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DESCRIPCION

Medio de cultivo de células madre-progenito-
ras autdlogas humanas y sus aplicaciones.
Campo de la invencion

La invencién se relaciona, en general, con
la obtencién y manipulacién de células madre-
progenitoras autélogas humanas bajo condiciones
que permiten su empleo en terapia celular. En
particular, la invencién se refiere a un medio de
cultivo autdlogo para el cultivo de dichas células
y a su empleo en el cultivo y expansion de dichas
células asi como a composiciones que las contie-
nen.

Antecedentes de la invencién

Uno de los mayores retos para la investigacién
biomédica radica en desarrollar estrategias te-
rapéuticas que permitan reemplazar o reparar las
células o tejidos danados o destruidos en las en-
fermedades més devastadoras o discapacitantes:
enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, Al-
zheimer), diabetes, enfermedades musculares y
cardiacas, insuficiencia hepatica, etc.

Una de las estrategias terapéuticas mas pro-
metedoras es la Terapia Celular, fundamentada
en el hecho comprobado de que es posible dispo-
ner de células, mas o menos indiferenciadas, ca-
paces de dividirse generando células diferenciadas
funcionales, y, en algunos casos, incluso de rege-
nerarse. Entre éstas se incluyen las células ma-
dre y las células progenitoras/precursoras, que,
en su conjunto, seran denominadas células madre-
progenitoras. Estas células pueden encontrarse en
el embrién e incluso en tejidos adultos. La tera-
pia celular consiste, por tanto, en el trasplante o
implante en el paciente de una cantidad de células
madre-progenitoras suficiente para reparar y res-
taurar la funcionalidad de un 6rgano danado.

Una de las formas de terapia celular propues-
tas estd basada en el empleo de células-madre
progenitoras procedentes del adulto, obtenidas
de un animal (células xenogénicas), de un do-
nante (células alogénicas), u obtenidas del propio
paciente (células autdlogas). El uso de células
madre-progenitoras autdlogas estaria libre de al-
gunos de los inconvenientes de las otras formas de
terapia celular, tales como escasez de donantes,
necesidad de tratamiento inmunosupresor para
evitar el rechazo por el paciente, asi como de
los condicionantes éticos asociados con el uso de
células embrionarias.

Sin embargo, para que la terapia celular se
convierta en una realidad es necesario desarro-
llar un mayor conocimiento sobre cudales son las
células idéneas en cada caso y cémo identificar-
las, y también desarrollar procedimientos para
una adecuada manipulacién de las células madre-
progenitoras que las haga iddneas para su uso
clinico.

La cardiomioplastia (CMP) celular autéloga
es un ejemplo concreto de terapia celular para
el tratamiento de enfermedades cardiacas (is-
quemia congestiva, insuficiencia cardiaca, etc.).
Una descripciéon general actualizada puede en-
contrarse en Curr. Control. Trials Cardiovasc
Med. 2001; 2:208-210 (D.A. Taylor). Proce-
dimientos y composiciones para el aislamiento,
cultivo, expansion y empleo de diferentes células
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madre-progenitoras utiles en CMP celular pue-
den encontrarse en US5130141, WO/0107568,
WO0/0194555, WO79854301, US2001/0038837 y
US5543318.

Compendio de la invencion

La invencién se enfrenta, en general, con el
problema de proporcionar células madre-progeni-
toras autélogas humanas, adecuadas para su em-
pleo en terapia celular, y, en particular, con el
problema de proporcionar un procedimiento para
una adecuada manipulacién de las células madre-
progenitoras que las haga idéneas para su uso cli-
nico, incluyendo procedimientos especificos para
su obtencion, cultivo, purificacién y expansién.

La solucién proporcionada por esta invencién
se basa en el hecho de que los inventores han
observado que el empleo de un medio de cultivo
autélogo, que comprende suero autélogo humano
y nutrientes, junto con un anticoagulante y un
agente para revertir la anticoagulacién, permite
el cultivo in wvitro, la purificacién y expansién
de células madre-progenitoras autélogas huma-
nas, las cuales pueden ser utilizadas en la ela-
boraciéon de composiciones farmacéuticas para el
tratamiento de diversas patologias mediante tera-
pia celular.

La invencién se ilustra mediante la obten-
cién de un medio de cultivo autdlogo, que com-
prende nutrientes, suero autélogo humano, hepa-
rina y protamina, y su empleo en el cultivo in
vitro, purificacién y expansién de células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas ti-
les para la elaboracién de composiciones farma-
céuticas adecuadas para el tratamiento de car-
diomiopatias tanto isquémicas como idiopaticas
mediante CMP celular autéloga.

Un aspecto de esta invencién se relaciona con
un medio de cultivo de células madre-progenitoras
autélogas humanas que comprende suero humano
autdlogo y nutrientes, junto con un anticoagu-
lante y un agente para revertir la anticoagulacion.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con
un método para la preparacién de dicho medio de
cultivo de células madre-progenitoras autdlogas
humanas. En una realizacién particular, el suero
humano autélogo presente en dicho medio de cul-
tivo ha sido obtenido por plasmaféresis.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con
el empleo de dicho medio de cultivo para el cul-
tivo in vitro, purificacién y expansion de células
madre-progenitoras autélogas humanas.

En otro aspecto, la invencién se relaciona
con un método para la obtencién de una com-
posicion de células madre-progenitoras autélogas
humanas, que comprende incubar dichas células
madre-progenitoras autélogas humanas en dicho
medio de cultivo y purificar las células madre-
progenitoras autélogas humanas obtenidas.

En otro aspecto, la invencién se relaciona
con un método para la obtencién de una com-
posicién de células madre-progenitoras muscula-
res aut6logas humanas, utiles para su empleo en
terapia celular, que comprende incubar dichas
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas en dicho medio de cultivo y purificar las
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas obtenidas.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con
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una composicién enriquecida en células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con
una composicion farmacéutica que comprende
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas, junto con uno o més excipientes far-
macéuticamente aceptables.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con
un método terapéutico de CMP celular autdloga
para crear, regenerar y reparar tejido miocardico
disfuncional mediante el implante de una compo-
sicién farmacéutica que comprende células madre-
progenitoras musculares autdlogas, regeneradoras
de tejido cardiaco, expandidas y mantenidas ez
vivo en un medio de cultivo autélogo.
Descripcion detallada de la invencién

1. Medio de cultivo autdlogo

En un primer aspecto, la presente invencién
se relaciona con un medio de cultivo autélogo
de células madre-progenitoras autélogas huma-
nas, en adelante “medio de cultivo autélogo de
la invencién”, que comprende:

a) entre 0,1 % y 90 % en peso de suero humano
autélogo;

b) entre 0,1 y 10.000 UI/ml de heparina;
¢) entre 0,1 y 10.000 UI/ml de protamina; y

d) un medio de cultivo con nutrientes bésicos
con o sin glutamina, en cantidad suficiente
hasta el 100% en peso.

El medio de cultivo autélogo de la invencion es
un medio de cultivo completo elaborado a partir
de suero humano autélogo obtenido del propio pa-
ciente objeto del posterior implante de las células
madre-progenitoras autélogas humanas. El suero
humano autdlogo, si se desea, puede ser sometido
a un tratamiento convencional, por ejemplo, tra-
tamiento térmico, con el fin de inactivar el com-
plemento.

El suero autélogo humano puede ser obtenido
del propio paciente objeto del posterior implante
de las células madre-progenitoras autélogas hu-
manas mediante cualquier método convencional,
por ejemplo, a partir de muestras sanguineas del
paciente o bien, preferentemente, mediante la rea-
lizacién de una plasmaféresis a dicho paciente. En
una realizacién particular de esta invencién, la
plasmaféresis se realiza utilizando heparina como
anticoagulante y sulfato de protamina para rever-
tir la anticoagulacién. Como es conocido, las plas-
maféresis se realizan utilizando, habitualmente,
ACD (solucién Anticoagulante-Curato-Dextrosa)
[por ejemplo, para 1 litro de agua se afiade dcido
citrico monohidrato (8 g), curato (22 g) y glu-
cosa monohidrato (24,5 g)] como anticoagulante.
Este anticoagulante aporta quelante del calcio
por lo que para revertir el efecto del ACD y ob-
tener suero a partir de la plasmaféresis es ne-
cesario anadir calcio lo cual interfiere posterior-
mente en el cultivo celular. La realizacion de una
plasmaféresis permite obtener un suministro de
suero significativamente elevado, superior al obte-
nido a partir de muestras sanguineas del paciente,
puesto que en la plasmaféresis no hay pérdida de
sangre del paciente, lo que supone un beneficio
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importante para el paciente. Ademads, la utili-
zacién del suero obtenido mediante plasmaféresis
con heparina y protamina posibilita su utilizacién
en el medio de cultivo sin problemas posteriores
en el cultivo celular.

El medio de cultivo autélogo de la invencién
contiene los nutrientes basicos y, opcionalmente,
glutamina. Existen medios comercialmente dis-
ponibles que aportan los nutrientes necesarios
para el cultivo celular. En principio, cualquier
medio que proporcione los nutrientes adecuados
para el cultivo celular puede ser utilizado en la
presente invencion. En una realizacién particular,
los nutrientes son aportados por el medio HAM
F12 [GIBCO BRL].

En una realizacién particular, el medio de cul-
tivo autdlogo de la invencién contiene, ademas, un
antibiético. Practicamente cualquier antibiético
podria ser utilizado en la presente invencién.
En una realizacién particular, el medio de cul-
tivo autdlogo de la invencién comprende un an-
tibidtico seleccionado entre penicilina, estrepto-
micina, gentamicina y sus mezclas. Asimismo, el
medio de cultivo autélogo de la invencién también
puede contener, si se desea, un agente antifingico,
por ejemplo, anfotericina B, y/o un factor de cre-
cimiento, por ejemplo, un factor de crecimiento
de fibroblastos tal como el factor de crecimiento
fibrobldstico bésico humano (bFGF) nativo o re-
combinante.

En una realizacion particular, el medio de cul-
tivo autélogo de la invencién comprende:

89 % en peso de medio HAM-F12;

10% de suero humano autélogo del pa-
ciente;

heparina 0,1-10.000 UI/mL;
protamina 0,1 a 10.000 UI/mL; y

1% de penicilina/estreptomicina y, opcio-
nalmente,

0,25 mg/ml de anfotericina B y/o
0,1 a 250 pg/ml de bFGF recombinante.

2. Método para la preparacion del medio de
cultivo autologo de la invencion

En otro aspecto, la invencién se relaciona con
un método para la preparacién del medio de
cultivo de células madre-progenitoras autdlogas
humanas proporcionado por esta invencién, que
comprende mezclar y homogeneizar los distintos
componentes del mismo.

Ventajosamente, dicho suero humano auté-
logo se obtiene por plasmaféresis, tal como se
ha mencionado previamente, utilizando heparina
como anticoagulante para obtener plasma y pro-
tamina para revertir la anticoagulaciéon y obte-
ner el suero. De esta manera, el suero humano
autélogo obtenido ya contiene la heparina y pro-
tamina.

3. Empleo del medio de cultivo autdlogo de la
invencion

En otro aspecto, la invencion se relaciona con
el empleo del medio de cultivo autélogo de la in-
vencion para el cultivo in vitro, purificacién y ex-
pansién de células madre-progenitoras autélogas
humanas.
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El empleo de suero autélogo humano en un
medio de cultivo para la expansién de células
madre-progenitoras autélogas humanas presenta
numerosas ventajas, por ejemplo, la expansién
celular puede realizarse en cualquier parte del
mundo, sin el riesgo de contaminacién con prio-
nes, virus o zoonosis inherente a las técnicas tra-
dicionales de cultivo celular que utilizan suero bo-
vino fetal para el crecimiento celular. El empleo
de suero autdélogo humano en cultivos de células
humanas en lugar de suero bovino presenta nu-
merosas ventajas ya que (i) evita la reaccién
antigeno-anticuerpo, (ii) evita las reacciones in-
flamatorias causadas por proteinas heterélogas;
y (iii) evita la destruccién celular como conse-
cuencia de los repetidos lavados que necesitan
las células cultivadas en suero bovino antes de
su administraciéon a los seres humanos. De he-
cho, la experiencia clinica actual, con CMP celu-
lar autéloga ha demostrado la presencia de arrit-
mias ventriculares malignas en pacientes 2 sema-
nas después de la terapia con células cultivadas en
suero bovino complicacién que, en el 40 % de los
casos, ha requerido el implante de desfibriladores.

4. Método para la preparacion de una com-
posicion de células madre-progenitoras autdlogas
humanas

En otro aspecto, la invencién se relaciona
con un método para la preparacién de una com-
posicién de células madre-progenitoras autélogas
humanas, que comprende incubar dichas células
madre-progenitoras autdélogas humanas en el me-
dio de cultivo autdlogo de la invencién y purificar
las células madre-progenitoras autélogas huma-
nas obtenidas.

Practicamente cualquier célula madre-
progenitora autdloga humana puede ser cultivada
y expandida en el medio de cultivo autdlogo de
la invencién, adaptando en cada caso las condi-
ciones del medio y del cultivo al tipo celular con-
creto. No obstante, en una realizacién particular,
que se describira con detalle en el siguiente apar-
tado, dichas células madre-progenitoras autdlogas
humanas son células madre-progenitoras muscu-
lares autdlogas humanas.

Las células madre-progenitoras autélogas hu-
manas pueden obtenerse mediante la realiza-
ciéon de una biopsia en el propio paciente ob-
jeto del posterior implante de tales células madre-
progenitoras autélogas humanas.

La incubacién de las células madre-progeni-
toras autélogas humanas en el medio de cultivo
autélogo de la invencidn se realiza mediante con-
diciones que permiten el crecimiento y division
celular.

La purificacién de las células madre-progeni-
toras autdlogas humanas obtenidas puede rea-
lizarse por cualquier método convencional. En
una realizaciéon particular, la purificacién de di-
chas células madre-progenitoras autélogas hu-
manas consiste en una inmunopurificacién y se
realiza mediante el empleo de anticuerpos espe-
cificos y selectivos para dichas células madre-
progenitoras autélogas humanas, que permiten la
identificacion de antigenos extracelulares caracte-
risticos de dichas células madre-progenitoras au-
tologas humanas. Ventajosamente, dichos anti-
cuerpos especificos y selectivos para dichas célu-
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las madre-progenitoras autélogas humanas estan
unidos a microesferas magnéticas para purificar
y enriquecer las células madre-progenitoras au-
tologas humanas mediante un clasificador celular
magnético.

Las células madre-progenitoras autélogas hu-
manas, obtenidas segun el procedimiento previa-
mente descrito, pueden presentarse en forma de
composiciones farmacéuticas, y pueden ser utili-
zadas en terapia génica.

5. Método para la obtencion de células madre-
progenitoras musculares autdlogas humanas

Como se ha mencionado previamente, en una
realizacién particular y preferida de esta inven-
cién, las células madre-progenitoras autdlogas hu-
manas son células madre-progenitoras musculares
(o células miogénicas) autélogas humanas.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se
relaciona con un método para la obtenciéon de
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas, adecuadas para su empleo en terapia
celular, que comprende incubar dichas células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas en dicho medio de cultivo y purificar las
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas obtenidas.

Las células madre-progenitoras musculares
autélogas humanas pueden obtenerse mediante la
realizacién de una biopsia en el propio paciente
objeto del posterior implante de tales células ma-
dre-progenitoras musculares autélogas humanas,
en particular, una biopsia de musculo esquelético.

Estudios previos pusieron de manifiesto que
la administracién al paciente, anterior a la rea-
lizacién de la biopsia, en la zona de la biopsia,
de una composicion farmacéutica que comprende
un agente farmacolégico que estimula la proli-
feracién de las células madre-progenitoras mus-
culares autélogas humanas permite incrementar
el nimero de dichas células al inicio del cul-
tivo. En una realizaciéon particular, este prea-
condicionamiento se realiza mediante la adminis-
tracién al paciente, antes de realizar la biopsia de
miusculo esquelético, generalmente en un periodo
de tiempo comprendido entre 2 dias y 1 S minutos
antes de realizar dicha biopsia, por via intramus-
cular, en la zona donde se va a realizar tal biopsia,
de una composicion farmacéutica que comprende
dicho agente farmacoldgico que estimula la pro-
liferacién celular. En una realizaciéon particular,
dicho agente farmacoldgico es un anestésico local,
tal como lidocaina o bupivacaina, que estimula la
proliferacién de los mioblastos, lo que se traduce
posteriormente en un mayor rendimiento del cul-
tivo celular.

Mediante la biopsia de musculo esquelético se
recoge una muestra de tejido muscular que se so-
mete a un tratamiento convencional para digerir
las fibras musculares tal como se describe poste-
riormente con méas detalle. La suspension celu-
lar resultante se cultiva en el medio de cultivo
autélogo de la invencién. En general, la muestra
extraida mediante la biopsia muscular contiene
distintos tipos de tejidos, tales como adipocitos,
fibroblastos, progenitores mesenquimales, células
hematopoyéticas, fibras musculares, tejido vascu-
lar (endotelio, musculo liso) y, obviamente, mio-
blastos y células satélite. Tipicamente, el conte-
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nido inicial en células madre-progenitoras muscu-
lares autdlogas humanas presentes en la muestra
de tejido esquelético extraida mediante la biopsia,
definidas como CD56+/CD45es inferior al 10 %.
Asimismo, existe también un pequeno porcentaje
de células madre (células satélite) de muy dificil
identificacion que son las que se reproducen y di-
ferencian hacia células musculares que expresan
el antigeno CD56 y que serian progenitores mus-
culares. Como es conocido, el proceso de diferen-
ciacién de este tipo celular comprende el paso de
célula satélite a mioblasto, luego a miocito iru-
naduro, a continuacién a miocito maduro y, fi-
nalmente a miofibra. Los progenitores muscula-
res serfian los mioblastos y los miocitos (maduros
e inmaduros), que pueden ser identificados por
la presencia del antigeno CD56, la expresién in-
tracitoplasmatica de desmina y la ausencia del
antigeno CD45 (es decir, presentan un fenotipo
CDb56+/desmina+/CD54-). Durante el cultivo
celular se produce una proliferacion de células
satélite y mioblastos que se diferencian hasta,
como mucho, miocitos. Por tanto, tras la incu-
bacién y expansién celular, en el medio de cultivo
se acumulan mioblastos y miocitos (maduros e
inmaduros) que son utilizados en la elaboracién
de una composicién farmacéutica para inyectar
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas en el paciente y que, una vez inyectados,
terminan su proceso de diferenciacion en el propio
paciente transforméndose en fibras musculares o
miofibras y desarrollando su funcién.

La incubacién de las células madre-progeni-
toras musculares autdlogas humanas en el me-
dio de cultivo autdlogo de la invencién se realiza
mediante condiciones que permiten la expansién
(crecimiento y divisién) celular.

La purificacién de las células madre-proge-
nitoras musculares autélogas humanas obtenidas
puede realizarse por cualquier método convencio-
nal. En una realizacién particular, la purificacién
de dichas células madre-progenitoras musculares
autélogas humanas comprende el empleo de anti-
cuerpos especificos y selectivos para dichas células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas, que permiten la identificacién de antigenos
extracelulares caracteristicos de dichas células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas, por ejemplo, anticuerpos anti-CD56 humano
(CD56 es un antigeno extracelular caracteristico
de células de musculo esquelético) en ausencia
del antigeno especifico de células hematopoyéticas
CD45 (es decir, se seleccionan las células que
manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-). Ven-
tajosamente, dichos anticuerpos estdn unidos a
microesferas magnéticas para purificar y enri-
quecer las células madre-progenitoras musculares
autélogas humanas mediante un clasificador ce-
lular magnético. En otra realizacién particular,
el cultivo celular se somete a un paso previo de
pre-siembra (preplating) con el fin de sedimentar
los fibroblastos antes de proceder a identificar y
separar las células madre-progenitoras muscula-
res autélogas humanas. En este caso, la purifi-
cacion de las células madre-progenitoras muscu-
lares autélogas humanas comprende someter al
cultivo celular a un paso de pre-siembra con el
fin de sedimentar la totalidad o parte de los fi-
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broblastos presentes en dicho cultivo celular y,
posteriormente, identificar y separar las células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas mediante el empleo de anticuerpos anti-CD56
humano, opcionalmente, unidos a microesferas
magnéticas, y la seleccién de las células que ma-
nifiestan un fenotipo CD56+/CD45-.

La composicién que comprende células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas obte-
nible segiin el método descrito previamente cons-
tituye un aspecto adicional de esta invencién.

Alternativamente, la invencién proporciona
un procedimiento para la obtencién de células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas, a partir de una biopsia de tejido de musculo
esquelético, para la preparacién de una compo-
sicién farmacéutica, que comprende:

a) la realizacién de una biopsia en un paciente
objeto del posterior implante de células ma-
dre-progenitoras musculares autélogas hu-
manas para extraer un fragmento de tejido
de musculo esquelético que comprende cé-
lulas madre-progenitoras musculares auté-
logas humanas;

b) el cultivo de dichas células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas
procedentes del musculo esquelético en el
medio de cultivo autélogo de la invencion,
bajo condiciones que permiten la expansién
de dichas células madre-progenitoras mus-
culares autélogas humanas cultivadas;

c¢) la purificacién de dichas células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas
cultivadas; y

d) la recoleccién de dichas células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas
purificadas; y, opcionalmente,

e) la congelacién de dichas células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas
purificadas hasta la preparacién de dicha
composicién farmacéutica.

Como se ha mencionado previamente, la ad-
ministracién local al paciente, en un periodo de
tiempo comprendido entre 2 dias y 15 minutos
antes de realizar la biopsia muscular, en la zona
de la biopsia, de lidocaina o bupivacaina estimula
la proliferacion de las células madre-progenitoras
musculares autélogas humanas y permite aumen-
tar el nimero de dichas células al inicio del cul-
tivo.

El cultivo de las células madre-progenitoras
musculares autdlogas humanas procedentes del
miusculo esquelético en el medio de cultivo autélo-
go de la invencién, bajo condiciones que permiten
la expansion de dichas células madre-progenitoras
musculares autélogas humanas cultivadas, incluye
la realizacién de una serie de tratamientos previos
convencionales, por ejemplo, lavado, eliminacién
del tejido adiposo, desmenuzamiento del musculo,
disociacion enzimatica, filtracién y recogida de
las células mediante, por Ejemplo, mediante se-
dimentaciéon. En general, tras la digestién en-
ziméatica de las fibras musculares se obtiene una
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suspensién celular que contiene gran cantidad de
detritus celulares. Tras los pases de cultivo se eli-
minan los restos de células y fibras y se enriquece
en células madre-progenitoras musculares.

La purificacién de las células madre-progeni-
toras musculares autdlogas humanas cultivadas
persigue, entre otros, el objetivo de obtener com-
posiciones enriquecidas en células madre-progeni-
toras musculares autélogas humanas sustancial-
mente exentas de fibroblastos. Para ello, el cul-
tivo celular puede ser sometido a un primer paso
de pre-siembra (pre-plating), mediante la que se-
dimentan los fibroblastos de forma mds rapida
que los mioblastos o células satélites, y a un
proceso posterior de identificaciéon y separacién
de dichas células madre-progenitoras musculares
autélogas mediante cualquier Método convencio-
nal, por ejemplo, mediante el empleo de anticuer-
pos especificos y selectivos para dichas células que
permiten la identificacién de antigenos extrace-
lulares caracteristicos de dichas células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas, tal
como anticuerpos anti-CD56 humano en ausen-
cia de expresion de CD45. Ventajosamente, di-
chos anticuerpos estdn unidos a unas microesferas
magnéticas.

Finalmente, las células madre-progenitoras
musculares autélogas humanas purificadas se re-
colectan y, si se desea, en caso de que no va-
yan a ser utilizadas inmediatamente, se congelan
hasta la preparacion de dicha composiciéon far-
macéutica.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con
una composicién enriquecida en células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas que
comprende una cantidad significativamente ele-
vada de dichas células madre-progenitoras mus-
culares autélogas humanas y un medio de cul-
tivo autdlogo de la invencién. Como es cono-
cido, la concentracién de células madre-progeni-
toras musculares autélogas humanas en la com-
posicién es muy importante ya que si la con-
centracion de dichas células es inferior a un de-
terminado valor, la eficacia de dicha compo-
sicién disminuye ostensiblemente. Aunque se
han descrito en modelos animales composiciones
con concentraciones elevadas de células madre-
progenitoras, las concentraciones obtenidas con
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas son, en general, del 50 % aproximada-
mente. Sin embargo, una de las caracteristicas
de la presente invencién radica en la posibili-
dad de obtener composiciones de células madre-
progenitoras autélogas humanas con una con-
centracion en dichas células igual o superior al
70 %, preferentemente, igual o superior al 80 %,
maés preferentemente, igual o superior al 90%,
debido a la posibilidad de enriquecer la com-
posicién mediante la purificacién de las células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas, por ejemplo, mediante la inmunopurificaciéon
de células CD56+/CD45-. El método de ob-
tencién de dicha composicién que comprende
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas, que comprende un tratamiento previo
de purificacién, permite garantizar que la concen-
tracién de células madre-progenitoras musculares
en la composicién es siempre igual o superior al
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70 %.

De esta manera, la invencion satisface, ade-
mas, una necesidad demandada por los pro-
cedimientos de CMP celular autdloga consis-
tente en obtener niveles muy altos de células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas (mioblastos y miocitos) evitando la presencia
de otros tipos celulares indeseables, por ejemplo,
fibroblastos. Dicha composicién enriquecida de
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas puede ser obtenida, tal como se ha men-
cionado previamente, mediante un primer paso
de pre-siembra y un proceso posterior de identi-
ficacién y separacién de dichas células, que pre-
sentan un fenotipo CD56+/CD45-, mediante an-
ticuerpos que especificamente reconocen dichas
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas, opcionalmente unidos a microesferas
magnéticas.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con
una composicion farmacéutica que comprende
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas, junto con, al menos, un excipiente far-
macéuticamente aceptable. En una realizacién
particular, dicha composicion farmacéutica es
adecuada para su administracién por via paren-
teral. En principio, cualquier excipiente farma-
céuticamente aceptable capaz de vehiculizar las
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas puede ser utilizado en la presente in-
vencién. En una realizacién particular, dicha
composicion farmacéutica comprende albumina
que se utiliza como excipiente para resuspen-
der las células madre-progenitoras musculares
autélogas humanas.

Tal como se utiliza en la presente invencién
el término “composicién farmacéutica” se refiere
a una composicién de células madre-progenitoras
musculares autologas preparada para su uso tera-
péutico en un implante celular, que comprende, al
menos, 20 millones de células, con una densidad
celular de, al menos, 50 millones de células/ml y,
al menos, 40 % de células madre-progenitoras au-
t6logas CD56+/CD45-, medio de cultivo aut6logo
de la invencidn, y, al menos, un excipiente farma-
céuticamente aceptable. En una realizacién parti-
cular, dicha composicién farmacéutica comprende
entre 20 y 200 millones de células, con una den-
sidad celular comprendida entre 50 y 70 millones
de células/ml y, al menos 70 % de células madre-
progenitoras autélogas CD56+/CD45-, medio de
cultivo autdlogo de la invencién, y, albimina hu-
mana en una cantidad comprendida entre 0,1 % y
20 % en peso respecto al total.

Las células madre-progenitoras musculares
autélogas humanas, obtenidas segun el procedi-
miento previamente descrito, asi como las compo-
siciones farmacéuticas que las contienen, pueden
utilizarse en la elaboracién de una composicién
farmacéutica:

para la reparacién y/o reconstitucién de te-
jido muscular cardiaco, y/o

para el tratamiento de la insuficiencia car-
diaca post-isquémica, y/o

para el tratamiento de la miocardiopatia di-
latada y/o
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para el tratamiento de cardiomiopatia no
isquémica.

6. Procedimiento terapéutico

En otro aspecto, la invencién se relaciona
con un procedimiento terapéutico de CMP celu-
lar autdloga para crear, regenerar y reparar te-
jido miocardico disfuncional mediante el implante
de una composicién farmacéutica que comprende
células madre progenitoras musculares autélogas
humanas, debido a su capacidad de regenerar te-
jido cardiaco, expandidas y mantenidas ez vivo
en un medio de cultivo autélogo; comprendiendo
dicho procedimiento recoger una muestra de ma-
terial procedente del cuerpo del paciente objeto
del implante posterior que comprende células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas, expandir dichas células mediante cultivo en
un medio de cultivo autélogo proporcionado por
esta invencién e implantar las células madre-
progenitoras autélogas humanas recolectadas en
el paciente al que previamente se le habia extraido
dicho material conteniendo las células madre-
progenitoras musculares autélogas.

De forma maés concreta, la invenciéon propor-
ciona un procedimiento terapéutico de CMP ce-
lular autéloga para crear, regenerar y reparar te-
jido miocardico disfuncional mediante el implante
de una composicién farmacéutica que comprende
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas, regeneradoras de tejido cardiaco, ex-
pandidas y mantenidas ez wvivo en un medio de
cultivo autélogo; y donde dicho procedimiento
comprende los siguientes pasos:

a) la toma al paciente de una biopsia de mus-
culo esquelético tomada de un musculo, pre-
ferentemente, preacondicionado mediante
una inyeccién intramuscular de un anestési-
co local, tal como lidocaina o bupivacaina;

b) la preparacién de un medio de cultivo de las
células madre-progenitoras autélogas hu-
manas a partir de suero autélogo del pa-
ciente;

¢) la preparacién de una composicién enrique-
cida de células madre-progenitoras muscu-
lares autélogas a partir de la biopsia de a)
y del medio de cultivo de b);

d) la preparacién de una composicién farma-
céutica a partir de la composicién de c); y

e) el implante de la composicién farmacéutica
de células madre-progenitoras autélogas de
d) en lesiones miocardicas.

Las células madre-progenitoras musculares
autdlogas humanas comprenden mioblastos y
miocitos (maduros e inmaduros) y tienen la ca-
pacidad de regenerar tejido cardiaco cuando se
implantan en el musculo cardiaco.

Tal como se utiliza en la presente descripcién
el término “lesiones miocardicas” hace referencia
tanto a cardiomiopatias isquémicas como idiopéa-
ticas. En una aplicaciéon particular, el procedi-
miento de CMP celular autéloga segin la presente
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invencion se aplica a pacientes con una cardiomio-
patia isquémica debida a un infarto de miocardio
sin posibilidad de revascularizacién quirurgica o
percutanea, asi como a pacientes subsidiarios de
revascularizacion cardiaca. El objetivo de esta
CMP celular autéloga seria limitar la expansién
del infarto, el remodelado cardiaco y la regene-
racién del miocardio. La definicién de cardio-
miopatia isquémica incluye a los pacientes con
infarto del ventriculo derecho o del ventriculo
izquierdo, en este ultimo caso con posibilidad
de regurgitacion isquémica de la valvula mural.
En otra aplicaciéon particular, el procedimiento
de CMP celular autéloga segin la presente in-
vencién se aplica a pacientes con una cardiomio-
patia idiopatica dilatada.

Entre los beneficios de la CMP celular se pue-
den citar la disminucién de fibrosis, la reduccién
del area de la cicatriz del infarto y la mejora de la
elasticidad y propiedades de la pared ventricular
(esenciales para restablecer la funcién diastélica).

En una realizacién particular, el implante de
la composicion farmacéutica de células madre-
progenitoras autélogas de d) en lesiones miocdr-
dicas se realiza mediante inyeccién directa. El
término “implante mediante inyeccién directa”
tal como se utiliza en la presente invencién hace
referencia a una administracion epicardica o en-
dovascular de la composiciéon farmacéutica pro-
porcionada por esta invencién en pacientes con
cardiomiopatias isquémicas o idiopdticas. En
una realizacion particular, se realiza una admi-
nistracion epicardica o endovascular de la com-
posicién farmacéutica de la invencién en pacien-
tes con cardiomiopatia isquémica distribuida de
la siguiente forma: un 70% aproximadamente
en el drea periférica al infarto y un 30% apro-
ximadamente en la parte central de la cica-
triz. La administracién epicardica puede reali-
zarse bien por exposicién quirdrgica convencio-
nal o bien por toracoscopia. En la aproximacion
quirirgica (tosco/esternotomia cldsica o mini)
el area isquémica queda bien expuesta permi-
tiendo realizar las inyecciones de la composicion
terapéutica en la zona infamada y, mayoritaria-
mente, en la zona que la circunda. La inyeccién de
la composicién farmacéutica conteniendo células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas proporcionada por esta invencién también
puede realizarse en la zona perilesional. Con esta
distribucién del implante propugnada en la pre-
sente invencién se consigue una mayor supervi-
vencia de las células implantadas en la regién pe-
riférica por la irrigacion residual y la revascula-
rizacién miocéardica colateral existente y se evita
en parte la elevada mortalidad celular que se ob-
serva en los implantes que se realizan en la cicatriz
isquémica altamente fibrética.

En otra realizacién particular, el implante de
la composiciéon farmacéutica de células madre-
progenitoras aut6logas de d) en lesiones miocérdi-
cas se realiza mediante administracion sistémica
o intracoronaria a través de un acceso venoso per-
cutaneo.

En otra realizacién particular, el procedi-
miento de CMP celular autéloga segin la presente
invencioén se aplica a pacientes con una cardiomio-
patia idiopdatica dilatada realizandose multiples
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implantes de la composicién farmacéutica propor-
cionada por la invencién entre las arterias coro-
narias en el miocardio de los dos ventriculos.

En la actualidad se dispone de nuevos sistemas
quirdrgicos computerizados para su uso en cirugia
cardiaca. La realizacién de puentes o by-pass co-
ronarios asistidos robdticamente mediante acceso
toracico se esta incrementando ya que permite
una recuperacion del paciente rdpida y segura con
un reducido riesgo de infecciones y un excelente
resultado cosmético. En una realizacién parti-
cular, el implante se realiza mediante inyeccién
directa transepicardica utilizando el mencionado
sistema robotizado computerizado. En una reali-
zacion concreta la aguja se inserta en el miocardio
mediante un brazo de robot controlado mediante
video, la jeringa se localiza fuera del térax y se
conecta con la aguja mediante un tubo extensor
de pequeno didmetro. La ventaja de esta aproxi-
macion en pacientes con insuficiencia cardiaca es
que el procedimiento terapéutico de CMP celu-
lar autéloga puede realizarse de forma segura sin
manipulaciones del corazon, evitando el riesgo de
alteracion hemodinamica y fibrilacién ventricular.

El efecto beneficioso de la CMP celular podria
estar limitado por la tasa de mortalidad de
las células inyectadas. Para resolver este pro-
blema, la invencién propone realizar inyecciones
periédicas mediante procedimientos de implante
percutdneo o quirurgicos de las células madre-
progenitoras autélogas de la presente invencion.
Esta aproximacién permitiria lograr el objetivo
de la CMP, reduciendo progresivamente las areas
inflamadas o mejorando el miocardio patolégico.
Con este fin la invencién incluye la creacion de un
banco personalizado de cada paciente de células
madre-progenitoras autélogas, originado a partir
de células aisladas y congeladas durante el proce-
dimiento de cultivo celular de cada individuo. A
partir de las células madre-progenitoras autdlogas
almacenadas pueden expandirse nuevos cultivos
celulares para la preparacién de nuevas composi-
ciones evitando nuevas biopsias o eliminacién de
tejidos.

El siguiente ejemplo sirve para ilustrar la in-
vencion y no debe ser considerado en sentido li-
mitativo de la misma.

Ejemplo 1

En este ejemplo se describe la obtencién y ma-
nipulacién de células madre-progenitoras muscu-
lares autdlogas humanas para su empleo en un
procedimiento de CMP celular autéloga con el
fin de revertir el tejido miocardico disfuncional
danado en una estructura histolégica viva capaz
de generar presién sistélica y diastolica.

1.1 Biopsia de misculo esquelético

Un dia antes de proceder a realizar la biopsia
quirdrgica se inyecté al paciente, por via intra-
muscular, una solucién al 2% de lidocaina, en y
alrededor del musculo del vasto lateral. La biop-
sia se realiza mediante una incisiéon de 5 cm en
el vasto lateral, y, en condiciones estériles, se ex-
trae un fragmento de 2 a 3 cm?® de musculo es-
quelético (unos 15 g). Inmediatamente después
se fragmenta el tejido muscular extraido con unas
tijeras, se introduce en medio de cultivo completo
o en una solucién de tampén fosfato (PBS) y se
mantiene a 4°C. El procedimiento para el aisla-
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miento y purificacién celular y su cultivo se debe
comenzar lo antes posibles para garantizar la su-
pervivencia celular. Las muestras se transportan
al laboratorio de Biologia Celular en un contene-
dor apropiado y a baja temperatura.

1.2 Preparacion del medio de cultivo autélogo

A partir de muestras de sangre

En un Centro de Transfusiéon de Sangre, se
recoge sangre venosa del paciente. Mediante ve-
nipuntura se rellenan 50 tubos de 10 ml para re-
cogida de suero. Después de la sedimentacion ce-
lular y precipitacién de la fibrina, bajo cabina de
flujo laminar se extrae el suero de cada tubo y se
recoge en una bolsa de sangre vacia. Se toman
muestras de suero para ensayos hematologicos y
microbiolégicos (bacterias y virus). La bolsa con
el suero se congela a -80°C a la espera de reci-
bir los resultados de los ensayos hematolégicos y
microbiolégicos.

Antes de preparar el medio de cultivo se inac-
tiva el complemento del suero a 56°C durante
1 hora y se filtra. Parte del suero se combina
con el medio de cultivo y se mantiene a 4°C, se
calienta hasta 37°C y se filtra antes de anadir
al frasco con el cultivo celular. El medio de
cultivo final contiene un 10% de suero humano
autélogo del paciente, 89 % de medio HAM-F12
(GIBCO BRL, Cat. No. 21765), 1% de penici-
lina/estreptomicina, heparina (2 UI/ml de suero
obtenido), protamina (en forma de sulfato) (3 UI
por ml de suero obtenido) y, opcionalmente, an-
fotericina B (0,25 mg/ml) y/o de 0,1 a 250 pg/ml
de bFGF recombinante.

El suero humano restante se congela a -40°C a
la espera de una nueva preparacién de medio de
cultivo. En cada preparacién de medio se inac-
tiva nuevamente el complemento a 56°C durante
1 hora con filtrado posterior.

A partir de plasmaféresis

Inmediatamente antes de iniciar el procedi-
miento de plasmaféresis se administra al paciente
una dosis de 50 Ul /kg de heparina sédica no frac-
cionada. El proceso de plasmaféresis se realiza
segin el procedimiento de rutina previsto para
el equipo empleado. Durante la plasmaféresis el
anticoagulante estandar es sustituido por una so-
lucién fisiolégica de cloruro sédico 0,9 % con hepa-
rina como anticoagulante. El plasma se sustituye
por albiimina al 5%. El procedimiento se termina
una vez obtenido el volumen de plasma necesario
para la preparacién del medio de cultivo autélogo.
Se calcula la cantidad de heparina en el plasma
obtenido en funcién del volumen plasmatico del
paciente y se anade 1,5 Ul de protamina por cada
UI de heparina. Se mantiene asi hasta que se pro-
duce la coagulacién del plasma. Entonces se ex-
trae el suero y se distribuye en pequenas alicuotas
que se congelan. Al igual que para el suero obte-
nido de muestras sanguineas, también en este caso
las muestras de suero se analizaron hematolégica
y microbiolégicamente antes de ser utilizadas.
1.3 Aislamiento de las células satélite y expansion
i vitro

Todas las manipulaciones se realizan en con-
diciones asépticas y utilizando una cabina de flujo
laminar. Los fragmentos de musculo esquelético
explantado se lavan con PBS. Con unas tijeras se
elimina el tejido adiposo y con cuidado se des-
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menuza el musculo. Los fragmentos de musculo
se lavan nuevamente con PBS hasta que el so-
brenadarte aparezca limpio. Se centrifuga du-
rante 5 minutos a 100g. El tejido se disocia me-
diante 2 tratamientos enzimaticos consecutivos:
primero las células se incuban con colagenasa TA
(1,5 mg/ml/g de tejido) y se dejan incubando du-
rante 1 hora. Cada 10 minutos se agitan los tu-
bos para favorecer mecanicamente la disociacién.
Alternativamente, los tubos pueden colocarse en
un incubador con agitacién reciprocarte/orbital
(ROSI) a 37°C. En segundo lugar se incuba du-
rante 20 minutos con un 0,25% de tripsina 1 x
EDTA (2 ml). A continuacién se lavan las células
(10 minutos a 300g) y para detener la reaccién
enzimatica se anade 1 ml del propio suero del
paciente obtenido previamente. Se realiza una
filtracién a través de una malla 40 pum (cell stai-
ner nylon). Con los fragmentos que hayan podido
quedar en la malla se repite nuevamente el proce-
dimiento de digestion. Finalmente las células del
filtrado se recogen por sedimentacién (20 minutos
a 300 g) y el sobrenadarte se desecha.

Las células se resuspenden en medio de cul-
tivo completo fresco: 10% de suero humano
autélogo del paciente, 89 % de medio HAM-F12
(GIBCO BRL, Cat. No. 21765), 1% de peni-
cilina/estreptomicina y, opcionalmente, anfoteri-
cina B (0,25 mg/ml), que contiene, ademds, he-
parina (2 UI/ml de suero obtenido) y protamina
(en forma de sulfato) (3 UI por ml de suero ob-
tenido), y se siembran en frascos para cultivo ce-
lular. A continuacién, los frascos se incuban du-
rante 3 semanas a 37°C en una atmoésfera hiumeda
y con 5% de COs. Los frascos se colocan en el
incubador sin gradiente de nivel para evitar una
proliferacién celular irregular. Después de un pe-
riodo de incubacién de 2 a 3 dias se renueva en
el medio para eliminar las células sanguineas y
las células muertas. Cuando se llega a la sub-
confluencia (50% de confluencia) se realiza un
paso de los cultivos (fraccién 1:5) para evitar la
aparicion de diferenciacion miogénica a mayores
densidades. A confluencias del 50 % se requerirdn
multiples pasos del cultivo para prevenir que las
células mononucleadas se diferencien en miotubos
multinucleados.

En cada paso de los cultivos, las células se co-
sechan por tripsinizacién (2 ml de 0,25 % tripsina-
EDTA en cada frasco durante 1 a 5 minutos en
el incubador). El desprendimiento completo de
las células se comprueba observando al micros-
copio las células que flotan. Entonces se detiene
la reaccién mediante adicién de medio de cultivo
completo y la suspensién de células resultante se
reparte en otros 5 frascos. En cada paso del pro-
ceso de cultivo celular se realizan controles para
bacterias (ensayos de aerobios y anaerobios), vi-
rus y hongos.

1.4 Eliminacion de fibroblastos

Normalmente los fibroblastos contaminan los
cultivos por lo que es necesario eliminarlos para
obtener una expansiéon de mioblastos adecuada.
En el momento de realizar el primer pase, y,
después de neutralizar con tripsina, las células
cultivadas se mantienen en el incubador durante
30 minutos. Este periodo de tiempo es suficiente
para que los fibroblastos sedimenten mientras que
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la mayoria de los mioblastos (mds pequefios) per-
manecen en suspension. Se recoge el sobrena-
dante celular y se transfiere a nuevos frascos de
cultivo. La pureza de las células mioblasticas se
valora por citometria de flujo con un anticuerpo
anti-CD56 humano y tincién de desmina intra-
celular. Las muestras con una pureza de mio-
blastos inferior al 50 % se someten a un proce-
dimiento de enriquecimiento celular. Para ello,
en el momento del segundo pase, después de co-
sechar las células y antes de resembrarlas, éstas
se marcan con un anticuerpo de ratén anti-CD56
humano al que se han unido unas microesferas
magnéticas. Mediante una seleccién positiva rea-
lizada con un clasificador celular magnético se tie-
nen poblaciones celulares altamente enriquecidas
de mioblastos progenitores de células musculares
que expresan CD56 y desmina en mds del 90 % de
las células.

Habitualmente, para obtener la cantidad final
de células necesaria se deben realizar varios pases.
En general, al cabo de unas 3 semanas, se obtie-
nen mas de 200 millones de células. Este niimero
puede escalarse mediante pases en un sistema de
cultivo multicadena.

1.5 Aislamiento de células para el banco persona-
lizado

Para cada paciente, durante el proceso de cul-
tivo celular pueden aislarse algunas células que
serfan congeladas. A partir de esas células alma-
cenadas pueden expandirse nuevos cultivos celu-
lares, para realizar inyecciones intramiocardicas
repetidas periédicas (evitando asi el tener que re-
petir nuevas biopsias). En el momento del se-
gundo pase, algunas muestras de células positivas
para CD56 altamente enriquecidas se criopreser-
van utilizando 5% de DMSO, se someten a una
congelacién programada y finalmente se almace-
nan en nitrégeno liquido. La concentracion ce-
lular sera de 25 a 50 millones de células por ml.
Cuando sea necesario, las células se descongelan
y se cultivan en medio de mioblastos para su pos-
terior utilizacién (implante percutdneo) una vez
se haya realizado la expansién ez vivo.

1.6 Medio de inyeccion

El dia del trasplante celular, se cosechan las
células y se lavan en medio de inyeccién (albtimina
humana 0,5% y medio de cultivo completo) y se
mantienen en hielo antes del implante. Por cito-
metria de flujo se valora la tasa final de pureza
de los mioblastos. Mediante un citémetro de Ma-
lassez (mediante tincién con tripén blue) se de-
termina la concentracion celular y su viabilidad.
Asimismo, antes del implante, se valora la esteri-
lidad del cultivo celular (test de Gram).

1.7 Procedimiento de implante celular

El implante celular puede realizarse mediante
una administracién epicardica o endovascular. La
administracién epicardica puede realizarse bien
por exposicién quirdrgica convencional o bien
por toracoscopia. En la aproximaciéon quirdrgi-
ca (toraco/esternotomia cldsica o mini) el drea
isquémica queda bien expuesta permitiendo rea-
lizar alrededor de 10 inyecciones de suspensién
celular en la zona inflamada y mayoritariamente
en la zona que la circunda. Para este propdsito se
utiliza una aguja curvada de 23 a 26 G x4 cm. La
densidad celular recomendada estd comprendida
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entre 50 y 70 millones de células/ml. La inyeccién
se realiza lentamente, durante aproximadamente
15 minutos. Después de cada inyeccién los ori-
ficios de la aguja deberan bloquearse mediante
presién dactilar (1 a 2 minutos) para evitar que
haya una regurgitacion de la suspension celular.
Protocolo de implante de los mioblastos

- implante de, al menos, 20 millones de célu-
las, preferentemente, unos 200 millones de
células
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densidad celular: 50 a 70 millones de células
por ml

tiempo de cultivo: aproximadamente 21
dias

concentracién de mioblastos: superior a

70 %

vida media celular a 2-8°C: 96 horas.
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REIVINDICACIONES

1. Un medio de cultivo autdlogo de células
madre-progenitoras autélogas humanas que com-
prende:

a) entre 0,1 % y 90 % en peso de suero humano
autélogo;

b) entre 0,1 y 10.000 UI/ml de heparina;
¢) entre 0,1 y 10.000 UI/ml de protamina; y

d) un medio de cultivo con nutrientes bésicos
con o sin glutamina, en cantidad suficiente
hasta el 100% en peso.

2. Medio de cultivo segun la reivindicacién 1,
en el que dicho suero autélogo humano ha sido
sometido a un tratamiento con el fin de inactivar
el complemento.

3. Medio de cultivo segtn la reivindicacién 1,
en el que dicho suero autélogo humano ha sido
obtenido a partir de muestras sanguineas del pa-
ciente.

4. Medio de cultivo segin la reivindicacién
1, en el que dicho suero autdélogo humano ha
sido obtenido mediante la realizacién de una plas-
maféresis al paciente donante de dicho suero.

5. Medio de cultivo segtn la reivindicacion 4,
en el que dicha plasmaféresis se realiza utilizando
heparina como anticoagulante y sulfato de prota-
mina para revertir la anticoagulacion.

6. Medio de cultivo segin cualquiera de las
reivindicaciones anteriores que comprende, ade-
mas, un antibiético.

7. Medio de cultivo segtn la reivindicacion 6,
en el que dicho antibidtico se selecciona entre pe-
nicilina, estreptomicina, gentamicina y sus mez-
clas.

8. Medio de cultivo segin cualquiera de las
reivindicaciones anteriores que comprende, ade-
mds, anfotericina B y/o un factor de crecimiento
de fibroblastos (bFGF').

9. Medio de cultivo segun la reivindicacién 1,
que comprende:

89 % de medio HAM-F12;

10% de suero humano autdlogo del pa-
ciente;

heparina 0,1 a 100 UI/ml;
protamina 0,1 a 100 UI/ml; y

1% de penicilina/estreptomicina y, opcio-
nalmente,

0,25 mg/ml de anfotericina B y/o
0,1 a 250 pg/ml de bFGF recombinante.

10. Un método para la preparacién de un me-
dio de cultivo autélogo de células madre-progeni-
toras autdlogas humanas, segtiin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, que comprende la mezcla
de suero humano autdlogo, heparina, protamina,
nutrientes bésicos con o sin glutamina, junto con,
opcionalmente, antibidticos, y/o anfotericina B
y/o un factor de crecimiento de fibroblastos.
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11. Método segun la reivindicacién 10, en el
que dicho suero autdlogo humano ha sido obte-
nido por plasmaféresis.

12. Empleo de un medio de cultivo autdlogo
de células madre-progenitoras autélogas humanas
segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
para el cultivo in vitro, purificaciéon y expansién
de células madre-progenitoras autélogas huma-
nas.
13. Un método para la preparacién de una
composicion de células madre-progenitoras auté-
logas humanas, que comprende incubar dichas
células madre-progenitoras autélogas humanas en
un medio de cultivo autdlogo de células madre-
progenitoras autdélogas humanas segin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9 y purificar las células
madre-progenitoras autélogas humanas obteni-
das.

14. Método segun la reivindicacién 13, en el
que la purificacién de las células madre-proge-
nitoras autdélogas humanas obtenidas se realiza
mediante el empleo de anticuerpos especificos y
selectivos para dichas células madre-progenitoras
autélogas humanas, que permiten la identifica-
ci6én de antigenos extracelulares caracteristicos de
dichas células madre-progenitoras autdlogas hu-
manas.

15. Método segun la reivindicacién 14, en el
que dichos anticuerpos especificos y selectivos
para dichas células madre-progenitoras autélogas
humanas estan unidos a microesferas magnéticas.

16. Un método para la obtencién de células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas, utiles para su empleo en terapia celular,
que comprende incubar dichas células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas en
un medio de cultivo autdlogo de células madre-
progenitoras autdélogas humanas segin cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9, y purificar las células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas obtenidas.

17. Método segun la reivindicacién 16, en el
que la purificacién de las células madre-progeni-
toras musculares autélogas humanas comprende
el empleo de anticuerpos anti-CD56 humano, op-
cionalmente, unidos a microesferas magnéticas, y
la seleccién de las células que manifiestan un fe-
notipo CD56+/CD45-.

18. Método segun la reivindicacién 16, en el
que la purificacién de las células madre-progenito-
ras musculares autélogas humanas comprende so-
meter al cultivo celular a un paso de pre-siembra
con el fin de sedimentar la totalidad o parte de
los fibroblastos presentes en dicho cultivo celular
y, posteriormente, identificar y separar las célu-
las madre-progenitoras musculares autélogas hu-
manas mediante el empleo de anticuerpos anti-
CD56 humano, opcionalmente, unidos a microes-
feras magnéticas, y la selecciéon de las células que
manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-.

19. Un procedimiento para la obtencién de
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas, a partir de una biopsia de tejido muscu-
lar, para la preparacién de una composicién far-
macéutica, que comprende:

a) la realizacién de una biopsia en un pa-
ciente objeto del posterior implante de cé-

11
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lulas madre-progenitoras musculares autd-
logas humanas para extraer un fragmento
de tejido de musculo esquelético que com-
prende células madre-progenitoras muscula-
res autélogas humanas;

b) el cultivo de dichas células madre-progeni-
toras musculares autélogas humanas proce-
dentes del musculo esquelético en un me-
dio de cultivo autélogo de células madre-
progenitoras autdlogas segin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9, bajo condi-
ciones que permiten la expansion de di-
chas células madre-progenitoras musculares
autélogas humanas cultivadas;

¢) la purificacién de dichas células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas
cultivadas; y

d) la recoleccién de dichas células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas
purificadas; y, opcionalmente,

e) la congelacién de dichas células madre-
progenitoras musculares autélogas humanas
purificadas hasta la preparaciéon de dicha
composicion farmacéutica.

20. Procedimiento segin la reivindicacion 19,
que comprende la administracién local al pa-
ciente, en la zona de la biopsia, antes de realizarla,
de una composicion farmacéutica que comprende
un agente farmacoldgico que estimula la prolife-
racién de las células madre-progenitoras muscu-
lares autdlogas humanas.

21. Procedimiento segin la reivindicacion 19,
en el que dicho agente farmacolégico comprende
un anestésico local, seleccionado entre lidocaina
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y bupivacaina.

22. Método segun la reivindicacién 19, en el
que la purificacién de las células madre-progenito-
ras musculares autélogas humanas comprende so-
meter al cultivo celular a un paso de pre-siembra
para sedimentar la totalidad o parte de los fi-
broblastos presentes en dicho cultivo celular y,
posteriormente, identificar y separar las células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas mediante el empleo de anticuerpos anti-CD56
humano, opcionalmente, unidos a microesferas
magnéticas, y la seleccién de las células que ma-
nifiestan un fenotipo CD56+/CD45-.

23. Composicién enriquecida en células
madre-progenitoras musculares autélogas huma-
nas que comprende, al menos, un 70 % de dichas
células madre-progenitoras musculares autélogas
humanas.

24. Composicién farmacéutica que comprende,
al menos, 20 millones de células, con una den-
sidad celular de, al menos, 5 0 millones de
células/ml y, al menos, 40 % de células madre--
progenitoras autélogas CD56+/CD45-, medio de
cultivo autélogo de células madre-progenitoras
autélogas segin cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 9, y, al menos, un excipiente far-
macéuticamente aceptable.

25. Composicién farmacéutica segtn la reivin-
dicacion 24, que comprende entre 20 y 200 millo-
nes de células, con una densidad celular compren-
dida entre 50 y 70 millones de células/ml y, al me-
nos, 70 % de células madre-progenitoras autélogas
CD56+/CD45-, medio de cultivo autélogo de
células madre-progenitoras autélogas segin cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 9, y, albiumina
humana en una cantidad comprendida entre 0,1 %
y 20 % en peso respecto al total.
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