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DESCRIPCION

Empleo de células madre hematopoyéticas en
la generacién de células madre neurales.
Campo de la invencion

La invencién se refiere a la generacion de
células madre neurales, tanto in vitro como in
vivo, a partir de células madre hematopoyéticas.
Las células madre neurales pueden usarse para
regenerar poblaciones de células perdidas en el
sistema nervioso.

Antecedentes de la invencién

Las células madre son células pluripoten-
tes que se autorenuevan y que proliferan en la
vida adulta mediante divisiones asimétricas ca-
racteristicas en las que una célula hija se ve for-
zada a diferenciarse y el resto permanece como
células madre. Existen diversos tipos de células
madre dependiendo del 6rgano en el que estén lo-
calizadas y de su diferenciacién potencial.

Las células madre de adulto pueden ser trans-
formadas en tipos heterogénicos de células me-
diante influencias ectopicas, induciendo la gene-
racién de un destino diferente bajo nuevas seniales
ambientales. En este sentido, se ha descrito que
células de médula ésea de ratén pueden ser incor-
poradas en el sistema nervioso central (SNC) y
diferenciarse en neuronas, astrocitos y oligoden-
drocitos, y que células de médula 6sea humana
pueden desarrollar un fenotipo neuronal in vitro.
También se conoce la generacién de células madre
hematopoyéticas y la restauracién de progenito-
res sanguineos, a partir de células madre neurales.

Las enfermedades neurodegenerativas afectan
a poblaciones de células neurales y, en general, el
dano principal ocurre en un fenotipo estructural
o neuroquimico especifico. En la enfermedad de
Parkinson, por ejemplo, el tipo celular perdido
mayoritariamente son neuronas dopaminérgicas
del cerebro medio. La esclerosis multiple (EM)
es una enfermedad autoinmune inflamatoria del
SNC caracterizada por la existencia de placas des-
mielinizadas diseminadas que evolucionan progre-
sivamente hacia lesiones crénicas. En el caso de
la EM existen evidencias de que en los estadios
iniciales de la enfermedad, los progenitores de oli-
godendrocitos se activan para reactivar el proceso
de remielinizacién. Cuando este intento regene-
rativo no tiene éxito, la placa desmielinizada se
convierte en una lesién cronica.

El reemplazamiento funcional de poblaciones
neuronales especificas mediante transplante de te-
jido neural representa una estrategia terapéutica
atractiva, para tratar enfermedades neurodegene-
rativas.

Sin embargo, actualmente, las células madre
neurales se obtienen a partir de tejido cerebral,
mediante biopsia de tejido o necropsia, lo que
plantea problemas éticos y de compatibilidad in-
munoldgica. Por tanto, sigue existiendo la necesi-
dad de proporcionar una fuente de células madre
neurales que supere los inconvenientes menciona-
dos.

Compendio de la invencién

La presente invencion se enfrenta con el pro-
blema de proporcionar una fuente de células ma-
dre neurales.

La solucién proporcionada por esta invencién
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se basa en que los inventores han observado que, a
partir de células madre hematopoyéticas se pue-
den generar células madre neurales tanto in wvi-
tro como in vivo (Ejemplos 2 y 3). Las células
madre hematopoyéticas, tras su administracién
a un animal mamifero postnatal, pueden produ-
cir células madre neurales que pueden diferen-
ciarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos
(Ejemplo 4). Por tanto, las células madre hema-
topoyéticas pueden ser utilizadas para producir
células madre neurales que, a su vez, son utiles
para tratar enfermedades neurodegenerativas.

Por tanto, un objeto de esta invencién lo
constituye el empleo de células madre hemato-
poyéticas para generar células madre neurales.

Un objeto adicional de esta invencién lo cons-
tituye un procedimiento para la produccién de
células madre neurales a partir de células madre
hematopoyéticas.

Otro objeto adicional de esta invencién lo
constituye una composicién farmacéutica que
comprende células madre hematopoyéticas.

Otro objeto adicional de esta invencién lo
constituye el empleo de células madre hemato-
poyéticas en la elaboracién de una composiciéon
farmacéutica para el tratamiento de enfermeda-
des neurodegenerativas.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se refiere, en general, al empleo
de células hematopoyéticas para generar in vitro
o in vivo células madre neurales.

En un aspecto, la invencién proporciona un
procedimiento para la produccién de células ma-
dre neurales que comprende cultivar células ma-
dre hematopoyéticas bajo condiciones que pro-
mueven el crecimiento y la diferenciacion de di-
chas células madre hematopoyéticas en células
madre neurales.

Las células madre hematopoyéticas pueden
obtenerse facilmente a partir de médula ésea o
sangre periférica de un mamifero adulto (animal o
humano que ha realizado todos los procesos nor-
males de desarrollo) o a partir del cordén um-
bilical (de mamiferos incluido el hombre), me-
diante métodos convencionales. La seleccién de
las células madre hematopoyéticas a partir de
las extracciones sanguineas o aspirado medular
se realiza por métodos convencionales, por ejem-
plo, por citometria de flujo utilizando los mar-
cadores apropiados para cada tipo celular. En
el Ejemplo 1 se describe la obtencién, separacién
y seleccién de células madre hematopoyéticas a
partir de médula 6sea y sangre periférica de un
mamifero adulto y a partir de cordén umbilical
humano.

Las células madre hematopoyéticas pueden ser
cultivadas tanto in vitro como in vivo para obte-
ner células madre neurales.

Para el cultivo in vitro de células madre he-
matopoyéticas se siembran dichas células en un
medio de cultivo adecuado, por ejemplo, DMEM
(Sigma) o RPMI 1640 (Gibco), y se incuban bajo
condiciones que permiten el crecimiento celular.
Al cabo de unos pocos dias, normalmente a los 5-
6 dias, se observan células que manifiestan marca-
dores especificos de células madre neurales (nes-
tina, marcadores de glia radial y proteina fibrilar
acida de la glia [GFAP]). Estos resultados ponen
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de manifiesto la transdiferenciacion in wvitro de
células madre hematopoyéticas a células madre
neurales. En el Ejemplo 2 se describe una rea-
lizacién particular del cultivo in vitro de células
madre hematopoyéticas para obtener células ma-
dre neurales.

Para el cultivo in vivo de células madre hema-
topoyéticas se administra a un animal mamifero
postnatal una composicién fisiolégicamente acep-
table que comprende células madre hemato-
poyéticas. La administracién de dichas células
madre hematopoyéticas se puede realizar por
cualquier método adecuado. En una realizacién
particular la administracion de dichas células al
animal se realiza bien mediante inyeccién intra-
cerebral o bien mediante inyeccién intraparente-
ral (intravenosa o intraperitoneal). Al cabo de
4-6 dias post-inyeccion se observa en el mamifero
receptor la presencia de células que manifiestan
marcadores especificos de células madre neura-
les (nestina, marcadores de glia radial y GFAP),
lo que pone de manifiesto la transdiferenciacién
in vivo desde células madre hematopoyéticas a
células madre neurales. En el Ejemplo 3 se
describe una forma particular de cultivar in vi-
tro células madre hematopoyéticas para obtener
células madre neurales.

Como es conocido, las células madre neura-
les pueden ser aisladas, expandidas y utilizadas
como fuente para transplantes cerebrales y, por
tanto, pueden ser utilizadas para tratar enferme-
dades neurodegenerativas. A la vista de los resul-
tados obtenidos, en particular, de la generacién in
vivo de células madre neurales a partir de células
madre hematopoyéticas, se ensay6 la posibilidad
de utilizar células madre hematopoyéticas para
el tratamiento de enfermedades neurodegenerati-
vas, obteniéndose unos resultados satisfactorios y
esperanzadores.

La invencién también proporciona una compo-
sicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de células madre hemato-
poyéticas y un vehiculo farmacéuticamente acep-
table. Dicha composicién farmacéutica puede
prepararse en cualquier forma farmacéutica de
administracion apropiada. En una realizacién
particular, dicha composicién farmacéutica se
presenta en forma de un inyectable destinado a
su administracién por via intracerebral, por ejem-
plo, intraparenquimatosa o intraventricular, o in-
traparenteral, por ejemplo, intravenosa o intra-
peritoneal. Una revisién general de las distintas
formas farmacéuticas de administracién de pro-
ductos con actividad terapéutica puede encon-
trarse, por ejemplo, en el Tratado de Farmacia
Galénica, C. Fauli i Trillo, Luzén 5, S.A. de Edi-
ciones, (1993).

La presente invencion también se refiere al em-
pleo de células madre hematopoyéticas en la ela-
boraciéon de una composicién farmacéutica para
el tratamiento de enfermedades neurodegenerati-
vas y/o de situaciones patoldgicas en las que exis-
ten células neuronales degeneradas, tras pérdidas
quirdrgicas o traumaticas, tanto en procesos lo-
calizados como multifocales.

La expresion “enfermedades neurodegenerati-
vas”, tal como se utiliza en esta descripcién, in-
cluye todo tipo de patologias, alteraciones o si-
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tuaciones en donde se produce la pérdida degene-
rativa de células neurales.

La actividad terapéutica de las células madre
hematopoyéticas en el tratamiento de las enfer-
medades neurodegenerativas deriva de su capa-
cidad de diferenciarse in wvivo en células madre
neurales, las cuales, a su vez, pueden migrar hacia
la regién que padece la lesion neurodegenerativa,
invadir la region lesionada y generar la poblacién
especifica de células neuronales apropiadas.

Para alcanzar los resultados proporcionados
por esta invencion, los inventores han realizado
numerosos estudios sobre el efecto de la ad-
ministracién de composiciones fisiolégicamente
aceptables que contenian células madre hemato-
poyéticas en cerebros de animales normales y le-
sionados. En una realizacién particular, la ad-
ministracién de dichas composiciones se realiza
mediante inyeccion intracerebral, por ejemplo, in-
traparenquimatosa o intraventricular, o bien me-
diante inyeccién intraparenteral, por ejemplo, in-
travenosa o intraperitoneal. En el Ejemplo 4 se
describen unos experimentos in vivo que ponen
de manifiesto la eficacia de la administracion de
células madre hematopoyéticas tanto por via in-
tracerebral como por via intraparenteral, en la
regeneracion de poblaciones neuronales perdidas,
y, consecuentemente, su potencial utilidad en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
que cursen con la pérdida de poblaciones neuro-
nales.

Por tanto, se pueden emplear células ma-
dre hematopoyéticas para generar células ma-
dre neurales, que a su vez pueden ser utiliza-
das para regenerar células neurales degeneradas o
pérdidas neurales, tras intervenciones quirdrgicas
o traumaticas, tanto en procesos localizados como
multifocales. A modo ilustrativo, no limita-
tivo, dichas células madre hematopoyéticas se
pueden utilizar tanto en terapia celular de en-
fermedades neurodegenerativas, por ejemplo, es-
clerosis multiple (regeneracién de oligodendroci-
tos), esclerosis lateral amiotréfica (regeneracién
de neuronas motoras de la médula), enferme-
dad de Parkinson regeneraciéon de neuronas do-
paminérgicas), enfermedad de Alzheimer (rege-
neracion de neuronas colinérgicas y neuronas del
hipocampo), ataxias olivocerebelosas degenerati-
vas (regeneracion de neuronas olivares y células de
Purkinje), encefalitis espongiforme humana o En-
fermedad de Creutzfeld-Jacob, etc., como en tera-
pia sustitutiva y/o regenerativa en procesos post-
quirtrgicos y post-traumaticos. Por otra parte,
dado que actualmente se esta cada vez mas cerca
de determinar la base biolégica de las psicosis
funcionales (esquizofrenia, enfermedad bipolar y
sindromes obsesivos), la terapia celular podria
servir para restablecer circuitos no establecidos
o restaurar conexiones aberrantes.

Las células madre hematopoyéticas pueden
administrarse en cualquier forma de adminis-
tracién farmacéuticamente aceptable. En una
realizacién particular, dichas células madre he-
matopoyéticas se formulan en forma de inyecta-
bles destinados a su administraciéon por via in-
tracerebral, por ejemplo, intraparenquimatosa o
intraventricular, o intraparenteral, por ejemplo,
intravenosa o intraperitoneal.
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La cantidad y forma de administrar las células
madre hematopoyéticas a un paciente que padece
una enfermedad neurodegenerativa en necesidad
de tratamiento debera ser fijada por el faculta-
tivo quien fijara la pauta y forma de proceder a
la vista de, entre otros factores, la gravedad de la
enfermedad y el estado general del paciente. Del
mismo modo se procederd para procesos de rege-
neracion postraumatica, postquiriurgica o psicosis
funcional.

El empleo de células madre hematopoyéticas
como fuente celular para generar tanto in wvitro
como in vivo células madre neurales presenta nu-
merosas ventajas ya que, por una parte, son las
células progenitoras que se pueden obtener mas
facilmente, por ejemplo, a partir de sangre pe-
riférica de animales adultos o de cordén umbi-
lical, sin tener que recurrir a la realizacién de
biopsias ni necropsias para, obtener células ma-
dre neurales, lo que permite superar, ademas de
molestias para el paciente, evidentes problemas
éticos; y, por otra parte, la posibilidad de trans-
formar células madre hematopoyéticas en células
madre neurales permite tener una fuente perma-
nente de células madre neurales del propio indi-
viduo o de donantes compatibles evitdndose pro-
blemas de compatibilidad inmunogenica.

La posibilidad de obtener células madre neu-
rales a partir de células madre hematopoyéticas
permitira disponer de una fuente de células ma-
dre neurales que podran ser utilizadas para res-
taurar células neuronales en procesos neurodege-
nerativos. Adicionalmente, las ensenanzas pro-
porcionadas por esta invencién llevan consigo di-
versos efectos, por ejemplo, al poder obtenerse
facilmente células madre neurales en cantidades
elevadas se podran avanzar de forma significa-
tiva los estudios sobre la biologia del proceso de
transdiferenciacion entre células madre de hema-
topoyéticas a neurales; y, ademds, se amplian
las posibilidades reales de uso terapéutico de las
células madre (hematopoyéticas o neurales) gra-
cias a la posibilidad de obtener células del propio
paciente (homotransplante) o de un donante de
médula ésea compatible (alotransplante).

Por otra parte, puesto que muchas formas de
procesos neurodegenerativos presentan multifoca-
lidad, la tunica forma de actuar con terapia celu-
lar de forma global sobre todas las lesiones es la
administracién, por ejemplo, sistémica de los ele-
mentos terapéuticos. La administracién sistémica
(intravenosa o intraperitoneal) permite el acceso
de las células madre neurales a todos los lugares
donde se localiza la lesién. Esto es de fundamen-
tal interés en procesos multifocales tales como la
EM, la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), etc.

La posibilidad de manipular las células madre
antes de ser utilizadas en terapia celular, permi-
tird inducir, generar y/o modificar los pardmetros
biolégicos que pudieran influir en su capacidad
terapéutica, tales como mayor resistencia al pro-
ceso lesivo (inmunolégico, genético o metabdlico),
mayor capacidad proliferativa, toxicidad dirigida,
ete.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion y
no deben ser considerados limitativos del alcance
de la misma.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ejemplo 1
Obtencion y seleccion de células madre hemato-
poyéticas

1.1 A partir de médula dsea de un mamifero
adulto (cualquier especie de mamifero que ha su-
perado el periodo neonatal de desarrollo postna-
tal, incluido el hombre).

El tejido medular se aspira y recoge en DMEM
(Dubelcco’s modified Eagle medium, Sigma) su-
plementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB),
a 41C. Se disocia mecanicamente pipeteando re-
petidamente en condiciones de esterilidad, con
cuidado, se centrifuga a 1.200 rpm durante 6 mi-
nutos y resuspende en cloruro aménico 0,144 M
disuelto en tampdn Tris 17 mM, pH 7,2, durante
5 minutos. A continuacién, se lava con DMEM-
SEFB y se resuspende en el mismo medio en vo-
lumen definido para contaje y seleccién por cito-
metria.

A partir de la suspensién celular obtenida
que contiene las células madre hematopoyéticas
se procede a la separacion y selecciéon de di-
chas células madre hematopoyéticas mediante ci-
tometria de flujo utilizando los marcadores apro-
piados dependiendo del origen de las células ma-
dre hematopoyéticas a separar, por ejemplo, me-
diante el empleo de los siguientes marcadores:

a) para células de ratén: marcadores CD117
(BD Pharmingen) y Sca-1 (BD Pharmingen)
para citometria o, alternativamente, seleccién por
tamano una vez calibrado el citémetro para la po-
blaciéon CD117 y Sca-1 positiva; y

b) para células humanas: marcadores CD34
(BD Pharmingen).

1.2 A partir de sangre periférico de un mami-
fero adulto (cualquier especie de mamifero que ha
superado el periodo neonatal de desarrollo post-
natal, incluido el hombre).

Células madre hematopoyéticas de mamifero
adulto pueden obtenerse a partir de sangre pe-
riférica tras movilizacién de los precursores me-
dulares con factor estimulador de los granuloci-
tos (G-CSF). La sangre periférica se extrae y las
células madre hematopoyéticas se seleccionan di-
rectamente, por ejemplo, mediante el empleo de
marcadores fluorescentes especificos. Los medios
celulares y el protocolo a seguir para la obtencién,
separacion y seleccién de células madre hemato-
poyéticas son los mismos que los descritos en el
Ejemplo 1.1.

1.3 A partir de corddén umbilical humano

Células madre hematopoyéticas pueden obte-
nerse a partir de cordén umbilical. Para ello, se
realiza un sangrado del cordén umbilical y se se-
leccionan los progenitores, por ejemplo, mediante
citometria utilizando marcadores apropiados. Los
medios celulares y el protocolo a seguir para la ob-
tencién, separacién y seleccién de células madre
hematopoyéticas son los mismos que los descritos
en el Ejemplo 1.1.

Ejemplo 2
Cultivo in vitro de células madre hematopoyéticas

Se siembran en placas de 96 pocillos unas
200.000 células por pocillo de células madre he-
matopoyéticas de mamifero procedentes de una
suspensién celular en DMEM-SFB enriquecida
en dichas células, obtenida mediante el procedi-
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miento descrito en el Ejemplo 1 (en cualquiera
de sus alternativas). Al cabo de 5 6 6 dias en
cultivo (a 37°C, con un 10% de CO3) en condi-
ciones que permiten el crecimiento celular se ob-
servan células con caracteristicas, determinadas
por la manifestacién de marcadores especificos,
de células madre neurales, tales como:

nestina: determinado por reaccién con un an-
ticuerpo monoclonal anti-nestina (Chemicon);

marcadores de glia radial: determinados con
el anticuerpo 40E-C (Hybrodoma Banck), y

GFAP: determinado con anticuerpos policlo-
nales (Chemicon).

Estos resultados ponen de manifiesto la trans-
diferenciacién in vitro de células madre hemato-
poyéticas a células madre neurales.

Ejemplo 3
Cultivo in vivo de células madre hematopoyéticas

Para el cultivo in vivo de células madre he-
matopoyéticas se administra a un ratén neona-
tal una composicién fisioldgicamente aceptable
que contiene células madre hematopoyéticas de
mamifero, tal como una suspensiéon celular en
DMEM-SFB enriquecida en células madre hema-
topoyéticas obtenida mediante el procedimiento
descrito en el Ejemplo 1 (en cualquiera de sus al-
ternativas). La administracién de dichas células
madre hematopoyéticas en el animal se realiza
bien mediante inyeccién intracerebral (inyeccién
estereotaxica de 200.000-300.000 células disueltas
en 1 microlitro de medio RPMI 1640 (Gibco) o
DMEM (Sigma) enriquecidos con 10% de SFB,
en parénquima cerebral o ventriculo lateral) o
bien 2.000.000 -3.000.000 células en 100 micro-
litros de medio (RPMI 1640) mediante inyeccién
intraparenteral (intravenosa o intraperitoneal). A
los 4-6 dias de la inyeccién de células madre he-
matopoyéticas se observa en el animal receptor
la presencia de células que manifiestan marcado-
res especificos de células madre neurales: nestina,
marcadores de glia radial y GFAP (determina-
dos como se indica en el Ejemplo 2), lo que pone
de manifiesto la transdiferenciacién in vivo desde
células madre hematopoyéticas a células madre
neurales.

Ejemplo 4
FExperimentos in vivo

4.1 Inyecciones en cerebros de animales nor-
males neonatales

Una suspensiéon celular de 300.000 células en
1 pl de células madre hematopoyéticas obteni-
das segin el Ejemplo 1 [1.1] a partir de médula
Osea, en un vehiculo fisiolégicamente aceptable, se
inyecta en el cerebro de ratones neonatales (P0)
mediante inyeccién intraparenquimatosa o intra-
ventricular. Al cabo de 4-6 dias post-inyeccién,
se observan células del donante en la regién ven-
tricular y subventricular del cerebro del huésped.
Estas células presentan caracteristicas molecula-
res de células madre neurales: nestina, vimentina
y GFAP positivas.

A partir del cerebro del animal inyectado (ce-
rebro transplantado), a los 6 dfas post-inyeccién,
se puede obtener una suspension celular de dicho
cerebro transplantado y cultivar dichas células en
condiciones apropiadas para seleccionar células
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madre neurales [DMEM, 10% de SFB, 20 ng/ml
de Bfgf (Fibriblest growth factor bésico), 20
ng/ml de EGF (Epidermal growth factor) y 1.000
U/ml de LIF (factor inhibidor de leucemia)]. Al
cabo de 5-6 dias se observa la formacién de neuro-
esferas y se puede constatar la existencia de abun-
dantes células procedentes del donante. Ademas,
si se inyectan estas células en las mismas condi-
ciones, en cerebro de mamiferos neonatos (rato-
nes P0) o en cerebro lesionado de ratones adul-
tos (véase el Ejemplo 4.2), se consigue activar
su proliferacién y la produccién de células madre
neurales con tipologias y caracteristicas similares
a las obtenidas tras la inyeccién de células ma-
dre hematopoyéticas. Estos resultados ponen de
manifiesto que las células madre hematopoyéticas
de mamifero adulto pueden convertirse en células
madre neurales, que, ademas de presentar carac-
teristicas moleculares especificas de este tipo ce-
lular, se comportan biolégicamente como tales,
generando células neurales in vivo.

Experimentos control, con concentrado celu-
lar pero sin células madre hematopoyéticas, es
decir, CD117 y Sca-1 negativas, no han mostrado
ningun tipo de células neurales procedentes del
donante.

4.2 Inyecciones en cerebros lesionados de ani-
males adultos

Para realizar este ensayo se provocan lesio-
nes desmielinizantes en ratones localizadas en el
hemisferio cerebral mediante la inyeccién este-
reotaxica de lisolecitina. Para ello, mediante un
trépano estereotaxico se inocula, lentamente y
con una jeringuilla Hamilton, 1 ul de lisolecitina
(Sigma) en el parénquima cerebral del telencéfalo.
Se intenta localizar la region lateral de la sustan-
cia blanca hemisférica de un lado del cerebro. El
estudio anatomo-patolégico muestra que en una
semana se ha producido una importante desmie-
linizacién con abundante proliferaciéon astroglial
en la regién de la inoculacién.

Tras localizar la lesién se inyecta una com-
posicién que comprende una suspensién de célu-
las madre hematopoyéticas en un vehiculo fisio-
légicamente aceptable, en el hemisferio cerebral
contralateral, obtenidas de médula dsea siguiendo
el protocolo del Ejemplo 1 [1.1].

En animales control (animales que tenian la
lesion pero que no recibieron tratamiento con
células madre hematopoyéticas) se observa en la
regién lesionada, una semana después de localizar
la lesién, una reaccién astroglial acompanada de
pérdida de marcadores de oligodendroglia (PLP),
asi como la presencia en su periferia de células
con marcadores de progenitores de oligodendroci-
tos (O4).

Por el contrario, en los animales lesionados y
transplantados (tratados con células madre he-
matopoyéticas) se observan abundantes progeni-
tores de oligodendrocitos (O4+) procedentes del
donante que se acumulan periféricamente e inva-
den la regién desmielinizada.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto
que las células madre hematopoyéticas inyecta-
das en cerebros de mamiferos adultos con lesio-
nes desmielinizantes pueden migrar atraidos por
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la regién lesionada, invadir la lesién y generar
células de la linea oligodendroglial.

4.3 Inyeccion intraparenteral de células madre
hematopoyéticas

En animales neonatales (ratones P0) y adul-
tos lesionados (ratones adultos con lesiones des-
mielinizantes con lisolecitina) se inyecta una
composicién que comprende una suspensién de
células madre hematopoyécticas en un vehiculo fi-
siolégicamente aceptable (2.000.000 de células en
100 microlitos de solucién RPMI 1640) por via
intravenosa o intraperitoneal (células de médula
6sea segin el Ejemplo 1 [1.1]). Al cabo de una
o dos semanas tras detectar la lesién y de haber
inyectado las células madre hematopoyéticas, se
observa, en la regién lesionada, la presencia de
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células del donante que muestran caracteristicas
neurales (astrocitos, oligodendrocitos y neuro-
nas). Estos resultados ponen de manifiesto, que
células madre hematopoyéticas inyectadas intra-
parenteralmente (por via intravenosa o intrape-
ritoneal) pueden llegar a las lesiones cerebrales,
invadir el area lesionada y generar células neura-
les, restaurando las células perdidas.

En el caso de lesiones desmielinizantes, se ge-
neran progenitores de oligodendrocitos. Segun re-
sultados previos de los propios inventores, cabe
pensar, aunque no se desea estar vinculado por
ninguna teoria, que esta regeneracién de pobla-
ciones perdidas se realiza mediante una transdi-
ferenciacion previa a células madre neurales.



11 ES 2 180 433 B1 12

REIVINDICACIONES

1.  Un procedimiento para la produccién
de células madre neurales que comprende culti-
var células madre hematopoyéticas bajo condi-
ciones que promueven el crecimiento y la diferen-
ciacién de dichas células madre hematopoyéticas
en células madre neurales.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1,
en el que dichas células madre hematopoyéticas
se obtienen a partir de médula désea o sangre
periférica de un mamifero adulto o a partir del
cordén umbilical humano.

3. Procedimiento segin la reivindicacién 1,
en el que dichas células madre hematopoyéticas
se cultivan in witro para obtener células madre
neurales.

4. Procedimiento segin la reivindicacion 3,
que comprende sembrar dichas células madre he-
matopoyéticas en un medio de cultivo, incubarlas
bajo condiciones que permiten el crecimiento ce-
lular y ensayar los cultivos para detectar la pre-
sencia de células que manifiestan marcadores es-
pecificos de células madre neurales.

5. Procedimiento segin la reivindicacién 1, en
el que dichas células madre hematopoyéticas se
cultivan in vivo para obtener células madre neu-
rales.

6. Procedimiento segin la reivindicacién 5,
que comprende administrar a un animal una
composicion fisiolégicamente aceptable que com-
prende células madre hematopoyéticas y ensayar
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la presencia de células que manifiestan marcado-
res especificos de células madre neurales en el ani-
mal receptor.

7. Procedimiento segin la reivindicacién 6,
en el que la administraciéon al animal de dichas
células madre hematopoyéticas se realiza me-
diante inyeccién intracerebral o intraparenteral.

8. Una composiciéon farmacéutica que com-
prende células madre hematopoyéticas y un vehi-
culo farmacéuticamente aceptable.

9. Empleo de células madre hematopoyéticas
en la elaboracién de una composicién farmacéuti-
ca para el tratamiento de enfermedades neurode-
generativas y/o de situaciones patolégicas en las
que existen células neuronales degeneradas, tanto
en procesos localizados como multifocales.

10. Empleo segun la reivindicacién 9, en el
que dicha composicidn fisiolégicamente aceptable
se administra mediante inyeccién intracerebral o
intraparenteral.

11. Empleo segun la reivindicacién 9, en el
que dicha enfermedad neurodegenerativa se selec-
ciona entre esclerosis multiple, esclerosis lateral
amiotroéfica, enfermedad de Parkinson, enferme-
dad de Alzheimer, ataxias olivo-cerebelosas de-
generativas y encefalitis espongiforme humana o
Enfermedad de Creutzfeld-Jacob.

12. Empleo de células madre hematopoyéticas
en la elaboracién de una composiciéon farmacéu-
tica para el tratamiento de regeneraciéon neural
tras traumatismo craneoencefalico o regeneracién
neural postquirdrgica.
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