mismo significado entendido cominmente por una persona con experiencia usual en el campo de la técnica
al que pertenece la presente invencion.

Aunque en la practica y en los ensayos de la presente invencion se pueden emplear métodos y materiales similares
0 equivalentes a los aqui descritos, los métodos y materiales que se describen a continuacién lo son a modo de
ejemplo. En caso de conflicto prevalecera la presente solicitud, incluyendo sus definiciones. Los materiales, métodos
y ejemplos tienen un propésito puramente ilustrativo y no deben entenderse en sentido restrictivo.

Las formas de ejecucion aqui descritas se refieren a un método para expandir células madre adultas de la sangre,
que facilita:

- el crecimiento y la desprogramacion de las células madre sanguineas adultas de una muestra de sangre extraida
del paciente, utilizando el tratamiento in vitro de la muestra de sangre con MCSF;
- la ozonizacién de la muestra de sangre.

En concreto la sangre puede ser entera, mas particularmente sangre entera periférica.

Por tanto la presente invenciéon permite obtener células madre adultas pluripotentes de la muestra de sangre
extraida.

De hecho, como se describe en las patentes WO-A-2008/034370 y WO-A-2009/115522, las células madre obtenidas
tienen los marcadores madre CD90, CD90/34, CD34 y CD117, y también expresan algunos factores de transcripcion
intracelular que estan fuertemente vinculados a las caracteristicas pluripotentes (Sox2, Oct3/4 y Nanog) y no pierden
sus factores de “autorreconocimiento” tras la division o expansion. Una vez administradas al paciente, las células
madre no producen efectos colaterales como rechazo, infeccién, desarrollo de teratomas, y pueden diferenciarse “in
vivo” y comportarse por tanto como células madre pluripotentes.

La expresion “crecimiento y desprogramacion de las células madre sanguineas adultas de una muestra de sangre
que se ha extraido del paciente, usando el tratamiento in vitro de la muestra de sangre con MCSF” significa que la
muestra de sangre que se ha tomado del paciente y que contiene una cierta cantidad de células madre adultas, se
trata in vitro con MCSF para lograr el crecimiento de las células madre adultas originalmente presentes en la
muestra de sangre, desprogramando las células de la linea blanca de la sangre.

Ademas subrayamos que aqui la expresion “ozonizacion” se refiere al tratamiento de la muestra de sangre con
ozono, es decir, la adicion, suministro, administracion o mezcla con ozono, o de una mezcla de oxigeno y ozono, a 0
en la muestra de sangre.

El ozono (simbolo O3) es una forma alotrépica de oxigeno, con una molécula triatdmica y un peso molecular de 48.
En condiciones normales el ozono aparece como un gas azul, de olor acre, y tiene un fuerte poder oxidante. El
ozono puede actuar como desinfectante, desodorante, bactericida, esterilizador u oxidante en numerosas sintesis
organicas.

De acuerdo con las posibles formas de ejecucion, la ozonizacion de la muestra de sangre puede llevarse a cabo
antes del tratamiento con MCSF.

De acuerdo con las posibles formas de ejecucion, la ozonizacion de la muestra de sangre puede llevarse a cabo al
mismo tiempo que el tratamiento con MCSF.

De acuerdo con las posibles formas de ejecucion, la ozonizacién de la muestra de sangre puede llevarse a cabo tras
el tratamiento con MCSF.

Segun posibles formas de ejecucion, se prevé la adicion de un anticoagulante a la muestra de sangre. La heparina,
el EDTA o el citrato sédico son ejemplos de posibles anticoagulantes.

En algunas formas de ejecucion el método segun la presente descripcion puede prever el uso de un kit para recoger
la sangre destinada a la produccion de células madre pluripotentes conforme al método descrito anteriormente, el
cual incluye al menos un recipiente, como por ejemplo un tubo de ensayo, capaz de contener la muestra de sangre
extraida, que contiene la sustancia MCSF y ocasionalmente, dado el caso, el mencionado anticoagulante.
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Con un kit de este tipo se puede recoger sangre entera, preferiblemente sangre periférica, para iniciar rapidamente
el crecimiento y la produccién de las células madre, empleando el método descrito anteriormente segun la presente
descripcién y hacer por tanto la produccion mucho mas rapida.

Gracias a las formas de ejecucion aqui descritas, la cantidad de muestra de sangre recogida y tratada de acuerdo
con el método descrito aqui - es decir, el crecimiento y la desprogramacién con MCSF y la ozonizacién de la muestra
de sangre — puede ser solo de unos pocos mililitros, por ejemplo entre 0,2 ml 'y 100 ml, en particular entre 0,5 ml y 50
ml, mas particularmente entre 1 ml y 25 ml, ain mas particularmente entre 2 ml y 10 ml, mas particularmente entre 2
ml y 8 ml, mas particularmente entre 3 ml y 8 ml, aun mas particularmente entre 3 mly 5 ml.

En otras variantes la cantidad de muestra de sangre recogida y sometida a crecimiento y desprogramaciéon con
MCSF pueden ser de unos cientos de mililitros, por ejemplo de 100 hasta 1000 ml, en particular de 200 ml hasta 600
ml, mas particularmente de 400 ml hasta 600 ml, por ejemplo de 500 ml. La muestra de sangre se puede inyectar
(por via intravenosa o intraarterial) para que circule en el paciente, el cual puede someterse posteriormente a un
tratamiento de ozonizacion sistémica.

Algunas formas de ejecucion, combinables con todas las formas de ejecucion aqui descritas, pueden proporcionar
un método como el descrito anteriormente para el cual se pueda emplear cualquier tipo de recipiente en el que
pueda introducirse la sangre completa y el ozono, con cualquier tipo posible de anticoagulante y con cualquier
concentracion de MCSF, por ejemplo en un intervalo de 1 nM hasta 55 nM aproximadamente. Los ejemplos de
subintervalos pueden ser de 2 nM hasta 50 nM o de 5 nM hasta 45 nM. Otros ejemplos de subintervalos pueden ser
de 2 nM hasta 20 nM o de 8 nM hasta 15 nM o de 8 hasta 10 nM o de 10 nM hasta 12 nM o de 12 nM hasta 35 nM o
de 15 nM hasta 30 nM o de 20 nM hasta 25 nM o de 35 nM hasta 55 nM o de 40 nM hasta 50 nM, o combinaciones
de todos estos intervalos o subintervalos, incluyendo también todos los numeros enteros o fracciones presentes en
los intervalos o subintervalos mencionados y no indicados explicitamente aqui.

En algunas formas de ejecucion, combinables con todas las formas de ejecucién aqui descritas, se puede prever
que la ozonizacioén aporte a la muestra de sangre una mezcla de O; - Os.

En posibles formas de implementacion, el solicitante ha encontrado que la relaciéon de sangre a mezcla de O; - O3
puede ser preferiblemente una relacién estequiométrica de 1: 1.

En algunas posibles formas de implementacién, la cantidad de O, - Oz en la muestra de sangre puede ser superior o
igual a 1 mic.g/l aproximadamente y en particular se selecciona dentro en un intervalo de 1 mic.g/ml hasta 42
mic.g/ml aproximadamente, mas particularmente de 5 mic.g/ml hasta 30 mic.g/ml aproximadamente, ain mas
particularmente de 10 mic.g/ml hasta 20 mic.g/ml aproximadamente.

Algunas formas de ejecucion aqui descritas prevén que, tras haber dejado la sangre en estas condiciones, de
manera preferente a temperatura ambiente, al cabo de un cierto tiempo, preferiblemente entre 4 horas y 96 horas,
en particular entre 4 horas y 72 horas, mas particularmente entre 4 horas y 48 horas, la sangre entera asi obtenida
con el contenido de células madre resultantes de la desprogramacion pueda ser completamente reinoculada
sistémicamente (por via intravenosa o intraarterial) o localmente en un tejido enfermo o cerca del mismo.

En posibles formas de implementacion, el tiempo de crecimiento y desprogramaciéon mediante el tratamiento in vitro
con MCSF puede variar entre 12 y 96 horas, en particular entre 12 y 72 horas, sobre todo entre 12 y 36 horas.

En posibles formas de implementacion, el tiempo de crecimiento y desprogramaciéon mediante el tratamiento in vitro
con MCSF puede variar entre 24 y 96 horas, en particular entre 24 y 72 horas, sobre todo entre 24 y 36 horas.

En posibles formas de implementacion, el tiempo de crecimiento y desprogramacion mediante el tratamiento in vitro
con MCSF puede variar entre 48 y 96 horas, en particular entre 48 y 72 horas, sobre todo entre 48 y 60 horas.

El solicitante ha supuesto que la ozonizaciéon de la muestra de sangre sometida a crecimiento y desprogramacion
mediante el tratamiento in vitro con MCSF estimula el proceso de expansion y desprogramacién de células madre
adultas, de modo que al cabo de unas pocas horas haya un nimero significativo de células madre adultas utiles.

El solicitante ha encontrado que una duracién del tratamiento in vitro con MCSF comprendida entre 4 y 96 horas
aproximadamente puede conducir a una estabilizacion del crecimiento de las células madre, con la identificacion de
los marcadores madre CD90, CD90 / 34, CD34 y CD117. Se cree que ésta es la condicion 6ptima.

El solicitante también ha encontrado que con unas concentraciones de MCSF de 1 nM hasta 55 nM
aproximadamente, las células mantienen el fenotipo de células madre adultas pluripotentes. Se ha observado que al
emplear MCSF en concentraciones superiores a 55 nM (por ejemplo, 70 nM), después de 24 horas las células ya no
conservan el fenotipo de células madre adultas pluripotentes.
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Las formas de ejecucion del método aqui descrito pueden proporcionar no solo el citado recipiente que contiene el
MCSF y donde se produce la expansion de las células madre adultas, sino también el uso de un segundo recipiente
para contener las células madre obtenidas del modo descrito anteriormente, por ejemplo, en el caso de uso
intravenoso o intraarterial, y posiblemente de un tercer recipiente, de tamarios diferentes, para el uso local. Las
células madre producidas y conservadas en dichos recipientes pueden usarse inmediatamente, o pueden
conservarse, por ejemplo, en nitrégeno liquido, para utilizarlas mas tarde, segun sea necesario.

La ozonizacion de acuerdo con la presente descripcion se puede llevar a cabo en muestras de sangre que
contengan las células madre antes, durante o después de la expansion y la desprogramacion con MCSF contenido
en cualquiera de los recipientes citados.

Segun las posibles formas de ejecucion, la sangre recién extraida del paciente se puede introducir inmediatamente
en el tubo de ensayo con el anticoagulante y MCSF. El anticoagulante puede detener el inicio de la coagulacion,
mientras que la presencia simultanea del MCSF puede permitir un inicio rapido del proceso de expansion y
garantizar que los tiempos de inicio del tratamiento del paciente sean minimos. Ademas la muestra se somete a
ozonizacion de acuerdo con la presente descripcion.

Segun otras formas posibles de ejecucion se puede agregar anticoagulante a la sangre extraida del paciente para
detener la coagulacién de la sangre sometida a un proceso de conservacion que no altere su capacidad de producir
células madre. Si es necesario, la sangre se toma del lugar donde se conserva y se somete al proceso de expansion
de las células madre, tal como se ha descrito anteriormente, es decir, afiadiéndole la sustancia MCSF para obtener
rapidamente la cantidad necesaria de células madre. En este caso la muestra también se somete a ozonizacién de
acuerdo con la presente descripcion.

El método segun la presente descripcion permite superar las desventajas del estado técnico y comporta numerosas
ventajas.

Por ejemplo, la presente invencion permite preparar y manipular sangre entera, simplificando considerablemente la
terapia y obviando la necesidad de realizar cualquier tipo de manipulacién celular en el laboratorio. De hecho, la
presente invencion excluye la necesidad o posibilidad de realizar tratamientos, por ejemplo para eliminar los glébulos
rojos o para purificar las células madre respecto a los demas componentes de la sangre, a fin de obtener una mayor
cantidad de células madre pluripotentes en comparacion con los otros dos componentes de las células madre, las
hematopoyéticas y mesenquimaticas, o para cultivarlas o diferenciarlas en otros tipos de células. Normalmente estos
tratamientos adicionales pueden estresar las células madre obtenidas, dejandolas vivas pero con un menor potencial
energético e informativo. En cambio la presente invencién evita la necesidad de seguir elaborando y manipulando la
muestra de sangre, y asi las células madre adultas presentes en la sangre entera conservan mejor sus
caracteristicas porque no estan estresadas y en la sangre se pueden beneficiar de la presencia de otros elementos
que ayudan al proceso regenerativo.

El solicitante ha encontrado que patologias incurables como la degeneracién del miocardio, ya tratada con buenos
resultados mediante células madre obtenidas de la sangre por desprogramacion tal como se describe en la patente
WO-A2008/034370, han tenido una evolucién claramente mas positiva con células madre desprogramadas en
sangre entera, sin las operaciones y la manipulacion adicionales descritas anteriormente, empleando por lo tanto un
método que también puede consistir exclusivamente en el crecimiento y la desprogramacion con MCSF, sin etapas
de trabajo adicionales que incluyan la purificacion y la expansién posterior o que puedan incluir el crecimiento y
desprogramacion con MCSF y la ozonizacién.

La preparacion de células madre segun el método aqui descrito evita la necesidad de una compleja preparacion de
laboratorio, permitiendo que cualquier hospital, clinica o0 médico prepare células madre utilizando un simple tubo de
ensayo con una cantidad preferiblemente minima de MCSF. En otras palabras, utilizando un solo tubo de ensayo en
el cual se introducen unos pocos ml de muestra de sangre con MCSF, es posible tratar y mejorar incluso patologias
tal graves como, por ejemplo, las secuelas de un ataque cardiaco o la enfermedad de Parkinson. Por lo tanto estos
resultados apoyan el hecho de que, segun las posibles formas de ejecucion, un método para expandir células madre
adultas de la sangre también puede consistir exclusivamente en el crecimiento y la desprogramacion de las células
madre adultas de una muestra de sangre, utilizando el tratamiento in vitro de la muestra de sangre con MCSF.

Ademas, en algunas formas de ejecucion, la adicidon o contribucién del ozono a la muestra de sangre, derivada de su
ozonizacion, puede tener un efecto catalizador en la desprogramacién de las células madre adultas y en la calidad
de las células obtenidas y su contenido informativo y energético, influyendo positivamente en la regeneracién celular
de los tejidos dafados, y ademas da la seguridad de que el producto es estéril. De hecho, como ya hemos dicho, el
ozono puede actuar como desinfectante o bactericida.

CASOS EXPERIMENTALES

El solicitante tuvo la idea del tratamiento con MCSF y ozonizacion, es decir la adicion de ozono o de una mezcla de
oxigeno y ozono a la expansion y “desprogramacion” con MCSF, tras algunos ensayos in vivo que demostraban la
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accion catalizadora del ozono en la terapia realizada con las células madre desprogramadas resultantes de la etapa
de crecimiento segun la presente descripcion.

OZONIZACION SISTEMICA

Un caballo de 15 afios de edad fue retirado de la competicién debido a una lesién proximal crénica del tendén flexor
superficial delantero derecho, por la cual habia estado cojeando durante 18 meses (véase fig. 1). Se habia tratado
por cauterizacidon 6 meses antes, como era habitual hace afios (véase fig. 2), pero ello no habia tenido ningun efecto
terapéutico positivo y en realidad habia provocado una esclerosis cicatricial. El caballo estaba en mal estado general
y la cauterizacién habia causado una lesion proximal (véase fig. 3) en un area sensible dificil de curar en caballos
mas viejos. La quemadura produjo una cicatriz que no tuvo ninguna mejoria con la inyeccion local de células madre
expandidas, obtenidas por desprogramacion con MCSF, cada 6 semanas, tres veces, es decir, ni siquiera se vio una
mejoria minima en la ecografia o en la cojera. Tras 5 meses de estas inyecciones de células madre expandidas se
hizo trabajar al caballo, pero la lesién empezé a empeorar (véanse las figs. 4 y 5).

Por lo tanto, en este caso de esclerosis tendinosa provocada por la cauterizacion, la inoculacién local y sistémica de
células madre desprogramadas de la sangre, obtenidas por expansion con MCSF, no proporciond ningun beneficio
después de tres inoculaciones realizadas con la frecuencia indicada.

A los dias de la tercera inoculacion se realizé un tratamiento sistémico con ozono mediante una autotransfusién con
medio litro de sangre enriquecida con 120 cc de O, - Oz, 10 mic.g/ml.

Sorprendentemente, el solicitante encontré en ensayos que al introducir el ozono sistémicamente, es decir, mediante
una transfusién con sangre autdloga enriquecida con ozono para oxigenar la sangre del paciente, en solo
diez/quince dias se pudo apreciar el efecto catalitico del ozono, pues la ecografia revel6 que la lesion se habia
resuelto y el caballo ya no cojeaba (véase fig. 6). El tejido patoldgico, que habia sido informado previamente
mediante la inoculacién de células madre obtenidas de sangre con expansion por MCSF, activando las células
madre del miembro del tenddn flexor superficial lesionado, se curé por el efecto catalizador del ozono en el proceso
regenerativo.

Tres meses después de la terapia con ozono, el analisis ecocardiografico mostré claramente que la lesidon estaba
curada (véanse las figs. 7 y 8).

Como prueba real de curacion se hizo correr al caballo durante 15 dias y luego fue enviado a competir, con
resultados positivos y duraderos. La mejoria revelada por la ecografia fue real, ya que el caballo prosiguio
regularmente su carrera competitiva, con un promedio de 6 competiciones mensuales y saltos de hasta un metro
sesenta, hasta la edad de 18 afios. De hecho el caballo siguié compitiendo durante tres mas afos sin recaidas,
participando en concursos de saltos a los 16 afios (véase fig. 9), a los 17 afios (véase fig. 10) y hasta los 18 afios de
edad (véase fig. 11).

El efecto catalizador del ozono en las células madre obtenidas de la sangre adulta por expansion y la
desprogramacion con MCSF se detecto in vivo a través del ensayo descrito anteriormente.

Después de este caso, la terapia de ozono se introdujo como agente catalitico en muchos pacientes tratados con
células madre obtenidas de sangre, expandidas y desprogramadas con MCSF.

El efecto in vivo sobre las células madre obtenidas de la sangre también permite suponer el mismo efecto catalitico
in vitro, es decir, en la sangre dentro de un tubo de ensayo, antes, después o durante el tratamiento con MCSF.

OZONIZACION IN VITRO

Tras los resultados obtenidos el solicitante también tuvo la idea nueva e innovadora de introducir el ozono
directamente en el recipiente que contenia la sangre y MCSF, para catalizar el proceso de desprogramacién y dar un
mayor potencial energético-informativo a las células madre obtenidas por cultivo y desprogramaciéon con MCSF.

El solicitante estudié el efecto del ozono en la sangre, tanto in vitro como in vivo (véase arriba).

Cuando se hace burbujear en la sangre, la mezcla de O, - O3 reacciona en pocos segundos con los acidos grasos
de la capa de fosfolipidos de la membrana celular.

Como resultado de esta reaccién del ozono O3 con el enlace doble de los acidos grasos insaturados, las cadenas de
fosfolipidos se rompen y penetran dentro del eritrocito en forma de peroxidos, influyendo en las reacciones dentro
del eritrocito, pero sin ir mas alla de la membrana celular. Pero, debido al alto poder citotdxico de los peroxidos, el
eritrocito reacciona inmediatamente activando el mecanismo de desintoxicacién a través del sistema de glutation. El
glutation asi consumido se restablece a través de la derivacién de la glicdlisis, es decir, por la via de la pentosa
fosfato.
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Por lo tanto la hemoglobina (Hb) esta protegida contra la oxidacion a metahemoglobina, manteniendo la funcion de
HbO; y permitiendo la transmision de oxigeno O..

También debe tenerse en cuenta el papel especial desempefiado por el 2,3-disfosfoglicerato (2,3-DPG) respecto a la
funcion del eritrocito. El 2,3-DPG esta presente en los eritrocitos y su funcion es modular la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno. Con el ozono, en particular, el efecto de liberacion de oxigeno es creado por el eritrocito
en las regiones periféricas.

Otra accion interesante es el efecto inmunoestimulante del ozono producido por la induccién de interferén. Entre las
células inmunocompetentes, los linfocitos T4 o células colaboradoras tienen un papel fundamental, porque, cuando
son activados por los macréfagos, producen sustancias especificas, interleucinas, factores de crecimiento, etc., que
actiian como mensajeros intercelulares y facilitan la comunicacioén entre las células.

Una vez activados por las interleucinas, los macréfagos producen el factor de necrosis tumoral (TNF), que sirve de
patron para medir la actividad de las células inmunocompetentes.

Por lo tanto, el ozono actua directamente en las células de la linea blanca e indirectamente a través de la reaccion
producida en los eritrocitos, desempefiando de papel de catalizador en la funcion de las lineas celulares de la sangre
y, por lo tanto, también en el proceso de desprogramacioén activado por el MCSF en las celdas de la linea blanca.

En cuanto a la relacion de sangre a mezcla de O; - O3, el solicitante encontré que este valor es preferiblemente una
relacion estequiométrica de 1: 1.

Ademas el solicitante encontr6 que la cantidad de la mezcla de O, - O3 en la muestra de sangre puede ser superior o
igual a 1 mic.g/l aproximadamente, elegida en particular de un intervalo aproximado de 1 mic.g/ml hasta 42 mic.g/ml,
mas particularmente de 5 mic.g/ml hasta 30 mic.g/ml aproximadamente, ain mas particularmente de 10 mic.g/ml
hasta 20 mic.g/ml aproximadamente. Un ejemplo puede proporcionar una cantidad de mezcla de O, - O3 de 12
mic.g/ml aproximadamente. Otro ejemplo puede proporcionar una cantidad de mezcla O, - O3z de 15 mic.g/ml
aproximadamente. Otro ejemplo puede proporcionar una cantidad de mezcla O, - Oz de 18 mic.g/ml
aproximadamente.

EJEMPLO DE TRATAMIENTO TERAPEUTICO DE LA PATOLOGIA DEGENERATIVA DEL MIOCARDIO

El solicitante realiz6 un ensayo para demostrar la eficacia clinica de las células madre obtenidas de la
desprogramacion en sangre entera ozonizada y administrada en patologias degenerativas del miocardio.

Las figs. 12 y 13 son dos tablas que contienen parametros significativos de la funcion contractil, a fin de comparar
los resultados terapéuticos de patologias con insuficiencia cardiaca de 11 perros, empleando células madre
obtenidas del modo descrito en la patente WO-A-2008/034370, y de 3 perros, empleando células madre obtenidas
con el método segun la presente descripcion, es decir, mediante cultivo y desprogramacion por MCSF y ozonizacion
(sangre entera ozonizada). Al comparar los parametros se puede ver claramente la mejoria por el aumento de la
capacidad contractil al usar el método aqui descrito, en comparacién con la patente WO-A2008/034370, y en
particular por el hecho de que esta mejoria ya tiene lugar a corto plazo (control a los 45 dias).

En particular el solicitante traté 3 perros (1 gran danés macho, 1 Terranova macho, 1 Dobermann hembra) de
edades similares (6-7) afectados por miocardiopatia dilatada primaria en sus etapas avanzadas (una patologia que
causa la pérdida progresiva de la funcidn contractil, actualmente sin posibilidad de regresiéon con ningun tipo de
terapia), con depresién grave de la funcion contractil (15-20% de FS). Los perros fueron tratados con células madre
expandidas y desprogramadas con MCSF, de sangre entera ozonizada, y administradas sin ninguna purificacién por
via intravenosa y subcutanea en la zona cardiaca. Las imagenes ecocardiograficas de las figs. 14 y 16 muestran la
situacion de dos pacientes diferentes (la hembra Dobermann Chanel y el macho Terranova Leonardo segun la tabla
de la figura 13) antes del tratamiento, donde se pueden ver los parametros de la funciéon contractil: valores
extremadamente negativos de DsVSx (diametro sistélico del ventriculo izquierdo), % de FS y % de FE.

En cambio, como se puede ver en las imagenes ecocardidgraficas de las figs. 15 y 17 de los mismos dos pacientes
después del tratamiento, el solicitante encontré un aumento de la capacidad contractil medida por la evaluacién
lineal y volumétrica (método de Teicholz y Simpson) de los parametros de la funcién contractil DsVSx (didmetro
sistolico del ventriculo izquierdo), % de FS y % de FE. Este efecto ya fue mucho mas pronunciado a corto plazo
(control a los 45 dias, respecto a los resultados obtenidos en el mismo periodo de tiempo con pacientes tratados
previamente con el tipo de células madre purificadas, obtenidas de la sangre tal como se describe en la patente
WOA-2008/034370).

La mejoria vista por el solicitante también fue mucho mas rapida respecto a los efectos causados por la patologia
degenerativa del miocardio en el estado general y en la evaluacion clinica de la clase ISACHS de la insuficiencia
cardiaca, observandose recuperacion del apetito, aumento significativo de peso y mejora considerable del
rendimiento fisico y de la resistencia al estrés al cabo ya de 1 mes.
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Por lo tanto el solicitante concluyé que el método para expandir células madre adultas de la sangre, que comprende
el crecimiento por MCSF y la ozonizacion de acuerdo con la presente invencion, permite recuperar la contractilidad
del miocardio que habia llegado a ser deficiente a causa de su degeneracion: en el momento actual no tendria
ninguna posibilidad de recuperacion con la terapia del estado técnico. De hecho, en el campo de la veterinaria se
han intentado otras soluciones a través de la medicina regenerativa, pero incluso la inoculaciéon de células madre
mesenquimaticas de diferente origen (médula 6sea, grasa) en el propio miocardio no ha dado resultados
terapéuticos significativos.

Mediante células madre obtenidas de la sangre, que tienen un componente pluripotente para poder interactuar con
el musculo y su inervacion, los resultados fueron positivos, con una mejoria gradual a lo largo del tiempo. Sin
embargo el efecto mas sorprendente se encontrd con la administracion de células madre adultas de sangre entera
ozonizadas y no purificadas, por via intravenosa y subcutanea en la zona cardiaca, lo cual mejord el resultado
terapéutico en comparacion con las células purificadas, obteniéndose un mejor resultado en un parte tiempo mucho
mas corto.

Las imagenes ecocardiograficas de las figs. 14, 15, 16 y 17 demuestran cuan excepcionales fueron las mejorias
obtenidas.

Naturalmente se pueden hacer modificaciones y/o adiciones en partes del método anteriormente descrito de
expansion de células madre adultas de sangre entera, sin apartarse del campo y del alcance de la presente
invencion.

También es evidente que, aunque la presente invencion haya sido descrita haciendo referencia a algunos ejemplos
concretos, una persona experta en la técnica sera capaz de lograr muchas otras formas equivalentes del método
para expandir células madre adultas de sangre entera que tengan las caracteristicas establecidas en las
reivindicaciones y que, por tanto, entren todas ellas dentro del ambito de proteccion definido de esta manera.
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REIVINDICACIONES

1. Método para expandir células madre adultas procedentes de la sangre, que consiste en:

cultivar y desprogramar las células madre adultas de una muestra de sangre extraida, empleando el tratamiento
in vitro de la muestra de sangre con MCSF;
ozonizar la muestra de sangre.

2. Método segun la reivindicacién 1, siempre que la ozonizacion de la muestra de sangre se lleve a cabo antes
del tratamiento con MCSF.

3. Método segun la reivindicacion 1, siempre que la ozonizacion de la muestra de sangre se lleve a cabo
durante de tratamiento con MCSF.

4. Método segun la reivindicacién 1, siempre que la ozonizacion de la muestra de sangre se lleve a cabo
después del tratamiento con MCSF.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que prevé el aporte de una mezcla de O, - Oz a
la muestra de sangre.

6. Método segun la reivindicacion 5, que prevé una relacion estequiométrica 1:1 de sangre a mezcla de O - Os.

7. Método segun la reivindicaciéon 5 o 6, que prevé una cantidad de mezcla de O, - O3 en la muestra de sangre
superior o igual a 1 mic.g/l aproximadamente.

8. Método segun la reivindicacion 7, siempre que la cantidad de mezcla de O, - O3z en la muestra de sangre esté
seleccionada de un intervalo entre 1 mg/ml y 42 mg/ml aproximadamente.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que prevé la adicion de un anticoagulante a la
muestra de sangre.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que proporciona el empleo de un kit para recoger
sangre, el cual incluye un recipiente capaz de contener la sangre extraida y ademas lleva al menos la sustancia
MCSF.

11. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, el cual prevé que la cantidad de sangre recogida
y sometida al cultivo y desprogramacion con MCSF y a la ozonizacion esté comprendida entre 0,2 ml'y 100 ml.

12. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, el cual prevé que la cantidad de sangre recogida
y sometida al cultivo y desprogramacion con MCSF y a la ozonizacion esté comprendida entre 2 mly 10 ml.

13. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, el cual prevé que la cantidad de sangre recogida
y sometida al cultivo y desprogramacion con MCSF y a la ozonizacion esté comprendida entre 3 mly 5 ml.

14. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, el cual prevé que la concentracion de MCSF esté
comprendida en un intervalo de 1 nM hasta 55 nM aproximadamente.

15. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que prevé un tiempo de cultivo y
desprogramacion por tratamiento con MCSF comprendido entre 4 horas y 96 horas.
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TO 120 dias Al cabo de 1 afho
FS | Insuficiencia FS | Insuficiencia FS | Insuficiencia
PACIENTE FE cardiaca Peso FE cardiaca Peso FE cardiaca Peso
% clase % clase % clase
16 18 20
MIRO 29 v 54 kg 34 A 52 kg 40 ] 67 kg
23 24 28
SCOOBY 44 1l 56 kg 46 1] 62 kg 54 1] 66 kg
20 24 26
THOR 42 /v 60 kg 47 1l 63 kg 51 1] 69 kg
17 21
GIOVE 33 \Y 61 kg 41 1l 65 kg Muerto
18 18 Control no
IGOR 38 1l 56 kg 39 Il 58 kg realizado
VICENZA ;? W, 44 kg ;g i 47 kg Muerto
23 24 Control no
SILERI 45 | 53 kg 46 | 53 kg realizado
DOBERMANN 1} 1] Muerto
25 25 26
DOBERMANN 52 1] 34 kg 52 | 36 kg 52 I 36 kg
AMSTAFF W i Control no
realizado
19 22 28
DALMATIAN 39 v 23 kg 45 1l 26 kg 53 1] 28 kg
fig. 12
TO 45 dias
Insuficiencia FS Insuficiencia
DsVSX cardiaca Peso FE DsVSX cardiaca Peso
clase clase
DOBERMANN | 30% 58%
CHANEL 15% 52 mm 1 33 kg 29% 39 mm | 38 kg
GRAN DANES | 50% 60%
SCOOBY 24%, 66 mm I 59 kg 30% 61 mm 0 64 kg
TERRANOVA 27% 50%
LEONARDO 13% 72 mm \Y) 60 kg 259, 62 mm ] 68 kg
fig. 13
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