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DESCRIPCION
Procedimientos de restauracion de la funcién eréctil

Antecedentes de la invenciéon

Mas de 600.000 hombres norteamericanos de mediana edad experimentan cierto grado de disfuncion eréctil (DE) o
impotencia cada afio, dando como resultado que aproximadamente de 20 a 30 millones de hombres
norteamericanos tengan DE en algin momento durante sus vidas. Los médicos estiman que hasta el 85 % de los
casos de DE estan causados por problemas médicos o fisicos tales como diabetes, hipertensién arterial,
enfermedad vascular, cirugia en el area de la prostata y urogenital, lesion de la médula espinal, esclerosis mdltiple,
trastornos endocrinos o medicaciones. Por ejemplo, aproximadamente el 35-75 % de los hombres con diabetes
mellitus estan aquejados de DE, lo que representa aproximadamente el 30 % de los casos de DE en los Estados
Unidos.

Los procedimientos usados en la actualidad para el tratamiento de la DE han incluido dispositivos externos, terapia
sexual, implantacion quirdrgica de prétesis internas, inyecciéon de farmacos directamente en el pene, medicacion oral
(por ejemplo, sildenafilo, fenotalamina, alprostadilo) y medicaciones aplicadas topicamente. Ninguna de estas
estrategias es totalmente eficaz y tienen diversos efectos secundarios incluyendo cefaleas, diarrea, sofocos,
hipotension, vision de los colores alterada, dolor o vergiienza. Ademas, el uso de dichos tratamientos induce
erecciones temporales en el mismo momento de la administracién, y por lo tanto so6lo proporcionan un alivio
temporal de la DE. Ademas, el uso de las medicaciones orales disponibles en la actualidad para la DE puede ser
peligroso en hombres con enfermedades cardiovasculares, puesto que los farmacos pueden afectar a la presion
arterial. De acuerdo con la Asociacion Americana del Corazén, la DE en hombres con diabetes de tipo 2 puede ser
un signo de aviso temprano de cardiopatia. Por lo tanto, muchos hombres aquejados de DE también pueden tener
cardiopatias y no ser conscientes del peligro de tomar medicaciones orales.

Por consiguiente, existe la necesidad de procedimientos mejorados para mejorar la DE. En particular, existe la
necesidad de un tratamiento a largo plazo de la DE con efectos secundarios minimos.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona procedimientos y composiciones para mejorar la disfuncion eréctil usando células
progenitoras endoteliales. En particular, se desvelan procedimientos para mantener la presion intracavernosa y
mejorar la disfuncion eréctil inducida por diabetes mellitus.

Las células endoteliales disfuncionales son responsables de una disminucién en la liberaciéon de éxido nitrico, que
conduce a una reduccién del flujo de entrada arterial hacia tejidos corporales. La invencion demuestra que las
células progenitoras endoteliales (EPC) obtenidas de sangre periférica pueden usarse para obtener células
endoteliales terapéuticas que, cuando se inyectan en cuerpos enfermos, dichas células pueden restaurar una
funcién eréctil normal en un modelo diabético. Esta tecnologia basada en células puede usarse como una modalidad
de tratamiento para pacientes diabéticos con disfuncion eréctil.

En un aspecto, la invencion desvela procedimientos para mejorar la disfuncion eréctil (DE) en un sujeto que lo
necesite, que comprende aislar células endoteliales, inyectar las células endoteliales en tejido corporal y permitir que
las células se integren en el tejido y aumenten la concentracion tisular local de 6xido nitrico, y mantener las células
in vivo para mejorar la presion intracavernosa tras la estimulacion. Las EPC pueden aislarse de sangre periférica o
médula ésea. Las células pueden ser alogénicas. En algunas realizaciones preferidas, las células son autélogas. Las
células progenitoras endoteliales pueden diferenciarse ex vivo para producir células endoteliales. Las células
endoteliales pueden aislarse y multiplicarse en cultivo. Las células multiplicadas pueden inyectarse directamente en
el cuerpo cavernoso. Pueden implantarse de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 millones de células por
inyeccion. La concentracién de células usada puede variar dependiendo del grado de DE presente en el sujeto. Las
inyecciones pueden repetirse si es necesario.

El procedimiento puede usarse en un sujeto que tenga diabetes mellitus o diabetes de tipo 2. Para mantener el
beneficio maximo de la terapia celular, al sujeto también se le puede aconsejar que controle los niveles de glucosa
en sangre. Idealmente, los niveles de glucosa en sangre se mantienen dentro del intervalo normal para el sujeto.

En algunas realizaciones, pueden usarse células musculares lisas para restaurar la funcion del misculo liso. En
otras realizaciones, pueden combinarse EPC y células musculares progenitoras (MPC) e inyectarse en el tejido
corporal para mejorar la funcién tisular corporal. Las EPC y las MPC pueden aislarse ambas de sangre periférica.
Las células pueden obtenerse a partir de células somaticas o células madre.

En otro aspecto de la invencién, una poblacién celular deseada para su inyeccién en un sujeto puede aislarse a
partir de un fluido corporal, tal como sangre periférica, usando al menos una propiedad fisica de la poblacién de
células deseada o al menos un resto de afinidad especifico de célula. Las propiedades fisicas pueden incluir
filtracion por tamafio o separacion de células activas mediante marcaje fluorescente o magnético. Los restos de
afinidad utiles para atraer una poblacion celular deseada pueden incluir, por ejemplo, anticuerpos, ligandos
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proteicos, acidos nucleicos o péptidos. En una realizacion preferida, el resto de afinidad especifico de célula incluye
anticuerpos especificos de célula. En algunas realizaciones, las células progenitoras pueden aislarse usando los
procedimientos de la invencion. Por ejemplo, el resto de afinidad puede seleccionarse para que tenga una afinidad
sustancial por un marcador de superficie de célula progenitora especifico, tal como CD133, CD31, CD34, sca-1,
factor de von Willebrand (VWWF) o c-kit. Esto permite la purificacién de grandes cantidades de células progenitoras
periféricas para su multiplicacién y/o diferenciacion antes de la administracién al sujeto. Pueden encontrarse detalles
adicionales sobre técnicas de aislamiento de células en la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos N°
61/022.028 de propiedad comln, en tramite junto con la presente, presentada el 18 de enero de 2008, titulada
"Methods Of Isolating And Purifying Cells For Therapy".

En otro aspecto mas de la invencion la poblacién de células a administrar al tejido corporal puede estar
encapsulada. En una realizacion, la encapsulacion puede ser en forma de microesferas, por ejemplo, capsulas de
alginato-poli-L-lisina, lo que permite que los nutrientes alcancen las células inmunoprotegidas, mientras que las
proteinas de agentes de modulacion de la angiogénesis secretadas a partir de las células difundian hacia los tejidos
circundantes. Las microesferas protegen las células revestidas del entorno inmune del huésped. Ademas, como se
ha sefialado anteriormente, las células también pueden modificarse por ingenieria genética para producir factores
que aumenten adicionalmente la produccion de 6xido nitrico y/o modulen los niveles de glucosa en sangre. Pueden
encontrarse detalles adicionales sobre técnicas de aislamiento de células en la Solicitud de Patente de Estados
Unidos de N° de Serie 10/766.642 de propiedad comun, en tramite junto con la presente, presentada el 28 de enero
de 2004 (N° Pub. US2005-0002915) titulada "Enhancement Of Angiogenesis To Grafts Using Cells Engineered To
Produce Growth Factors".

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un esquema que muestra la fisiologia de la funcién eréctil normal;

la Figura 2 es un esquema que muestra el disefio de estudio global descrito en el Ejemplo, que demuestra
que la terapia con células endoteliales derivadas de células progenitoras puede usarse para tratar la
disfuncion eréctil;

la Figura 3 es una grafica de la glucosa en sangre con el tiempo que muestra la comparacién entre el grupo
con diabetes y el grupo con terapia celular;

la Figura 4A es una grafica de los resultados de cavernosometria que muestra la presion intracavernosa en
ratas normales;

la Figura 4B es una grafica de los resultados de cavernosometria que muestra la presion intracavernosa en
ratas diabéticas;

la Figura 4C es una grafica de los resultados de cavernosometria que muestra la presion intracavernosa en
ratas diabéticas 12 semanas después de la terapia celular con células progenitoras endoteliales;

la Figura 5 es una grafica de la relacion de la ICP (presion intracavernosa)/MAP (presion arterial media) con el
tiempo que compara los resultados de presion intracavernosa del grupo con diabetes (DB), del grupo con
diabetes con terapia celular con células endoteliales (CT), del grupo con diabetes con tratamiento con insulina
(Insulina) y del grupo con diabetes con terapia celular con células progenitoras endoteliales y tratamiento con
insulina (CT + Insulina), después de 4 semanas de induccién de diabetes;

la Figura 6 es una grafica de la relacion de la MAP (presion arterial media)/ICP (presion intracavernosa) frente
a la neuroestimulacién, que compara los resultados de cavernosometria del grupo con diabetes y normal 8
semanas después de la induccién de diabetes;

la Figura 7 es una grafica de la relacion de la MAP (presion arterial media)/ICP (presion intracavernosa) con el
tiempo que compara los resultados de cavernosometria del grupo con diabetes (DB) y del grupo con diabetes
con terapia celular con células progenitoras endoteliales (DB+CT), después de 8 semanas de induccion de
diabetes; y

la Figura 8 es una grafica de la relacion de la ICP (presion intracavernosa)/MAP (presién arterial media) que
compara los resultados para ratas normales, ratas diabéticas (DM) y ratas diabéticas 12 semanas después de
la terapia celular con células progenitoras endoteliales (DM+CT).

Descripcion detallada
Para que la invencion pueda entenderse mas facilmente, se definen primero ciertos términos:

Los términos "aislar" o "aislada", como se usan en la presente memoria, se refieren al procedimiento de
fraccionar células o a células que se han fraccionado en subpoblaciones de las que pueden obtenerse
elementos celulares. Esto también puede efectuarse usando técnicas convencionales para la separacion de
células usadas por expertos en la materia del cultivo celular.
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Los términos "diferenciacién" o "diferenciada’, como se usan en la presente memoria, se refieren a la
maduracion de una célula progenitora o a una célula que es mas madura que la célula progenitora de la que se
obtuvo.

El término "sujeto”, como se usa en la presente memoria, pretende incluir organismos vivos en los que se
genera una respuesta inmune. Los sujetos preferidos son mamiferos. Los ejemplos de sujetos incluyen, pero sin
limitacion, seres humanos, monos, perros, gatos, ratones, ratas, vacas, caballos, cerdos, cabras y ovejas.

I. Disfuncién eréctil (DE)

La DE es la incapacidad persistente para lograr o mantener una ereccion suficiente para el funcionamiento sexual.
En un estado relajado, existe un equilibrio entre el flujo de sangre hacia dentro y hacia fuera de los cuerpos eréctiles.
La funcion eréctil normal requiere un conjunto complejo de interacciones dindmicas neurales y vasculares. La
ereccion del pene puede generarse por multiples mecanismos (por ejemplo, psicogénicos centrales y
reflexogénicos). Estos mecanismos interaccionan durante la actividad sexual normal. Los estimulos psicogénicos
incluyen estimulos auditivos, visuales, olfativos o imaginarios, y los estimulos reflexogénicos implican receptores
sensoriales en el pene que causan acciones eferentes somaticas y parasimpaticas.

Tras la excitacion, la actividad parasimpatica desencadena una serie de acontecimientos que se inician con la
liberacion de 6xido nitrico y terminan con niveles aumentados del mediador intracelular monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc). Los aumentos en el GMPc causan la relajacion del misculo liso trabecular y vascular del pene, lo
que conduce a un flujo de sangre aumentado hacia los cuerpos cavernosos. El llenado rapido de los espacios
cavernosos comprime vénulas, dando como resultado un flujo de salida venoso disminuido (por ejemplo, el
mecanismo veno-oclusivo corporal). La combinacion de un flujo de entrada aumentado y un flujo de salida
disminuido aumenta rapidamente la presion intracavernosa, dando como resultado una rigidez progresiva del pene y
una ereccion completa. Se muestra un esquema de la funcién eréctil normal en la Figura 1.

Aunque la DE puede tener causas organicas o psicogénicas, la mayoria de los casos tienen al menos cierta causa
organica, tal como causas vasculogénicas, neurogénicas y hormonales. Aproximadamente el 35-75 % de los
hombres con diabetes mellitus estan aquejados de DE, lo que representa aproximadamente el 30 % de los casos de
DE en los Estados Unidos. La DE en hombres con diabetes tiene una etiologia multifactorial y se ha asociado con
disfuncion de células endoteliales, neuropatia, enfermedad vascular, trastornos endocrinos, control y medicacién de
la diabetes. Los mecanismos especificos y las alteraciones asociadas incluyen, por ejemplo, hiperglucemia, que
puede conducir a la glicosilacién de fibras elasticas y a la ausencia de relajacion de los cuerpos cavernosos,
disfuncion endotelial de las células endoteliales sinusoidales, que puede dar como resultado disminuciones en la
liberacion de 6xido nitrico y una vasodilatacion alterada, y enfermedad vascular periférica, que puede dar como
resultado un flujo de entrada arterial y arteriolar reducido.

En un aspecto de la invencion, se desvelan procedimientos de mejora de la DE usando terapia celular. Se muestra
que las células progenitoras endoteliales (EPC) inyectadas en el tejido corporal tienen un efecto a largo plazo hacia
la mejora de la DE. Los procedimientos de la invencion pueden usarse para aumentar las concentraciones de 6xido
nitrico locales. Las EPC pueden obtenerse de sangre periférica, preferentemente del paciente a tratar. En otras
realizaciones, pueden usarse células madre mesenquimatosas. En otras realizaciones mas, puede inyectarse una
combinacion de tipos celulares diferentes en el tejido corporal. Por ejemplo, pueden usarse EPC y células
musculares lisas como se describe a continuacion. En otras realizaciones mas, las células pueden combinarse con
factores de crecimiento, tales como factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factor de crecimiento transformante alfa y beta (TGF) y factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF).

Los procedimientos de la invencién proporcionan una terapia a largo plazo para hombres con DE. Por ejemplo, se
han visto mejoras hasta 12 semanas después de la terapia celular. En pacientes con diabetes, se ha demostrado
que los procedimientos de terapia celular de la invencion tienen efectos mas prolongados si se controla la glucosa
en sangre (por ejemplo, a través del uso de medicacion tal como insulina, dieta y ejercicio).

La cantidad de células inyectadas variara basandose en el grado de enfermedad y el estado y el peso del sujeto a
tratar. Por ejemplo, pueden inyectarse de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 10 millones de células por
inyeccion en el cuerpo cavernoso. Las inyecciones pueden repetirse si es necesario.

1. Cultivo de células

Las células endoteliales pueden aislarse a partir de poblaciones celulares alogénicas obtenidas de la misma especie
0 autogénicas obtenidas del propio tejido del sujeto. Las células también pueden ser xenogénicas, cuando las
poblaciones celulares proceden de una especie de mamifero que es diferente del sujeto. Por ejemplo, las células de
tejidos pueden proceder de mamiferos tales como monos, perros, gatos, ratones, ratas, vacas, caballos, cerdos,
cabras y ovejas.

Las células aisladas son preferentemente células obtenidas de una muestra de sangre periférica o biopsia, a partir
del propio tejido del sujeto. Puede obtenerse una biopsia usando una aguja de biopsia bajo un anestésico local, lo
que hace que el procedimiento sea rapido y simple. La pequefia biopsia puede entonces diferenciarse y multiplicarse
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en cultivo para obtener las células de tejido. También pueden usarse células de parientes u otros donantes de la
misma especie con una inmunosupresion apropiada.

Se analizan procedimientos para el aislamiento y el cultivo de células en Freshney, Culture of Animal Cells. A
Manual of Basic Technique, 22 Ed., A. R. Liss, Inc., Nueva York, 1987, Cap. 9, pags. 107-126. Las células pueden
aislarse usando técnicas conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, el tejido puede cortarse en trozos,
disgregarse mecanicamente y/o tratarse con enzimas digestivas y/o agentes quelantes que debilitan las conexiones
entre las células vecinas, haciendo posible dispersar el tejido en una suspensién de células individuales sin rotura
celular apreciable. Si es necesario, la disociacién enzimatica puede efectuarse triturando el tejido y tratando el tejido
triturado con cualquiera de varias enzimas digestivas en solitario 0 en combinacion. Estas incluyen, pero sin
limitacion, tripsina, quimotripsina, colagenasa, elastasa y/o hialuronidasa, ADNasa, pronasa y dispasa. La rotura
mecanica también puede efectuarse por varios procedimientos incluyendo, pero sin limitacién, raspado de la
superficie del tejido, el uso de trituradoras, mezcladoras, tamices, homogeneizadoras, celdas de presiéon o
insonorizadores por nombrar sélo algunos.

Los tipos de células incluyen, pero sin limitacion, células endoteliales tales como células endoteliales humanas,
células progenitoras aisladas de la sangre periférica o de la médula 6sea que pueden inducirse para que se
diferencien en diferentes células, pueden usarse células madre, células madre comprometidas y/o células
diferenciadas. En una realizacién preferida, las células progenitoras endoteliales se obtienen de forma autéloga de
sangre periférica.

Ademas, dependiendo del tipo de tejido u 6rgano que se esté generando, pueden usarse tipos especificos de células
madre comprometidas. Por ejemplo, pueden usarse células mioblasticas para construir diversas estructuras
musculares. Pueden usarse otros tipos de células madre comprometidas para generar 6rganos o tejido de tipo
organo, tal como corazon, rifion, higado, pancreas, bazo, vejiga, uréter y uretra. Otras células incluyen, pero sin
limitaciéon, células endoteliales, células musculares, células musculares lisas, fibroblastos, osteoblastos, mioblastos,
neuroblastos, fibroblastos, glioblastos; células germinales, hepatocitos, condrocitos, queratinocitos, células
musculares cardiacas, células de tejido conectivo, células epiteliales, células endoteliales, células secretoras de
hormonas, células del sistema inmune, neuronas, células del corazén, rifién, higado, pancreas, bazo, vejiga, uréter y
uretra y similares. En algunas realizaciones es innecesario seleccionar previamente el tipo de célula madre que se
va a usar, ya que pueden inducirse muchos tipos de células madre para que se diferencien en un patrén especifico
de 6rgano una vez administradas a un érgano dado. Por ejemplo, puede inducirse una célula madre administrada al
higado para que se convierta en una célula de higado poniendo simplemente la célula madre dentro del entorno
bioquimico del higado.

Los ejemplos también incluyen células que se han modificado por ingenieria genética, células transformadas y
células inmortalizadas. Un ejemplo de células modificadas por ingenieria genética utiles en la presente invencion es
una célula modificada por ingenieria genética que genera y secreta una o mas moléculas deseadas. Cuando las
células modificadas por ingenieria genética se implantan en un organismo, las moléculas producidas pueden
producir un efecto local o un efecto sistémico, y pueden incluir las moléculas identificadas anteriormente como
sustancias posibles.

Las células pueden producir sustancias que inhiban o estimulen la inflamacion; faciliten la cicatrizacion; resistan el
rechazo inmune; proporcionen el reemplazo de hormonas; reemplacen a neurotransmisores; inhiban o destruyan
células cancerosas; promuevan el crecimiento celular; inhiban o estimulen la formaciéon de vasos sanguineos;
aumenten el tejido; y complementen o reemplacen el siguiente tejido, neuronas, piel, liquido sinovial, tendones,
cartilago, ligamentos, hueso, musculo, 6rganos, duramadre, vasos sanguineos, médula 6sea y matriz extracelular.
Pueden afadirse otros factores e inductores de la diferenciacion al cultivo para promover tipos especificos de
crecimiento celular.

Una vez que el tejido se ha reducido a una suspension de células individuales, la suspensién puede fraccionarse en
subpoblaciones de las que pueden obtenerse elementos celulares. Esto también puede efectuarse usando técnicas
convencionales para la separacién de células incluyendo, pero sin limitacién, la clonacién y seleccién de tipos
celulares especificos, la destruccién selectiva de células no deseadas (seleccion negativa), la separacion basada en
la capacidad de aglutinacion diferencial en la poblacion mixta, procedimientos de congelacion-descongelacion,
propiedades de adherencia diferencial de las células en la poblacién mixta, filtracion, centrifugaciéon convencional y
zonal, elutriacion centrifuga (centrifugacion contracorriente), separacién por gravedad unitaria, distribucién
contracorriente, electroforesis y separacion de células activadas por fluorescencia (véase, por ejemplo, Freshney,
(1987) Culture of Animal Cells. A Manual of Basic Techniques, 22 Ed., A. R. Liss, Inc., Nueva York, Cap. 11y 12,
pags. 137-168). Por ejemplo, las células salivares pueden enriquecerse por separacion de células activadas por
fluorescencia. También puede usarse separacion magnética.

También puede ser deseable el fraccionamiento de células, por ejemplo, cuando el donante tiene enfermedades
tales como cancer o tumor. Puede someterse a separacion una poblacidon celular para separar las células
cancerosas o tumorales de las células normales no cancerosas. Las células normales no cancerosas, aisladas por
una o0 mas técnicas de separacion, pueden usarse después para la reconstruccion de tejidos.
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Pueden afiadirse factores de crecimiento y factores reguladores a los medios para aumentar, alterar o modular la
proliferacién y la maduracion y diferenciacion de las células en los cultivos de células aisladas. El crecimiento y la
actividad de las células en cultivo puede verse afectado por diversos factores de crecimiento tales como hormona de
crecimiento, somatomedinas, factores estimulantes de colonias, eritropoyetina, factor de crecimiento epidérmico,
factor eritropoyético hepatico (hepatopoyetina) y similares. Otros factores que regulan la proliferacion y/o
diferenciacion incluyen prostaglandinas, interleucinas y chalonas de origen natural.

Las células diferenciadas pueden cultivarse in vitro para aumentar el nimero de células disponibles para su
inyeccion. Las células diferenciadas que se han multiplicado también pueden someterse a una etapa de aislamiento
adicional para obtener una 0 mas poblaciones de células. Para prevenir una respuesta inmunolégica después de la
implantacion de las células, el sujeto puede tratarse con agentes inmunosupresores tales como ciclosporina o
FK506.

Las células diferenciadas pueden transfectarse con una secuencia de acido nucleico. Las secuencias de acido
nucleico Utiles pueden ser, por ejemplo, secuencias genéticas que reduzcan o eliminen una respuesta inmune en el
huésped. Por ejemplo, la expresién de antigenos de superficie celular, tales como antigenos de histocompatibilidad
de clase | y clase Il, puede suprimirse. Ademas, la transfeccion también podria usarse para la administracion de
genes. Las células pueden transfectarse con genes especificos antes de la siembra sobre el sustituto biocompatible.
Por lo tanto, las células cultivadas pueden modificarse por ingenieria genética para expresar productos génicos que
producirian una proteina deseada que contribuya a mejorar un trastorno particular.

Las células cultivadas pueden modificarse por ingenieria genética para producir productos génicos beneficiosos para
la implantacién, por ejemplo, factores antiinflamatorios, por ejemplo, anti-GM-CSF, anti-TNF, anti-IL-1 y anti-IL-2.
Como alternativa, las células endoteliales pueden modificarse por ingenieria genética para inactivar (knock out) la
expresion de productos génicos nativos que promueven la inflamacion, por ejemplo, GM-CSF, TNF, IL-1, IL-2 o
inactivar la expresion del MHC para disminuir el riesgo de rechazo.

Pueden usarse procedimientos para modificar células por ingenieria genética, por ejemplo, con vectores retrovirales,
vectores adenovirales, vectores virales adenoasociados, polietilenglicol u otros procedimientos conocidos por los
expertos en la materia. Estos incluyen el uso de vectores de expresion que transporten y expresen moléculas de
acido nucleico en las células. (Véase Geoddel; Gene Expression Technology: Procedimientos in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, CA (1990).

El ADN vector se introduce en células procariotas o eucariotas mediante técnicas de transformacion o transfeccion
convencionales. Pueden encontrarse procedimientos adecuados para transformar o transfectar células huésped en
Sambrook y col. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory press (1989), y
otros libros de texto de laboratorio.

Las células de la invencion pueden usarse en diversas aplicaciones. Por ejemplo, las células endoteliales pueden
implantarse en un sujeto para reemplazar o aumentar el tejido existente. El sujeto puede controlarse después de la
implantacion de las células endoteliales, para la mejora del trastorno.

Las células pueden usarse in vitro para explorar una amplia diversidad de compuestos, para determinar la eficacia y
la citotoxicidad de agentes farmacéuticos, agentes quimicos, factores de crecimiento/reguladores. Los cultivos
pueden mantenerse in vitro y exponerse al compuesto a ensayar. La actividad de un compuesto citotéxico puede
medirse por su capacidad para dafiar o destruir células en cultivo. Esto puede evaluarse facilmente mediante
técnicas de tincidn vitales. El efecto de factores de crecimiento/reguladores puede evaluarse analizando el contenido
celular después de la inyeccién, por ejemplo, mediante recuentos de células totales y recuentos de células
diferenciales. Esto puede lograrse usando técnicas citoldgicas y/o histolégicas convencionales, incluyendo el uso de
técnicas inmunocitoquimicas que emplean anticuerpos que definen antigenos celulares especificos de tipo. Puede
evaluarse el efecto de diversos farmacos sobre células normales cultivadas en el tejido artificial.

Ejemplos
Ejemplo 1: Materiales

A menos que se indique otra cosa, todos los productos quimicos se adquirieron en Sigma (St. Louis, MO). Los
tampones de ECL y 125I-Sodio se adquirieron en PerkinElmer NEN (Boston, MA). La colagenasa de tipo Il (1 mg/ml)
se adquiri6 en Boehringer Mannheim (Mannheim, Alemania). El medio endotelial (EBM-2) se adquiri6 en Cambrex
Bio Science (Walkersville, MD). Los reactivos y cebadores de PCR, el medio M199, el suero fetal bovino (FBS) y la
penicilina se adquirieron en Life Technologies (Gaithersburg, MD). El factor de crecimiento de fibroblastos basico
(bFGF) se obtuvo por cortesia de Judith Abraham, (Scios Nova, CA). Los anticuerpos monoclonales anti-CD31
humano marcados con FITC se adquirieron en Santa Cruz (Santa Cruz, CA). El policlonal de conejo anti-factor de
von Willebrand (VWF), los anticuerpos anti-actina de musculo liso y los anticuerpos anti-lgG de conejo marcados con
FITC se adquirieron en DAKO (Glostrup, Dinamarca). Los anticuerpos monoclonal anti-CD31 humano, policlonal de
cabra anti-VE Cadherina (VE-Cad), de cabra anti-vWF y policlonal de conejo anti-FIk-1 se adquirieron en Santa Cruz
(Santa Cruz, CA). La lectina de Ulex europeaus | marcada con FITC y biotina se adquirié en Sigma (St. Louis, MO).
Los anticuerpos de cabra anti-lgG de ratdn marcado con biotina y de ratén anti-lgG de cabra marcado con biotina se
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adquirieron en Santa Cruz (Santa Cruz, CA). Los anticuerpos anti-CD105 se adquirieron en BD Pharmingen (San
Diego, CA). La avidina conjugada con FITC se adquirié en Vector Laboratories (Burlingame, CA).

Ejemplo 2: Inyeccion de células progenitoras endotel iales para mejorar la disfuncion eréctil

Este estudio demuestra que las EPC obtenidas de sangre periférica pueden usarse para conseguir células
endoteliales maduras. Las células endoteliales inyectadas en cuerpos enfermos son capaces de restaurar la funcién
eréctil normal en un modelo de rata diabética. Esta tecnologia basada en células puede ser una modalidad de
tratamiento viable para pacientes diabéticos con disfuncion eréctil.

Se cred un modelo de diabetes por inyeccidn intraperitoneal de estreptozotocina (50 mg/kg). Los animales con un
nivel de glucosa en sangre superior a 300 mg/dl se consideraron diabéticos y se usaron para este estudio. Se
aislaron EPC a partir de sangre periférica de ratas donantes. Las células se cultivaron, se multiplicaron y se
indujeron hacia un linaje de células endoteliales. Las células se caracterizaron usando marcadores especificos de
célula (CD31, CD34, vWF, CD133). Las células endoteliales multiplicadas en cultivo se marcaron con colorante rojo
fluorescente (PKH26) y se inyectaron directamente en los cuerpos disfuncionales, y se realiz6 un seguimiento de los
animales durante hasta 12 semanas. Se evalué la funcién eréctil por la presién intracavernosa y los tejidos
corporales se recuperaron para analisis histo- e inmunohistoquimicos. La Figura 2 muestra un esquema del disefio
de estudio global.

() Induccién de diabetes, tratamiento y anestesia.

Se criaron y se desarrollaron 84 ratas Lewis macho que pesaban aproximadamente 200-250 g en la Wake Forest
University. Los animales tenian libre acceso a agua y alimento y cuidados especiales para animales diabéticos.
Todos los procedimientos experimentales se revisaron y autorizaron por el Wake Forest University Institutional
Animal Care and Use Committee (IACUC) y se realizaron de conformidad con el Animal Welfare Act y la guia para el
Care and Use of Laboratory Animals. Los animales se alojaron en las instalaciones para animales de la Wake Forest
University con un ciclo de 12 horas de luz.

Se indujo diabetes mediante 50 mg/kg de estreptozotocina (STZ) intraperitoneal disuelta en solucién tampon estéril
de fosfato sédico 0,2 My acido citrico 0,1 M.

Antes de la inyeccion, se midi6 la glucosa en sangre de la cola para obtener los valores basales. Después de la
inyeccion, se midio la glucosa en sangre de la cola durante tres dias consecutivos para confirmar la hiperglucemia.
Si las ratas no se volvian diabéticas después de la primera inyeccion de STZ, esas ratas recibian una segunda
inyeccion de STZ la semana siguiente. Los animales con un nivel de glucosa en sangre de 300 mg/dl o mas se
consideraron diabéticos y se usaron para los experimentos posteriores. Los niveles de glucosa en sangre y el peso
corporal se controlaron cada semana durante 8-11 semanas usando un kit de ensayo de glucosa, y estas ratas
diabéticas se dividieron en cuatro grupos:

GRUPO [: Ratas Lewis diabéticas (n = 20).

GRUPO II: Ratas Lewis diabéticas con terapia celular (n = 20).

GRUPO llI: Ratas Lewis diabéticas con tratamiento con insulina (n = 20).

GRUPO IV: Ratas Lewis diabéticas con tratamiento con insulina y terapia celular (n = 20).

Ademas, se usaron 10 ratas Lewis de la misma edad como control normal. Todos los animales recibieron el
tratamiento establecido para cada grupo durante otras 12 semanas. La Figura 3 es la curva de normalizacion
diabética que muestra una gréafica de la glucosa en sangre con el tiempo para el grupo con diabetes y el grupo con
diabetes con terapia celular.

(i) Aislamiento de EPC

Se aislaron células mononucleares a partir de 10 ml de sangre periférica de ratas Lewis donantes singénicas
mediante centrifugacion en gradiente de densidad con histopaque 1077 (Sigma). Inmediatamente después del
aislamiento, las células mononucleares se sembraron en placas de cultivo de 6 pocillos revestidas con fibronectina
humana (Sigma) a una concentracion de 5 x 10° células en cada uno, se mantuvieron en medio basal endotelial
(EBM, CellSystems) complementado con EGM SingleQuots, que contenia suero bovino fetal al 2 %, VEGF-1
humano, factor de crecimiento de fibroblastos humano (FGF-2), factor de crecimiento epidérmico humano (EGF),
factor de crecimiento de tipo insulina 1 (IGF-1) y acido ascérbico, y se incubaron durante dos dias a 37 °C, CO; al 5
% con una humedad >95 %.

Después de dos dias, las células no adherentes se recogieron y se cultivaron a una concentracion de 1 x 10° células
sobre placas de 24 pocillos revestidas con fibronectina, y se incubaron durante 3 dias adicionales para permitir la
formacion de colonias endoteliales.

La amplia mayoria de estas células multiplicadas ex vivo eran de linaje endotelial y, como tales, constituian la
fraccion enriquecida en EPC multiplicada ex vivo.
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Las células se aislaron, se cultivaron, se diferenciaron y se multiplicaron hasta que se obtuvo un nimero de células
suficiente para su implantacién (8 semanas). Las células implantadas estaban en pase 7, 8y 9.

(iii) Examen in vitro

La caracterizacion celular se realiz6 con el examen de la expresion de los marcadores de superficie celular CD31,
CD34, vVWF y CD133 a una diluciéon de 1:20. El inmunomarcaje se realiz6 usando el kit de deteccion de avidina-
biotina (Vectastain elite ABC, Vector Laboratories Inc, Bulingame, CA) y por inmunofluorescencia a una dilucion de
1:200 para el segundo anticuerpo.

(iv) Marcaje con PKH26

Las EC se marcaron con rojo PKH26 de fluorescencia roja usando un kit de engarce celular (PKH26, Sigma, Saint
Louis, MI) de acuerdo con las directrices de los fabricantes. En resumen, se afadieron células en PBS a una
solucién de colorante 10 uM y se mezclaron suavemente. Después de un periodo de incubacion de 5 min a 25 °C se
afnadié FBS para detener la reaccion de tincion. La solucion de tincién se elimind por lavados repetitivos con PBS.
Después de la conformacion de la fluorescencia por microscopia, las células se pusieron en hielo hasta su inyeccion.

(v) Transplante de EPC

Las ratas se anestesiaron usando una unidad de anestesia (VetEquip, Inc. Pleasanton, CA) con el 1-2 % de
isoflurano inhalado (Abbott) mezclado con 3 I/min de O,. Las ratas se pusieron en posicion supina sobre una mesa
quirargica termorregulada. La pared abdominal ventral y el perineo se afeitaron con una afeitadora eléctrica y se
limpiaron con betadine. Usando una técnica estéril, se realiz6 una incision en la linea media en el perineo. El cuerpo
cavernoso se disec6 mediante diseccion roma y se dejé expuesto. Usando una aguja de calibre 30 unida a una
jeringa de microlitros, se inyectaron 1-2 x 10° células diluidas en 20 pl de EGM-2 en el cuerpo cavernoso. Las ratas
del grupo de control diabético (Grupo 1) recibieron solamente 0,2 ml de EGM-2 como vehiculo.

(vi) Tratamiento con insulina

Las ratas diabéticas de los grupos Ill y IV recibieron tratamiento con inyeccién de 5-10 Ul de insulina (Eli Lilly,
Indianapolis, IN, Estados Unidos) subcutanea todos los dias, con el fin de mantener los niveles de glucosa en sangre
en un intervalo normal.

(vii) Resultados
Presion intracavernosa en ratas normales y diabéticas

Para la técnica quirdrgica para evaluar la presion intracavernosa, a las 4, 8 y 12 semanas después del tratamiento
se anestesiaron 5 ratas de cada grupo con una inyeccion i.p. (35 mg/kg) de pentobarbital sodico. La anestesia se
mantuvo durante el transcurso del protocolo experimental (2-3 h), segun fue necesario, mediante inyeccién posterior
de pentobarbital (5-10 mg/kg) cada 45-60 min segun fue necesario. El cuello, la pared abdominal ventral y el perineo
se afeitaron con una afeitadora eléctrica y se limpiaron con betadine.

La arteria carétida se expuso a través de una incision en el cuello en la linea media anterior y se canulé con un
catéter de polietileno 19 fr relleno con solucién salina fisiolégica y conectado a un transductor de presion para
controlar de forma continua la presién arterial media (MAP).

El transductor de presién se calibré6 en cmH,O antes de cada experimento. Se realizé una incision en la linea media
inferior a través del abdomen inferior, y se identificaron la vejiga y la préstata. El plexo hipogastrico inferior (es decir,
el plexo pélvico o los ganglios pélvicos principales), los nervios pélvicos y el nervio cavernoso se identificaron
posterolaterales a la préstata a ambos lados, y se pusieron electrodos bipolares de alambre de acero inoxidable
alrededor de estas estructuras para su estimulacion eléctrica. La determinacién de una "ereccion” en rata es a través
de la medicién de la presiéon cavernosa. En seres humanos y animales, la presion es inicialmente muy baja (aprox.
5-10 mmHg), y durante la ereccién aumenta hasta el 60-90 % de la presion arterial sistémica (dependiendo de la
especie y del emplazamiento de la aguja).

Después el pene se despojé de la piel; se expusieron ambos cruras (cuerpos cavernosos) eliminando parte del
musculo isquiocavernoso que los recubre. Para controlar la ICP, una canula de 20 G se llen6 con 250 U/ml de
solucién de heparina, se conect6 a un tubo de polietileno-50 (Intramedic, Becton Dickinson, CA, Estados Unidos) y
se insertd6 en el cuerpo cavernoso derecho. El transductor de presion se calibr6 en cmH;O antes de cada
experimento.

Ambas lineas de presion se conectaron a un transductor de presion y, después, mediante un amplificador de
transductor (ETH 401) a una tarjeta de adquisicion de datos con visualizaciéon a tiempo real y registro de la ICP
(PowerLab. Chart 5, ADInstruments).

El nervio cavernoso se electroestimulé directamente como se ha descrito previamente con un electrodo de gancho
bipolar de acero inoxidable delicado unido a la pinza multiarticulada. Cada sonda tenia un diametro de 0,2 mm; los
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dos polos estaban separados por 1 mm. Se administraron impulsos rectangulares monoféasicos mediante un
generador de sefales (hecho a medida y con un amplificador de corriente constante integral) (Grass, Astro Med, Inc.
W. Warwick, RI, Estados Unidos). Los parametros de estimulacién eran: 20 Hz, anchura de impulso 0,22 ms y
duraciéon 1 min; se us6 una corriente creciente de 1, 2, 4 y 6 mA. El intervalo de estimulo era de 10 min. Estos
parametros se registraron en un poligrafo y la adquisicion de datos y el calculo de los parametros derivados se
realizaron usando un sistema informatico de software (Véanse las Figuras 4A-C parte superior: presion arterial
media (MAP), parte inferior: presion intracavernosa (ICP)).

La Figura 5 es una gréfica de la relacion de la ICP (presion intracavernosa)/MAP (presion arterial media) frente al
tiempo que compara la presion intracavernosa con el tiempo de los cuatro grupos: grupo con diabetes (DB), grupo
con diabetes con terapia celular con células endoteliales (CT), grupo con diabetes con tratamiento con insulina
(Insulina) y grupo con diabetes con terapia celular con células progenitoras endoteliales y tratamiento con insulina
(CT + Insulina) 4 semanas después de la induccién de diabetes.

La Figura 6 es una gréafica de la relacion de la MAP (presion arterial media)/ICP (presion intracavernosa) frente a la
neuroestimulaciéon que compara los resultados de cavernosometria del grupo con diabetes y normal 8 semanas
después de la induccion de diabetes.

La Figura 7 muestra una grafica de la MAP/ICP con el tiempo que compara los resultados de cavernosometria del
grupo con diabetes (DB) y del grupo con diabetes con terapia celular con células progenitoras endoteliales (DB+CT),
después de 8 semanas de induccién de diabetes. La MAP/ICP en el grupo con terapia celular tenia una mejora
continua hasta las 12 semanas después de la inyeccién, indicando el efecto a largo plazo de la terapia.

Al final del estudio (12 semanas después de la inyeccion de EPC), la relacion de la ICP/MAP con diferentes
cantidades de neuroestimulacion se compar6 para los grupos normal, con diabetes (DM) y con diabetes con terapia
celular (DM+CT), como se muestra en la Figura 8 (los resultados se presentan en valores medios + etm. *p < 0,05
frente al grupo normal). Después de 12 semanas después de la terapia celular, el DM+CT se parecia mucho a los
resultados del grupo normal. Los resultados indican los efectos a largo plazo de la terapia celular con progenitoras
endoteliales.

Histologia e inmunofluorescencia

Después de la cavernosometria, el pene se escindi6é en su base y el glande del pene y el tejido conectivo que rodea
el eje se extirparon para estudios histologicos. Las muestras de tejido recuperadas se pusieron en Tissue-Tek®
O.C.T. Compuesto 4583 (Sakura®) y se congelaron en nitrégeno liquido. Los bloques congelados se seccionaron en
cortes de 6 um usando un criostato (Modelo CM 1850, Leica Microsystems, Bannockburn, IL). Los cortes se fijaron y
se tifieron con hematoxilina y eosina (HyE).

Las células marcadas con PKH26 se identificaron mediante microscopia de fluorescencia usando una longitud de
onda de excitacion de 550 nm. Se tomaron imagenes digitales (Microscopio Zeiss Axio Imager M1, Carl Zeiss,
Thornwood, NY) a aumentos variables. Las células implantadas marcadas con PKH26 podian detectarse en el tejido
de los cuerpos después de 4, 8 y 12 semanas, indicando la supervivencia a largo plazo de las células.

Se aislaron, cultivaron y multiplicaron con éxito células endoteliales derivadas de EPC.

Los fenotipos de células endoteliales progenitoras y diferenciadas se confirmaron usando inmunohistoquimica con
anticuerpos especificos de célula. Los animales inyectados con células mostraron una mejora sustancial en la
presion intracavernosa y su funcion eréctil se restaurd hasta niveles normales. Histolégicamente, las células
implantadas que se marcaron con el indicador de colorante fluorescente PKH26 sobrevivieron y se integraron en el
tejido corporal dentro de la regién inyectada.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de preparacion de un medicamento para el tratamiento de la disfuncién eréctil, que comprende:

aislar células progenitoras endoteliales a partir de una muestra;

diferenciar las células progenitoras ex vivo para producir células endoteliales;

multiplicar las células endoteliales; y

preparar de 0,1 a 10 millones de las células endoteliales multiplicadas como una composicién inyectable
adecuada para su implantacion en el tejido corporal de un sujeto.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la muestra es una muestra autéloga, preferentemente de sangre
periférica o de médula 6sea.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa de aislar células progenitoras comprende ademas
separar las células progenitoras basandose en que exhiban al menos un marcador seleccionado del grupo de
CD133, CD31, CD34, sca-1, factor de von Willebrand y c-kit.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la etapa de aislar células progenitoras comprende ademas
separar las células progenitoras con un resto de afinidad para uno o mas de los marcadores y, preferentemente, el
resto de afinidad se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, ligandos proteicos, acidos nucleicos y
péptidos.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas:

aislar células progenitoras musculares de la muestra;

diferenciar las células progenitoras musculares ex vivo para producir células musculares;

multiplicar las células musculares; y

preparar las células musculares multiplicadas y las células endoteliales multiplicadas como una composicion
inyectable adecuada para su implantacion en tejido corporal del sujeto.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el procedimiento comprende ademas aislar células musculares
lisas de la muestra y la poblacién inyectable comprende ademas las células musculares lisas aisladas.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa de preparar las células endoteliales multiplicadas
comprende ademas encapsular las células endoteliales multiplicadas antes de su formulacion como una
composicion inyectable.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que las células endoteliales multiplicadas estan encapsuladas en
microesferas de alginato-poli-L-lisina.

9. Una composicion para su uso en el tratamiento de la disfuncion eréctil, que comprende:

de 0,1 a 10 millones de células endoteliales capaces de su implantacién, derivadas de células progenitoras
endoteliales aisladas diferenciadas ex vivo para producir células endoteliales; adicionalmente caracterizada
porque las células endoteliales se multiplican ex vivo y se formulan como una composicién inyectable adecuada
para su implantacion en el tejido corporal de un sujeto.

10. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en la que las células endoteliales proceden de
células progenitoras endoteliales aisladas de sangre periférica o0 de médula 6sea.

11. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que las células progenitoras endoteliales
aisladas se aislan de una muestra obtenida previamente del sujeto.

12. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que la composicién inyectable comprende
ademas células musculares lisas derivadas de células progenitoras musculares aisladas.

13. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que las células endoteliales estan
encapsuladas.

14. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que las células endoteliales estan
encapsuladas en microesferas de alginato-poli-L-lisina.
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