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DESCRIPCION
Mioblastos para la reparacién del musculo del esfinter urinario.
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere, en general, a composiciones que comprenden mioblastos para la ingenieria de
tejidos. La descripcion se refiere ademas a la introduccion de acidos nucleicos exdgenos en células derivadas del
musculo, incluyendo mioblastos y células precursoras derivadas del misculo, que da como resultado la expresién de
uno o mas productos génicos por parte de las células derivadas del misculo genéticamente modificadas. Estas
células modificadas entonces son capaces de producir los productos génicos y producir una respuesta fisiologica
potenciada después de la administracion a un hospedante receptor, que incluye a seres humanos.

Antecedentes de lainvencién

Una serie de defectos, enfermedades y trastornos patolégicos en una diversidad de areas de la medicina se
beneficiarian del desarrollo de tratamientos no invasivos que empleasen sistemas y vehiculos de transporte de
genes mejorados que permitan la produccién segura, eficaz y sostenida de productos génicos hacia un sitio en
tejidos u organos afectados. En particular, los métodos y los vehiculos de transporte de genes mediados por células
mejorados podrian emplearse para mejorar patologias no mortales, aunque debilitantes, del sistema
musculoesquelético, tales como la artritis y la enfermedad de las articulaciones (por ejemplo, ligamento, menisco y
cartilago); del hueso, tales como defectos segmentales y falta de uniones del hueso; y del sistema genitourinario,
tales como incontinencia urinaria y trastornos de la vejiga.

Aungue se han utilizado células sinoviales para transportar agentes potencialmente terapéuticos a las articulaciones,
la expresiéon de dichos agentes disminuye a lo largo del tiempo, con lo que estos agentes en general se hacen
indetectables después de aproximadamente cuatro a seis semanas (G. Bandara et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90(22):10764-10768; C.H. Evans y P.D. Robbins, 1995, Ann. Med., 27(5):543-546; C.H. Evans y P.D. Robbins,
1994, J. Rheum., 21(5):779-782). Esta dismimucion de la expresion a lo largo del tiempo puede mejorarse mediante
el uso de un transporte de genes mediado por células que empleee un tipo celular miogénico que se convierte en
postmitético después de la diferenciacién, segun la presente invencién.

Los defectos segmentales y falta de uniones del hueso son problemas relativamente habituales para todos los
cirujanos ortopédicos. Las proteinas osteogénicas, por ejemplo, la proteina morfogénica 6sea-2, BMP-2, pueden
estimular la curacion del hueso en defectos segmentales del hueso. Sin embargo, se necesita una gran cantidad de
proteina recombinante humana para potenciar el potencial de curaciéon del hueso. Ademas, las actuales vias de
transporte de dichas cantidades de proteina, es decir, un aloinjerto biolégico o un vehiculo sintético, tienen el
inconveniente de su limitada disponibilidad, de la posible transmisién de enfermedades y de la necesidad de mas
investigaciones.

La terapia génica mediada por células en un defecto 6seo podria permitir una expersion sostenida de proteinas
osteogénicas, potenciando aun més la curacion del hueso, y ofrece una solucion a los problemas que rodean a los
actuales métodos de transporte de proteinas Oseas. Asi, segun la presente invencion, la utilizacion de células
derivadas del musculo, por ejemplo, mioblastos, como vehiculos para el transporte de genes celulares para corregir
o mejorar un defecto 6seo, proporciona un paso importante para establecer un tratamiento menos invasivo para los
defectos segmentales y la falta de uniones del hueso.

La terapia génica ex vivo y el transplante de mioblastos son dos métodos muy relacionados que requieren el
aislamiento y el cultivo de células in vitro. Las técnicas ex vivo implican la biopsia del muasculo y el aislamiento de
células miogénicas (T.A. Rando et al., 1994, J. Cell Biol., 125:1275-1287; Z. Qu et al., 1998, J. Cell Biol.,
142(5):1257-1267). Las células derivadas del musculo aisladas se transducen in vitro con el vector que porta el gen
deseado. Las células satélite entonces se reinyectan en el masculo esquelético, se fusionan para formar miotubos y
miofibras postmitéticos, y comienzan la produccién del factor del crecimiento. Esta técnica puede realizarse con
vectores adenoviricos, retroviricos, y viricos del herpes simplex.

A continuacion se ofrecen ejemplos de aplicaciones ortopédicas para la terapia génica y la ingenieria de tejidos
basadas en el musculo relacionadas con la practica de la presente invencion.

Lesiones del musculo y su reparacion

Las lesiones del misculo comprenden un gran porcentaje de lesiones atléticas recreativas y de competicion. Las
lesiones musculares pueden surgir de traumatismos directos (por ejemplo, contusiones, laceraciones) e indirectos
(por ejemplo, esguinces, isquemia y lesiones neurolégicas). Después de la lesién se liberan y se activan células
satélite para que se diferencien en miotubos y miofibras, estimulando con ello la curacién del misculo. Sin embargo,
este proceso reparador normalmente es incompleto y viene acompafiado de una reaccion fibrosa que produce tejido
cicatricial. Este tejido cicatricial limita el potencial del masculo para su recuperacion funcional (T. Hurme et al., 1991,
Med. Sci. Sports Exerc., 23:801-810; T. Hurme et al., 1992, Med. Sci. Sports Exerc., 24:197-205).
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Las investigaciones en animales han identificados posibles aplicaciones clinicas de la ingenieria de tejidos basada
en el masculo para tratar lesiones musculares (W.E. Garrett et al., 1984, J. Hand Surgery (Am.), 9A:683-692; W.E.
Garrett et al., 1990, Med. Sci. Sports Exerc., 22:436-443). El masculo esquelético lesionado libera numerosos
factores del crecimiento que actian de modo autocrino y paracrino para modular la curaciéon del masculo. Estas
proteinas activan a las células satélite para que proliferen y se diferencien en miofibras (T. Hurme, 1992, Med. Sci.
Sports Exerc., 24:197-205; R. Bischoff, 1994, "The satellite cell and muscle regeneration”, Myology, 22 edicién,
Nueva York, McGraw-Hill, Inc., pp. 97-118; H.S. Allamedine et al., 1989, Muscle Nerve, 12:544-555; E. Schultz et al.,
1985, Muscle Nerve, 8:217; E. Schultz, 1989, Med. Sci. Sports Exerc., 21:181).

La ingenieria de tejidos basada en el muisculo ofrece fascinantes terapias potenciales para los trastornos
musculares. Un gran nimero de lesiones atléticas recreativas y profesionales implican al misculo esquelético
(Garrett et al., 1990, Med. Sci. Sports Exerc., 22:436-443). Las terapias para mejorar la recuperacion funcional y que
acortan la rehabilitacion pueden optimizar la actuacion y minimizar la morbidilidad. Se estdn desarrollando
investigaciones para perfeccionar estas aplicaciones de ingenieria de tejidos basada en el musculo. Los resultados
de estas investigaciones pueden proporcionar tratamientos revolucionarios para estas lesiones musculares
habituales. La presente invencion proporciona nuevos y fascinantes tratamientos para la reparacion muscular tras
lesiones del musculo, en particular para la aplicacion en entornos clinicos.

Curacion del hueso

Para muchas especialidades quirdrgicas, incluyendo la cirugia ortopédica, plastica y maxilofacial, la potenciacién de
la curaciéon del hueso es una cuestidon importante. Los médidos de estas disciplinas se basan en técnicas de
potenciacion del hueso para mejorar la curacion de la falta de unién de fracturas, las reconstrucciones de defectos
O6seos oncoldgicos y traumaticos, las fusiones de articulaciones y columna, y las estabilizaciones de implantes
artificiales. Por desgracia, las actuales técnicas de autoinjerto, aloinjerto, y estimulacién eléctrica a menudo no son
Optimas. Por tanto, las estrategias de ingenieria de tejidos para la formacion de hueso tienen inmensas aplicaciones.

La formacion de hueso intramuscular es un fenémeno ain poco comprendido. Puede estar presente en los estados
clinicamente patoldgicos de la osificacion heterotdpica, la miositis osificante, la fibrodisplasia osificante progresiva y
el osteosarcoma. La terapia de radiacion y el farmaco antiinflamatorio indometicina pueden evitar la miositis
osificante. Sin embargo, aliin no se comprende el mecanismo de formacion ni de supresion de hueso ectdpico. Se ha
reconocido que una familia de proteinas morofogéneticas 6seas (BMP), miembros de la superfamilia del factor del
crecimiento transformante-p (TGF-B), es capaz de estimular el hueso intramuscular. La BMP-2 humana en forma
recombinante (rhBMP-2) y el ADNc que codifica BMP contenido en una construccion plasmidica ha inducido la
formacion de hueso cuando se inyecta en el musculo esquelético (E.A. Wang et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 87:2220-2224; J. Fang et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:5753-5758). Las actuales aplicaciones se
centran en la inyeccion de rhBMP-2 directamente en defectos y falta de uniones del hueso. Sin embargo, la
ingenieria de tejidos basada en el musculo constituye una gran promesa en el campo de la curaciéon del hueso y
puede arrojar luz sobre el mecanismo fisiologico de la formacion de hueso ectépico.

Trastornos intraarticulares

Los trastornos articulares degenerativos y traumaticos aparecen con frecuencia a medida que la poblacién se hace
mas activa y vive durante mas tiempo. Estos trastornos incluyen artritis de diversas etiologias, roturas de ligamentos,
desgarros del menisco, y lesiones osteocondrales. En la actualidad, las herramientas del médico consisten
principalmente en procedimientos quirtrgicos dirigidos a alterar la articulacién de forma biomecénica, tales como
reconstrucciones del ligamento cruzado anterior (ACL), sustitucion total de la rodilla, reparacién o excision del
menisco, desbridamiento del cartilago, etc. La ingenieria de tejidos aplicada a estos estados de enfermedad
intraarticulares ofrece, en teoria, un proceso reparador mas biolégico y menos alterador.

Se han indicado estrategias de terapia génica directas (I. Nita et al., 1996, Arthritis Rheum., 39:820-828) y ex vivo
(G. Bandara et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:10764-10768) para modelos de artritis. La estrategia ex vivo
mediada por células sinoviales, aunque ofrece las ventajas de una transferencia de genes ex vivo, tales como la
seguridad de la manipulacion genética in vitro y la seleccion precisa de células, tiene la desventaja de una
disminucion de la expresion génica después de 5-6 semanas (Bandara et al., 1993, Ibid.). Debido a su capacidad
para formar miotubos y miofibras postmitéticos, las células satélites ofrecen la ventaja teérica de una produccion de
proteinas mas abundante y a mas largo plazo.

Es posible el transporte de genes ex vivo mediado por células musculares hacia numerosas estructuras
intraarticulares. La inyeccion intraarticular de mioblastos primarios, transducidos con adenovirus que portan el gen
marcador de B-galactosidasa, da como resultado el transporte de genes hacia muchas estructuras intraarticulares
(C.S. Day et al., 1997, J. Orthop. Res., 15:227-234). Los tejidos que expresan B-galactosidasa a los 5 dias después
de una inyeccion en la rodilla de conejo incluyen el revestimiento sinovial, la superficie del menisco, y el ligamento
cruzado (ibid.). Por contraste, la inyeccién de células sinoviales transducidas solo produce expresién de B-
galactosidasa en el sinovio (ibid.). De forma similar, la inyeccion de mioblastos inmortalizados transducidos da como
resultado el transporte de genes hacia diversas estructuras intraarticulares, incluyendo el revestimiento sinovial y la
superficie del ligamento patelar. Sin embargo, los mioblastos inmortalizados purificados se fusionan con mas
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facilidad y producen mas miofibras intraarticulares de novo que los mioblastos primarios. Esto ilustra la importancia
de obtener una poblacion pura de células miogénicas, sin la contaminacion por fibroblastos y adipocitos que se
observa a menudo en mioblastos primarios.

Las estrategias ex vivo mediadas por células musculares estan basadas en la fusion de mioblastos para formar
miofibras, fabricas productoras de proteinas plurinucleares. La inyeccion intraarticular de mioblastos inmortalizados
transducidos en un ratén con inmunodeficiencia combinada grave (SCID) da como resultado la formacién de
miotubos y la expresion de transgenes en multiples estructuras a los 35 dias. Por tanto, la expresion génica
intraarticular (durante al menos 35 dias) que se produce como resultado de la ingenieria de tejidos mediada por
células musculares es factible en modelos animales. Basandose en estos datos, una estrategia de transferencia de
genes mediada por células musculares puede transportar genes para mejorar la curacion de varias estructuras
intraarticulares, de modo especifico al ACL y al menisco.

El ACL es el segundo ligamento de la rodilla que mas se lesiona. Por desgracia, el ACL tiene una baja capacidad de
curacioén, probablemente debido a que incluye lamina sinovial o al fluido sinovial circundante. Debido a que el
desgarramiento completo del ACL no puede curarse de modo espontaneo, las actuales opciones de tratamiento
estan limitadas a la reconstruccién quirargica empleando un autoinjerto o un aloinjerto. El injerto de sustitucion, a
menudo originado del ligamento patelar o del tendén de la corva, sufre una ligamentizacién con una remodelacion
del colageno final (S.P. Arnosczky et al., 1982, Am. J. Sports Med., 10:90-95). Por tanto, mediante la practica de los
métodos descritos en la presente, se contempla la potenciacién de este proceso de ligamentizacion empleando
factores del crecimiento para afectar al comportamiento de los fibroblastos. Los datos in vivo sugieren que el factor
del crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor del crecimiento transformante-p (TGF-B) y el factor del
crecimiento epidérmico (EGF) estimulan la curacion del ligamento (N.A. Conti et al., 1993, Trans. Orthop. Res. Soc.,
18:60). No es probable que unos bajos niveles transitorios de estos factores del crecimiento, que aparecen tras su
inyeccion directa en el ligamento lesionado, produzcan una respuesta significativa. Por tanto, un mecanismo de
transporte eficaz es fundamental para el desarrollo de una terapia aplicable desde el punto de vista clinico. La
terapia génica ex vivo mediada por células musculares segun las indicaciones de la presente ofrece el potencial de
lograr una expresion de genes local persistente y el posterior transporte de factores del crecimiento al ACL.

Centrandose mas en la rodilla, el menisco de la rodilla desempefia un papel critico para mantener la biomecanica de
la rodilla normal. Las principales funciones del menisco incluyen la transmisién de carga, la absorcién de choques, la
lubricacién de la articulacién, y la estabilizacion tibiofermoral en la rodilla con ACL deficiente. El tratamiento historico
de la menisectomia para desgarros del menisco ha sido sustituido por la reparacion del menisco cuando el desgarro
implica el tercio vascular periférico del menisco. Los factores del crecimiento, que incluyen al factor del crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), son capaces de potenciar la curacion del menisco (K.P. Spindler et al., 1995, J.
Orthop. Res., 13(2):201-207). Sin embargo, el médico y el paciente necesitan mejores métodos y procedimientos
para administrar estos factores necesarios al menisco para proporcionar una curacién y una reparacion.

Aplicaciones urolégicas

La incontinencia urinaria es un terrible trastorno médico y social. La incidencia de la incontinencia urinaria cada vez
es mayor en EEUU debido a que la poblacién va envejeciendo. En enero de 1007, the National Institute of Diabetes
and Digestive and Kidney Disease lanzd una campafia de salud publica para hacer notar el hecho de que existen
mas de once millones de mujeres y cuatro millones de hombres en EEUU que tienen problemas de incontinencia
urinaria. Casi la mitad de los quince millones de personas con incontinencia tienen incontinencia urinaria de
esfuerzo; sin embargo, menos de la mitad de las personas afectadas buscan ayuda y reciben los tratamientos
disponibles (Agency for Health Care Policy and Research, AHCPR, 1992 y 1996).

En la actualidad, se calcula que el coste anual del tratamiento de personas con incontinencia urinaria es de mas de
16 mil millones de ddlares en EEUU. La mayor parte de este dinero se gasta en medidas de gestion, tales como
pafiales y compresas para adultos, pero no en tratamientos. Puesto que una parte importante del tratamiento
invasivo y quirdrgico de la incontinencia urinaria implica el tratamiento de la incontinencia urinaria de esfuerzo, se
calcula que el coste para gestionar la incontinencia urinaria de esfuerzo es de nueve mil millones de dolares anuales
en EEUU (AHCPR, 1996).

Para evaluar un individuo con incontinencia se identifican tres de los tipos y causas mas comunes de incontinencia:
a) incontinencia de urgencia, b) incontinencia de esfuerzo, o c) incontinencia por rebosamiento (M.B. Chancellor y
J.G. Blaivas, 1996, Atlas of Urodynamics, Williams and Wilkins, Filadelfia, PA).

La incontinencia de esfuerzo es la pérdida involuntaria de orina durante la tos, el estornudo, la risa u otras
actividades fisicas que aumentan la presién abdominal. Este trastorno puede confirmarse observando la pérdida de
orina coincidente con un aumento en la presion abdominal, en ausencia de contraccion de la vejiga o de una vejiga
sobredistendida. El trastorno de incontinencia de esfuerzo puede clasificarse como hipermobilidad uretral o como
deficiencia del esfinter intrinseca. En la hipermobilidad uretral, el cuello de la vejiga y la uretra descienden durante la
tos o el esfuerzo sobre la urodinamica, y la uretra se abre con una pérdida urinaria visible (presiéon del punto de
pérdida entre 60-120 cm H,0). En la deficiencia del esfinter intrinseca, el cuello de la vejiga de abre durante el
llenado de la vejiga sin contraccion de la vejiga. La pérdida urinaria visible se observa sin que se haya realizado
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ningun esfuerzo o con un esfuerzo minimo. Se produce un descenso variable del cuello de la vejiga y de la uretra,
aunque a menudo no se produce en absoluto, y la presion del punto de pérdida es baja (<60 cm H»0) (J.G. Blaivas,
1985, Urol. Clin. N. Amer., 12:215-224; D.R. Staskin et al., 1985, Urol. Clin. N. Amer., 12:271-278).

La incontinencia de urgencia se define como la pérdida involuntaria de orina asociada con un deseo repentino y
fuerte para evacuar. Aunque las contracciones involuntarias de la vejiga pueden asociarse con trastornors
neuroldgicos también pueden producirse en individuos que parecen ser neurolégicamente normales (P. Abrams et
al., 1987, Neurol. & Urodynam., 7:403-427). Los trastornos neurolégicos habituales que estan asociados con la
incontinencia de urgencia son el ictus, la diabetes, y la esclerosis mdltiple (E.J. McGuire et al., 1981, J. Urol.,
126:205-209). La incontinencia de urgencia esta provocada por contracciones del detrusor involuntarias que también
pueden ser debidas a la inflamacién de la vejiga y una contractilidad alterada del detrusor cuando la vejiga no se
vacia por completo.

La incontinencia por rebosamiento se caracteriza por la pérdida de orina asociada con la sobredilatacion de la vejiga.
La incontinencia por rebosamiento puede ser debida a una contractilidad alterada de la vejiga o a la obstruccion de
la salida de la vejiga que conduce a la sobredilatacion y al rebosamiento. La vejiga puede ser poco activa como
resultado de trastornos neuroldgicos, tales como diabetes o lesiones en la médula espinal, o después de una cirugia
pélvica radical.

Otras causa comun y grave de la incontinencia urinaria (del tipo de urgencia y por rebosamiento) es la contractilidad
alterada de la vejiga. Este es un trastorno cada vez mas comun en la poblacion geriatrica y en pacientes con
enfermedades neuroldgicas, en especial diabetes mellitus (N.M. Resnick et al., 1989, New Engl. J. Med., 320:1-7;
M.B. Chancellor y J.G. Blaivas, 1996, Atlas of Urodynamics, Williams and Wilkins, Filadelfia, PA). Con una
contractilidad alterada, la vejiga no puede vaciar su contenido en orina; esto provoca no solo incontinencia, sino
también infeccion en el tracto urinario e insuficiencia renal. En la actualidad, los médicos no tienen mucha capacidad
para tratar la contractilidad alterada del detrusor. No existen medicaciones eficaces para mejorar la contractilidad del
detrusor. Aunque la urecolina puede aumentar ligeramente la presion intravesical, no se ha demostrado en estudios
controlados que ayude a un vaciado eficaz de la vejiga (A. Wein et al., 1980, J. Urol., 123:302). El tratamiento mas
habitual es evitar este problema con una cateterizacién intermitente o interna.

Existe una serie de modalidades de tratamiento para la incontinencia urinaria de esfuerzo. Los tratamientos actuales
que se aplican con mas frecuencia para la incontinencia de esfuerzo incluyeno los siguientes: productos
absorbentes; cateterizacion interna; pesarios, es decir, un anillo vaginal colocado para sostener el cuello de la vejiga;
y medicacion (Agency for Health Care Policy and Research, Public Health Service: Urinary Incontinence Guideline
Panel, Urinary Incontinence in Adults: Clinical Practice Guideline, AHCPR publicacion n® 92-0038. Rockville, MD,
U.S. Department of Health and Human Services, marzo de 1992; M.B. Chancellor, Evaluation and Outcome, en: The
Health of Women With Physical Disabilities: Setting a Research Agenda forthe 90’s, eds. Krotoski D.M., Nosek, M.,
Turk, M., Brooks Publishing Company, Baltimore, MD, capitulo 24, 309-332, 1996). Con respecto concretamente a la
medicacion, existen varios farmacos aprobados para el tratamiento de la incontinencia de urgencia. Sin embargo, no
existen farmacos aprobados o eficaces para la incontinencia urinaria de esfuerzo.

El ejercicio es otra modalidad de tratamiento para la incontinencia urinaria de esfuerzo. Por ejemplo, el ejercicio de
Kegel es un método habitual y popular para tratar la incontinencia de esfuerzo. El ejercicio puede ayudar a la mitad
de las personas que lo realizan cuatro veces diarias durante 3-6 meses. Aunque 50% de los pacientes indican
alguna mejoria con el ejercicio de Kegel, la tasa de curacion de la incontinencia después de los ejercicios de Kegel
sélo es del 5%. Ademas, la mayoria de los pacientes dejan de hacer el ejercicio y abandonan el protocolo porque es
muy largo y se requiere una disciplina diaria.

Otro método de tratamiento para la incontinencia urinaria es el tapén uretral. Es un nuevo tapén con forma de tapén
de corcho desechable y barato para las mujeres con incontinencia de esfuerzo. Debe utilizarse un nuevo tapon
después de cada miccion, con un coste diario calculado de aproximadamente 15-20 délares. El coste de eliminacion
anual calculado es de mas de 5.000 délares. El tapon estd asociado con mas de 20% de infecciones del tracto
urinario y, por desgracia, no cura la incontinencia.

También se emplea la estimulacion eléctrica funcional y de biorretroalimentacion utilizando una sonda vaginal para
tratar la incontinencia urinaria de urgencia y de esfuerzo. Sin embargo, estos métodos son largos y caros, y los
resultados son s6lo moderadamente mejores que el ejercicio de Kegel. Para tratar la incontinencia urinaria de
esfuerzo también se emplea la cirugia, tal como suspensiones del cuello de la vejiga laparoscopicas o a abdomen
abierto; suspensiones del cuello de la vejiga abdominales a través de la vagina; esfinter urinario artificial (un
procedimiento quirdrgico complejo y caro con una tasa de reversién del 40%).

Otros tratamientos incluyen procedimientos de inyeccion de la uretra con materiales inyectables exogenos, tales
como teflon, colageno, y grasa autloga. Cada uno de estos inyectables tiene sus desventajas. De modo mas
especifico, existen significativas dudas en la comunidad médica acerca del uso del teflon. Las complicaciones de la
inyeccion de teflén incluyen granuloma, diverticulos, quistes, y formacion de pélipos uretrales. Es mas problematica
la migracion (a través de los sistemas linfatico y vascular) de particulas de teflén hacia emplazamientos lejanos, que
producen fiebre y neumonitis.
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Las inyecciones de colageno en general emplean colageno bovino, que es caro y a menudo se reabsorbe, con lo
gue son necesarias varias inyecciones. Otra desventaja del colageno es que aproximadamente 5% de los pacientes
son alérgicos al colageno de una fuente bovina y desarrollan anticuerpos.

El injerto de grasa autol6ga como agente de carga inyectable tiene una importante desventaja, y es que la mayor
parte de la grasa inyectada se reabsorbe. Ademas, el grado y la duracion de la supervivencia de un injerto de grasa
autdloga siguen siendo controvertidos. En general se produce una reaccion inflamatoria en el sitio del implante. Las
complicaciones del injerto de grasa incluyen la reabsorcion de la grasa, nédulos, y asimetria de los tejidos.

En J. Reproductive Medicine for the Obstetrician and Gynecologist, 40, 1995, 503-506 (base de datos Embase, n° de
sumario EMB-1995233867), se indica un tratamiento quirdrgico para mujeres con incontinencia urinaria de esfuerzo
mediante el procedimiento de Ball-Burch.

En el documento US 5667778 se describe un tratamiento del reflujo vesicouretral empleando células del misculo de
la vejiga mezcladas con alginato.

A la vista de las anteriores limitaciones y complicaciones para tratar la incontinencia urinaria y la contractilidad de la
vejiga, en la técnica son necesarias modalidades nuevas y eficaces en esta area. Se proporciona una terapia de
inyeccion de células musculares empleando células derivadas del misculo modificadas de modo exclusivo como un
medio nuevo y mejor para tratar y curar diversos tipos de incontinencia, en particular la incontinencia urinaria de
esfuerzo, y para la potenciacion de la continencia urinaria. Como ventaja, la inyeccién con células derivadas del
musculo pueden ser preferiblemente aut6logas, para que no haya o haya muy pocas reacciones alérgicas, a
diferencia del uso del colageno mencionado anteriormente. Ademas, a diferencia del colageno, las células
miogénicas, tales como blastos, no son absorbidas; por tanto, pueden proporcionar una mejor tasa de curacion y
mejoria.

Los mioblastos, los precursores de las fibras musculares, son células musculares mononucleadas que se diferencian
de muchas maneras de otros tipos de células. Los mioblastos se fusionan de forma natural para formar miotubos
multinucleados postmitéticos que dan como resultado la expresiéon a largo plazo y el transporte de proteinas
bioactivas (T.A. Partridge y K.E. Davies, 1995, Brit. Med. Bulletin, 51:123-137; J. Dhawan et al., 1992, Science,
254:1509-1512; A.D. Grinnell, 1994, en: Myology, 22 edicion, eds. Engel A.G. y Armstrong C.F., McGraw-Hill, Inc.,
303-304; S. Jiao y J.A. Wolff, 1992, Brain Research, 575:143-147; H. Vandenburgh, 1996, Human Gene Therapy,
7:2195-2200). Los mioblastos se han utilizado para el transporte de genes al musculo para enfermedades
relacionadas con el muasculo, tales como la distrofia muscular de Duchenne (E. Gussoni et al., 1992, Nature,
356:435-438; J. Huard et al., 1992, Muscle & Nerve, 15:550-560; G. Karpati et al., 1993, Ann. Neurol., 34:8-17; J.P.
Tremblay et al., 1993, Cell Transplantation, 2:99-112), asi como para enfermedades no relacionadas con el muisculo,
por ejemplo, el transporte de genes de la adenosina desaminasa humana para el sindrome de deficiencia en
adenosina desaminasa (C.M. Lynch et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:1138-1142); la transferencia de
genes de la proinsulina humana para la diabetes mellitus (G.D. Simonson et al., 1996, Human Gene Therapy, 7:71-
78); la transferencia de genes para la expresién de la tirosina hidroxilasa para la enfermedad de Parkinson (S. Jiao
et al., 1993, Nature, 362:450); la transferencia y la expresion del factor IX para la hemofilia B (Y. Dai et al., 1995,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10892); el transporte de la hormona del crecimiento humana para el retraso en el
crecimiento (J. Dhawan et al., 1992, Science, 254:1509-1512).

El uso de mioblastos para tratar la degeneracion muscular, para reparar tejido dafiado o para tratar una enfermedad
se describe en las patentes de EEUU n° 5.130.141 y 5.538.722. Ademas, el transplante de mioblastos se ha
empleado para la reparacion de la disfuncién miocéardica (S.W. Robinson et al., 1995, Cell Transplantation, 5:77-91;
C.E. Murry et al., 1996, J. Clin. Invest., 98:2512-2523; S. Gojo et al., 1996, Cell Transplantation, 5:581-584; A.
Zibaitis et al., 1994, Transplantation Proceedings, 26:3294).

El éxido nitrico (NO) se ha reconocido como un transmisor importante en la funcién del tracto genitourinario. EI NO
media en la relajacion del musculo liso y también es la clave para conseguir la ereccién. En fechas recientes, se ha
demostrado la presencia de 6xido nitrico sintasa constitutiva e inducible (NOS o iNOS) en el urotelio, la pared de la
vejiga y de la uretra. Los pacientes que tienen inflamacion de vejiga y cistitis intesticial tienen deficiencia en el NO
urinario (M.A. Wheeler et al., 1997, J. Urol., 158(6):2045-2050; S.D. Smith et al., 1997, J. Urol., 158(3, punto 1):703-
708). Ademas, los pacientes con cistitis intersticial mejoran sus sintomas urinarios y aumentan la produccion de NO
urinario cuando se tratan con L-arginina oral (M.A. Wheeler et al., 1997, J. Urol., 158(6):2045-2050). Pruebas
recientes han demostrado que la relajacion del masculo liso uretral esta mediada por la liberacion de NO, y que el
NO también media en la relajacion del misculo liso de la préstata (H. Kakizaki et al., 1997, Am. J. Phys., 272:R1647-
1656; A.L. Bumett, 1995, Urology, 45:1071-1083; M. Takeda et al., 1995, Urology, 45:440-446; W. Bloch et al., 1997,
Prostate, 33:1-8).

Sumario de la invencion
La presente invencion es la siguiente:

1. Mioblastos aut6logos para su uso en la reparacion del masculo del esfinter urinario in vivo;
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2. Mioblastos autélogos segun 1., en los que dichos mioblastos se introducen en una cantidad eficaz para mejorar la
incontinencia urinaria de esfuerzo;

3. Mioblastos autélogos segun cualquiera de 1. o 2., en los que los mioblastos comprenden un medio
fisiologicamente aceptable;

4. Mioblastos aut()lo%os segun cualquiera de 1. a 3., en los que los mioblastos se introducen en una cantidad de
aproximadamente 10° a 10° células por cm® de tejido para ser tratado en un medio fisiol6gicamente aceptable;

5. Mioblastos autdélogos segun cualquiera de 1. a 4., en los que los mioblastos se ponen en contacto con una
citoquina o un factor del crecimiento seleccionado de uno o méas de factor del crecimiento de fibroblastos (b-FGF),
factor del crecimiento de tipo insulinico (IGF), o factor del crecimiento nervioso (NGF), antes de introducir dichos
mioblastos en el receptor.

Descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos de las figuras se presentan para describir mas a fondo la invencion y la descripcion
acompafante, y para ayudar a su entendimiento aclarando sus diversos aspectos.

Las figuras 1A-1l presentan andlisis de microscopia 6ptica y de fluorescencia de tejido del cuello uretral y de la
uretra que demuestran la persistencia de mioblastos inyectados que portan el gen de la B-galactosidasa y que
producen B-galatosidasa, es decir, lacZ (manchas azules) y microesferas de latex fluorescentes (verde fluorescente).
Se muestra un aumento creciente (de 40x a 100x) del mismo especimen; las figuras 1A, 1D y 1G tienen el aumento
menor, y las figuras 1C, 1F y 1l tienen el aumento mayor. Las figuras 1A-1C representan una inyeccion de
mioblastos en el cuello de la vejiga. Las figuras 1D-1F representan una inyeccion de mioblastos uretral. Las figuras
1G-1I representa una inyeccién de mioblastos uretral empleando una técnica de tincion doble, en la que puede
visualizarse el marcaje con lacZ (azul) y con microesferas de latex fluorescentes (verde fluorescente). Se observan
muchas miofibras regenerativas que expresan la p-galactosidasa en la pared del cuello de la vejiga y uretral.
Aparecen grandes patrones desorganizados de miofibras mezcladas con microesferas de latex fluorescentes. Se
empled la tincién del tejido con hematoxilina-eosina (H y E).

La figura 2 muestra un aumento grande (es decir, 100x) de una inyeccion de mioblastos en la pared uretral tal como
se muestra en la figura 1. Se observan mioblastos transducidos, miotubos y miofibras que expresan la pB-
galactosidasa (color azul, flechas) en la pared uretral cerca del epitelio uretral (cabezas de flecha). Se empleo la
tincion del tejido con Hy E.

Las figuras 3A-3F muestran los resultados de transducir mioblastos frente a células sinoviales in vitro (ejemplo 9).
Las células sinoviales (figura 3A, 3B) y los mioblastos (figuras 3C, 3D) proceden de lineas celulares cultivadas.
Ambas lineas celulares se infectaron con un vector adenovirico que porta el gen indicador LacZ utilizando una
multiplicidad de infeccién similar (MOI = 25). La expresion de B-galactosidasa por ambos tipos celulares se observé
empleando una histoquimica de LacZ a los 2 dias (figuras 3A, 3C) y a los 6 dias (figuras 3B, 3D) después de la
infeccion. Se demostré que los mioblastos transducidos conservaban su capacidad para diferenciarse en miotubos
gque expresan B-galactosidasa (figura 3D). La inmunofluorescencia de desmina de los cultivos de mioblastos indica
la presencia de mudltiples miotubos largos plurinucleados cuando los mioblastos son capaces de diferenciarse
utilizando un medio de fusion (figura 3E). Se cuantificé la cantidad de produccion de B-galactosidasa por los cuatro
cultivos celulares diferentes a los dos dias después de infeccion utilizando el ensayo de lacZ. Los mioblastos
inmortalizados produjeron casi 5 veces mas B-galactosidasa que los mioblastos primarios, las células sinoviales
primarias y las células sinoviales inmortalizadas. Aumentos A-E: 10x.

La figura 4 muestra la produccién de proteina agonista del receptor de interleuquina-1 (IRAP) (ng/ml/lO6 células
segun se mide mediante ELISA) después de que se utilizasen células sinoviales (sin) o mioblastos (mio)
transducidos con un vector adenovirico que porta el gen que codifica IRAP (ad-IRAP) para infectar una articulacién
de conejo.

Las figuras 5A-5D muestran los resultados de la transferencia de genes ex vivo mediada por mioblastos hacia el
menisco de conejo. Los mioblastos transducidos con un vector adenovirico que porta el gen que codifica la -
galactosidasa (LacZ) se inyectaron en menisco de conejo. Las figuras 5A y 5B muestran la expresion de LacZ en el
menisco después de la inyeccion y la expresion de p-galactosidasa. La figura 5C demuestra que la tinciéon de LacZ
esta colocalizada con las microesferas de latex fluorescentes en el area inyectada. La figura 5D muestra la
expresion de desmina, un marcador miogénico (fluorescencia verde) que demuestra la presencia de células
musculares en el menisco.

Las figuras 6A-6D muestran los resultados de la transferencia de genes ex vivo mediada por mioblastos hacia el
ligamento de conejo. Los mioblastos transducidos con un vector adenovirico que porta el gen que codifica la -
galactosidasa (LacZ) se inyectaron en ligamento de conejo. Las figuras 6A y 6B muestran la expresion de LacZ en
el ligamento después de la inyeccién y la expresion de B-galactosidasa. La figura 6C demuestra que la tincion de
LacZ esta colocalizada con las microesferas de latex fluorescentes en el area inyectada. La figura 6D muestra la
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expresion de desmina, un marcador miogénico (fluorescencia verde) que demuestra la presencia de células
musculares en el menisco.

Las figuras 7A-7H muestran la caracterizacion de la supervivencia de diferentes poblaciones de células derivadas
del muasculo después del transplante en musculo esquelético. La inyeccion de las células derivadas del musculo
obtenidas después del precultivo n® 1 se perdié rapidamente a las 48 horas después de la inyeccién (figura 7A): en
el musculo inyectado solo se midié 7% de la expresion del transgén LacZ presente en la preinyeccion de mioblastos.
Las células aisladas del precultivo n°® 2 (figura 7E) produjeron 55% de pérdida de mioblastos; el precultivo n° 3
(figura 7B) una pérdida del 12%; y el precultivo n° 6 (figura 7F) una ganancia del 124% en el nivel de expresion del
transgén presente en las células antes del transplante. Se observo una pérdida del 96% de la poblacién pura de
mioblastos aislados de miofibras a las 48 horas después del transplante (Fibras de mioblastos, FMb, figura 7C). De
modo similar, la linea celular de mioblastos mdx inmortalizados muestra una pérdida de células después del
transplante: se observd 93% del nivel de expresion del transgén presente en el cultivo celular después de la
implantacion a los dos dias después de la inyeccion (Linea celular Mdx, figura 7G). El PP (precultivo) n® 3y PP n° 6
(figuras 7D y 7H) muestran una mejor supervivencia de las células a los dos dias después de la inyeccién, pero se
observo una disminucion en la cantidad del gen indicador LacZ en el musculo inyectado a los 5 dias después de la
inyeccion. Sin embargo, las células que muestran una mejor supervivencia (PP n® 3 y PP n° 6) siguen presentando
un mayor nivel de transferencia génica a los 5 dias después de la inyeccion. “*” indica una diferencia significativa (P
< 0,05) cuando se compara con mioblastos no inyectados transducidos (0 horas).

Las figuras 8A-8D muestran la capacidad de los mioblastos modificados que expresan la sustancia antiinflamatoria
IRAP para evitar la poca supervivencia de las células inyectadas. La supervivencia de los mioblastos modificados
para expresar la proteina antagonista del receptor de interleuquina-1 (IL-1Ra) (figura 8B) se compar6 con las
células control no modificadas (figura 8A). Las células no modificadas se perdieron rapidamente a las 48 horas
después de la inyeccién (mioblastos control). Por contraste, las células modificadas para que expresasen IL-1Ra
redujeron significativamente la pérdida temprana de las células inyectadas (mioblastos que expresan IL-1Ra): sélo
20% de las células inyectadas se perdieron a las 48 horas después de la inyeccién. Sin embargo, se observo una
reduccion significativa en la cantidad de expresion de B-galactosidasa a las 24 horas después de la inyeccion,
comparado con los mioblastos no inyectados. Un alto nimero de miofibras transducidas persistié entre el dia 2 y el
dia 5 después de la inyeccion (figuras 8C, 8D). La ausencia de una diferencia significativa para ambas poblaciones
de células a las 0 y 0,5 horas después de la inyeccion sugiere que la pérdida de mioblastos fue minima durante la
inyeccion. “*" indica una diferencia significativa (P < 0,05) cuando se compara con mioblastos no inyectados
transducidos (0 horas).

La figura 9 presenta los niveles de actividad fosfatasa alcalina (ALP), U/l, después de que diversas poblaciones de
células derivadas del muasculo (ppl-pp6) fueran estimuladas con la proteina osteogénica BMP-2, t = 30 minutos. Los
tipos celulares son células estromaticas (control) y células precultivadas (pp) n° 1, 2, 3, 5 y 6 segun se describe. El
PP n° 6 se corresponde con BMP-2 que produce fosfatasa alcalina de una manera dependiente de la dosis y a un
nivel similar al observado con células estrométicas (SC).

La figura 10 presenta el porcentaje de células positivas a desmina después de un nimero diferente de dosis (100
ng/ml) de BMP-2. Se observo que la estimulacion del BMP-2 no sélo aumenta el nivel de expresion de la fosfatasa
alcalina por las células derivadas del musculo, sino que también disminuye el nimero de células positivas a desmina
en la poblacion de células derivadas del musculo.

La figura 11 demuestra que células derivadas del musculos inyectadas (PP n° 6) estimuladas con BMP-2 e
insertadas en un dispositivo de inmunoaislamiento Theracyte (descrito en el ejemplo 1) que se implanté de modo
subcutaneo, son capaces de participar en la formacién de hueso segun se observa mediante tincion de von Kossa
(mineralizacion) y de hematoxilina/eosina. Estos resultados sugieren que las células derivadas del musculo son
capaces de formar hueso.

La figura 12 muestra una representacion esquematica de la construccion de un plasmido lanzadera para construir
un virus adenoasociado para transportar la expresion de IGF-1 (lesiones musculares), VEGF (curacién del hueso y
del cartilago) y BMP-2 (curacion del hueso y del cartilago). Este plasmido lanzadera, denominado pXX-UF1, se
emplea para construir un virus adenoasociado.

La figura 13 muestra los resultados del uso de una biopsia de musculo para la curacion del cartilago. En los cuadros
mostrados en la figura 13, se observa que la biopsia de musculo encierra un defecto en el cartilago a las 3 semanas
después de la inyeccion, y que la formacién de musculo y cartilago es evidente. Por tanto, la biopsia de musculo
puede utilizarse como andamiaje biolégico para transportar factores del crecimiento, asi como fuente de células
derivadas del musculo pluripotenciales para mejorar la curacion de un defecto en el cartilago. En esta figura, “M”
representa misculo, mientras que “C” representa cartilago.

Las figuras 14A-14C muestran los resultados de la transferencia de genes ex vivo mediada por mioblastos hacia
cartilago de conejo. Los mioblastos transducidos con un vector adenovirico que porta el gen que codifica la B-
galactosidasa (LacZ) se inyectaron en cartilago de conejo. Las figuras 14A y 14B muestran la expresion de
desmina, un marcador miogénico (fluorescencia verde), que revela la presencia de células musculares en el
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cartilago. La figura 14C muestra la expresién de pB-galactosidasa en el cartilago inyectado con mioblastos
transducidos con adenovirus que transportan la expresion de B-galactosidasa.

Las figuras 15A-15C muestran los resultados de la inyeccion de células derivadas del misculo primarias hacia el
tracto urinario inferior (ejemplo 4). Los mioblastos transducidos con un vector adenovirico que porta el gen que
codifica la B-galactosidasa (LacZ) se inyectaron en vejiga y uretra de raton. La figura 15A muestra la persistencia de
seis meses después de la inyeccion sin dafios en la pared de la vejiga. La figura 15B muestra los ensayos que
indican que la B-galactosidasa en la vejiga inyectada se mantiene en aproximadamente 66% después de 70 dias. La
figura 15C muestra la seccion transversal de una uretra de rata. La inyeccion de células derivadas del musculo de
rata primarias produce un gran efecto de relleno en la pared de la uretra.

Descripcion detallada de lainvencién

En la presente se describen células derivadas del masculo genéticamente modificadas que contienen al menos un
acido nucleico heterélogo (es decir, exdgeno a las células musculares) que codifica un producto génico deseado, tal
como una proteina, un polipéptido, un péptido, una hormona, un metabolito, una enzima, o un factor trofico,
incluyendo citoquinas, en las que el producto o productos génicos se expresan de una manera sostenida en las
células, y son transportados terapéuticamente por las células modificadas hacia un sitio de tejidos u 6rganos para
estimular la curacion después de una lesion, o para remediar una disfuncién localizada de un 6érgano o un tejido. Los
tejidos y los érganos adecuados para el transporte de genes mediado por células derivadas del masculo incluyen el
sistema musculoesquelético (por ejemplo, articulaciones), hueso, y sistema urogenital (por ejemplo, uretra, vejiga,
esfinter).

La presente descripcién proporciona células derivadas del musculo genéticamente modificadas, por ejemplo,
mioblastos, para mejorar y expandir el tratamiento de varios tipos de disfunciones de la vejiga, incluyendo la
contractilidad alterada de la vejiga. La presente descripciéon proporciona, por primera vez, el uso de células del
musculo esquelético para la reparacién de la disfuncion del musculo liso del tracto urinario.

La presente descripcion proporciona también un revolucionario tratamiento nuevo para la incontinencia urinaria
provocada por una alteracion o una disfuncion de la vejiga y de la uretra. Las mujeres y los hombres que padecen de
incontinencia urinaria son tratados utilizando una inyeccion de células derivadas del musculo autélogas (es decir,
tales como mioblastos, recolectados del paciente) para construir y sostener al esfinter urinario. La presente
descripcién se refiere a células derivadas del musculo inyectadas en la pared de la vejiga como técnica de
mioplastia celular para mejora la contratilidad del detrusor, y se refiere a la expresion mediada por células derivadas
del musculo de la 6xido nitrico sintasa (NOS) como terapia génica para el tratamiento de la disfuncién del tracto
urinario inferior.

Son adecuadas una serie de células derivadas del mlsculo o miogénicas. Los ejemplos no limitantes de estas
células incluyen mioblastos, fibroblastos, adipocitos y células precursoras derivadas del masculo que residen en el
tejido muscular. También se incluyen mioblastos esqueléticos del musculo esquelético, en particular para el uso en
la reparacion de la disfuncion del musculo liso en el tracto urinario. Las células derivadas del musculo son capaces
de transportar genes no soélo al masculo esquelético y liso, sino también al hueso, cartilago, ligamentos y menisco.

Las células derivadas del musculo, que incluyen mioblastos, pueden ser células primarias, células cultivadas, o
clonadas. Pueden ser histocompatibles (autélogas) o no histocompatibles (alogeneicas) con el receptor, que incluye
a seres humanos. Estas células se modifican genéticamente para que porten genes especificos que codifican
productos génicos y/o productos de farmaco concretos, y pueden actuar como sistemas de transporte local a largo
plazo para una diversidad de tratamientos, por ejemplo, para el tratamiento de enfermedades y patologias tales
como el cancer de vejiga, el rechazo de transplantes, los transtornos neurogénicos de la vejiga, por ejemplo, los que
aparecen como resultado de la diabetes mellitus, y para la regeneracion de mudsculos y nervios.

Se prefieren los mioblastos y las células precursoras derivadas del musculo, y se prefieren ain mas los mioblastos y
las células precursoras derivadas del misculo autélogos que no seran reconocidas como extrafios por el receptor. A
este respecto, los mioblastos utilizados para la transferencia o el transporte de genes mediado por células
presentaran correspondencia con el locus de histocompatibilidad mayor (MHC o HLA en seres humanos). Estas
células con MHC o HLA correspondiente pueden ser aut6logas. Como alternativa, las células pueden proceder de
una persona que tenga el mismo perfil de antigenos de MHC o HLA, o un perfil similar. El paciente también puede
hacerse tolerante a los antigenos de MHC alogeneicos. También se contempla el uso de células que carecen de
antigenos de MHC de clase | y/o Il, seguin se describe en la patente de EEUU n° 5.538.722.

Los mioblastos, las células musculares mononucleadas, son exclusivamente diferentes de otras células del cuerpo
por una serie de razones: 1) los mioblastos se diferencian naturalmente para formar tbulos de musculo capaces de
la contraccion muscular; 2) cuando los mioblastos se fusionan para forma miotubos, estas células se convierten en
postmitéticas (detienen su divisiéon) con la maduracion, permitiendo asi el control del nimero y de la cantidad de
mioblastos por inyeccién; y 3) como miotubos, las células expresan grandes cantidades de proteina que se produce
en las células debido a la multinucleacion.
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Las células derivadas del musculo, incluyendo los mioblastos, pueden modificarse genéticamente mediante una
diversidad de técnicas y métodos moleculares conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, transfeccion,
infeccion, o transduccién. La transduccion, tal como se emplea en la presente, se refiere a células que se han
modificado genéticamente para que contengan un gen extrafio o heter6logo mediante la introduccion de un vector
virico en las células. Las células derivadas del muasculo, incluyendo los mioblastos, pueden ser transducidas por
diferentes vectores viricos y, asi, puede actuar como vehiculos de transporte de genes para transferir proteinas
expresadas hacia el musculo.

Aunque se prefieren los vectores viricos, los expertos en la técnica apreciaran que la modificacién genética de
células para que contengan secuencias de acidos nucleicos que codifiquen proteinas o polipéptidos deseados,
citoquinas y similares, puede realizarse mediante métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, segun se describe
en la patente de EEUU n° 5.538.722, que incluyen la fusién, la transfeccion, la lipofeccion mediada por el uso de
liposomas, la electroporacion, la precipitacion con DEAE-dextrano o fosfato de calcio, el bombardeo de particulas
(biolistica) con particulas revestidas con acidos nucleicos (por ejemplo, particulas de oro), la microinyeccion, y
similares.

La presente descripcion también se refiere a vehiculos o construcciones de vectores para introducir un acido
nucleico (ADN o ARN) heterdlogo (es decir, extrafio), o0 un segmento de un acido nucleico que codifique un producto
bioactivo funcional, en células derivadas del masculo, en los que los vectores comprenden una secuencia de &cido
nucleico que se lee en la fase correcta para la expresion. Estos vectores o vehiculos, por supuesto, poseen una
secuencia de promotor, colocada de forma ventajosa cadena arriba de la secuencia que se va a expresar. Los
vectores también pueden contener, opcionalmente, uno o mas genes marcadores expresables para la expresion
como una indicacion del éxito de la transfeccion y de la expresién de las secuencias de acidos nucleicos contenidas
en el vector. Para asegurar la expresion, los vectores contienen una secuencia de promotor para la unién de las
ARN polimerasas celulares apropiadas, que dependera de la célula en la que se introduce el vector. Por ejemplo, el
promotor para la expresion en células derivadas del muasculo, tales como mioblastos, es una secuencia de promotor
con la cual se unirdn las ARN polimerasas celulares.

Los ejemplos ilustrativos de vehiculos o construcciones de vectores para la transfeccién o la infeccion de células
derivadas del musculo incluyen vectores viricos defectuosos para la replicacion, vectores de virus de ADN o virus de
ARN (retrovirus), tales como vectores adenoviricos, del virus del herpes simplex y vectores viricos adenoasociados.
Los vectores de virus adenoasociados son monocatenarios y permiten el transporte eficaz de multiples copias del
acido nucleico al nucleo de la células. Se prefieren los vectores adenoviricos. Los vectores normalmente estaran
sustancialmente exentos de cualquier ADN procariota y pueden comprender una serie de secuencias de acidos
nucleicos funcionales diferentes. Un ejemplo de dichas secuencias funcionales puede ser una region de ADN que
comprenda secuencias de inicio de la transcripcion y la traduccién, y secuencias reguladoras de la terminacion,
incluyendo promotores (por ejemplo, promotores fuertes, promotores inducibles y similares) y potenciadores que son
activos en las células musculares. También se incluye como parte de las secuencias funcionales un marco de
lectura abierto que codifica una proteina de interés, y también puede comprender secuencias flanqueantes para la
integracion dirigida al sitio. Como ejemplo concreto, en algunas situaciones, la secuencia 5'-flanqueante permitira la
recombinacion homoéloga, cambiando asi la naturaleza de la regién de inicio de la transcripcion, para proporcionar
una transcripcién inducible o no inducible para aumentar o disminuir el nivel de la transcripcion, por ejemplo.

En general, el acido nucleico deseado que va a ser expresado por la célula derivada del misculo es el de un gen
estructural, o un fragmento funcional, un segmento o una porcién del gen, que es heter6logo con la célula derivada
del musculo y que codifica un producto de proteina o polipéptido deseado, por ejemplo. El producto codificado y
expresado puede ser intracelular, es decir, se queda en el citoplasma, en el nicleo o en un organulo de la célula, o
puede ser segregado por la célula. Para la secrecion, puede conservarse la secuencia sefal natural presente en el
gen estructural, o puede utilizarse una secuencia sefial que no esté presente de modo natural en el gen estructural.
Cuando el polipéptido o el péptido es un fragmento de una proteina que es mas grande, puede proporcionarse una
secuencia sefial de modo que, tras la secrecion y el procesaminto en el sitio de procesamiento, la proteina deseada
tendra la secuencia natural. Los ejemplos mas especificos de genes de interés para su uso segun la presente
invencion incluyen los genes que codifican la o6xido nitrico sintasa; factores tréficos, incluyendo factores del
crecimiento y citoquinas, tales como los factores del crecimiento de fibroblastos basico y acido (bFGF y aFGF), el
factor del crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina, el factor
del crecimiento de tipo insulinico (IGF), el factor del crecimiento transformante-alfa (TGF-a), el factor del crecimiento
transformante-beta (TGF-B), el factor del crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y similares; hormonas;
productos metabdlicos, en general de bajo peso molecular; productos difundibles; proteinas séricas; proteinas
osteogénicas, por ejemplo, BMP-2.

Tal como se menciond anteriormente, puede estar presente un marcador para la seleccion de células que contengan
la construccion del vector. EI marcador puede ser un gen inducible o no inducible y en general permitird una
seleccién positiva bajo induccion, o sin induccion, respectivamente. Los ejemplos de genes marcadores incluyen
neomicina, dihidrofolato reductasa, LacZ, y similares.

El vector empleado en general también incluira un origen de la replicacién y otros genes que son necesarios para la
replicaciéon en las células hospedantes, segun los emplean de forma habitual los expertos en la técnica. Como

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2419029 T3

ejemplo, puede incluirse como parte de la construccién un sistema de replicacion que comprenda el origen de la
replicacién y cualquier proteina asociada con la replicacion codificada por un virus concreto. Como advertencia, el
sistema de replicacion debe seleccionarse de modo que los genes que codifican los productos necesarios para la
replicacién no transformen, en dltimo término, a las células derivadas del musculo. Estos sistemas de replicacion
pueden ser representados por el adenovirus defectuoso en la replicacion construido segin se describe en G. Acsadi
et al., 1994, Human Mol. Genetics, 3(4):579-584, y por el virus de Epstein-Barr. Los ejemplos de vectores
defectuosos en la replicacién, en particular vectores retroviricos que son defectuosos en la replicacion, son BAG,
descrito por Price et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci., 84:156; y Sanes et al., 1986, EMBO J., 5:3133. Se entendera
que la construccion del gen final puede contener uno o mas genes de interés, por ejemplo, un gen que codifique una
molécula metabolica bioactiva, por ejemplo, NOS, iINOS, o NO, y un gen que codifica una citoquina, por ejemplo,
bFGF, junto con las secuencias que permiten la expresién y la produccién apropiadas de los productos génicos por
las células modificadas. Ademas, puede emplearse ADNc, ADN producido de modo sintético o ADN cromosomico
utilizando métodos y protocolos conocidos y practicados por los expertos en la técnica.

Si se desea, pueden emplearse vectores viricos defectuosos en la replicacion infecciosos para modificar
genéticamente las células antes de la inyeccién in vivo de la células. A este respecto, los vectores pueden
introducirse en células productoras de retrovirus para la encapsulacion anfotréfica. La expansion natural de las
células derivadas del musculo, tales como mioblastos, hacia regiones adyacentes obvia un gran nimero de
inyecciones en las fibras musculares del sitio o sitios de interés.

Las células derivadas del masculo pueden transducirse con un &cido nucleico que codifique un producto génico
concreto, por ejemplo, un gen que codifique la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). Las células derivadas del
musculo transducidas, que contienen, expresan y producen el producto de iNOS, se emplean en el transplante
mediado por células o en técnicas de terapia génica para el tratamiento de disfunciones del tracto genitourinario. Los
ejemplos de disfunciones del tracto urinario inferior incluyen, pero no se limitan a disfunciéon eréctil del pene,
enfermedad de Peyronie del pene; disfunciones de la uretra, tales como incontinencia urinaria de esfuerzo,
obstruccion de la salida de la vejiga, uretritis, evacuacién disfuncional; disfunciones de la vejiga, tales como
alteracion de la contractilidad de la vejiga, vejiga neurogénica, cistitis y enfermedad inflamatoria de la vejiga; y
disfuncion de los 6rganos sexuales y reproductivos femeninos, tales como la vagina, el cuello del Gtero, el utero, las
trompas de Falopio y los ovarios.

También pueden cotransducirse las mismas u otras células derivadas del musculo con un &acido nucleico heterélogo
gue codifique factores troficos cuya expresion y produccion por las células derivadas del masculo ayuda a realizar
y/o potenciar los usos terapéuticos de las células derivadas del muisculo transducidas en una terapia génica mediada
por células. Se emplean preferiblemente factores tréficos tales como citoquinas. De modo mas especifico, las
citoquinas utiles incluyen las que se presentaron anteriormente en la presente, entra las cuales se encuentran el
factor del crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), el factor del crecimiento nervioso (NGF) y las interleuquinas,
tales como IL-1 e IL-6.

Las células derivadas del musculo modificadas para que contengan un acido nucleico que codifique uno o mas
factores troficos pueden administrarse como tratamiento al mismo tiempo que las células derivadas del musculo que
contienen un &cido nucleico que codifica una proteina terapéutica o una molécula bioactiva, tal como una proteina,
un polipéptido, un péptido, una hormona, un metabolito, un farmaco, una enzima y similares. Como alternativa, las
células derivadas del musculo modificadas para que expresen factores tréficos pueden administrarse en un
momento anterior o posterior, dependiendo del tipo de tratamiento deseado.

En general, una inyeccion de células derivadas del masculo genéticamente modificadas, que incluyen mioblastos y
células precursoras derivadas del musculo, en un tejido o un sitio de lesién concretos comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de células en disolucion o suspension, preferiblemente de aproximadamente 10° a 10°
células por cm?® de tejido que se va a tratar, en un medio fisiologicamente aceptable, tal como disolucion salina o
disolucidn salina tamponada con fosfato, y similares.

Se contempla el transporte de genes ex vivo hacia células y tejidos de un hospedante mamifero receptor, incluyendo
seres humanos, mediante el uso de células derivadas del muasculo, por ejemplo, mioblastos, que se han transducido
viricamente utilizando un vector adenovirico modificado para que contenga un gen heterélogo que codifique un
producto génico deseado. Esta estrategia ex vivo proporciona la ventaja de una transferencia eficaz de genes viricos
que, en los casos de tratamientos de defectos y disfunciones musculares, tal como se describe en la presente, es
mejor para estrategias de transferencia directa de genes. El procedimiento ex vivo implica el establecimiento de un
cultivo primario de celulas derivadas del musculo procedentes de células aisladas de tejido muscular. La biopsia
muscular que actta como fuente de células derivadas del misculo puede obtenerse de un sitio lesionado o de otra
area que pueda proporcionar con mas facilidad un cirujano clinico.

Las células derivadas del misculo primero se infectan con vectores viricos modificados que contienen al menos un
gen heterélogo que codifica un producto génico deseado, y después se inyectan en el mismo hospedante. En el
caso de mioblastos como ejemplo, las células derivadas del musculo isogénicas transducidas inyectadas después se
fusionan para formar miotubos en el sitio de la inyeccién o cerca. El producto génico deseado es expresado por las
células inyectadas que, asi, introducen el producto génico en el tejido inyectado, por ejemplo, musculo. Los
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productos génicos introducidos pueden estimular y potenciar la regeneracion muscular y la fuerza muscular in vivo
para mejorar la curacion del musculo después de lesiones.

Se emplea la inyeccién de células derivadas del musculo, preferiblemente una inyeccion de mioblastos autélogos, en
la pared uretral como tratamiento para la incontinencia urinaria de esfuerzo para potenciar, mejorar y/o reparar el
esfinter urinario. Las células derivadas del musculo, preferiblemente mioblastos, que portan uno o mas acidos
nucleicos heterdlogos transducidos o transfectados que codifican una molécula bioactiva y/o un factor tréfico, se
inyectan en la pared uretral, y sobreviven y se diferencia en miofibras para mejorar la funciéon del esfinter. La
viabilidad y la supervivencia de la inyeccén de mioblastos en la pared uretral se demuestra en el ejemplo 2. Las
inyecciones de células derivadas del musculo autélogas (es decir, células derivadas del musculo recolectadas de un
paciente con incontinencia de esfuerzo concreto y cultivadas para este) pueden utilizarse como agente no alergénico
para rellenar la pared uretral, potenciando asi la coaptacion y mejorando el musculo del esfinter urinario.

Las células derivadas del muasculo pueden inyectarse en la pared de la vejiga para mejorar la contractilidad del
detrusor. Las células derivadas del musculo, tales como mioblastos y células precursoras derivadas del musculo,
inyectadas en la pared de la vejiga son capaces de sobrevivir y diferenciarse en miofibras que pueden potenciar la
contractilidad del detrusor, segin se muestra en el ejemplo 3. Ademas, las células derivadas del mdsculo que han
sido genéticamente modificadas para que porten un gen extrafio expresan el producto génico extrafio después de la
inyeccion en la pared de la vejiga.

Las células derivadas del musculo autélogas administradas directamente a la vejiga y a la uretra muestran una
supervivencia a largo plazo. El uso de una terapia génica mediada por células que implique a células derivadas del
musculo genéticamente modificadas resulta ventajoso frente al uso de otras formas de terapia génica, es decir,
terapias génicas que implican la administracion directa de virus o vectores plasmidicos, por ejemplo. Como ejemplo,
el tipo de célula derivada del musculo puede contribuir a la supervivencia de las células inyectadas después del
transplante. A este respecto, pueden recolectarse mioblastos primarios autélogos y los mioblastos cultivados pueden
conservarse y utilizarse en cantidades suficientes para realizar repetidas inyecciones en la uretra y la vejiga. Una
inyeccion de mioblastos autolégos da como resultado una supervivencia a largo plazo segura y no inmunogénica de
las miofibras en el tracto urinario inferior (véase el ejemplo 4 y las figuras 15A-15C).

La terapia génica mediada por células derivadas del musculo también incluye células derivadas del musculo, por
ejemplo, mioblastos, transducidas con un vector adenovirico que porta el gen bFGF, permitiendo con ello la
expresion de bFGF por las células derivadas del misculo transducidas en un tejido concreto. Las células derivadas
del masculo modificadas con bFGF se inyectan en la uretra para tratar la incontinencia de esfuerzo y también en la
pared de la vejiga para mejorar la contractilidad del detrusor. La inyeccion de células derivadas del musculo
modificadas con bFGF permite una mejora en la supervivencia y la funcién frente a células derivadas del mdsculo no
modificadas. Después de realizar experimentos a corto plazo se llevaron a cabo experimentos a largo plazo
utilizando una inyeccion de mioblastos primarios autélogos-bFGF en la vejiga y la uretra a los 4, 14 y 30 dias, segun
se describe en el ejemplo 6. La terapia génica mediada por células que emplea mioblastos transducidos que
segregan el factor tréfico bFGF proporciona un mayor éxito para solucionar las disfunciones en la uretra y la vejiga,
comparado con mioblastos que no segregan bFGF.

Pueden introducirse vectores adenoviricos que portan el gen de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) en células
derivadas del musculo, y las células transducidas resultantes pueden emplearse en una terapia génica mediada por
células. Cuando estas células derivadas del musculo transducidas se administran de modo local a la uretra y a la
vejiga se producen unas extraordinarias modificaciones funcionales, por ejemplo, una disminucion en la inflamacién
de la vejiga y una mejora en la relajacion uretral (véase el ejemplo 7). La terapia génica mediada por células
derivadas del misculo modificadas con iINOS en la vejiga proporciona una disminucion de la inflamacién de la vejiga.
Ademas, una inyeccién de mioblastos modificados con iINOS en la uretra ha demostrado ser til para disminuir la
obstruccion de la salina uertral. Una terapia génica mediada por mioblastos-iINOS produce un aumento en la
produccién local de NO en el tejido inyectado. Una terapia génica con iNOS en la vejiga también disminuye la
respuesta inflamatoria de la vejiga inducida por ciclofosfamida (CYP). Una terapia génica con iNOS en la uretra
también induce la relajacion sostenida del muasculo liso uretral, segun se describe en el ejemplo 7.

El uso de una transferencia de genes mediada por células derivadas del muisculo hacia el sistema
musculoesquelético, tal como las articulaciones, ofrece numerosas ventajas. Una biopsia de mdsculo para el
aislamiento de células derivadas del musculo, por ejemplo, mioblastos, para su uso como vehiculos de transporte de
genes es mucho mas facil y menos invasiva que, por ejemplo, una biopsia de la capsula sinovial quirirgica para el
aislamiento de células sinoviales. En una biopsia de muisculo, una pequefia area de tejido muscular generalmente
contiene suficientes células miogénicas para producir con rapidez millones de células derivadas del muasculo en
cultivo. Para los mioblastos, después de aislar y cultivar las células, resulta facil distinguir los mioblastos puros de
otros tipos celulares, puesto que los mioblastos se fusionan para formarn miotubos alargados in vitro. Ademas,
puede utilizarse la desmina, una proteina marcadora especifica miogénica, para determinar el indice de
miogenicidad del cultivo celular sin que sea necesaria una diferenciacion. Por contraste, debido a que las células
sinoviales son mas dificiles de distinguir de otros tipos celulares, la obtencién de un cultivo de células sinoviales puro
resulta problematico para el tratamiento de enfermedades o disfunciones musculares.
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Ademas, antes de la fusion, los mioblastos son transducidos con cinco veces mas eficacia que las células sinoviales
empleando el mismo nimero de particulas adenoviricas por células in vitro. La diferenciacion de los mioblastos
transducidos en miotubos aumenta el nivel de expresién génica en las miofibras y los miotubos diferenciados. Una
de las ventajas principales de los mioblastos frente a otros tipos celulares, tales como las células sinoviales, es la
capacidad de los mioblastos para fusionarse y convertirse en una célula postmitética diferenciada, que puede
expresar de forma persistente un nivel alto de un producto génico exégeno. De hecho, la expresién génica mediada
por los mioblastos persiste durante al menos 35 dias en la articulacién. Esto permite la expresion y la produccion
persistente y eficaz de cualquier proteina de interés en la articulacion.

Ademas, los mioblastos transducidos con vectores adenoviricos que portan el gen que codifica la proteina agonista
del receptor de interleuquina-1 (IRAP) producen nueve veces mas IRAP, segln se mide mediante ELISA, que una
infeccién por células sinoviales transducidas de modo similar. Los resultados indican que los mioblastos estan
introduciendo mas proteina después de la transferencia génica en el revestimiento sinovial de la articulacion de la
rodilla adyacente a la zona patelar (figura 4).

Ademas, se ha demostrado que los mioblastos sobreviven en las articulaciones articulares (rodilla) de recién nacidos
y adultos en modelos animales. Estos mioblastos se han adherido a la mayoria de las estructuras de la rodilla de
recién nacido, incluyendo los ligamentos patelares, los ligamentos cruzados, el menisco, el sinovio y la capsula
articular. Por contraste, las células sinoviales han sobrevivido en la rodilla adhiriéndose s6lo al revestimiento sinovial.

Ademas, las inyecciones de células derivadas del musculo directamente en las estructuras intraarticulares,
incluyendo el ligamento y el menisco, producen una mayor transferencia génica que la observada utilizando una
inyeccion en el fluido articular. Se ha demostrado que los mioblastos modificados con un adenovirus que transporta
la expresion del gen indicador de B-galactosidasa son capaces de producir una mayor eficacia y una persistenca a
largo plazo del gen indicador, cuando se compara con el uso de fibroblastos del ligamento y una inyeccion
adenovirica directa (figura 6A-6D). Por consiguiente, los mioblastos transducidos con adenovirus son capaces de
transportar genes y expresar productos génicos en el ligamento y el menisco del conejo una semana después de la
inyeccion (figuras 5A-5D, menisco, y figuras 6A-6D, ligamento), indicando con ello que el uso de esta tecnologia
puede ayudar a mejorar la curacién del ligamento después de lesiones. Asi, tal como se describe en la presente,
puede utilizarse una inyecciéon directamente en las estructuras intraarticulaciones o en el fluido articular para
transportar genes hacia la articulacion.

El transporte de genes estable y persistente a través de células derivadas del misculo hacia las articulaciones tiene
numerosas aplicaciones clinicas. Las células derivadas del musculo genéticamente modificadas, tales como
mioblastos y células precursoras derivadas del misculo, puede transportar proteinas con una funcién antiartritica,
tales como la proteina agonista del receptor de interleuquina-1 (IL-1Ra) o receptores solubles para el factor de
necrosis tumoral-o (TNF-o)) hacia una articulacién de la rodilla inflamada (ejemplo 9). Esta tecnologia puede
reemplazar a la intervencién quirdrgica para ayudar a la curacion de diferentes tipos de tejidos dafiados (por
ejemplo, ligamento, menisco, cartilago) que tienen pocas capacidades intrinsecas de curacién en la articulacion.
Ademas pueden transportarse factores de crecimiento hacia el sitio y pueden persistir alli en la practica de la
presente invencion para mejorar las patologias tisulares en la articulacion. El alto nivel de expresion génica y de
produccién del producto génico mediante la tecnologia de la transferencia de genes mediada por células musculares
proporciona ventajas en la técnica que previamente no podian lograrse utilizando las metodologias actuales.

Las células precursoras derivadas del musculo pueden aislarse a partir del musculo esquelético. Cuando se
estimulan de forma apropiada con la proteina morfogenética 6sea-2 (BMP-2), estas células son capaces de expresar
la fosfatasa alcalina de una manera dependiente de la dosis y, de modo mas importante, de participar de forma
activa en la formacién de hueso in vivo. Estas células tienen la capacidad de diferenciarse en otros linajes. Por
consiguiente, estas células pueden utilizarse no sélo para transportar factores del crecimiento y citoquinas al sistema
musculoesquelético, sino que también actian como fuente enddgena de células respondedoras que pueden
participar de forma activa en el proceso de curacién del sistema musculoesquelético.

La transferencia de genes mediada por células derivadas del musculo puede emplearse para tratar defectos éseos
(ejemplo 10). Debido a que la mayoria de los defectos 6seos estan rodeados por muisculo, las células derivadas del
musculo inyectadas, tales como mioblastos, tienen un medio miogénico natural sobre el que fusionarse. Las biopsias
de musculo para aislar células derivadas del misculo adecuadas para su uso segun la invenciéon son procedimientos
menos invasivos que las biopsias de médula 6sea para aislar células estromaticas, por ejemplo. De hecho, la
mayoria de las biopsias musculares pueden realizarse en un consultorio.

Ademas, un gran porcentaje de las células aisladas de una biopsia de musculo esquelético son mioblastos, mientras
que solo del 1% al 2% de las células de la médula ésea tienen capacidad osteogénica. Los mioblastos en cultivo
celular pueden purificarse ain mas utilizando una tecnologia establecida (T.A. Rando y H.M. Blau, 1994, J. Cell.
Biol., 125:1275-1287), y las células musculares son relativamente faciles de cultivar in vitro; pueden obtenerse
millones de células en unos pocos dias.

Otra ventaja de la terapia génica mediada por células derivadas del musculo para el tratamiento de defectos 6seos
es que las células musculares pueden transformarse en osteoblastos cuando son estimuladas por proteinas
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osteogénicas, otorgandolas asi un potencial osteogénico después de la estimulacion. Por ejemplo, los mioblastos
transducidos son capaces de fusionarse en miofibras en el defecto 6éseo y en los musculos que rodean el defecto y
al mismo tiempo expresar un gen marcador (ejemplo 10). La modificacion de células del musculo esquelético que
rodean al defecto 6seo para que expresen o sobreexpresen proteinas osteogénicas, por ejemplo, BMP-2, permite la
liberacion de estas proteinas para mejorar la curaciéon del hueso en el defecto 6seo adyacente. De forma mas
importante, el transplante de células derivadas del mdsculo modificadas con BMP-2, que pueden fusionarse para
formar miotubos y miofibras que producen la proteina osteogénica en el defecto 6seo, puede potenciar ain mas la
curacion del hueso. De hecho, la transferencia de genes mediada por células derivadas del musculo de proteinas
osteogénicas tiene la capacidad de mejorar los aspectos osteoinductores y osteoconductores de la curacién del
hueso.

La citoarquitectura de las miofibras fusionadas no so6lo puede actuar como depésito para segregar proteinas
osteogeénicas, sino también como matriz para la formacion de hueso. Es probable que el misculo, debido a su alta
vascularidad, pueda mejorar la revascularizaciéon del defecto 6seo y, asi, ayudar a mejorar la curacion del hueso.
Una estrategia viable y eficaz para mejorar la curacion de defectos segmentales del hueso, de fracturas y falta de
uniones del hueso se describe en la presente, asi como se describen células que pueden participar en la formacion
de hueso deseada.

Se ha determinado que una poblacién de células osteoprogenitoras que residan dentro del musculo esquelético
seria adecuada como vehiculo para el transporte de proteinas osteogénicas, tales como BMP-2, hacia el area del
defecto 6seo. Ademas, bajo la estimulacion de dichas proteinas osteogénicas, las células de transporte en si
mismas tienen el potencial de convertirse en osteoblastos y participar en la formacion de hueso (ejemplo 11). Estas
células preosteoblasticas derivadas del musculo (es decir, células mesenquimaticas pluripotenciales que se
encuentran en el masculo esquelético) son mejores que las células estromaticas como vehiculos de transporte de
genes ex vivo mediado por células, debido a la mayor capacidad proteica de las primeras.

Tal como se describe en el ejemplo 11, una subpoblacion de células derivadas del misculo, que puede obtenerse
mediante una técnica que puede reproducirse con facilidad, puede inducirse para que adquiera actividad fosfatasa
alcalina (ALP) mediante una estimulacion con BMP-2. Sin la estimulacién con BMP-2, esta misma poblacion de
células no tiene actividad ALP. La actividad ALP tiene tendencia a una dependencia de la dosis y aumenta
significativamente con mas dosificaciones de BMP-2 a lo largo del tiempo. La misma poblacién de células disminuye
su expresion de desmina, un marcador miogénico, con una estimulacion con BMP-2. La poblacion de células
productoras de ALP estimulables con BMP-2 esta diferenciada desde el punto de vista morfolégico de otras células
derivadas del musculo, y se divide lentamente. Es probable que estas células representen una poblacién de células
mesenquimaticas pluripotenciales presente en el muisculo y son Utiles para el transporte de genes mediado por
células hacia el hueso.

Ejemplos

Los ejemplos indicados en la presente pretenden ejemplificar los diversos aspectos de la presente invencion y la
descripcién que se han indicado en la presente.

Ejemplo 1
Materiales y métodos

Animales e inyeccion de mioblastos: Se emplearon ratas hembra adultas Sprague-Dawley (S.D.) (Hilltop
Laboratories, Pittsburgh, PA), que pesan aproximadamente 250 g en los experimentos descritos. S6lo se emplearon
animales exentos de virus certificados. Los animales se alojaron en una instalacion P-2 para terapia virica aprobada
en the University of Pittsburgh Medical Center. Se sigui6 un estricto seguimiento del protocolo P-2. Los animales se
anestesiaron con pentobarbital (50 mg/kg) para la recoleccion de mioblastos, la inyeccidon de mioblastos, y durante
las mediciones de la presion de la vejiga.

Después de la preparacion quirdrgica se realizé una incision en la baja linea media para exponer la vejiga y la uretra
proximal. Durante la inyeccion, utilizando una jeringa Hamilton, se inyectaron 10-20 microlitros (ul) de suspensién de
mioblastos (aproximadamente 1-2 x 10° células por 10 ul) en la vejiga o la submucosa uretral proximal dorsal de los
animales experimentales (grupo 1) en dos sitios. En cada animal se inyecté en el mismo sitio. Los animales control
(grupo 2) recibieron una inyeccién con un volumen igual de disolucién salina estéril. Durante la primera semana
después de la implantacion, los animales se controlaron atentamente para observar la apariciéon de acontecimientos
adversos.

Modelo de criolesiones: Se empleé una varilla de aluminio de 8 mm de didametro (Harvard Scientific) como
criosonda para producir una lesion en la pared uretral o de la vejiga a lo largo de su espesor total sin provocar la
rotura de la vejiga. La criosonda se colocé en hielo seco durante 1 minuto y después se colocé inmediatamente
sobre la pared de la vejiga o la pared uretral durante 10 segundos sin provocar la ruptura de la vejiga, segin se
determina mediante histologia. Se ha descubierto que este método provoca una lesién transmural fiable y
reproducible. En animales tratados de forma simulada, la criosonda se coloc6é sobre el tejido a temperatura
ambiente. Para la lesion en la vejiga, la vejiga se rellend hasta 1 ml de volumen utilizando disolucion salina estéril a
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través de un catéter uretral. Cada vejiga se lesiond en un sitio (cUpula de la vejiga). La inyeccién con mioblastos se
realizé 15 minutos después de la criolesion o la lesion simulada en el sitio de la lesién. La lesién uretral se realiz6 en
la posicion ventral de las 12 horas de la uretra proximal con el cuello de la vejiga como margen craneal.

Medicidon del patron de miccidon: Se obtuvieron perfiles del patron de miccién utilizando una jaula metabdlica
especializada que desvia la orina evacuada para su recoleccion y cuantificacion a lo largo de un periodo de 24
hoars. Los parametros de miccion evaluados en los experimentos descritos incluyen la produccion de orina total/24
horas, el nimero de micciones/24 horas, y el volumen medio por miccién (M.D. Chancellor et al., 1994, J. Urol.,
151:250-254; T. Watanabe et al., 1996, J. Urol., 156: 1507-1510).

La orina desviada se recogio en una copa colocada en un transductor indicador de la tension (Grass, F3) conectado
a un preamplificador indicador de la tensiéon (Word Precision Instruments, Saratoga, FL). Los datos se introdujeron
en un sistema de adquisicion de datos: la adquisicion de los datos se realiz6 con una tarjeta AD (DATAW) colocada
en un ordenador Gateway 2000. En el ordenador se habia instalado un programa de adquisicion de datos apropiado
(es decir, DI-200, DATAQ) y un programa informético de reproduccion (es decir, WindagEx).

Cistometrograma (CMG): Se realizé un CMG (es decir, una medicién de la inyeccion uretral de mioblastos, una
medicién de la inyeccion en la vejiga de mioblastos, y una medicién de la presion uretral) bajo anestesia de uretano
(2,4 mg/kgz). Las técnicas especificas del CMG para la inyeccion uretral y en la vejiga se describen a continuacion.

Medicién de la inyeccién uretral de mioblastos: La vejiga se canulé utilizando un catéter p-50 colocado a través
del sitio de la puncién en la capula de la vejiga y se fij6 con una ligadura de seda. Este catéter estaba conectado a
un conector en Y, a una bomba de infusiéon Harvard y a un poligrafo Grass. Se realizé una evaluacién urodinamica
de infusion continua con una velocidad de relleno constante de 0,075 ml/min utilizando una bomba Harvard. Se
determind el volumen de la capacidad de la vejiga, la presion maxima de evacuacion, y el volumen de orina residual.

Medicién de la inyeccién en la vejiga de mioblastos: La vejiga se canulé utilizando un catéter p-50 colocado en la
uretra. Este catéter estaba conectado a un conector en Y, a una bomba de infusion Harvard y a un poligrafo Grass.
Se realiz6 una evaluacion urodindmica de infusidon continua con una velocidad de relleno constante de 0,075 ml/min
utilizando una bomba Harvard. Se determind el volumen de la capacidad de la vejiga, la presibn maxima de
evacuacion, y el volumen de orina residual. La uretra se canuld segun se describe en los experimentos, y ho como
se canula la vejiga tal como se indica en la medicién de la inyeccion uretral de mioblastos para no alterar la funcién
de la vejiga.

Medicidn de la presién uretral: Se midio la presion de perfusion uretral y la presion de la vejiga isovolumétrica con
catéteres insertados a través de la cupula de la vejiga en ratas S.D. hembra anestesiadas con uretano. Un montaje
de catéter previamente descrito (H. Kakizaki et al., 1997, Am. J. Physiol., 272:R1647-1656) se introdujo en el cuello
de la vejiga para bloquear el paso de fluidos entre la vejiga y la uretra sin afectar el suministro nervioso a los
organos. La uretra externa no se cateterizd. Las respuestas se estudiaron a una velocidad de infusion de disolucion
salina uretral de 0,075 ml/min.

Se prepard un catéter de registro de la presion y de perfusion intrauretral transvesical de lumen doble como sigue:
Se construy6 un catéter de vejiga de lumen doble con un tubo PE 200 (lumen externo, extremo libre quemado con
llama) y un tubo PE 50 (lumen interno). El tubo PE 200 se conect6 a una jeringa para el llenado de la vejiga, y el
tubo PE 50 se conectd a un transductor de presion. Ambos tubos también pueden conectarse, mediante tapones, a
un sistema de bomba peristéltica ajustada para un intercambio de fluido isovolumétrico como método para el
transporte intravesical de farmaco.

Se construyd un catéter uretral de lumen doble utilizando un tubo PE 160 (lumen externo) y un tubo PE 50 (lumen
interno). El tubo PE 160 tenia una punta de pipeta en un extremo y se conectd a una bomba de infusion para la
perfusién intrauretral de disolucién salina o disolucién de farmaco. El lumen interno del tubo PE 50 se extiende
ligeramente mas alla del lumen externo, pero sigue estando dentro de la punta de la pipeta. El otro extremo esta
conectado con un transductor de presion para la medicion de la presién de perfusion intrauretral.

El sistema de catéter uretral se hace pasar a través de la clpula de la vejiga y se asienta comodamente en el cuello
de la vejiga. Los catéteres uretral y de la vejiga se fijaron a la ciipula de vejiga con una sutura.

Medicién de la contraccién de tiras de vejiga y uretrales provocada por una estimulacion eléctrica: La vejigay
la uretra se retiraron con rapidez del abdomen después de la decapitacion. Se preparé una tipa longitudinal de cada
vejiga, y se prepard una tira espiral de la uretra. Las preparaciones se montaron en 5 ml de bafio de 6rganos que
contenia disolucién de Krebs (mmol/l: NaCl 113, KCk 4,7, CaCl; 1,25, MgS0O4 1,2, NaHCO3; 25, KH,PO4 1,2, glucosa
11,5) y se burbujearon constantemente con una mezcla de 95% de O, y 5% de CO.,. La tension inicial se ajusté a 10
mN y se midieron las contracciones isométricas con transductores indicadores de tensién acoplados con un
amplificador indicador de tension TBM4 (World Precision Instruments) y se registraron en un ordenador utilizando un
programa de adquision de datos (Windagq, DATAQ Instruments Inc., Akron, OH, EEUU). La velocidad de muestreo
por canal se ajusté a 100 Hz. La amplitud de las contracciones provocadas por la estimulacion se calcul6 utilizando
un programa de célculo (WindagEx, DATAQ). Después de 20 minutos de equilibrio se aplicaron estimulos de campo
eléctrico a través de dos electrodos de alambre de platino colocados en la parte superior e inferior del bafio de
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organos con 4 cm de separacion.

Paradigma de estimulacion: Las tiras de vejiga y uretrales se estimularon con pulsos de onda cuadrada con una
duracion de 0,25 mseg con el voltaje maximo (100 V) y se construy6d una curva de respuesta a la frecuencia
utilizando 10 y 80 choques a 1, 2, 5, 10, 20 y 40 Hz. Después se afiadié carbacol 5y 50 uM a la preparacion de
vejiga para provocar contracciones por la activacion del receptor muscarinico M3 postsinaptico, y se aplicé K* 90
mM para activar directamente el mecanismo contractil del musculo liso. En las preparaciones uretrales, se aplicid
una estimulacion de 20 Hz/10 choques para provocar la contraccion a través de la estimulacion nerviosa. Después
se afiadio fenilefrina 2 uM al bafio para comprobar las contracciones del muasculo liso a través de la activacion del
receptor alfa-1-adrenérgico postsinaptico. Entonces se usé K* 90 mM para comprobar las respuestas del misculo
liso a una despolarizacion directa.

Modelo de inflamacion de la vejiga: Una serie de ratas recibieron una Unica inyeccion intraperitoneal de CYP (100
mg/kg) (Sigma Chemical) para el modelo de inflamacion de la vejiga. Los mioblastos transducidos mediante un
adenovirus que porta el gen iNOS, o mioblastos tratados de forma simulada, se inyectaron a la ratas en la misma
sesion bajo una breve anestesia con pentobarbital. Los animales control tratados de forma simulada recibieron una
inyeccion de disolucion salina estéril. Los animales se controlaron para determinar el patron de miccion durante 4
dias antes de los estudios de CMG vy el sacrificio. Se recolect6 tejido de la vejiga para los estudios de contractilidad y
después se proceso para los estudios inmunohistoquimicos.

Modelo de obstruccion uretral: Se empleé una modificaciéon de la técnica descrita por B. Uvelius y A. Mattiasson,
1984, J. Urol., 132:587-590; y W.D. Steers et al., 1991, J. Urol., 155:379-385 para crear una obstruccion parcial de la
salida de la vejiga.

Brevemente, ratas S.D. hembra (aproximadamente 250 gramos) se sometieron a una ligadura parcial con sutura de
la uretra proximal bajo una breve anestesia con pentobarbital a través de una pequefia incision en la linea media. El
diametro uretral se redujo a 1 mm atando dos suturas de nailon 4-0 alrededor de la uretra y un tubo de polietileno
(D.O. 1 mm) colocado fuera del lumen. El tubo después se retird y se volvié a aproximar la incision abdominal. Los
animales control se sometieron a una cirugia simulada en la que la uretra se diseccion6 circunferencialmente pero
no se ligd. Los animales se controlaron atentamente para observar la aparicion de complicaciones e incontinencia
por rebosamiento. Cuatro semanas después, los mioblastos transducidos con una construccion de adenovirus que
porta el gen que codifica la INOS humana (mioblastos-iNOS), o disolucion salina de simulacion, se inyectaron en los
animales obstruidos y control (aproximadamente 8 animales en cada uno de los 4 grupos). Cuatro dias después, los
animales se controlaron para observar el patrén de miccién antes de los estudios de CMG y el sacrificio. También se
determiné el patrén de miccién durante las 24 horas inmediatamente anteriores a la inyeccion de mioblastos. Se
recogio tejido uretral y de vejiga para los estudios de contractilidad y después se proces6 para los estudios
inmunohistoquimicos y la PCR.

Purificacion de mioblastos primarios: Se retiraron las patas anteriores y traseras de ratones neonatos (T.A.
Rando et al., 1994, J. Cell Biol., 125:1275-1287; Z. Qu et al., 1998, J. Cell Biol., 142:1257-1267) y el hueso se
disecciond. El resto de masa muscular se trituré para producir una suspensién bruta utilizando cuchillas. Las células
musculares se disociaron de modo enzimético mediante la adicion de colagenasa de tipo X1 (al 0,2%) durante 1
hora a 37°C, dispasa (calidad Il, 240 ml) durante 30 minutos, y tripsina (al 0,1%) durante 30 minutos. El extracto de
células musculares se precultivé en matraces revestidos con colageno. Se aislaron diferentes poblaciones de células
derivadas del musculo basandose en el nimero de precultivos realizados en los matraces revestidos con colageno.
El precultivo n° 1 (PP n° 1) representa una poblacion de células derivadas del masculo que se adhieren en la primera
hora después del aislamineto; el PP n° 2 representa una poblacién de células derivadas del misculo que se adhiere
en las siguientes dos horas; el PP n° 3 representa una poblacion de células derivadas del misculo que se adhiere en
las siguientes 18 horas; y los siguientes precultivos en placa se obtuvieron a intervalos de 24 horas (PP n° 4-6). Se
evalud la poblacion miogénica en cada matraz mediante tincion de desmina y segun su capacidad de diferenciacion
cuando se cultiva en un medio de fusion. EI medio de proliferacion fue F10-Ham suplementado con suero bovino
fetal al 20% y penicilina/estreptomicina al 1%; elmedio de fusion fue F10-Ham suplementado con suero bovino fetal
al 2% y disolucion de antibiético al 1% (penicilina/estreptomicina). Todos los medios de cultivos se adquirieron en
Gibco, BRL, Grand Island, NY, EEUU. El primer matraz de precultivo contenia una mayoria de fibroblastos, y el
ultimo precultivo estaba muy enriquecido en células miogénicas (positivas a desmina).

Las diferentes poblaciones de células se infectaron con adenovirus que expresan B-galactosidasa. El adenovirus, un
adenovirus recombinante con E1-E3 delecionado, fue suministrado amablemente por GeneVec Inc. (doctor I.
Kovesdi), y tiene el gen indicador de (-galactosidasa bajo el control del promotor de citomegalovirus humano
(HCMV), seguido del t-intron de SV40 y una sefial de poliadenilacion (poliA). Las células transducidas con
adenovirus entonces se transplantaron al misculo de la pata trasera (gastrocnemio y séleo) de ratones mdx y se
ensayo su supervivencia después de la implantacion.

También se obtuvieron mioblastos puros a partir de miofibras viables aisladas como sigue: Inmediatamente después
de la dislocacion cervical o la decapitacién de los ratones mdx, se prepararon fibras de muasculo aisladas a partir del
musculo séleo o extensor largo de los dedos (EDL) diseccionados mediante disgregacion enzimatica en colagenasa
de tipo 1 al 0,2% (Sigma, St. Louis, MO, EEUU). Se emplearon fibras de musculo aisladas de ratones de 2 dias, 15
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dias, 1 mes, 6 semanas y 6 meses. Debido al pequefio tamafio de los ratones de 1 a 3 dias, el soleo y el
gastrocnemio se retiraron en bloque de la pata inferior para la disgregacion.

Se prepararon los musculos de compartimento anterior cortando la pata en las articulaes del tobillo y de la rodilla, y
afadiendo toda la pata inferior a la disolucién de colagenasa. Después del aislamiento de 200 miofibras por
musculo, se cultivé un minimo de 5-10 miofibras por pocillo en placas de 6 pocillos revestidas con Matrigel 1 mg/mi
(Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA, EEUU) en 2 ml de medio DMEM que contenia suero de caballo al
10% y extracto de embrién de pollo al 1%, L-glutamina al 2% y penicilina/estreptomicina al 1% (Sigma Co.). Las
placas se colocaron en un incubador a 37°C, 5% de CO, durante varios dias. Las células se surgen de las miofibras
cultivadas se hicieron crecer hasta que alcanzaron la confluencia, se ensayaron para la expresién de desmina, se
transdujeron con un adenovirus que transporta la expresion del gen indicador LacZ, y se ensayaron para la
supervivencia de los mioblastos después de la implantacion segun el procedimiento descrito en la presente.

También se empled una linea celular mdx inmortalizada. Esta linea celular se aislo a partir de un animal transgénico
gue portaba un antigeno T de SV40 termolabil bajo el control de un promotor inducible, segin se describe en J.E.
Morgan et al., 1994, Develop. Biol., 162:486-498. La linea celular mdx inmortalizada prolifera indefinidamente bajo
condiciones permisivas (33°C con gamma-interferén) en medio de proliferacion (DMEM + FBS al 20%) y sufre una
diferenciacion normal a 37-39°C sin gamma-interferén en medio de fusion (DMEM + FBS al 2%).

Vectores adenoviricos: Se construyeron vectores adenoviricos que portan el gen que codifica la p-galactosidasa
(es decir, adenovirus-lacz), el gen que codifica bFGF (es decir, adenovirus-bFGF) y el gen que codifica INOS (es
decir, adenovirus-iINOS) segln se describe en la presente. El gen iINOS se ha clonado y se han producido
construciones de vectores seguin se describe en D.A. Geller et al., 1993, "Molecular cloning and expression of
inducible nitric oxide synthase from human hepatocytes”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:3491-3495; en E. Tzeng et
al., 1997, "Adenoviral transfer of the inducible nitric oxide synthase gene blocks endothelial cell apoptosis”, Surgery,
122(2):255-263; y en E. Tzeng et al., 1996, "Gene Therapy" (articulo), Current Problems in Surgery, 33(12):961-
1041. La construccién molecular de un adenovirus defectuoso en la replicacion, tal como se emplea en la presente,
se describe en G. Ascadi et al., 1994, Human Mol. Genetics, 3(4):579-584. La técnica, que implica la construccion, la
propagacion, la purificacion y la valoraciéon del vector adenovirico de primera y tercera generacion, se ha descrito en
S. Kochanek et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:5731-5736; y G. Ascadi et al., 1994, Human Mol. Genetics,
3(4):579-584.

Se clon6 ADNc de iINOS humana recombinante a partir de hepatocitos humanos cultivados estimulados con
citoquinas, segin se describe en D.A. Geller et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:3491-3495 (secuencia del
ADNCc completa, GenBank n° de registro L09210). El ADNc de iNOS clonado se subclond en el vector adenovirico
junto con un gen de resistencia a neomicina para producir la construccion DFGINOS. El vector control previamente
construido BaglacZ es un retrovirus que expresa el gen lacZ de E. coli (que codifica la B-galactosidasa) bajo el
control transcripcional de la repeticién terminal larga del virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV 5’ LTR) y
el codon de inicio de la traduccién gag pr65, y el gen de resistencia a la neomicina bajo el control del promotor
temprano de SV40 (Price et al., 1987, Proc. Natl. Acad Sci. USA, 84:156-160). Se generaron sobrenadantes viricos
BaglacZ y DFR-INOS sin virus auxiliares a partir de células encapsuladoras CRIP (E. Tzeng et al., 1995, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 92:11771-11775; E. Tzeng et al., 1996, |. Surgery, 120:315-321).

Preparacion de mioblastos: Se cultivaron mioblastos primarios a una densidad de 5 x 10* células por pocillo en
una placa de 6 pocillos. Después de 24 horas, las células se lavaron en disolucion salina equilibrada de Hank
(HBSS). Se formaron partes alicuotas con la cepa de adenovirus y se introdujeron en cada pocillo para lograr una
multiplicidad de la infeccién igual a 50 (MOI = 50). Las placas se incubaron durante 2 horas a 37°C para permitir una
infeccion adecuada. Entonces se afiadi6 medio de proliferacién (ver a continuacién) a cada pocillo. Las placas se
incubaron a 34°C durante 48 hr. Las células pueden inmunotefiirse para la expresion del transgén o recolectarse en
HBSS para su inyeccion a animales. Las inyecciones varian de 1,33 x 10° a 1 x 10° células por 100 pl. El tejido se
recolectd a las 48 horas después de la inyeccion.

Transduccion de mioblastos con adenovirus: Se cultivaron mioblastos primarios durante 5 dias en medio de
proliferacién, que contenia DMEM vy suero bovino fetal al 15%-20% (Gibco-BRL, NY, EEUU). Se infectaron 6 x 10°
mioblastos con adenovirus utilizando una multiplicidad de infeccion (MOI) de 20. Se afiadieron microesferas de latex
fluorescentes (FLM) a los mioblastos cultivados a una dilucién de 1:1000 para marcar los mioblastos, permitiendo
con ello seguir in vivo el destino temprano de los mioblastos inyectados (J. Huard et al., 1994, J. Clin. Invest.,
93:586-599; J. Huard et al., 1994, Muscle & Nerve, 17:224-234; J. Huard et al., 1995, Gene Therapy, 2:107-115). A
las 24 horas después de la infeccion, los mioblastos se desprendieron utilizando tripsina (al 0,25%) durante
aproximadamente un minuto, se centrifugaron durante cinco minutos a 3500 rpm, y el sedimento de mioblastos se
reconstituyé con 25 ul de HBSS (Gibco-BRL, NY, EEUU). Las células recolectadas se transplantaron utilizando la
técnica descrita a continuacion.

Recoleccidn de tejidos e histologia: El tejido se recolect6 en diferentes momentos dependiendo del experimento.
Todos los especimenes de vejiga y uretra se congelaron o se fijaron en formaldehido tamponado al 10%,
dependiendo de las necesidades del ensayo. El area alrededor de cada sitio de inyeccion se estudié al microscopio,
se tifié para el gen indicador LacZ y para la inmunohistoquimica, y se fotografi6. Se realizaron los ensayos
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apropiadas para el gen indicador LacZ y la expresion de genes del factor del crecimiento de fibroblastos.

Tincion de LacZ mediante técnicas histoquimicas: Se tifieron secciones de criostato de los tejidos inyectados y
control para determinar la expresion de LacZ como sigue. Las secciones primero se fijaron con glutaraldehido al
1,5% (Sigma) durante un minuto, se enjuagaron dos veces en disolucion salina tamponada con fosfato (PBS) y
después se incubaron en sustrato X-gal (5-bromo-cloro-3-indolil-B-D-galactésido 0,4 mg/ml (Boehringer-Mannheim,
Indiandpolis, IN, EEUU), MgCl, 1 mM, KsFe(CH)s 5 mM/KsFe(CN)s 5 mM en PBS) durante la noche a 37°C.

Ensayo para la actividad B-galactosidasa: Esta técnica proporciona una mejor cuantificacion y comparacion del
nivel de expresion del transgén en células infectadas, asi como en tejidos inyectados (por ejemplo, muasculo, vejiga,
uretra). El masculo inyectado se congeld en nitrégeno liquido y se homogeneiz6 en Tris-HCI 0,25 M (pH 7,8), y el
homogeneizado se centrifugd a 3.500 x g durante 5 min. EI homogeneizado muscular se disgregdé mediante 3 ciclos
de congelacidn/descongelacion, y el sobrenadante se recogié mediante centrifugacién (12.000 x g/5 min a 4°C) y se
trasladé a un tubo de microcentrifuga limpio. Después se mezclaron 30 ul de este extracto con 66 pl de 1x o-
nitrofenil-B-D-galactopirandsido; ONPG (ONPG 4 mg/ml en fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5), 3 ul de 100x disolucion
de Mg (MgCl; 0,1 M, B-mercaptoetanol 4,5 M), 201 ul de fosfato de sodio 0,1 M (41 ml de Na;HPO4-2H,0 0,2 M, 9
ml de NaH,PO4-2H,0 0,2 M, y 50 ml de H,0) y después se incub6é a 37°C durante 30 minutos, o hasta que se
produjo un color ligeramente amarillo. Por Gltimo, la reaccion se detuvo afiadiendo 500 ul de Na,CO3; 1 M y se leyo la
densidad 6ptica en un espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 420 nm. Se extrapold el nivel de actividad B-
galactosidasa (n° de unidades/muestra) en una curva de calibracién que convierte la densidad 6ptica a 420 nm en la
concentracion de enzima B-galactosidasa.

Determinacion de la persistencia de la inyeccién de mioblastos: Se incubaron mioblastos con FLM y se
transdujeron con adenovirus que portan el gen indicador de B-galactosidasa. Cada matraz de 500.000 células se
tripsinizo utilizando tripsina al 0,5%-EDTA, se centrifugé a 3500 rpm durante 5 minutos, y se resuspendié en 100 pl
de medio. La disolucion de un matraz se inyecto6 en la uretra o en la vejiga de los animales. Se inyectaron 25 pl de
una disolucion de células del musculo infectadas (1 x 10° células) en la uretra utilizando una jeringa Hamilton.

A los diversos intervalos de sacrificio se retiraron la uretra y la vejiga. Después de los estudios de contractilidad, el
tejido se congeld de forma instantanea utilizando 2-metilbutano preenfriado en nitrégeno liquido. El andlisis de las
secciones incluyd la tincion con hematoxilina-eosina; la tincion con X-gal; una inmunohistoquimica de desmina y la
localizacién de las FLM. A partir de estos andlisis se determiné el emplazamiento y la viabilidad de las células
inyectadas. Ademas, utilizando diferentes marcadores miogénicos, tales como desmina y las cadenas pesadas de
miosina, pudo determinarse si se habia producido la fusion de los mioblastos con las estructuras internas de la
articulacion. Las cadenas pesadas de desmina y miosina se ensayaron para demostrar que las células derivadas del
musculo portan el gen indicador y que la proteina indicadora, por ejemplo, LacZ, se estaba expresando. Mediante la
colocalizacion del gen indicador LacZ con los genes que codifican proteinas estructurales musculares (por ejemplo,
desmina y las cadenas pesadas de miosina), puede determinarse que la expresién de LacZ es el resultado de la
fusion de las células inyectadas. Las cadenas pesadas de miosina sélo se expresan en células musculares en
diferenciacion (es decir, miotubos y miofibras).

La comparacion estadistica de la eficacia de la fusion de los mioblastos en los cultivos primarios se realiz6 contando
el numero de miofibras y mioblastos transducidos en la uretra. Ademas, utilizando el ensayo de ONPG, pudieron
realizarse comparaciones estadisticas en cada intervalo de tiempo del nivel de expresion de B-galactosidasa
mediado por la inyeccion de mioblastos transducidos. También se pudo determinar el niumero de miofibras y
mioblastos transducidos que disminuye a lo largo del tiempo en la uretra y la vejiga inyectadas.

Inmunohistoquimica de iNOS: Se recolect6 tejido y se fijo segun se describe para la tincion de B-galactosidasa.
Las secciones se montaron sobre portaobjetos revestidos con gelatina. Las peroxidasas enddgenas se inactivaron
con H,0; al 0,5% en MeOH absoluto durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora con anti-iNOS (anticuerpo monoclonal de ratén, Transduction Laboratory) en
suero de cabra normal (1:50). Se incubd anticuerpo anti-ratén biotinilado (de cabra, Kirkengaard-Perry) durante 30
minutos a temperatura ambiente, seguido de una incubacioén con estreptavidina-peroxidasa de rabano durante 30
minutos. Los portaobjetos se revelaron mediante la adicion de reactivo de diaminobenzidina (1 mg/ml)/peréxido de
hidrégeno (al 0,03%) y se dejo que se revelaran durante 3 a 5 minutos.

Inmunotincién de NOS de los mioblastos: Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y
se permeabilizaron con metanol frio (-20°C) durante 10 minutos. Se emple6 albimina de suero bovino al 1% en PBS
para bloquear las células y diluir los reactivos. El anticuerpo anti-iNOS diluido (dilucién 1:250, anticuerpo policlonal
de conejo, Santa Cruz) se incubd a temperatura ambiente durante 60 minutos. El anticuerpo anti-raton biotinilado (de
cabra, Kirkengaard-Perry) se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de una incubacién con
estreptavidina-cy3 (estreptavidina unida a un marcador fluorescente rojo) durante 30 minutos. Los pocillos se
estudiaron al microscopio. Ademas, se empled selectivamente un anticuerpo antiproteina de adenovirus (Santa
Cruz) para confirmar que los mioblastos habian sido transducidos con el vector adenovirico apropiado.

Medicidn del nitrito (NO): Las células se trasladaron a placas de 24 pocillos. Después de 24 horas, el medio
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celular se reemplaz6 por medio solo o medio que contenia H4B (100 uM; Sigma). Se cuantifico el NO, acumulado
en los sobrenadantes empleando la reaccién de Griss (L.C. Green et al., 1982, J. Analyt. Biochem., 126:131-138)
utilizando nitrato de sodio como patron.

Determinacién de la formacion de 6xido nitrico (NO): Se midi6 la formacion de NO y se comparé en la vejiga y en
la uretra de animales tratados con iINOS frente a animales tratados de forma simulada. Se calcul6 la formacién de
NO comparando el contenido en los tejidos de su producto estable de la oxidacion, el nitrito, en las tiras estimuladas
y no estimuladas. El contenido en nitrito de los tejidos se midio utilizando una técnica colorimétrica previamente
descrita (L.J. Ignarro et al., 1987, Biochem. Biophys. Res. Commun., 170: 843-850). Las muestras de tejido pesadas
se colocaron en un tubo de vidrio y se descongelaron en 0,5 ml de metanol enfriado en hielo. El tejido después se
homogeneiz6 utilizando una mano de mortero de vidrio. EI homogeneizado se dejo en reposo durante 18 horas a
4°C para asegurar la extraccion completa del nitrito. Las muestras entonces se colocaron en una centrifuga
refrigerada a 4°C y se centrifugaron a 15.000 x g durante 15 minutos. Se mezcl6 una parte alicuota (0,3 ml) de cada
muestra con 0,4 ml de acido sulfanilico al 1% en HCI 0,4 M. Después de 10 min, se afadieron 0,3 ml de N-(1-
naftil)etilendiamina al 1% en metanol y se midio la absorbancia del complejo rosa resultante en un espectrofotémetro
a una longitud de onda de 548 nm. La concentracion de nitrito se interpol6 en una linea patron construida realizando
un ensayo idéntico utilizando patrones de nitrito de sodio en el intervalo de 0,5-5 uM, junto con blancos de metanol.

Ensayo de la actividad NOS: Se midio la actividad NOS y se compar6 en la vejiga y en la uretra de animales
tratados con iINOS frente a animales tratados de forma simulada controlando la conversién de [3H]-L-arginina a [3H]-
L-citrulina, segun se describe en A.L. Burnett, 1995, Urology, 45:1071-1083; D.S. Bredt y S.H. Snyder, 1990, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 87:682-685).

Brevemente, los tejidos se homogeneizaron en tampon de homogeneizacion enfriado en hielo. Los ensayos
enzimaticos contenian 25 ul de sobrenadante de tejidos y 100 pl de [*H]-L-arginina 1 uCi/ml, NADPH 1,2 mM, y
CacCl, 0,7 mM. Después de 15 minutos de incubacién a temperatura ambiente, los ensayos se terminaron mediante
la adicion de 3 ml de Hepes 20 mM (pH 5,5) con EDTA 2 mM. La mezcla completa se aplicé a columnas de 0,5 ml
de resina de |ntercamb|0 cationico Dowex-50W (forma Na+) para eliminar la [ H]-L-arginina sin reaccionar. Se
cuantificé la [H] L- C|truI|na en el eluato de la columna mediante espectroscopia de centelleo liquido. La tasa
recuperacion de la [ H]-L-citrulina de las columnas se midi6 en todos los tejidos prelncubando cada sobrenadante de
tejido con una concentracion conocida de [ H]-L-citrulina y después midiendo la [ H]-L-citrulina en cada eluato de las
columnas. También se realizaron estudios de saturacion de columna para asegurarse de que toda la [*H]-L-arginina
se haya mantenido dentro de la columna. También se realizaron otros ensayos en presencia de un exceso de L-
nitroarginina metll éster (L-NAME), un inhibidor competitivo de NOS, para verificar la especificidad del ensayo para la
produccién de [ H]-L-citrulina para la catélisis de NOS.

Se controlaron las variaciones entre ensayos mediante la estandarizacién de las mediciones de la actividad NOS en
tejidos frente a la actividad medida en el cerebelo de rata rico en NOS que se analizé en paralelo para cada ensayo.
El nivel de citrulina se expresa como picomoles por mg de tejido por minuto.

Aislamiento del ADN y analisis de la transferencia Northern: Se aisl6 el ARN total celular de animales no
infectados, BacglacZ y tratados con iINOS humana utilizando ARN-zol B tal como se ha descrito previamente (P.
Chomczynski y N. Sacchi, 1987, Analytical Biochemistry, 162:156-159). Partes alicuotas (20 mg) de ARN fueron
sometidas a electroforesis sobre un gel de agarosa al 0,9% y se transfirieron en GeneScreen (DuPont-NEN, Boston,
MA). Después de una prehibridacién, las membranas se hibridaron con una sonda de ADN (D.A. Geller et al., 1993,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:522-526; D.A. Geller et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:3491-3495). Un
fragmento de ADNc de iNOS humana de 2,3 Kb actu6 como sonda de iNOS, mientras que un fragmento de ADNc
de cNOS endontelial (ecNOS) humana de 4,1 Kb actu6 como sonda de ecNOS. Un ARNr 18S actu6 como control
para la carga de ARN relativa.

Amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa inversa (RT-PCR): Las muestras se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se conservaron a -80°C. EI ARN celular total se extrajo de las
muestras utilizando el método de P. Chomczynski y N. Sacchi, 1987, Analytical Biochemistry, 162:156-159. EI ARN
total se someti6 a una sintesis de la primera hebra del ADNc utilizando cebadores oligonucleotidicos (dT) y
transcriptasa inversa M-MLV (E.S. Kawasaki, PCR Protocols: a guide to methods and applications, eds. MA Innis,
D.H. Gelfang, J.J. Sninsky, y T.J. White, Academic Press, Nueva York. pp. 22-27, 1990). Se disefiaron cebadores
para amplificar INOS con la ayuda de un programa de disefio de cebadores de PCR, PCR Plan (Intelligenetics,
Mountain View, CA). La secuencia del cebador oligonucleotidico-5 de iNOS (18 pb) utilizada era 5'-
AGGACATCCTGCGGCAGC-3' (SEQ ID NO:1) (E. Tzeng et al., 1996, Mol. Med., 2 (2):211-225) que abarca las
pares de bases 3426 a 3444 de la secuencia de ADNc de iNOS humana (D.A. Geller et al., 1993, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90:3491-3495). La secuencia del cebador oligonucleotidico-3' de iNOS (18 pb) era 5-GCTT-
TAACCCCTCCTGTA-3' (SEQ ID NO:2) (E. Tzeng et al., 1996, Mol. Med., 2(2):211-225) que abarca las pares de
bases 3724 a 3741 de la secuencia de ADNc de iNOS humana (D.A. Geller et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:3491-3495). Se confirmd la identidad del fragmento de ADNc amplificado obtenido a partir de la reaccion de RT-
PCR con los cebadores de iNOS (aproximadamente 316 pb) utilizando un andlisis de enzimas de restriccion.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacién a 94°C durante 1 min; una hibridacion a
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57°C durante 1 min; una polimerizacion a 72°C durante 2 min. Las reacciones de PCR se realizaron en un
termociclador Perkin Elmer 480 utilizando diferente nimero de ciclos para detectar un intervalo lineal de ARN de
entrada. Se concluyé que el nimero 6ptimo de ciclos era de 30 ciclos. Macréfagos peritoneales de rata inducidos
con tioglicolato y células RAW (linea celular de macré6fagos RAW 264.7) estimuladas in vitro con LPS actuaron como
controles positivos para el ARNm de iNOS. El control negativo para cada conjunto de reacciones de PCR contenia
agua en lugar de molde de ADN. El producto de la PCR (20% del volumen de la reaccién) de la RT-PCR cualitativa
se separ6 mediante electroforesis sobre un gel de agarosa al 2% y se tifié con bromuro de etidio.

Para la RT-PCR semicuantitativa (E.S. Kawasaki, Amplification of RNA. PCR Protocols: A guide to methods and
applications, eds. M.A. Innis, D.H. Gelfang, J.J. Sninsky y T.J. White, Academic Press, Nueva York. pp. 22-27, 1990)
se empled un cebador-5" marcado en su extremo con p se separaron 15 ul de la reaccion de PCR sobre un gel de
poliacrilamida al 10%. Después de secar el gel y exponerlo a un pantalla Phosphorimager (Molecular Dynamics
Phosphorimager, Sunnyvale, CA), se determiné la radiactividad relativa de las bandas mediante integracion de
volumen utilizando una densitometria de arrido bde laser. Cada gel contiene el mismo control positivo que permite la
normalizacion de las muestras y la comparacion entre geles.

Ensayo de formacién de hueso extraesquelético in vivo

En estos experimentos se empled un vector retrovirico que transporta la expresion del gen de la B-galactosidasa (rv-
lacZ) y un adenovirus modificado para que exprese el gen BMP-2 (Adv-BMP-2). El pladsmido BMP2-125 se digirié
con Sal I, y se aisld el fragmento de 1237 pb que contiene el ADNc completo para la BMP-2 humana. El ADNc de
BMP-2 después se inserté en el sitio Sal | del plasmido pAd.lox de modo que se obtuvo un sitio de inicio de la
traduccion mediante la cotransfeccion de pAd.lox con ADN virico de psi-5 en células CRE-8 tal como ha sido
previamente descrito por S. Hardy et al., 1997, J. Virol., 71: 1842-1849.

Se transdujeron células mdx pp6 primarias con rv-lacZ como un método para controlar el destino in vivo de estas
células. Se cultivaron 1 x 10° células en un matraz T-75. El medio de proliferacién (medio F10/HAM que contenia
suero bovino feral al 20%) se elimind mediante lavado con enjuagues en serie de disolucién salina equilibrada de
Hank (HBSS, Gibco BRL). Se incubaron 3 mililitros de la suspensién de rv-lacZ, a una concentracion de
aproximadamente 5 x 10°, y 6 ul de polibreno diluido con 2 ml de HBSS, con las células durante 6 a 8 horas a 37°C.
Después se afiadié medio de proliferacion a las células, y se dejo que las células se recuperasen durante un periodo
de 24 horas antes de la infeccion con AdV-BMP. Después del periodo de 24 horas, estas células de nuevo se
enjuagaron con HBSS y se transdujeron con AdV-BMP a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 50. Las células se
incubaron con la suspension virica durante 4-6 horas, tras lo cual se afiadié el medio de proliferacion sin la
eliminacion de las particulas viricas.

Antes de la inyeccién, las células se enjuagaron multiples veces con HBSS y se contaron. Se realizaron inyecciones
de 3,0 x 10° células suspendidas en 20 ul de HBSS en el muasculo de la pata trasera de ratones con
inmunodeficiencia combinada grave (SCID). La suspension celular entonces se inyecté con una aguja de calibre 30
con una jeringa hermética a gases en el triceps sural expuesto. Los animales se sacrificaron a las 2, 3, 4y 5
semanas después de la inyeccion.

Se analiz6 la formacion de hueso ectdpico en la pata inyectada mediante una revision bruta, una radiografia, y una
histologia convencional. Las patas de los ratones sacrificados se radiografiaron con una maquina de radiografia
dental. Las patas después se congelaron de forma instantdnea en tampon de 2-metilbutano preenfriado en nitrégeno
liquido. Las muestras congeladas se cortaron en secciones de 10-12 um utilizando un criostato (Fisher Scientific).
Después de una fijacion con glutaraldehido (al 1%), las secciones de musculo se incubaron con el sustrato de X-gal
durante 1-3 horas para revelar la actividad p-galactosidasa. Otros analisis histolégicos incluyen tincién de von Kossa,
de hematoxilina y de eosina. Todos los procedimientos con animales siguieron las lineas directrices y se realizaron
con la aprobacion del Children’s Hospital and the University of Pittsburgh Animal Care Committee segun el protocolo
1/98.

Implantaciones con cdmara de difusién

Se transdujeron in vitro células pp6 primarias con AdV-BMP-2 utilizando una MOI de 50. Las células se tripsinizaron,
se contaron y se suspendieron 1 X 10° células en medio de proliferacion. Bajo condiciones estériles, las células se
cargaron en dispositivos de inmunoaislamiento Theracyte de 5 microlitros (Device Engineering Group, Baxter
Healthcare, Round Lake, IL) utilizando una jeringa hermética a gases y agujas de acero inoxidable con punta roma
(J. Brauker et al., 1998, Human Gene Ther., 9:879-888). El puerto de carga se sell6 con adhesivo de silicona estéril
(Dow Corning, Midland, MI). El dispositivo Theracyte consiste en una membrana de bicapa de politetrafluoroetileno
(PTFE) con un tamafio de poro de la membrana externa de 5 micrometros y un tamafo de poro de la membrana
interna de 0,4 micrémetros. La membrana de bicapa de PTFE impide que las células del hospedante entren en el
dispositivo y que las células implantadas salgan del dispositivo. Los dispositivos se implantan de modo subcutaneo
en ratones SCID bajo anestesia de quetamina y xilazina. Los ratones se sacrificaron tres semanas después
utilizando anestesia de metoxiflurano y disolocacion cervical. Los dispositivos se congelaron de forma instantanea en
2-metilbutano preenfriado con nitrégeno liquido. Se realizaron secciones con un espesor de 10 micrometros
utilizando un criostato (Microm, HM 505 E) y se tifieron con hematoxilina y eosina, con y sin tincion de von Kossa.
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Ejemplo 2

Se realizaron experimentos utilizando inyecciones de mioblastos en la pared uretral como tratamiento para la
incontinencia urinaria de esfuerzo.

En estos experimentos, se cultivaron mioblastos de la linea celular de mioblastos GH8 (disponible en el depdsito de
the American Type Cell Culture) transducidas con un vector adenovirico que porta un gen indicador que codifica la -
galactosidasa (adenovirus de primera generacion con E1-E3 delecionado) y se inyectaron en la pared uretral
proximal de ratas S.D. hembra.

Ademas, las células se incubaron con microesferas de latex fluorescentes (FLM) para poder visualizar el destino de
las células inyectadas (véase el ejemplo 1). Las células marcadas con FLM transducidas se inyectaron en ratas S.D.
hembra adultas (n = 20). Se realizé una incisién en la linea media y se inyectaron los mioblastos en la pared uretral
proximal en dos sitios con una microjeringa Hamilton de 10 pl. La concentracién de mioblastos varia de 1,33 x 10° a
1 x 10°. El tejido se recolecté de 2-4 dias después de la inyeccion y se congel6é de forma instantanea en nitrégeno
liquido. El tejido después se corté en secciones, se tifié con el sustrato de x-gal y se contratifi6 con hematoxilina y
eosina (H y E). Se tomaron fotografias de los portaobjetos con microscopia 6ptica y de fluorescencia (figuras 1A-1l).

La inyeccion se realiz6 en la uretra de los animales control y también en animales que tenian una lesion uretral
utilizando una sonda de aluminio de 8 mm de didmetro enfriada en hielo seco y después colocandola en la uretra
ventral durante 10 segundos (véase el ejemplo 1). Después de 2, 4 y 7 dias, los animales con y sin lesién uretral se
eutanizaron, y la porcién de la uretra que contiene los mioblastos injertados, asi como la uretra y la vejiga normales
adyacentes, se retiraron y se sometieron a estudios funcionales y de microscopia. Vienticuatro horas antes del
sacrificio, se realiz6 un andlisis del patrén de miccion de los animales en una jaula metabdlica para determina el
cambio en el volumen evacuado y en la frecuencia de evacuacion (véase el ejemplo 1).

Los animales con y sin uretras con mioblastos injertados también se sometieron a un analisis del patrén de miccion
de 24 horas en una jaula metabdlica utilizando los métodos descritos por M.B. Chancellor et al., 1994, J. Urol.,
151:250-254.

Inmediatamente antes del sacrificio, los animales se sometieron a un estudio urodinamico de presion uretral
(cistometrograma (CMG)) bajo anestesia de uretano utilizando catéteres urodindmicos disefiados especialmente
para permitir la medicién simultanea, pero aislada, de la presion de la vejiga y uretral (H. Kakizaki et al., 1997, Am. J.
Phy., 272:R1647-1656).

Se midié la presion de perfusion uretral y la presion de la vejiga isovolumétrica con catéteres insertados a través de
la cipula de la vejiga. Estos parametros se compararon en animales inyectados con mioblastos y animales con
inyeccion simulada, con y sin lesiones por criosonda. Para estas evaluaciones se emplearon catéteres urodindmicos
especialmente disefiados para permitir la medicidon simultanea, pero aislada, de la presion de la vejiga y uretral. El
montaje del catéter se introdujo en el cuello de la vejiga para bloquear el paso de fluidos entre la vejiga y la uretra sin
afectar el suministro nervioso a los 6rganos, segun se describe en el ejemplo 1. La uretra externa no se cateterizo.
Las respuestas se estudiaron a una velocidad de infusién de disolucion salina uretral de 0,075 ml/min.

Después de los experimentos urodindmicos se recogieron tiras uretrales y se colocaron en cdmaras de bafio
rellenas con disolucion de Krebs para evaluar la contractilidad. Se evaluaron los animales control e inyectados de
forma simulada. Se realizardé una tincién histoquimica para lacZ y unos analisis de microscopia fluorescente para
evaluar y cuantificar la supervivencia y la diferenciacion de los mioblastos y para evaluar la produccion de miotubos.
Los experimentos a largo plazo utilizando inyecciones de mioblastos primarios autélogos en la uretra descritos en la
presente se realizaron durante 30-60 dias.

Los resultados de los anteriores andlisis se presentan en la tabla 1.

Tabla 1
Inyeccion uretral de mioblastos frente al control Control (n = 12) Mioblastos (n = 4)
Patrén de miccion
Volumen urinario a las 24 h (ml) 21,8+ 3,8 19,8 +4,2
Frecuencia urinaria/24 h 19+5 11+3
Volumen medio de miccion (ml) 1,0£04 1,8 +£0,9*
Estudios uretrales
Presion uretral de linea de base (mm Hg) 28,3+3,1 36,4 £ 5,5**
Presion de contraccion de la vejiga (mm Hg) 78,3+11,2 72,8 +£23,3
*p<0,01;*: p<0,5
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Estos experimentos indican un gran namero de células en la pared uretral que expresan B-galactosidasa y que
contienen FLM bajo microscopia de fluorescencia. También se observaron muchas miofibras regenerativas que
expresan B-galactosidasa en la pared uretral. Los mioblastos primarios inyectados en ratones SCID sobrevivieron
durante més de 30 dias. Se descubrié que los animales tratados con inyecciones de mioblastos tenian mayor
presion uretral. En los animales con uretras con lesiones de criosonda, la inyeccion de mioblastos dio como
resultado una mayor contractilidad.

Los resultados de los experimentos demuestran la viabilidad y la supervivencia de inyecciones de mioblastos en la
pared uretral. A la vista de los resultados, pueden utilizarse con éxito mioblastos aut6logos (es decir, mioblastos
recolectados y cultivados a partir de un paciente concreto con incontinencia urinaria de esfuerzo) como agentes no
alergénicos tras su inyeccion para rellenar la pared uretral, potenciando asi la coaptacion y mejorando el misculo
del esfinter urinario. A este respecto, se han aislado mioblastos humanos a partir de una biopsia de musculo y se
han cultivado hasta una concentracién mayor que 1 x 10”.

Ejemplo 3

Se realizaron experimentos para demostrar la viabilidad de inyecciones de mioblastos en la pared de la vejiga para
mejorar la contractilidad del detrusor. Para estos experimentos se utilizé una linea celular de mioblastos transducida
con un vector adenovirico que porta un gen indicador de B-galactosidasa, segun se describié anteriormente en la
presente. Las células se incubaron con microesferas de latex fluorescentes (FLM) para poder determinar el destino
de las células inyectadas. Las células se inyectaron en ratas S.D. macho y hembra adultas (n = 18). Los mioblastos
se inyectaron en la clpula de la vejiga y en las paredes laterales derecha e izquierda cerca de la cupula con una
microjeringa Hamilton de 10 pl. La concentracion de mioblastos varia de 1,33 x 10° a 1 x 10° células. El tejido se
recolectd después de 2-5 dias, se cortd en secciones y se ensay0 para la expresion de p-galactosidasa. Para los
experimentos de terapia génica, los mioblastos se transdujeron con un adenovirus que contenia el gen de la 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS) humana a una multiplicidad de infeccion de 50 (MOI = 50), se inyectaron en la vejiga
y se estudiaron después de 2 a 7 dias. Los resultados de esos experimentos demuestran que en la pared de la
vejiga habia un gran nimero de células que expresaban B-galactosidasa y que contenian FLM, segun se determina
mediante microscopia de fluorescencia. También se observaron muchas miofibras regenerativas que expresan j-
galactosidasa en la pared de la vejiga. Utilizando un microdetector porfirinico para medir el NO, se detectdé un
aumento en la liberacion basal de NO (20 nM) desde el &rea de la pared de la vejiga inyectada con mioblastos que
han sido transfectados con el gen iNOS.

Estos estudios demuestran la supervivencia de los mioblastos y la expresion de genes extrafios en mioblastos
después de su inyeccion en la pared de la vejiga. Asi, se ha demostrado que la inyeccién de mioblastos y la terapia
génica mediada por mioblastos son Utiles para modular la contractilidad del detrusor y para contrarrestar la funcion
hiperactiva de la vejiga.

Se realizé una criolesiéon en la pared de la vejiga o uretral en un modelo de rata (S.D.) segin se describe en el
ejemplo 1. Dos animales se sometieron a una criolesién y a una lesidon simulada con y sin inyeccién de mioblastos.
Cuatro dias después de la criolesion y de la inyeccidon de mioblastos se realiz6 una evaluacion de la contractilidad.
Se observé un dafio histoldgico significativao en la pared de la vejiga y uretral después de la criolesién (figura 2). La
contractilidad del musculo frente a una estimulacién con un campo eléctrico desaparecioé después de la criolesion,
comparado con la ausencia de cambios en los animales lesionados de forma simulada.

Se montaron tiras de vejiga o uretrales en bafios de 6rganos de 5 ml y se estimularon eléctricamente con 100 V,
0,25 ms a diversas frecuencias. Las tiras de vejiga y uretrales criodafiadas mostraron poca o ninguna actividad
contractil frente a la estimulacién con un campo eléctrico, frente a la activacion indirecta del mudsculo liso a través de
la estimulacion del receptor M3 con carbacol, o frente a la activacion directa del misculo liso con una cantidad alta
de K, comparado con los controles no dafiados. Después del tratamiento con mioblastos de la vejiga o la uretra
criodafiada se produjo una signitiva recuperacién de la actividad contractil frente a la estimulacion eléctrica.

Los resultados se presentan en la tabla 2.

Tabla 2
Patrén de miccion de criolesiones en la vejiga frente al control Control (n = 12) Criolesién (n = 4)
Volumen urinario a las 24 h (ml) 21,8+ 3,8 19,8 +4,2
Frecuencia urinaria/24 h 19+5 11 43
Volumen medio de miccion (ml) 1,0+0,4 1,8 +0,9*
* p<0,01

Estos experimentos demuestran claramente una alteracién en la funcion de la vejiga y uretral con el modelo de
criolesion.
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Ejemplo 4

Se realizaron experimentos para evaluar la supervivencia a largo plazo de mioblastos transducidos aut6logos en la
vejiga y en la uretra.

Estos experimentos se realizaron en ratones que tienen una grave inmunodeficiencia combinada, es decir, el modelo
de SCID de ratén, y después en ratones no inmunodeficientes. Se recolectaron mioblastos y células derivadas del
musculo aut6logos y se cultivaron en una cantidad suficiente para poder realizar varias inyecciones en la vejiga.

Los cultivos de mioblastos primarios se cultivaron durante 3 dias en un medio de proliferacion suplementado para
que contuviese DMEM y suero bovino fetal al 15% (Gibco-BRL). Los mioblastos se infectaron con un vector
adenovirico. También se afiadieron microesferas de latex fluorescentes (0,5 um) a los mioblastos cultivados a una
diluciéon de 1:1000 para poder seguir el destino de los mioblastos inyectados in vivo (A. Satoh et al., 1993, J.
Histochem. Cytochem., 41:1579-1582; S. Floyd et al., 1997, Basic Appl. Myol., 7(3 y 4)). A las 48 horas después de
la infeccidn, los mioblastos se desprendieron del recipiente de cultivo utilizando tripsina (al 0,25%), se centrifugaron
durante 5 minutos a 3.500 rpm, y el sedimento de mioblastos se reconstituyd con 25 ml de disolucién salina
equilibrada de Hank (HBSS, Gibco-BRL, NY, EEUU).

La disolucion de mioblastos transducida se inyectd en la pared del detrusor en el lado izquierdo, con el mismo
numero de particulas viricas inyectadas en el lado contralateral del animal. Los ratones inyectados se sacrificaron a
los 4 dias después de la inyeccion. Se retiraron las vejigas de los animales inyectados y se congelaron de forma
instantdnea en isopentano preenfriado en nitrégeno liquido. El misculo después se cortd en su totalidad en
secciones con un espesor de 10 um con un criostato y se prepar6 para la tincion.

La misma disolucién virica (i) se inyecté directamente por via intramuscular, o (ii) se utilizé para transducir
mioblastos in vitro antes de la transferencia de genes ex vivo al mismo animal. Se inyectaron ratones normales
recién nacidos (de dos a cinco dias de edad) y adultos (dos meses de edad) con mioblastos isogénicos (en el lado
derecho de la vejiga con la misma cantidad de particulas viricas que se empled para infectar los mioblastos que
fueron inyectados en el lado izquierdo de la vejiga) y se sacrificaron a los tres dias después de la inyeccion. Se
evaluaron aproximadamente 8 animales en cada grupo. Los musculos inyectados se evaluaron para la actividad p-
galactosidasa y para la tincion de LacZ y se control6 la eficacia del transporte de genes. Después de 2, 4, 7, 14, 30,
60 y 90 dias, los animales se eutanizaron, y se retir@ y se analizé la porcién de la vejiga que contenia los mioblastos
injertados, asi como la vejiga normal adyacente.

El nivel de expresion del transgén se compard estadisticamente entre las estrategias de transferencia de genes
directa y ex vivo utlizando adenovirus. Las vejigas inyectadas con mioblastos isogénicos se cortaron
longitudinalmente para determinar la presencia de miofibras regenerativas. Se realiz6é una tinciéon inmunohistolégica
para lacZ y un analisis de microscopia de fluorescencia para evaluar y cuantificar la supervivencia y la diferenciacion
de mioblastos y para evaluar la produccién de miofibras. La localizacién de las miofibras transducidas que contienen
una distribucion no uniforme de FLM permite la determinacién de la presencia de miofibras en mosaico. Utilizando
una tincién inmunohistoldgica para Lacz y el andlisis de FLM se determiné que existia supervivencia y diferenciacion
de los mioblastos inyectados en miofibras.

Los resultados de estos analisis demuestran que las células de mioblastos autlogos pueden caracterizarse,
cultivarse y conservarse. Ademas, se ha demostrado que los mioblastos autlogos se injertan con éxito en la vejiga
y la uretra sin una inmunorreactividad significativa durante al menos 90 dias hasta 6 meses. De forma mas
especifica, la inyeccion de células precursoras derivadas del musculo primarias en la vejiga puede lograr una
supervivencia a largo plazo y una persistencia mayor que 50% a los 6 meses. Ademas, se demostré el
mantenimiento de un efecto de relleno persistente en la pared uretral. Este mantenimiento es necesario para el
tratamiento de la incontinencia urinaria de esfuerzo (figuras 15A-15C).

Ejemplo 5

Se realizaron otros experimentos, segin se describe en este ejemplo, para evaluar y mejorar la supervivencia de los
mioblastos inyectados después de la inyeccién. Para realizar esta evaluacion, se inyectaron en el musculo de
ratones mdx adultos diferentes lineas celulares de mioblastos mdx (véase a continuacion), asi como mioblastos
primarios, a diferentes purezas tales como se describe a continuacion. Los mioblastos se transdujeron con
adenovirus o se transfectaron con un plasmido que expresa p-galactosidasa, y se evalu6 el destino temprano de las
células inyectadas después de la inyeccion.

Se construyé el plasmido que contiene el gen que codifica la B-galactosidasa a partir del esqueleto del plasmido
pBluescript, en el que el gen indicador de B-galactosidasa esta controlado por el promotor de citomegalovirus
humano (HCMV), y el gen de resistencia a neomicina esta controlado por el promotor PGL (J.A. Wolff et al., 1990,
Science, 247:1465-1468; S. Jiao et al., 1992, Human Gene Therapy, 3:21-33).

Se ensayaron diferentes poblaciones de mioblastos primarios que se habian purificado mediante precultivo (ejemplo
1) y que tienen un porcentaje de mioblastos que varia de aproximadamente 10% al 90%. Por Ultimo, también se
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emplearon mioblastos mdx primarios obtenidos a partir de miofibras aisladas y se compar6 entre los grupos la
supervivencia de las células inyectadas (véase J. Huard et al., 1994, Human Gene Ther., 5:949-958; y J. Huard et
al., 1994, J. Clin. Invest., 93:586-599).

Las diferentes poblaciones de céluas de mioblastos precultivadas se infectaron con adenovirus que expresan B-
galactosidasa. El adenovirus, un adenovirus recombinante con E1-E3 delecionado, fue suministrado amablemente
por GeneVec Inc. (doctor I. Kovesdi), tiene el gen indicador de B-galactosidasa bajo el control del promotor de
citomegalovirus humano (HCMV), seguido del t-intrén de SV40 y una sefial de poliadenilacién (poliA). Las células
transducidas con adenovirus entonces se transplantaron al mdsculo de la pata trasera (gastrocnemio y séleo) de
ratones mdx y se ensay0 su supervivencia después de la implantacion.

Los mioblastos se aislaron a partir de miofibras viables individuales. Se prepararon fibras de musculo individuales a
partir del masculo extensor largo de los dedos (EDL) mediante disgregacion enzimética en colagenasa de tipo 1 al
0,2% (Sigma, St. Louis, MO, EEUU), tal como se ha descrito previamente (D.J. Rosenblatt et al., 1995, In Vitro Dev.
Biol. 31:773-779; W.G. Feero et al., 1997, Gene Ther., 4:371-380). Se emplearon fibras de musculo aisladas de
ratones de 6 semanas de edad. Después del aislamiento de aproximadamente 200 miofibras por musculo, un
minimo de 5-10 miofibras por pocillo se cultivaron en placas de 6 pocillos revestidas con Matrigel 1 mg/ml
(Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA, EEUU) en 2 ml de medio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) que contenia suero de caballo al 10%, extracto de embrion de pollo al 1%, L-glutamina al 2% vy
penicilina/estreptomicina al 1% (Gibco, BRL, Grand Island, NY, EEUU). Las placas se colocaron en un incubador a
37°C, 5% de CO; durante varios dias. Las células que surgen de estas miofibras se hicieron crecer hasta que
alcanzaron la confluencia, se ensayaron para la expresién de desmina, se transdujeron con un adenovirus que
transporta la expresion del gen indicador LacZ, y se ensayaron para la supervivencia de los mioblastos después de
la implantacion siguiendo el protocolo descrito a continuacion.

Se empléo una linea celular mdx inmortalizada aislada a partir de un animal transgénico que porta un antigeno T de
SV40 termolabil bajo el control de un promotor inducible (J.E. Morgan et al., 1994, Develop. Biology 162:486-498).
La linea celular mdx inmortalizada prolifera indefinidamente bajo condiciones permisivas de 33°C con gamma-
interferén (medio de proliferaciéon: DMEM + FBS al 20%) y sufre una diferenciacion normal a 37-39°C sin gamma-
interferon (medio de fusion: DMEM + FBS al 2%). La linea celular de mioblastos se ensayé para la
inmunorreactividad a la desmina y la capacidad de diferenciarse cuando se cultiva en un medio de fusién. Después,
estas células se transdujeron con un adenovirus que transporta la expresién del gen indicador LacZ, y se analizé la
supervivencia de los mioblastos inyectados como se describe a continuacion.

Los mioblastos se modificaron para que expresasen agentes antiinflamatorios. La linea celular de mioblastos mdx se
empleo para la modificacion genética de mioblastos que expresan sustancias antiinflamatorias. Los mioblastos se
infectaron con un vector retrovirico que porta el gen que codifica la proteina del antagonista del receptor de
interleuquina-1 (IL-1 Ra) y un gen de resistencia a neomicina (G. Bandara et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:10764-10768). Después de la infeccion, los mioblastos se seleccionaron utilizando neomicina (1000 pg/ml de
medio) para obtener casi 100% de células infectadas, debido a que las células no infectadas mueren cuando se
someten a un tratamiento con neomicina.

Los mioblastos seleccionados primero se analizaron in vitro para su capacidad para expresar IL-1 Ra (80 ng/1 x 10°
células a las 48 horas después de la infeccion). Se descubrié que los mioblastos modificados eran capaces de
diferenciarse en miotubos in vitro y de formar miofibras después de un transplante intramuscular in vivo. Los
mioblastos modificados después se infectaron con un adenovirus que porta el gen indicador LacZ y se inyectaron en
el masculo mdx. Se controlo el destino temprano de las células inyectadas y se comparé con el de las células no
modificadas utilizando el protocolo descrito a continuacion.

Inmunohistoquimica para la desmina: Las diferentes poblaciones de mioblastos se fijaron con metanol a -20°C
durante 1 minuto, seguido de 2 enjuagados en disolucién salina tamponada con fosfato (PBS). Los cultivos celulares
se bloquearon con suero de caballo al 10% durante 1 hora y se incubaron con el primer anticuerpo (1/200 anticuerpo
monoclonal de ratén anti-desmina, Sigma Co., St. Louis, MO, EEUU) durante 1 hora. Después de 3 enjuagados en
PBS, las secciones se incubaron con un segundo anticuerpo (anticuerpo anti-ratbn conjugado con Cy3,
inmunofluorescencia, 1/200, Sigma Co., St. Louis, MO, EEUU). Después se visualizd la inmunotincion mediante
microscopia de fluorescencia y se calculd el nimero de células positivas a desmina y se compard entre los
diferentes grupos.

Se emplearon diferentes poblaciones de mioblastos para estos experimentos. Se inyectaron por via percutanea de
0,5 a 1 x 10° células en la porcidon media del musculo gastrocnemio para cada grupo experimental; los grupos
experimentales que se compararon entre si recibieron exactamente el mismo nimero de células. Mioblastos mdx
primarios, mioblastos aislados de fibras musculares individuales, y cultivos de mioblastos mdx inmortalizados se
transdujeron con un adenovirus que porta el gen indicador LacZ utilizando una multiplicidad de infeccién de 50 (MOI
= 50). Cuarenta y ocho horas después de la transduccion, los diferentes grupos de mioblastos transducidos se
recolectaron mediante tripsinizacion (tripsina al 0,1%), se lavaron en disolucién salina equilibrada de Hank (HBSS) y
se inyectaron por via intramuscular con una jeringa Drummond. En diferentes momentos después de la inyeccion
(0,5, 12, 24, 48 horas y 5 dias), los animales se sacrificaron y los musculos inyectados se ensayaron para la
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expresion de LacZ (histoquimica y ONPG). La expresion de B-galactosidasa obtenida a partir de los musculos
inyectados se compar6 con la del extracto de células transducidas antes del transplante (O horas después de la
inyeccion). Se emplearon cinco ratones mdx/mdx C57BL10/J de dos meses de edad para cada grupo. Los animales
experimentales se mantuvieron en the Rangos Research Center Animal Facility del Children’s Hospital of Pittsburgh.
Las politicas y los procedimientos en el laboratorio con los animales se desarrollaron de acuerdo con los detallados
en la guia para el “Cuidado y uso de animales de laboratorio”, publicada por the USA Department of Health and
Human Services.

Tincién de LacZ mediante técnicas histoquimicas: Secciones obtenidas con un criostato de los musculos
inyectados y control se tifieron para la expresion de LacZ utilizando la técnica descrita como sigue: las secciones se
fijaron con glutaraldehido al 1,5% (Sigma Co., St. Louis, MO, EEUU) durante un minuto y se enjuagaron dos veces
en disolucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se incubaron en sustrato de x-gal [5-bromo-cloro-3-indolil-B-D-
galactésido 0,4 mg/ml (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN, EEUU), MgCl, 1 mM, KsFe(CH)s 5 mM/KsFe(CN)s 5
mM en PBS] durante la noche (37°C). Después de la histoquimica de LacZ, las secciones de musculo se
contratifieron con hematoxilina/eosina y se visualizaron mediante microscopia 6ptica (Nikon, microscopio Optiphot).

La actividad B-galactosidasa se ensayo para lograr una mejor cuantificacion y la comparacion del nivel de expresién
del transgén en las células infectadas y en los musculos inyectados (J. Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning. A
Laboratory Manual, 1.21-1.52). Las células o los musculos inyectados se congelaron en nitrégeno liquido y se
homogeneizaron en Tris-HCI 0,25 M (pH 7,8), y los homogeneizados se centrifugaron a 3.500 x g durante 5 minutos.
El homogeneizado de musculo se disgregé mediante 3 ciclos de congelacion/descongelacion, y el sobrenadante se
centrifugd (12.000 x g/5 min a 4°C) y se traslad6 a un tubo de microcentrifuga. Se mezclaron 30 pl de este extracto
con 66 ul de OPNG 4 mg/ml (O-nitrofenil-pB-D-galactopirandsido, Sigma Co.) disueltos en fosfato de sodio 0,1 M (pH
7,5), 3 ul de B-mercatoetanol 4,5 M disueltos en MgCl, 0,1 M, y 201 nl de fosfato de sodio 0,1 M. La mezcla después
se incubd a 37°C durante 30 minutos. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 500 ul de Na;CO3; 1 M, y se leyo
la densidad Optica sobre un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 420 nm. El nivel de actividad f-
galactosidasa (n° de unidades/muestra) se extrapol6 en una curva de calibracién que convierte la densidad dptica a
420 nm en la concentracion de la enzima B-galactosidasa. El nivel de la enzima p-galactosidasa se compar6 en los
mioblastos no inyectados transducidos con el obtenido en el mudsculo inyectado a las 0,5, 12, 24 y 48 horas y 5 dias
después de la inyeccion.

Tincién inmunoquimica para las isoformas de cadena pesada de miosina (MyHC): Se empled un anticuerpo
monoclonal especifico para las isoformas de cadena pesada de miosina lenta. El anticuerpo monoclonal anti-cadena
pesada de miosina lenta (M 8421, Sigma Co., St. Louis, MO, EEUU) reacciona con la MyHC lenta del musculo
esquelético de adultos. Se realizé una tincion con MYHC utilizando técnicas de inmunoperoxidasa indirectas. Se
colocaron secciones de 10 um cortadas en serie con un criostato sobre portaobjetos de vidrio, se fijaron con acetona
fria (-20°C) durante 1 minuto y se bloquearon con suero de caballo al 5% durante 1 hora. Las secciones se
incubaron durante la noche a temperatura ambiente en una camara himeda con anticuerpos primarios diluidos
1:500 en PBS, pH 7,4, que contenian suero de caballo al 4%. Las secciones de musculo cortadas con criostato
después se enjagaron 3 veces con PBS y se incubaron con anticuerpos anti-raton de oveja conjugados con
peréxidasa de rabano (A7282, Sigma Co., St. Louis, MO, EEUU), y se diluyeron 1:100 en PBS durante 90 minutos.
Después de tres enjuagados en PBS se determind la actividad peroxidasa mediante una incubacién con
diaminobenzidina 1 mg/ml en PBS que contiene perdxido de hidrogeno al 0,01%. Después se realiz6 la reaccion con
peroxidasa y se detuvo por medio de enjuagados repetidos en PBS. Las secciones se montaron en GelMount
(Biomeda, Corp., Foster City, CA) y se observaron bajo microscopia 6ptica (Nikon, microscopio Optiphot). Se realiz6
la colocalizacion de las fibras musculares que expresan LacZ y la cadena pesada de miosina lenta sobre las
secciones de musculo en serie.

Andlisis estadistico: Se calculé la media del nivel de transduccién en diferentes momentos para cada grupo (n = 5)
y se compar6 a lo largo del tiempo mediante un andlisis de la varianza de un factor (ANOVA,; factorial del tipo de
miltiples comparaciones) utilizando programas informaticos estadisticos (Stat View 512", Brain Power, Calabasas,
CA, EEUU).

En este ejemplo se demostré que las diferentes poblaciones de células derivadas del misculo primarias aisladas a
partir del masculo gastrocnemio forman diferentes precultivos que contienen un porcentaje diferente de células
positivas a desmina. Las diferentes poblaciones de células consisten en una mezcla de células derivadas del
musculo que incluyen mioblastos, fibroblastos y adipocitos. Se descubrié que las poblaciones de células derivadas
del musculo mostraban diferentes inmunoreactividades a la desmina, que varian entre 7% al 80% después del
precultivo. Por ejemplo, el primer precultivo contiene 7% de células positivas a desmina, mientras que los precultivos
secuenciales estaban enriquecidos en células positivas a desmina (es decir, PP n® 2 = 14%, PP n° 3 = 25%, PP n° 4
=72%, PP n°5=77%,y PP n° 6 = 80%).

Estas poblaciones celulares tienen una capacidad variable para diferenciarse en miotubos cuando se cultivan en
medio de fusién. De hecho, el nimero de miotubos obtenidos en el precultivo n® 1 y el precultivo n® 3 fue muy bajo
comparado con el obtenido en el precultivo n° 5 y el precultivo n° 6. Los resultados demuestran que las poblaciones
de células derivadas del muasculo con alto nimero de células positivas a desmina muestran una mejor capacidad de

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2419029 T3

diferenciarse en miotubos.

Se obtuvo 97% de células positivas a desmina a partir de una Unica miofibra aislada del misculo extensor largo de
los dedos (EDL). Ademas, la linea celular de mioblastos mdx, aislada a partir de un ratdén transgénico que porta el
antigeno T de SV40, era casi 100% positiva a desmina. Estas células también fueron capaces de diferenciarse en
miotubos, lo cual demuestra el alto indice de miogenicidad de estos cultivos celulares.

Se ensayaron diferentes poblaciones de células derivadas del misculo aisladas y purificadas de ratones normales y
mdex (distréficos) mediante la técnica del precultivo, para detectar la presencia de diversos marcadores. Se
descubrié que una poblacién de células derivadas del misculo tenia las siguientes caracteristicas: aproximadamente
95% de positivas a desmina; aproximadamente 95% de positivas a BCL-2; aproximadamente 95% positivas a CD34;
aproximadamente 95% de expresion de las isoformas de cadena pesada de miosina (MyHC); aproximadamente 30-
60% de expresion de MyoD; aproximadamente 30-60% de expresion de miogenina; y menos de aproximadamente
10% de expresion de M-caderina, lo cual sugiere sus cualidades de células precursoras.

Las células derivadas del musculo obtenidas del precultivo n® 1 e inyectadas en el muisculo gastrocnemio se
perdieron radpidamente a las 48 horas después de la inyeccién: en el masculo inyectado sélo se midié 17% de la
expresion del gen introducido presente en los mioblastos inyectados. Sin embargo, se obtuvo una mejora en la
superviviencia de los mioblastos inyectados mediante el uso de células procedentes de posteriores precultivos para
la inyeccion. De hecho, las células aisladas del precultivo n° 2 producen una pérdida de mioblastos del 55% a las 48
horas después de la inyeccion, las del precultivo n® 3 producen una pérdida de mioblastos del 12%, y las del
precultivo n°® 6 producen una ganancia del 124% comparado con el nivel de expresion del transgén LacZ presente en
las células antes de la inyeccion y el transplante (figuras 7A-7H). Estos resultados sugieren que se aislaron
poblaciones de células derivadas del masculo durante el precultivo que mostraban una mejor tasa de supervivencia
después del transplante.

De manera sorprendente, la poblacion pura de mioblastos obtenidos a partir de miofibras aisladas (fibras de
mioblastos, Fmb), que muestra mas de 95% de inmunorreactivodad frente a la desmina, sufre una pérdida rapida
después del transplante de los mioblastos. De hecho, se observé una pérdida del 96% de los mioblastos inyectados
a las 48 horas después del transplante. De modo similar, la linea celular de mioblastos mdx (Linea celular) (figura 7D
y 7H) fue rdpidamente perdida después del transplante: 93% del nivel de la expresion del transgén LacZ presente en
el cultivo celular tras la implantacién desaparecié después de 2 dias desde la inyeccion. Estos resultados
demuestran que el alto porcentaje de células positivas a desmina presentes en la poblacion de células derivadas del
musculo en el precultivo n° 6 es solo un factor para explicar la mejora en la supervivencia de las células después de
la implantacion.

Aunque se han aislado poblaciones de células derivadas del mdsculo que muestran una mejor supervivencia
después de la inyeccion (PP n° 3, PP n° 6), todas las poblaciones celulares conducen a una disminucion en la
expresion del gen indicador entre los dias 2 y 5 después de la inyeccion. Sin embargo, las células con una mejor
tasa de superviviencia mantienen mejor la expresion del transgén en el dia 5.

Se ha descubierto que todas las poblaciones de mioblastos tras la transduccidon adenovirica son capaces de
transportar el gen indicador de B-galactosidasa al musculo esquelético a los 2 y 5 dias después de la infeccién.
Utilizando el mismo numero de células, se observé que PP n° 6, y en menor grado PP n° 3, tienen una mejor
transferencia de genes que la poblacion de células derivadas del mdsculo aisladas en los precultivos n® 1y n® 2. La
capacidad de las células musculares purificadas para evitar la poca supervivencia de las células inyectadas puede
explicar la mejor eficacia de la transferencia de genes en el misculo inyectado. Sin embargo, también se observo
gue PP n° 6 muestra una mejor capacidad para fusionarse con miofibras del hospedante comparado con las células
derivadas del musculo aisladas en precultivos mas tempranos. La linea celular de mioblastos (Linea celular) y el
cultivo de mioblastos muy puro aislado a partir de miofibras (FMb) también muestran una reduccién en la
transferencia de genes cuando se compara con las células derivadas del muasculo aisladas en el precultivo n° 6, lo
cual sugiere que la capacidad de las células para superar la poca supervivencia después de la inyeccién conduce a
una mejora en la transferencia de genes hacia el masculo esquelético.

Después de la inyeccion de las células musculares, las células se fusionan para formar miotubos o se fusionan con
mioblastos y fibras musculares del hospedante para formar miofibras en mosaico. Unas secciones cortadas con
criostato realizadas en serie demuestran que los mioblastos transducidos obtenidos a partir de las miofibras aisladas
se fusionan para formar miotubos y miofibras inmaduras que expresan las cadenas pesadas de miosina rapida, o se
fusionan con miofibras del hospedante que expresan las cadenas pesadas de miosina rapida. Esto sugiere que las
miofibras utilizadas para aislar los mioblastos probablemente estén expresando las cadenas pesadas de miosina
rapida. Por contraste, las células derivadas del musculo aisladas en el PP n° 6 se fusionan entre si y con las
miofibras del hospedante que expresan las cadenas pesadas de miosina rapida y lenta, lo cual sugiere que las
células derivadas del misculo en PP n° 6 tienen la capacidad de fusionarse con miofibras de cadenas pesadas de
miosina rapida y lenta.

Para investigar si las células capaces de expresar sustancias antiinflamatoria pueden mejorar la supervivencia de las
células después de la inyeccién, se modificaron genéticamente mioblastos para que expresasen la proteina
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antagonista del receptor de interleuquina-1 (1L-1 Ra), que es capaz de competir con la citoquina inflamatoria IL-1 por
la unién al receptor de IL-1, pero no induce la sefializacion de receptor de IL-1. Después se compard la
supervivencia de los mioblastos modificados con la de las células control no modificadas. Los mioblastos utilizados
para este experimento, la linea celular mdx, muestran una pérdida drastica de las células inyectadas después de la
inyeccion (figura 7G). Se observé una pérdida del 84% de las células no modificadas a las 48 horas después de la
inyeccion por la significativa disminucion en la cantidad de expresion de B-galactosidasa, en comparacion con los
mioblastos transducidos no inyectados en el momento 0. Ademas, se detecté un ligero aumento en la cantidad del
gen indicador a las 120 horas después de la inyeccion, que sigue siendo significativamente diferente a lo observado
en las células control (figura 8A).

Por contraste, las células modificadas para que expresasen IL-1Ra redujeron significativamente la pérdida temprana
de las células inyectadas. Se observd una pérdida del 60% en la cantidad de B-galactosidasa expresada en las
células no inyectadas (P < 0,05) a las 24 horas después de la inyeccién pero, en contraste con el resultado
observado con las células no modificadas, el nivel de expresion de B-galactosidasa detectado a los 2 dias después
de la inyeccidn no fue significativamente diferente al que se encontré en los mioblastos que expresan IL-1 Ra no
inyectados. Este descubrimiento sugiere que la inflamaciéon también desempefia un papel en la poca tasa de
supervivencia de las células inyectadas; por consiguiente, las estrategias capaces de bloquear la inflamacién
pueden ayudar al desarrollo de estategias para lograr un transplante eficaz de mioblastos (figuras 8B-8D).

Los experimentos en este ejemplo se realizaron para determinar si la inflamacién es el Unico factor implicado en la
poca supervivencia de los mioblastos inyectados. La gama extremadamente amplia de actividad biologica de IL-1 Ra
puede mejorar la supervivencia de las células bloqueando la accién de una citoquina inflamatoria (IL-1). Tal como se
describe en la presente, los mioblastos se modificaron genéticamente para que expresasen IL-1 Ra antiinflamatoria,
y se ensayaron para observar si evitaban la pérdida rapida de las células inyectadas. Los mioblastos modificados
que expresan IL-1 Ra permiten una mayor tasa de supervivencia de los mioblastos inyectados a las 48 horas
después de la inyeccion. La linea celular de mioblastos no modificados muestra poca supervivencia de las células
inyectadas, pero la misma linea celular que expresa IL-1 Ra mejora significativamente la tasa de supervivencia de
las células inyectadas.

Se observé una mejora del 80% en la supervivencia de las células inyectadas por la expresion local de una
sustancia antiinflamatoria. Se produjo una disminucion significativa en la cantidad del gen indicador de B-
galactosidasa a las 24 horas, comparado con las células control no inyectadas, lo cual sugiere que los mioblastos
gue expresan IL-1 Ra probablemente se hayan fusionado entre 24 y 48 horas después de la inyeccion y esto
conduce a un aumento en la expresion del gen indicador de B-galactosidasa. Se observé una ligera disminucion en
la cantidad de la expresion del gen indicador de B-galactosidasa a los 5 dias después de la inyeccion que puede
estar relacionada con un rechazo inmunoldgico.

Se logré una sustancial reduccién en la pérdida de los mioblastos inyectados con las células que expresan IL-1 Ra,
pero se sigue observando una pérdida del 20% a las 48 horas después de la inyeccion. Asi, es probable que la
inflamaciéon sélo sea un factor implicado en la pérdida rapida de los mioblastos inyectados después de la
implantacion.

Se evaluaron diferentes poblaciones de células derivadas del musculo para ayudar al desarrollo de estrategias para
evitar la poca supervivencia de los mioblastos inyectados después del transplante. Para realizar esta evaluacion se
inyectaron lineas celulares de mioblastos mdx, mioblastos puros aislados a partir de miofibras, y células derivadas
del musculo primarias a diferentes purezas, en misculo mdx adulto. Los mioblastos se transdujeron con adenovirus
segun se ha descrito, y se evalud el destino temprano de las células inyectadas después de la inyecciéon en
diferentes momentos después de la inyeccién (es decir, a las 0,5, 12, 24 y 48 horas, y 5 dias). Se observo que las
poblaciones de cultivos de células derivadas del muasculo primarias aisladas a partir de musculo gastrocnemio
muestran una capacidad diferente de expresar desmina y diferenciarse en miotubos. Ademas, la supervivencia
celular después de la inyeccion fue diferente. De hecho, el mismo nimero de células musculares derivadas del
precultivo n° 1 frente al precultivo n ° 6 produjeron una pérdida del 83% y una ganancia del 124%, respectivamente,
en la expresion del transgén, comparado con las células transducidas no inyectadas en el momento 0. Esto sugiere
gue el aislamiento de poblaciones especificas de células derivadas del musculo soluciona totalmente esta pérdida
rapida de las células inyectadas.

Este ejemplo evalia si la fuente de células derivadas del musculo puede tener un papel primordial en la
supervivencia temprana de los mioblastos inyectados. Ya se ha observado una gran diferencia en el contenido en
células satélite entre los musculos de contraccion lenta y rapida (H. Schmalbruch y U. Hellhammer, 1977, Anat Rec.,
189:169; A.M. Kelly, 1978, Dev. Biol., 65:1; M.C. Gibson y E. Schultz, 1982, Anat. Rec., 202:329). Los tipos de
células satélite aisladas a partir de estos misculos podrian mostrar un destino distinto después del transplante.

Se descubrié que las células derivadas del misculo de PP n° 6 tenian la capacidad de fusionarse con miofibras que
expresan las isoformas de miosina lenta y rapida, en contraste con mioblastos obtenidos de miofibras aisladas, que
se fusionan entre si o se fusionan con miofibras que expresan la isoforma de miosina rapida. La incapacidad de los
mioblastos obtenidos de las miofibras aisladas para fusionarse con miofibras que expresan la isoforma de miosina
lenta puede estar implicada en la diferente supervivencia de los mioblastos inyectados, puesto que el musculo
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inyectado (gastrocnemio) contiene una mezcla de miofibras que expresan las isoformas de miosina rapida y lenta.
Es probable que los mioblastos inyectados que no son capaces de fusionarse con las miofibras del hospedante
mueran en el sitio de la inyeccién. Aunque no se pretende limitacion alguna por la teoria, esto puede explicar por
gué la linea celular de mioblastos que muestra una alta inmunorreactividad frente a la desmina sigue presentando
poca supervivencia después de la inyeccion.

Aunque las diferentes poblaciones de células derivadas del masculo y mioblastos que expresan IL-1 Ra muestran
una mejor supervivencia después de la implantacion en el misculo esquelético, la persistencia a largo plazo de las
células inyectadas parece verse impedida por las respuestas inmunolégicas. En general, todas las poblaciones de
de células musculares muestran una reduccién en la cantidad de expresion de B-galactosidasa entre el dia 2 y 5
después de la invencion. También se descubri6 que el nimero de miofibras que expresan LacZ disminuye a lo largo
del tiempo en el masculo inyectado, incluso con la utilizacién de mioblastos que expresan IL-1 Ra. Por consiguiente,
la modificacion de poblaciones especificas de células derivadas del musculo no sélo para que expresen IL-1 Ra sino
para que expresen también otros factores o agentes inmunosupresores podria evitar la poca supervivencia y
cualquiera de las respuestas inmunoldgicas adversas que puedan acompafiar a la transferencia de mioblastos.

Ejemplo 6

Se realizaron experimentos para determinar la viabilidad de la terapia génica mediada por células que emplea
mioblastos transducidos con un vector adenovirico que porta el gen que codifica el factor del crecimiento de
fibroblastos basico (bFGF). Los mioblastos modificados con bFGF se inyectaron en la uretra para tratar la
incontinencia urinaria y también en la pared de la vejiga para mejorar la contractilidad del detrusor. Los vectores
adenoviricos utilizados se produjeron segun se describe en H. Ueno et al., 1997, Arteriosclerosis, Thrombosis &
Vascular Biology, 17(11):2453-60; y J.C. Takahashi et al., 1997, Atherosclerosis, 132(2):199-205.

Se realizaron experimentos similares a los descritos para la inyeccion en la uretra y la vejiga de los ejemplos 2 y 3
para comparar animales control de simulacion frente a animales inyectados con mioblastos transducidos con
vectores adenoviricos genéticamente modificados para que contuviesen el gen de bFGF; los mioblastos
transducidos expresan la proteina de bFGF después de la transduccion.

Brevemente, se evaluaron cuatro grupos de animales: animales de control de vejiga y animales de control de uretra
con una inyeccion de mioblastos-bFGF o de disolucién salina de simulacién. Se evaluaron aproximadamente 8
animales en cada grupo. Los animales se sacrificaron 4 dias después de la inyeccién. Los animales que habian
recibido una inyeccién uretral se sometieron a una evaluacion fisiolégica seglin se describe en el ejemplo 2. Los
animales que habia recibido una inyeccion en la vejiga se sometieron a una evaluacion fisiolégica segun se describe
en el ejemplo 3.

En estos experimentos, los mioblastos se transdujeron con un vector adenovirico que porta el gen de bFGF y un gen
indicador de B-galactosidasa, descrito anteriormente, y también se marcaron con microesferas de latex fluorescentes
(FLM) (P. Cuevas et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:11196-12001; Y. Nakahara et al., 1996, Cell Transpl.,
5:191-204). Se realiz6 una tincion histoquimica para bFGF, lacZ y un andlisis microscopico de la fluorescencia para
evaluar y cuantificar la supervivencia y la diferenciacién de los mioblastos y para evaluar la generacion de miofibras.

Ejemplo 7

Los experimentos descritos en este ejemplo demuestran que los mioblastos infectados con un vector adenovirico
que porta el gen iNOS e inyectados localmente en la uretra y la vejiga disminuyen la inflamaciéon de la vejiga,
mejoran la relajacion uretral y afectan a la disfuncién eréctil.

Brevemente, se infectaron mioblastos con un adenovirus modificado para que porte el gen iNOS (ejemplo 1). Los
mioblastos transducidos se inyectaron en la uretra o la vejiga de ratas S.D. Se realizaron experimentos fisiolégicos
segun se describe en los ejemplos 2 y 3 para la vejiga y la uretra para evaluar el efecto o efectos fisiologicos de la
terapia del gen iNOS en estos tejidos.

Se empled el modelo de ciclofosfamida (CYP) para la inflamacién de la vejiga y se empleé un modelo de ligadura
uretral parcial para una obstruccién uretral parcial. Para el modelo de inflamacién de la vejiga de CYP se evaluaron 4
grupos de animales: los animales control y CYP recibieron inyecciones en la vejiga de mioblastos-iNOS o de
disolucidn salina de simulacion. Cada grupo comprendia aproximadamente 8 animales. Se realizé una inyeccion de
CYP (100 mg/kg por via intraperitoneal) al mismo tiempo que la inyeccion de mioblastos-iINOS o de simulacion. Los
animales se sacrificaron 4 dias después de las inyecciones, basandose en las determinacion de una inflamacion
persistente en la vejiga mas de 4 dias después de CYP, y una expresion optima de iNOS a los 4 dias (E. Tzeng et
al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:11771-11775; E. Tzeng et al., 1996, I. Surgery, 120:315-321).

Para el modelo de obstruccién uretral también se estudiaron 4 grupos de animales: animales de ligadura uretral y
control con una inyeccién uretral de mioblastos-INOS o de disolucion salina de simulaciéon. Los mioblastos se
transdujeron con un vector adenovirico que porta el gen indicador de pB-galactosidasa y se marcaron con
microesferas de latex fluorescentes (FLM). Se realiz6 una tincion histoquimica para lacZ y un analisis microscépico
fluorescente para evaluar y cuantificar la supervivencia y la diferenciacion de los mioblastos y para evaluar el
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desarrollo de miofibras. Se realiz6 una inmunohistoquimica de tincién para iINOS y para las proteinas adenoviricas
en todos los especimenes. Se realiz6 un andlisis de la transferencia Northern para la produccion de ARN de iINOS
humana en los animales transfectados con el gen y en los controles apropiados.

Los experimentos y sus resultados relacionados con la produccion de NO intrauretral e intravesical se presentan de
modo mas especifico a continuacion.

A. Donantes de NO intrauretrales relajan el muisculo liso uretral

Para evaluar primero el papel de los donantes de NO en el musculo liso, se midi6 la presion de perfusion uretral y la
presion de la vejiga isovolumeétrica con catéteres insertados a través de la cupula de la vejiga en ratas S.D. hembra
anestesiadas con uretano (250-300 gramos) (n = 9). El montaje del catéter se introdujo en el cuello de la vejiga para
bloquear el paso de fluidos entre la vejiga y la uretra sin afectar el suministro nervioso a los 6rganos. La uretra
externa no se cateterizd. Las respuestas se estudiaron en el estado de control a una velocidad de infusién de
disolucidn salina uretral de 0,075 ml/min. Después de bloquear el esfinter uretral estriado mediante la administracion
de alfa-bungarotoxina intravenosa (100 mcg/kg), se administraron los farmacos intrauretrales.

Los resultados de estos experimentos revelan que la uretra muestra unas respuestas reflejas caracterizadas por una
disminucion inicial en la presién uretral cuando aparecen las contracciones reflejas de la vejiga. A esto le sigui6é un
periodo de oscilaciones de alta frecuencia que fue abolido por la alfa-bungarotoxina. Una infusion intrauretral de
donantes de NO (es decir, S-nitroso-N-acetilpenicilamina [SNAP] (2 mM) y nitroprusida (1 mM)) inmediatamente
disminuye la presion uretral de la linea de base en 30% al 37% y la relajacion méaxima uretral en 24% al 50%.
Ademas, la duracién del reflejo de relajacién uretral aumenta en 96% al 100%, lo cual es probable que sea debido a
que el NO exdgeno potencia la relajacién del NO enddégeno. Ninguno de los donantes de NO cambi6 la amplitud de
las contracciones de la vejiga. La relajacion uretral persistié durante 15 minutos después de detener la infusion de
los donantes de NO. Los donantes de NO intrauretrales no afectaron a la media de la presion sanguinea. La N-nitro-
L-arginina (L-NAME) intrauretral (20 mM) s6lo bloquea parcialmente el reflejo de relajacion del NO endégeno.

Los resultados de estos experimentos demuestran que NO desempefia un papel clave en el reflejo de la relacion del
musculo liso uretral durante la miccion. Los donantes de NO intrauretrales topicos inducen con rapidez la relajacion
uretral sin afectar a la vejiga. Basdndose en estos resultados, la aplicacion intrauretral de donantes de NO puede ser
clinicamente eficaz en casos de obstruccion y espasticidad del mudsculo liso uretral del esfinter.

B. NO intravesical sobre la cistitis inducida por ciclofosfamida

Para evaluar primero el papel del NO intravesical sobre la cistitis inducida por ciclofosfamida, ratas S.D. hembra
recibieron una Unica inyeccion intraperitoneal de CYP (100 mg/kg) o vehiculo. Entonces se controlaron los
parametros de evacuacion (volumen medio evacuado y nimero de evacuaciones) durante 24 horas en una jaula
metabdlica. Cuarenta y ocho horas después de la inyeccion de CYP se estudid la funcion de la vejiga utilizando una
cistometria con una infusién de disolucion salina continua (0,04 ml/min) a través de un catéter transuretral PE-50
bajo anestesia de uretano. Los donantes de NO S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) (2 mM) y nitroprusida de
sodio (SNP) (1 mM), asi como el inhibidor de NOS N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (20 mM) se administraron
por via intravesical.

Los resultados demuestran que el nimero de micciones durante las 24 horas después de la inyeccion de CYP fue
significativamente mayor durante 24 horas (117 + 86, n = 8) que en las ratas control (25 + 4, n = 4) (p < 0,001).
Después de 7 dias, la frecuencia de evacuacién seguia siendo elevada (38 + 4, n = 4) (p < 0,05). No se observo
diferencia en el volumen total de miccidn entre las ratas tratadas con CYP (20,5 + 9,2 ml) y las ratas control (15,2 +
6,1 ml). La infusion de un donante de NO (SNAP, n =5, o SNP, n = 3) aumenté el intervalo de intercontraccion (ICI)
(64%) pero no cambio la amplitud de las contracciones de la vejiga. Un tratamiento con L-NAME (n = 8) no alterd el
ICI ni la amplitud (tabla 3).

Ademas, las ratas inyectadas con CYP se controlaron durante mas de 7 dias y mostraron una frecuencia de
evacuacion persistentemente elevada, lo cual es coherente con la irritacion de la vejiga.

Tabla 3
ICI (min) Amplitud (cm H,0) Duracion de la contraccién (min)
Disolucion salina 44+23 23+8 1,1+0,3
L-NAME 38+20 21+6 1,0+£0,4
Donante de NO 7,2 +4,6% 21+5 1,2+0,3
* infusion de No frente a disolucién salina y L-NAME: p < 0,01 (ensayo de la t apareado)

Los anteriores experimentos demuestran que CYP provoca irritacion de la vejiga a largo plazo y que los donantes de
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NO intravesicales revierte de forma aguda y eficaz la actividad de la vejiga inducida por CYP. Aunque no se
pretenda limitacion alguna por la teoria, se estable la hipétesis de que este efecto del farmaco no es debido a una
relajacion del musculo liso, sino que esta mediado por un cambio en la excitabilidad del nervio aferente que aumenta
el intervalo de intercontraccion, pero que no cambia la amplitud de la contraccion. Los donantes de NO topicos
pueden considerarse como un tratamiento para la cistitits mediada por ciclofosfamida y otros compuestos
inflamatorios.

C. Terapia génica de iINOS mediada por mioblastos en el sistema (genito)urinario

Se realizaron experimentos para demostrar que la terapia génica de iNOS resulta ventajosa y eficaz para un uso
terapéutico en el sistema genitourinario.

1. Terapia génica de iINOS para la disfuncion eréctil: comparacién entre vectores plasmidicos, adenoviricos y de
mioblastos transducidos con adenovirus

El gen que codifica la forma inducible de NOS (iNOS) se inserté en un plasmido y en un vector adenovirico. El
plasmido de iNOS es como se describe en D.K Nakayama et al., 1992, Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol., 7:471-476. El
vector de iINOS adenovirico es como se describe en D.A. Geller et al., 1993, Proc. Natl. Acad Sci USA, 90:3491-
3495y en las patentes de EEUU n° 5.658.565 y 5.468.630. Mediante inyecciones de una disolucion del plasmido, del
virus, o de mioblastos viricamente transducidos se introduce iINOS humana exdgena en el pene de ratas.

El pene de ratas macho adultas se inyecté con mioblastos transfectados con vectores adenoviricos que portan el
gen de la B-galactosidasa. Después de 2, 4 y 7 dias, se evalué una tincién de X-gal y los efectos fisiolégicos de X-
gal. Se ensayaron inyecciones de 100 pul de adenovirus con titulaciones de 10°-10°. Los mioblastos se cultivaron a
una densidad de 5 x 10* células por pocillo y se transdujeron con una cepa de adenovirus (MOl = 50). Las
inyecciones varian de 1,33 x 10° a 1 x 10° células por 100 pl. Se midi6 la presion intracavernosa basal (ICP) y la ICP
méxima después de la estimulacién del nervio cavernoso. También se realiz6 una inmunohistoquimica de iINOS y
una PCR del cebador de iINOS humana. Para los experimentos con plasmidos, se emplearon 100 pg de plasmido
inyectado en 100 pl de sacarosa al 20%/PBS para la inyeccion en la vejiga, el pene y la uretra.

Se determinaron las condiciones Optimas para la transfeccion de genes variando el ndmero de particulas viricas
(pfu), la concentracion, el volumen y el vehiculo de la disolucion inyectada. El nivel de expresion de iNOS o del gen
indicador depende del tiempo. Se encontrd la expresién maxima en el dia 4, con unos niveles mas bajos en el dia 2
y unos niveles minimos en el dia 7. En el dia 4, la expresion génica fue la mas alta para mioblastos+adenovirus >
adenovirus > plasmido. Se detecto tincién inmunochistoquimica de INOS y de proteinas adenoviricas en el pene
tratado. Un analisis de la transferencia Northern para la iNOS humana dio positivo s6lo en animales transfectados
con genes. No hubo diferencias en la ICP basal o0 maxima entre los animales control y los animales tratados con el
gen indicador de B-galactosidasa. Sin embargo, se produjo un aumento significativo en la ICP basal (55 + 23 cm
H>0) en el pene tratado con genes frente al control (5 £ 6 cm H20). La ICP maxima aument6 en dos veces en las
ratas transfectadas con iNOS.

Los resultados demuestran que la terapia génica mediada por mioblastos tiene mas éxito para transportar iINOS
hacia el pene que los métodos de transfeccion directa con virus o pladsmidos. Por tanto, la terapia génica de NOS
promete proporcionar un nuevo tratamiento para la disfuncion eréctil.

2. Medicion de la terapia génica de iNOS

Se confirm@ la liberacion de NO utilizando un microdetector porfirinico colocado directamente en los tejidos tratados
con terapia génica de NOS inducible (INOS) (L.A. Birder et al., 1998, American Urological Association Meeting,
1998). Se empled la transferencia de genes ex vivo para colocar el gen iNOS humana en el pene y la vejiga de ratas
S.D. macho. Se inyectaron inyecciones de 100 ul de mioblastos infectados suspendidos en disolucién salina a un
recuento total de células de 1,33 x 10° a 1 x 10° células por inyeccion en el cuerpo cavernoso de la rata. La vejiga se
inyectd con una disolucion similar; sin embargo, la concentracién de células varia de 1,33 x 10°% a 1 x 10° células por
inyeccion de 10 pl. Los mioblastos transducidos se prepararon mediante su incubacion durante 24 horas con un
vector adenovirico que contenia el gen iINOS a una multiplicidad de infeccién de 50 particulas viricas por célula. Se
realiz6 una tincidon inmunohistoquimica sobre las células cultivadas para asegurar una infeccion adecuada y la
produccién de proteinas de iNOS.

Se midid la liberacion de NO en la vejiga y el pene colocando la punta de un microdestector porfirinico revestido con
Naflon (dia. 10 u; limite de deteccién, 5 nM; tiempo de respuesta, 1 ms) directamente sobre la superficie de la vejiga
(mucosa y serosa) y sobre el cuerpo cavernoso, respectivamente. La concentracién maxima de liberacion de NO fue
de 1-1,3 uM y fue provocada por el agonista adenérgico norepinefrina (3 uM) y también por el cofactor de iINOS
tetrahidrobiopterina (TBH4).

Se detecto la incorporacién del gen iINOS en el pene y la vejiga mediante una tincion inmunohistoquimica positiva

para anticuerpos de iNOS y de adenovirus, y un analisis de la transferencia Northern para la produccion de ARN de
iINOS humana sélo fue positivo en animales transfectados con el gen de iNOS humana. El microdetector porfirinico
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midié unos niveles bajos similares de liberacion de NO constitutiva en diversas areas de la vejiga. La adicion de
TBH4 100 uM provoca un breve aumento (<5 segundos) en la liberacion de NO (1-5 nM) en las areas control de la
vejiga.

En las areas inyectadas con el gen iNOS se produjo una liberacién sostenida (> 1 min) de grandes cantidades de
NO (> 20 nM). El microdetector porfirinico mostré6 un aumento en la liberacion de NO en areas de la vejiga tratadas
con terapia génica de iINOS mediada por células de mioblastos.

Ejemplo 8

El uso de cofactores, tales como factores tréficos, es decir, citoquinas, expresados por mioblastos genéticamente
modificados para contener genes que codifican estos factores resulta beneficioso.

Las lesiones relacionadas con el musculo son un desafio en muchos campos de la medicina. Aunque los musculos
mantienen su capacidad para regenerarse después de una lesidn, se ha descubierto que el proceso de curacion de
los musculos después de dichas lesiones es muy lento y a menudo conduce una recuperacion incompleta del
musculo. Para desarrollar estrategias para mejorar la curacion del muasculo tras una lesion, por ejemplo, una lesion
en la pared de la vejiga o la uretra (criolesion), se han desarrollado modelos de lesiones reproducibles para
contusiones, esguinces y laceraciones musculares.

Las investigaciones han demostrado que la regeneracion del muasculo se produce después de la lesiones
mencionadas anteriormente, pero el desarrollo de la formacién de tejido cicatricial limita en gran medida el proceso
de curacién natural. Asi, recién se ha determinado que la potenciacién del crecimiento y la regeneracion muscular
puede utilizarse para mejorar la curacion del misculo después de lesiones. Por consiguiente, se han identificado
factores del crecimiento que potencian no sélo la proliferacién y la diferenciacion de mioblastos in vitro, sino también
la regeneracién muscular en musculos lesionados que mejora la curacién del musculo después de lesiones. Estos
descubrimientos también pueden tener una aplicacion directa en los casos de lesiones del musculo liso del tracto
urinario inferior asociadas con la incontinencia urinaria de esfuerzo y la contractilidad alterada de la vejiga.

A. Desarrollo de modelos animales para lesiones musculares

La caracterizacion de las estrategias para mejorar la curacion muscular después de lesiones requiere el desarrollo
de modelos de lesiones musculares ortopédicas reproducibles bien definidos, que incluyan contusiones,
laceraciones y esguinces segun se describe en la presente. La caracterizacion de la regeneracion muscular después
de estas lesiones permite la determinacion de la curacion natural del musculo después de una lesiéon. Se
desarrollaron modelos de laceracién, contusion, y esguince musculares en ratones.

Brevemente, se realiz6 la laceracion muscular cortando el musculo gastrocnemio de un ratén con tijeras al 60% de
su longitud a partir de su insercion distal, 75% de su anchura, y 50% de su espesor. La contusion muscular se
realizé dejando caer una bola de 16 gramos a través de un elemento impactador desde una altura de 100 cm sobre
el misculo gastrocnemio del ratén, y el esguince muscular se realizé estirando la unidad de musculo-tendén hasta
un punto de tensién predeterminado a una velocidad de 1 cm/min.

Para evaluar la curacion del musculo después de una lesion, se emple6 una tincién histolgica (hematoxilina-eosina)
junto con técnicas inmunohistoquimicas para evaluar la expresion de la desmina y la vimentina. Puesto que la
desmina es una proteina del citoesqueleto que se expresa de modo uniforme en las miofibras en regeneracion, se
ha utilizado para localizar especificamente las miofibras en regeneracién. La vimentina se expresa en macréfagos y
fibrocitos mononucleados y se ha utilizado en la presente como marcador de la fibrosis.

Se observd que el masculo lesionado era capaz de curarse debido a una regeneracion muscular masiva que se
produce después de una lesién. El alto nivel de regeneracién de miofibras musculares observado a los 7 y 10 dias
después de la lesién comienza a disminuir después de aproximadamente 14 dias y continta disminuyendo hasta los
35 dias después del traumatismo. El desarrollo de una gran formacién de tejido cicatricial en el musculo lesionado
revela que la curacion del masculo no es completa a los 35 dias después de la lesién. De hecho, se observé que el
desarrollo de la formacidn de tejido cicatricial comienza a los 14 dias después de la lesién y aumenta gradualmente
hasta los 35 dias. Es probable que el desarrollo de fibrosis, que parece impedir el proceso de curacion, puede estar
relacionada con la reduccion de la regeneracion muscular que también se observa a los 14 dias después de la
lesion.

B. Caracterizacion de los efectos de varios factores del crecimiento sobre la proliferacion y la fusion de mioblastos in
vitro

Una estrategia para mejorar la curacion del misculo después de una lesion es acelerar la regeneracion muscular.
Una forma para lograr esta aceleracion es aumentando la actividad miogénica de las células mlusculares en el
musculo lesionado. Las sustancias que potencian la proliferacion y la diferenciacion de mioblastos in vitro también
pueden aumentar la regeneracién muscular in vivo y evitar el desarrollo de la formacién de tejido cicatricial.

Durante la regeneracion muscular, numerosos factores del crecimiento son liberados por el muasculo lesionado para
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modular la regeneracién muscular. Estas proteinas activan las células satélite para que proliferen y se diferencien en
miofibras para apoyar la regeneracién muscular (E. Schultz, 1989, Med. Sci. Sports Exer., 21:181; T. Hurme y H.
Kalimo, 1992, Med. Sci. Sports Exer., 24:197-205; R. Bischoff, The satellite cell and muscle regeneration, Myology,
22 edicion, Nueva York, McGraw-Hill, Inc. pp. 97-118, 1994). Durante el crecimiento y el desarrollo del musculo
esquelético se han descubierto muchas sustancias de crecimiento que son capaces de inducir diversas respuestas
del musculo esquelético. De hecho, se han demostrado los efectos individuales de estos factores del crecimiento
sobre etapas especificas de la regeneracion muscular (R.L. Chambers y J.C. McDermott, 1996, Can. J. Appl.
Physiol., 21:155-184; J.R. Florini y K. Magri, 1989, Am. J. Physiol., 256:701-711; M.D. Ground, 1991, Path. Res.
Pract., 187:1-22).

Se han investigado varios factores del crecimiento, que incluyen los factores del crecimiento de fibroblastos acido y
basico (aFGF y bFGF); el factor del crecimiento epidérmico (EGF), el factor del crecimiento de tipo insulinico-1 (IGF-
1); el factor del crecimiento derivados de plaquetas (PDGF); el factor del crecimiento transformante 8 0 o (TGF-f o
TGF-a); y el factor del crecimiento nervioso (NGF), por su capacidad para potenciar la actividad miogénica de
células musculares in vitro. Los mioblastos se cultivan en estos factores troficos a diferentes concentraciones (1, 10
y 100 ng/ml), y se control6 la proliferacion y la diferenciacion de mioblastos a las 48 y 96 horas después de la
incubacién. Los descubrimientos de la presente revelan que b-FGF, IGF-1 y NGF potencian cada uno
significativamente la proliferacién de mioblastos in vitro.

Ademas, se ha descubierto que bFGF, aFGF, IGF-1 y NGF son capaces de aumentar la diferenciacion de
mioblastos en miotubulos (tabla 4). Otros factores del crecimiento fueron incapaces de aumentar significativamente
la proliferacion o la diferenciacion de mioblastos. Estos resultados demuestran que b-FGF, IGF-1 y NGF potencian
significativamente la proliferacion de mioblastos, mientras que b-FGF, a-FGF, IGF-1 y NGF aumentan la
diferenciacion de mioblastos en miotubulos. Asi, estos factores producen resultados beneficiosos cuando se
administran al masculo lesionado para mejorar la curacion del misculo después de una lesion (tabla 5).

Tabla 4
Efecto de los factores del crecimiento sobre los mioblastos in vitro Proliferacion Fusién
b-FGF, IGF, NGF estimula estimula
a-FGF inhibe estimula
PDGF, EGF, TGF-a, TGF-B inhibe inhibe

C. Transferencia de genes directa y ex vivo de factores tréficos seleccionados

La técnica elegida para transportar factores del crecimiento potenciales al musculo lesionado es de suma
importancia para optimizar el beneficio terapéutico. Las opciones incluyen la inyeccion directa de factores del
crecimiento, la terapia génica directa, la terapia génica ex vivo, y el transplante de mioblastos.

El transporte ex vivo del gen marcador de B-galactosidasa al misculo lesionado produce muchas miofibras positivas
a B-galactosidasa. La estrategia mediada por células musculares ex vivo proporciona no sélo un método eficaz para
transportar genes seleccionados, sino que también proporciona células capaces de participar en el proceso
reparador, similar al del transplante de mioblastos. Sin embargo, en el transplante de mioblastos no se realizan
manipulaciones genéticas in vitro. Ademds, para su aplicacion en enfermedades musculares heredadas, el
transplante de mioblastos ha demostrado mejorar la regeneracién de miofibras en el masculo lesionado de modo
experimental con agentes mionecréticos. Por tanto, las técnicas muy relacionadas de terapia génica ex vivo mediada
por células musculares y el transplante de mioblastos son ambas aplicables a lesiones musculares.

Unas inyecciones directas individuales de b-FGF, IGF-1 y NGF en el musculo lesionado (por ejemplo, laceracion,
contusioén, y esguince) pueden aumentar el nimero de miofibras en regeneracion in vivo y pueden aumentar la
contraccion muscular y la fuerza tetanica 15 dias después de la lesién. Sin embargo, acompafiando a una rapida
eliminacion y corta semivida, es probable que el efecto de las inyecciones directas del factor del crecimiento sea
transitorio y suboptimo, debido a la rapida eliminacion del producto del sitio de la lesién y la corta semivida de estas
proteinas. Por contraste, una expresion génica persistente a traveés de una terapia génica mediada por células puede
mejorar aun mas la curacion muscular después de una lesién. La modificacion de vectores capaces de expresar
estos factores del crecimiento abre nuevas vias de tratamiento para el tratamiento de los musculos lesionados.
También segun la presente invencion, la terapia génica basada en la transferencia génica directa y ex vivo es capaz
de transportar un gen (por ejemplo, un gen marcador) al mudsculo lesionado (es decir, laceracion, contusion, o
esguince).

La terapia génica directa para transportar genes al musculo esquelético es posible utilizando ADN desnudo de
retrovirus, adenovirus, virus del herpes simplex y virus adenoasociados. La mayoria de estos vectores transduce
relativamente pocas miofibras adultas. Sin embargo, el adenovirus es capaz de transducir un gran nimero de fibras
musculares en regeneracion, una condicion presente en el musculo lesionado.
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La inyeccion directa de adenovirus que contienen el gen marcador de beta-galactosidasa en el musculo lacerado,
contusionado, y con esguince produce muchas miofibras transducidas a los 5 dias. Ademas, la inyeccién directa de
adenovirus que portan genes de un factor del crecimiento (es decir, bFGF, IGF-1, NGF) deberia dar como resultado
una produccioén de proteinas sostenida en el muasculo lesionado. La inyeccion directa de virus adenoasociados (AAV)
produce un alto nivel de transduccién de miofibras adultas en el musculo lesionado y no lesionado. El AAV puede
ser el vector preferido para el transporte directo de genes al muasculo esquelético maduro, aunque es capaz de
portar genes de solo 1-4 pares de KB.

La inyeccién de células derivadas del masculo modificadas que expresan IGF-1 es capaz de mejorar la curacion del
musculo después de una lesion de laceracién cuando se inyectan por via intramuscular en el sitio de la lesion. El
musculo inyectado con células derivadas del musculo que expresan IGF-1 muestra una mayor contraccion rapida y
fuerza tetanica que el musculo lesionado tratado con disolucién salina. Estos resultados sugieren que la inyeccion de
células derivadas del musculo modificadas para que expresen IGF-1 puede utilizarse para mejorar la curacion del
musculo después de lesiones ortopédicas, incluyendo laceracion, contusion, esguince, isquemia y denervacion
(tabla 5). Puesto que se ha descubierto que el adenovirus es inmunogénico, se construyo un virus adenoasociado
para portar el gen para la expresion de IGF-1 (figura 12). Este virus se utiliza para modificar células musculares que
se inyectaran después de modificarlas in vitro para que expresen IGF-1 en el musculo lesionado y, por consiguiente,
para mejorar la curacion del musculo después de una lesion.

También se determiné que la transferencia génica ex vivo mediada por mioblastos puede transportar de modo eficaz
a adenovirus que expresan B-galactosidasa al musculo lesionado. De hecho, la estrategia ex vivo mediada por
mioblastos da como resultado la produccion de muchas miofibras positivas a p-galactosidasa en el musculo
lesionado después de una laceracion, una contusion, y un esguince. Por consiguiente, es probable que los
mioblastos inyectados que expresan factores del crecimiento mejoren la regeneracion muscular mediante la
produccién de factores del crecimiento, y que actiien como un depdsito de mas mioblastos que son capaces de
formar nuevas miofibras.

Tabla 5

Efecto de los factores del crecimiento sobre la contraccién/fuerza tetanica

Efecto de los factores troficos sobre la fuerza muscular in vivo NGF bFGF IGF-1
Contusion muscular +/+ +/+ +/+
Laceracion muscular -/- ++ +/+
Esguince muscular +/- +/+ ++

*. (+) mejora en la fuerza frente a los muisculos no inyectados; (-): no mejora en la fuerza frente a los
musculos no inyectados

D. Transplante de mioblastos para potenciar la regeneracién muscular y mejorar la curacién del masculo después de
una lesion

El transplante de mioblastos, que consiste en la implantacion de precursores de mioblastos (células satélite),
potencia la regeneracion muscular y crea un deposito de mioblastos normales que pueden fusionarse y transportar
genes al misculo esquelético.

Para mejorar la curacion del misculo después de una lesion, se obtiene una biopsia muscular a partir de un muasculo
no lesionado del mismo individuo que puede actuar como donante aut6logo para la transferencia de mioblastos del
musculo lesionado. El uso de la transferencia de mioblastos autélogos puede evitar el problema del rechazo
inmunolégico, bien documentado, que es un importante obstaculo del transplante de mioblastos (J. Huard et
al.,1994, Human Gene Ther., 5:949-958; J. Huard et al., 1994, J. Clin. Invest., 93:586-599), y conducir a una mejor
curacion del musculo después de una lesion.

Ejemplo 9

En este ejemplo se evalud la transferencia de células mediada por mioblastos para mejorar, reducir o eliminar una
serie de condiciones ortopédicas. Los modelos animales utilizados fueron conejo recién nacido y ratones SCID
adultos. Estos experimentos indican la utilidad de la terapia génica mediada por células de mioblastos para
trastornos patoldgicos del sistema musculoesquelético, por ejemplo, artritis y lesiones en las articulaciones, los
ligamentos, el cartilago y el menisco.

Se ha desarrollado un gran numero de experimentos que estudian la transferencia génica mediada por mioblastos
para trastornos ortopédicos. Aunque la transferencia génica ex vivo empleando células sinoviales ha demostrado
gue puede transportar genes que codifican proteinas antiartriticas hacia la articulacion de la rodilla de conejo, el
éxito de la utilizacion de células sinoviales se ha visto limitado por la expresion transitoria del transgén. Se
emplearon células musculares como vehiculo alternativo de transporte de genes a la articulaciéon en conejos recién
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nacidos y en ratones SCID adultos. Se ha demostrado que los mioblastos son transducidos con mayor eficacia que
las células sinoviales utilizando la misma preparacion adenovirica para infectar/transducir las células in vitro.
Después de la inyeccion intraarticular de células musculares genéticamente modificadas, los mioblastos modificados
se adhieren a varias estructuras en la articulacion, incluyendo el ligamento, la capsula, y el sinovio. Ademas, los
mioblastos se fusionan para formar muchos miotubos postmitéticos y miofibras en diferentes emplazamiento de la
articulacién del conejo recién nacido 5 dias después de la inyeccion.

En las rodillas de ratones SCID adultos, los mioblastos se fusionan y expresan el gen indicador durante al menos 35
dias después de la inyeccion. La presencia de miofibras postmitéticas en la articulacion de la rodilla revela las
ventajas de la presente invencién para la expresion a largo plazo de la proteina segregada. En la actualidad,
numerosos tejidos en la articulacion (ligamento, menisco, cartilago) tienen poca capacidad de curacion intrinseca y
con frecuencia son necesarias correcciones quirargicas. Un vehiculo de transporte de genes estable a las
articulaciones, que produzca proteinas que mejoren estos diferentes trastornos musculoesqueléticos, proporciona un
cambio en las implicaciones clinicas de las patologias de las articulaciones.

A. Preparacion de mioblastos primarios y células sinoviales

Se retiraron musculos de patas de conejos recién nacidos (2 dias de edad), y el tejido muscular se aisl6 de otros
tejidos conectivos, vasculares, cartilaginosos y 6seos bajo un microscopio de diseccion. El tejido miogénico aislado
se disocié mediante un tratamiento enzimético con colagenasa al 0,2% (1 hora) y tripsina (30 minutos) para aislar
células satélite. Los cultivos primarios de células miogénicas se enriquecieron mediante un precultivo (1 hora) de la
suspensién celular en matraces de cultivo de tejidos de 24 cm? revestidos con gelatina al 2%. Puesto que los
fibroblastos tienden a adherirse al sustrato con mas rapidez que los mioblastos, el sobrenadante que contiene
mioblastos y otros tipos celulares se volvié a cultivar y se mantuvo en medio DMEM que contenia suero bovino fetal
al 20% (FBS) durante tres dias para obtener aproximadamente 5 x 10° células de mioblastos por matraz.

Los cultivos primarios de fibroblastos sinoviales se prepararon a partir de sinovio diseccionado de conejos de Nueva
Zelanda adolescentes. Las células se cultivaron en medio F-12 de Ham suplementado con FBS al 10% (S. Floyd et
al., 1997, Basic Appl Myol., 7(3 y 4)).

B. Preparacion de mioblastos y células sinoviales a partir de lineas celulares inmortalizadas

La linea celular de mioblastos mdx se aislé a partir de un ratdbn mdx transgénico que porta el antigeno T de SV40
termolabil bajo el control de un promotor inducible (J. Huard et al., 1994, Human Gene Ther., 5:949-958; J. Huard et
al., 1994, J. Clin. Invest., 93:586-599). La linea celular mdx permanente prolifera indefinidamente bajo condiciones
permisivas (33°C con gamma-interferon) y sufre una diferenciacion normal a 37-39°C sin gamma-interferén. La linea
de células sinoviales derivadas de conejo inmortalizada HIG-82 (H.l. Georgescu et al., 1988, In Vitro Cell. Dev. Biol.,
24:1015-1022) se propag6 en medio F-12 de Ham suplementado con FBS al 10%.

C. Comparacion de la eficacia de transduccion de los diferentes tipos celulares

Tras haber preparado todos los tipos celulares (es decir, mioblastos primarios e inmortalizados y células sinoviales
primarias e inmortalizadas), se cultivaron 50.000 células de cada tipo en placas de 6 pocillos. Cada pocillo después
se incub6 durante 48 horas con un vector adenovirico que porta el gen indicador LacZ bajo el control del promotor
de citomegalovirus humano (AV-HCMV-LacZ de Genvec) a una multiplicidad de infeccion de 25 (MOI = 25). Las
células después se tifieron para detectar la presencia de B-galactosidasa utilizando una histoquimica de X-gal.
También se cuantifico la cantidad de actividad p-galactosidasa utilizando el ensayo de LacZ (J. Huard et al., 1997,
Human Gene Ther., 4:439-450).

D. Diferenciacion de mioblastos in vitro y tincién de desmina

Se dejo que algunos cultivos de mioblastos se diferenciasen utilizando un medio de fusién que contenia DMEM
suplementado con FBS al 2%. Este medio de fusion reduce la proliferacion celular y estimula la fusion de mioblastos.
Después de que se hayan formado miotubos en el cultivo también se realizé una tincién de X-gal. Ademas también
se realizé una inmunohistoquimica de desmina (marcador especifico del misculo) convencional para validar el
indice de miogenicidad de estos cultivos celulares (J. Huard et al., 1995, Gene Therapy, 2:1-9; D.K. Booth Il et al.,
1997, J. Tissue Eng., 32:125-132; J. VanDeutekom et al., Human Gene Therapy, 1997).

E. Determinacion del destino temprano de las células musculares inyectadas en la articulacion de conejos recién
nacidos

Células sinoviales primarias, células sinoviales inmortalizadas, células musculares primarias y cultivos de mioblastos
inmortalizados se infectaron en primer lugar con 25 MOI de AV-HCMV-LacZ durante 24 horas como se describié
anteriormente. Después de la infeccién virica, las células se enjuagaron y se volvieron a incubar con una dilucion
1:1000 de microesferas de latex fluorescentes (FLM) (Microprobes, Inc.) durante 12 horas méas. Las FLM son
microesferas fluorescentes que son fagocitadas por las células y pueden actuar como otro marcador mas para
determinar el destino temprano de las células inyectadas en la articulacién (A. Satoh et al., 1993, J. Histochem.
Cytochem., 41:1579-1582).
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Las células infectadas incubadas con FLM se inyectaron en las rodillas de crias de conejo recién nacidas. Cada
matraz de 1 x 10° células se tripsinizd utilizando tripsina al 0,05%-EDTA, se centrifugé a 3500 rpm durante 5
minutos, y se resuspendié en 100 ul de disolucién salina equilibrada de Hank (HBSS). Las crias recién nacidas se
anestesiaron utilizando un inhalador de metofano durante 1 minuto. Se inyectaron 100 ul de disolucion de células
musculares infectadas (1 x 10° células) en la articulacion de la rodilla a través del tendon patelar utilizando una aguja
de calibre 30. Se empleé un total de 10 crias de conejo: 2 (4 rodillas) fueron inyectados con las células musculares
primarias; 2 (4 rodillas) fueron inyectados con las células sinoviales inmortalizadas; 4 (8 rodillas) fueron inyectados
con los mioblastos inmortalizados; 1 (2 rodillas) fue inyectado con disolucion salina; y 1 (2 rodillas) actu6 como
control no inyectado de simulacion.

Las crias se sacrificaron cinco dias después de la inyeccion, y las rodillas se retiraron en su totalidad. Las rodillas se
congelaron de forma instantanea y se cortaron con un criostato en su totalidad en secciones con 10 um de espesor.
Se realizaron diversos andlisis en estas secciones de rodilla, incluyendo una tincion histolégica (hematoxilina-
eosina); la deteccion de B-galactosidasa; la localizacion de FLM, y un marcaje de inmunofluorescencia de desmina.
La distribucion de las FLM y la desmina se visualiz6 utilizando microscopia de fluorescencia (Nikon, Optiphot-2). La
colocalizacién de las FLM y B-galactosidasa se emple6 para confirmar la expresién de los transgenes en las células
inyectadas. Este marcador adicional minimiza las posibilidades de resultados falsos positivos que a menudo se
producen debido a la expresion de LacZ enddgeno. Ademds, se investigd la fusion de los mioblastos en las
estructuras intraarticulares utilizando marcaje de desmina.

Se emplearon conejos recién nacidos para esta fase del analisis porque sus rodillas no empiezan a calcificarse
hasta que tienen 15 dias. Asi, es posible congelarlas de forma instantdnea en su totalidad y analizar la rodilla
completa de modo sistematico. Este analisis sistematico de secciones cortadas con criostato demuestra que la
terapia génica en la rodilla no se habia realizado previamente. Esta estrategia permite la caracterizacion de las
diferentes estructuras intraarticulares a las cuales se han adherido las células transducidas.

F. Determinacién de la expresion a largo plazo de las células musculares transducidas inyectadas en las
articulaciones de ratones SCID adultos

Se incubaron 5 x 10° células musculares inmortalizadas transducidas con el vector AV-HCMV-LacZ (MOQI = 25) con
FLM, se resuspendieron en 10 pl de HBSS y se inyectaron en las rodillas de 12 ratones SCID adultos
(inmunodeficientes). Tres ratones se sacrificaron a los 5, 15, 25 y 35 dias después de la inyeccion. Las rodillas
primero se descalcificaron a 4°C en una diluciéon 50:50 de EDTA 0,5 M y disolucién de glucosa 1 M durante 3 dias.
Después se congelaron de forma instantdnea y se cortaron en secciones con un criostato en su totalidad en
secciones de 10 um de espesor. Se analizé la expresion de B-galactosidasa utilizando una histoquimica de X-gal y
se visualiz6 la localizacion de las FLM utilizando microscopia de fluorescencia (Nikon Optiphot-2). Se emplearon
ratones SCID en este experimento para evitar las potenciales complicaciones inmunoldgicas asociadas con la
primera generacion de adenovirus. Se emplearon ratones adultos para asegurarse de que la capacidad de los
mioblastos para adherirse a las estructuras intraarticulares fuera reproducible en la rodilla madura.

Este estudio se subdividié en tres secciones interrelacionadas, que se describen con méas detalle en la presente a
continuacién. En primer lugar se caracterizaron in vitro los mioblastos primarios, los mioblastos inmortalizados, las
células sinoviales primarias y las células sinoviales inmortalizadas para determinar su eficacia de transduccion virica
utilizando un vector adenovirico de primera generacion. Esta fase compara los mioblastos con los tipos celulares que
ya se estan utilizando como vehiculos de transporte de genes a las articulaciones.

Se analiz6 el destino temprano (5 dias después de la inyeccion) de las células musculares inyectadas en la
articulacion. Esta segunda fase incluye la evaluacién de la viabilidad de las células inyectadas in vivo, la
determinacion de las estructuras internas de la articulacion a las cuales se adhieren los mioblastos, la evaluacion de
la transferencia de genes mediada por mioblastos de B-galactosidasa, y la caracterizacion de la capacidad de las
células musculares para diferenciarse en miotubos y miofibras en la articulacion.

La tercera fase analiza la expresion a largo plazo de la transferencia de genes mediada por mioblastos en la rodilla
adulta. Brevemente, un cultivo de células de mioblastos se aisla a partir de una biopsia muscular. Estas células
después se transducen in vitro con un vector adenovirico que porta el gen indicador LacZ. Los mioblastos
transducidos se inyectan en la articulacion de la rodilla.

1) Analisis in vitro

Los cuatro tipos celulares, células sinoviales primarias, células sinoviales inmortalizadas, mioblastos primarios y
mioblastos inmortalizados se aislaron, se cultivaron y se transdujeron con el vector AV-HCMV-LacZ in vitro. Se
observo la expresion de B-galactosidasa en las células sinoviales (figuras 3A y 3B) y en los mioblastos (figuras 3C y
3D) a los 2 dias (figuras 3A y 3C) y a los 6 dias (figuras 3B y 3D) después de la infeccion. Sin embargo, cuando se
dejé que los mioblastos inmortalizados transducidos se fusionasen en cultivo, se observaron multiples miotubos
multinucleados fusionados que expresaban B-galactosidasa (figura 3D). La tincién fluorescente de desmina positiva
(fluorescencia verde - FITC) valida el alto indice de miogenicidad del cultivo de mioblastos (figura 3E).
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Cuando se analizan los diferentes tipos celulares en el ensayo de LacZ a los dos dias después de la infecciéon se
obtienen de 2,5 a 5,0 picogramos de B-galactosidasa por un millon de células en las células sinoviales primarias, las
células sinoviales puras, y las células musculares primarias. Por contraste, los mioblastos transducidos
inmortalizados produjeron mas de 20 picogramos de B-galactosidasa por un millbn de células. Esto resulta
significativamente mayor (ensayos de la t apareados) que con los otros tipos celulares, p < 0,05 (figura 3F). Ademas,
la transduccion de mioblastos y células sinoviales con un adenovirus que transporta la expresion de IL-1 Ra también
conduce a una mayor produccion de IRAP por las células de mioblastos que por las células sinoviales (figura 4).

II) Determinacién del destino temprano de las células musculares inyectadas en la articulacion

El estudio histologico de secciones de rodilla de conejo recién nacido demuestra que los mioblastos inyectados se
habian fusionado con la mayoria de las estructuras de la rodilla. El transplante de células sinoviales transducidas
hacia la rodilla produce B-galactosidasa, pero solo en algunas partes del revestimiento sinovial (S) de la articulacion.
Sin embargo, si se inyectan mioblastos primarios, se descubre que numerosos tejidos de la articulacion,
concretamente, el sinovio (S), el menisco (M), y el ligamento contienen células que expresan B-galactosidasa. Con la
tincion de desmina (fluorescencia verde - FITC) se detectaron muy pocos miotubos en la articulacion inyectada con
mioblastos primarios.

El bajo nivel de transferencia génica mediada por la inyeccén de mioblastos primarios puede ser atribuido a una
disminucion en el nimero de células musculares y también a la poblacién heterogénea de células en estos cultivos
(fibroblastos, adipocitos, etc.). De hecho, se logré una mejor complementacion de genes en células musculares in
vitro utilizando el cultivo de mioblastos inmortalizados, comparado con el cultivo de mioblastos primarios que
contiene otros tipos celulares. Para validar esta hipétesis se investigaron mioblastos de una linea celular
inmortalizada utilizando una estrategia ex vivo similar.

El transplante de mioblastos inmortalizados produce grandes parches de células musculares que expresan B-
galactosidasa en el revestimiento sinovial adyacente a la zona patelar. Con la tincion de inmunofluorescencia de
desmina se visualizaron multiples miofibras y miotubos fusionados en la misma area. Algunos de los miotubos se
observan longitudinalmente, y otros se observan en seccidn transversal (estructuras circulares redondeadas). Estos
miotubos y miofibras se han formado con seguridad por la fusién de los mioblastos transplantados debido a la
colocalizacion de FLM y las células positivas a desmina. Ademas, algunos mioblastos inyectados se adhieren al
ligamento patelar y expresan B-galactosidasa dentro de las estructuras ligamentosas estriadas. En esta misma &rea
aparecieron mdltiples miotubos largos tefiidos para la desmina, lo cual demuestra la presencia de células
miogénicas en este emplazamiento.

La mayoria de las rodillas muestra una propension a que los mioblastos se congreguen y se fusionen en la capsula
articular del hueco lateral femoral. En contraste con las inyecciones de células sinoviales y mioblastos primarios, los
mioblastos inmortalizados fueron capaces de producir grandes parches de miotubos y miofibras que expresan (-
galactosidasa en la capsula articular. También se observaron grandes parches desorganizados de miofibras que
expresan desmina colocalizadas con FLM en el mismo emplazamiento. Esto resulta totalmente diferente de los
musculos extracapsulares normales in vivo, que también se tifien en positivo para la desmina pero no presentan
FLM. Con un mayor aumento, se observaron secciones transversales de fibras musculares positivas a desmina de
gran diametro colocalizadas con FLM en esta capsula articular (Day et al., 1997 J. Orthop. Res., 15, 894-903).

En partes de los ligamentos cruzados localizados en la fosa femoral (FN), se observa la presencia de mioblastos que
expresan B-galactosidasa después del transplante de mioblastos inmortalizados a la articulacion. Sin embargo, se
detectan células positivas a desmina mas pequefias y con forma mas irregular, lo cual sugiere la presencia de
mioblastos que aln no se han diferenciado en miofibras. A un mayor aumento, todavia pueden visualizarse
secciones transversales de pequefios miotubos que contienen FLM en la fosa femoral.

IIl) Determinacion de la expresion a largo plazo de células musculares inyectadas en la rodilla de raton adulto

Cuando se inyectan mioblastos inmortalizados transducidos en la rodilla de ratones SCID adultos, también se
obseva transferencia de genes mediada por mioblastos del gen indicador LacZ en diversas estructuras de la rodilla,
que incluyen el sinovio, la capsula, y los tejidos en la fosa femoral. Se observa produccién de B-galactosidasa
colocalizada con FLM a los 35 dias después de la inyeccién. En el grupo de 35 dias, se observan grandes
agregados de estructuras redondeadas que sugieren la presencia de miotubos y miofibras que producen -
galactosidasa en la fosa femoral, el sinovio y la capsula articular.

La inyeccion directa de las células musculares transducidas en las estructuras intraarticulares conduce a un alto
nivel de transferencia génica en el menisco y el ligamento cruzado anterior. Las figuras 5A-5D muestran los
resultados de la transferencia génica ex vivo mediada por mioblastos en el menisco de conejo. Se inyectaron
mioblastos transducidos con un vector adenovirico que porta el gen que codifica la B-galactosidasa (LacZ) en el
menisco de conejo. Las figuras 5A y 5B muestran la expresion de LacZ en el menisco después de la inyeccion y la
expresion de B-galactosidasa. La figura 5C demuestra que la tincion de LacZ esta colocalizada con microesferas de
latex fluorescentes en el area inyectada. La figura 5D muestra la expresion de desmina, un marcador miogénico
(fluorescente verde).
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Las figuras 6A y 6B muestran los resultados de la transferencia génica ex vivo mediada por mioblastos al ligamento
ACL de conejo. Se inyectaron en el ligamento de conejo mioblastos transducidos con un vector adenovirico que
porta el gen que codifica la B-galactosidasa (LacZ). Las figuras 6A y 6B muestran la expresion de LacZ en el
ligamento después de la inyeccion y la expresion de B-galactosidasa. La figura 6C demuestra que la tincién de LacZ
esta colocalizada con microesferas de latex fluorescentes en el area inyectada. La figura 6D muestra la expresion de
desmina, un marcador miogénico (fluorescente verde), que revela la presencia de células musculares en el
ligamento.

Los datos in vitro detallan los efectos de numerosos factores del crecimiento sobre la proliferacion de fibroblastos y
la produccién de colageno. De hecho, segln la presente invencion, se ha observado que el factor del crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), el factor del crecimiento epidérmico (EGF), el factor del crecimiento transformante-o
(TGF-a), y el factor del crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) mejoran la proliferacion de los fibrocondrocitos del
menisco y su expresion de colageno y de proteinas que no son colageno.

Independientemente del factor del crecimiento empleado para la curaciéon del menisco, el problema principal del
transporte de proteinas debe solucionarse. No es probable que inyecciones directas intrameniscales de la proteina
del factor del crecimiento recombinante produzcan unos niveles sostenidos sin que sean necesarias multiples
inyeccioens, un escenario que no resulta clinicamente apropiado. Un transporte eficaz y sostenido de los factores
del crecimiento deseados puede lograrse mejor con el transporte génico. Tal como se describe en la presente, el
transporte génico ex vivo mediado por células musculares ofrece la posibilidad de una expresion génica sostenida
de alto nivel.

La estrategia ex vivo mediada por células musculares también se emple6 para transportar genes marcadores al
menisco de conejo. Los resultados demuestran que las células derivadas del mudsculo pueden utilizarse como
vehiculo de transporte de genes al menisco (figuras 5A-5D). La capacidad de las células derivadas del masculo para
ser utilizadas como depésito de moléculas secretoras para potenciar la curacidon del menisco y la capacidad de
algunas poblaciones de células derivadas del masculo para diferenciarse en diversos linajes permite a estas células
participar en el proceso de curaciéon del menisco. Estos descubrimientos pueden conducir a nuevas terapias para
lesiones del menisco, que eviten la significativa morbilidad de estas lesiones cronicamente incapacitantes.

Ademas, la capacidad del cartilago del menisco para curarse en la porcion central avascular del menisco es muy
limitada, y esto probablemente esta relacionado directamente con el suministro de sangre, que existe sdlo en el
tercio periférico del menisco. Estudios experimentales han demostrado que el proceso de curacion en la parte
central del menisco puede ser estimulado por algunos estimulos quimiotacticos 0 mitogénicos suministrados por un
punto de fibrina o el tejido sinovial. Es probable que el uso del factor del crecimiento endotelial vascular (VEGF), que
estimula la angiogénesis, sea beneficioso para mejorar la curacion del menisco. La figura 12 presenta un esquema
de una construccién de virus adenoasociado que transporta la expresion de VEGF para el transporte a través de la
terapia génica y la ingenieria de tejidos basadas en células musculares.

IV) Uso de células musculares para transportar genes en un defecto del cartilago

El cartilago articular tiene una capacidad limitada para repararse después de una lesion. Los defectos en el cartilago
articular que no penetran en el hueso subcondral no pueden curarse con eficacia y dan como resultado la
degeneracion del cartilago articular. Por otra parte, las lesiones que penetran en el hueso subcondral producen la
formacion de fibrocartilago o cartilago de tipo hialino que es diferente del cartilago articular normal, y en dltimo
término conduce a la degeneracién del cartilago de la articulacion. Se emplearon células musculares para
transportar genes a un defecto del cartilago (figura 14).

Ademas, también puede utilizarse la transposicion de un colgajo de musculo a un defecto del cartilago para mejorar
la curacion del cartilago (figura 13). Se contempla que la terapia génica y la ingenieria de tejidos basadas en células
musculares puedan utilizarse para mejorar la curacion de un defecto en el cartilago articular. El uso de virus
adenoasociados que codifican moléculas tales como BMP-2, VEGF, e IGF-1, puede mejorar aun mas la curacion del
cartilago articular, segiin se muestra en la representacion esquematica de la figura 12.

Ademdas, muchos trastornos musculoesqueléticos adquiridos pueden tratarse con los nuevos vehiculos, que
transportan genes y su expresion de forma segura y eficaz, concretamente la artritis degenerativa, los dafios en el
cartilago, los dafios en ligamentos, las uniones retrasadas o la falta de uniones en fracturas, el osteosarcoma y
diversas enfermedades reumtoides. Puesto que en la articulacion de la rodilla es donde se producen muchos de
estos trastornos, una terapia génica mejorada para la articulacion, por ejemplo, en forma de un sistema de
transporte de farmacos, resulta importante y necesaria en la técnica.

Ejemplo 10

Este ejemplo indica los experimentos que se realizaron para demostrar el uso y las ventajas de la transferencia de
genes mediada por mioblastos para mejorar un defecto 6seo.

Se empled una linea celular de mioblastos aislada de un ratébn mdx transgénico que porta un antigeno T de SV40
termolabil bajo el control de un promotor inducible (J.E. Morgan et al., 1994, Dev. Biol., 162:486-498). La linea
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celular mdx inmortalizada prolifera indefinidamente a 33°C con gamma-interferén y sufre una diferenciacién normal a
37-39°C sin gamma-interferén. Estos mioblastos se mantuvieron en cultivo celular y se infectaron con el vector
adenovirico-LacZ (MOI = 25). Las células también se incubaron con microesferas de latex fluorescentes (FLM) que
actian como otro marcador mediante el cual se puede seguir el destino de estas células en el defecto 6seo. Antes
de la inyeccién se analizaron algunos matraces que contenian las células transducidas para la produccion de B-
galactosidasa y la expresion de desmina mediante tincion de inmunofluorescencia.

Se colocaron de modo quirlrgico fijadores externos en las tibias derechas de 8 conejos adultos. Se creé un defecto
Oseo tibial de 0,7-1 cm en el conejo mediante una osteotomia entre el segundo y el tercer perno del fijador externo.
Se tripsinizaron 7 x 10° mioblastos transducidos y se inyectaron en el misculo que rodea al defecto 6seo durante la
osteotomia. También se inyecté el mismo nimero de mioblastos transducidos por via percutanea en el defecto dseo
24 horas después de la osteotomia. Un conejo osteotomizado no recibio las inyecciones de mioblastos y actué como
control de simulacién. Los animales se sacrificaron a los 6 dias después de la inyeccion, y la pierna completa con el
fijador externo colocado se analiz6 de modo macroscoépico para la expresion de lacZ. El tejido en el defecto y los
musculos circundantes entonces se congelaron de modo instantaneo, se cortaron con un criostato, se ensayaron
para la B-galactosidasa mediante una histoquimica y para la desmina mediante inmunofluorescencia segun se
describe en C.S. Day et al., 1997, J. Orthop. Res., 15:894-903). Las FLM se localizaron utilizando microscopia de
fluorescencia.

Todos los defectos tibiales de los conejos inyectados con mioblastos transducidos mostraron produccion de B-
galactosidasa de modo macroscopico en los musculos que rodean al defecto y en el propio defecto. Por contraste, el
defecto control operado de modo simulado no mostré produccion de B-galactosidasa. Cuando el tejido en el defecto
se cortdé con un criostato y se analiz6 de modo microscépico para la expresion de lacZ, se observaron muchas
células redondeadas que producian B-galactosidasa en medio de los fibroblastos, mucho mas pequefios. Ademas,
cuando se analiza al mismo tiempo bajo microscopia de fluorescencia, numerosas FLM fueron colocalizadas con las
miofibras redondeadas que expresan el gen indicador LacZ. También se observé expresion de LacZ en los muasculos
gue rodean al defecto que habia recibido las inyecciones de mioblastos en el dia 7 después de la inyeccién.

El tejido del defecto cortado en secciones también se analizé para la expresion de desmina, y muchas areas en el
hueso inyectado que expresan desmina también se colocalizaron con FLM. La tincién de desmina es indicativa de la
presencia de células musculares que se han fusionado en miofibras en el area no muscular del defecto segmental
0seo. Asi, los mioblastos han transportado con éxito el gen marcador al defecto éseo, el producto de proteina se ha
expresado, y se han formado miofibras, permitiendo asi la persistencia de la expresiéon del producto génico en las
células de los miotubos fusionadas derivadas de las células de mioblastos genéticamente modificadas inyectadas en
el hueso.

Ejemplo 11

Para confirmar que una poblacién de células en el muasculo esquelético es capaz de diferenciarse en hueso,
poblaciones variables de células derivadas del musculo se estimularon con la proteina de BMP-2 y se analizaron
para determinar la diferenciacion osteogénica in vitro segiin se describe a continuacion.

Los cultivos de células primarias se obtuvieron de un ratébn mdx adulto (T.A. Rando y H.M. Blau, 1994, J. Cell. Biol.,
125:1275-1287). Brevemente, el ratén se eutanizé mediante dislocacion cervical e inmediatamente se diseccionaron
y trituraron aproximadamente 500 mg del misculo de la pata trasera. El masculo se digirié6 de forma enzimatica
mediante una incubacién en serie con colagenasa al 0,2%, dispasa (2,5 unidades/ml) y tripsina al 0,1%, cada una
durante 1 hora a 37°C. Cualquier agregacion celular remanente se disgregé mediante un pase a través de una aguja
de calibre 20. Las células entonces se cultivaron en matraces revestidos con colageno en medio F10 de Ham (Gibco
BRL, Gaithersburg, MD), suplementado con suero de caballo al 10%, suero bovino fetal al 10%,
penicilina/estreptomicina al 1%, y bFGF (humana recombinante, Life Technologies). Las células se subdividieron
segun sus caracteristicas de adhesion celular mediante el pase en serie del sobrenadante celular hacia un nuevo
matraz después de que aproximadamente 15-20% de las células se adhirieran al matraz. Esta técnica, denominada
precultivo, se describe en el ejemplo 1, “Purificacion de mioblastos primarios”, en la presente. Este procedimiento se
repitid seis veces, produciendo seis precultivos. Las células que se adhirieron a los matraces en una fase mas
temprana permanecieron en los precultivos de nimeros mas bajos, mientras que las que pasaron junto con los
sobrenadantes en serie se adhirieron en los cultivos de niumeros mas altos. Los fibroblastos se adhieren con méas
rapidez que los mioblastos bajo las condiciones de este procedimiento; asi, los precultivos de niUmeros mas altos
estan enriquecidos en mioblastos.

Las diferentes subpoblaciones de células se cultivaron a 2 x 104/pocillo en placas de 12 pocillos. Las células de cada
precultivo se incubaron en medio o en medio suplementado con BMP 50 ng/ml o 200 ng/ml. La BMP se afiadi6 a los
pocillos apropiados a los 1, 3 y 5 dias después del cultivo. Se obtuvo un lisado celular a las 24 horas después de la
Ultima estimulacién con BMP-2 para el ensayo de la actividad fosfatasa alcalina. Las células que respondieron mejor
se volvieron a estudiar bajo una estimulacion con 100 ng/ml de BMP-2 a lo largo de la misma cantidad de tiempo.
Para estudiar el efecto de la estimulacion con BMP-2 a lo largo del tiempo, se retird una porcién de las células
después de cada adicion de BMP-2 para el analisis de la expresién de desmina y la actividad ALP.
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El andlisis de la expresion de desmina en las celulas se realizd mediante técnicas convencionales de
inmunohistoquimica. Las células se fijaron en metanol frio durante 1 minuto, se enjuagaron en disolucion salina
tamponada con fosfato (PBS) y se bloquearon con suero de caballo al 10% durante 1 hora. Las células entonces se
incubaron con una dilucién 1/100 de anticuerpo anti-desmina de ratén (Sigma) durante 6-10 horas a 37°C. Después
de los enjuagues con PBS, las células se incubaron con una dilucién 1/100 de anticuerpo anti-raton conjugado con el
marcador fluorescente Cy3 (Sigma) durante 1 hora. Entonces se evaludé la tinciébn con un microscopio de
inmunofluorescencia (Nikon). Los datos se cuantificaron estudiando cinco campos diferentes con un aumento de 10x
y se contaron las células positivas y negativas para establecer una proporcion. Se determind la actividad fosfatasa
alcalina (en U/l) mediante la hidrdlisis de fosfato de p-nitrofenilo a p-nitrofenol y fosfato inorganico utilizando un
reactivo y un protocolo disponibles en el mercado (Sigma). Cuando resultdé apropiado, se realizé un analisis
estadistico mediante un ensayo de ANOVA para una diferencia estadistica mayor que 95% de intervalos de
confianza.

Los resultados demuestran que, antes de la estimulacion con BMP-2, las diferentes subpoblaciones de células
derivadas del misculo se caracterizan por una tincion de desmina. Para los cultivos de células, las células en el
precultivo n° 1 se tifieron 3% positivas a desmina, frente a 70,5% positivas a desmina en el precultivo n° 6. El
procentaje de células positivas a desmina aumenta con incrementos estadisticamente significativos entre el
precultivo n® 3 y el precultivo n° 5, y entre el precultivo n® 5 y el precultivo n° 6. Resulta interesante que las células
que tienen el mayor nivel de positividad a desmina tienden a aparecer redondas y se dividen con mas lentitud que
las presentes en los precultivos mas tempranos.

Después de la estimulacion con BMP-2, las subpoblaciones de células se ensayaron para la induccion de la
fosfatasa alcalina, un indicador bioquimico de la actividad osteoblastica (A.l. Caplan, 1991, J.Orthop. Res., 9:641-
650). Se emple6é una poblacion derivada de ratdon de células estromaticas como control positivo. Las células
derivadas del musculo que no recibieron BMP-2 no expresan actividad ALP. Sélo la subpoblacién obtenida del
precultivo n® 6 muestra un aumento en la actividad ALP en respuesta a la estimulacion con BMP-2. Se observé una
tendencia dependiente de la dosis cuando se comparan los datos para el precultivo n® 6 utilizando BMP-2 a una
concentracion de 50 ng/ml frente a 200 ng/ml (figura 9).

Correspondiente a un aumento en la actividad ALP en respuesta a la estimulacién con BMP-2 en el precultivo n° 6,
el porcentaje de células positivas a desmina disminuye (figura 10). Después de una Unica dosis de BMP-2, el
porcentaje de células positivas a desmina en el precultivo n°® 6 disminuye desde 70,5% a 47%. Dosis adicionales de
100 ng/ml de BMP-2 no provocaron una disminucion tan grande; el nivel de células positivas a desmina permanecio
en aproximadamente 40%.

Ademas, diferentes poblaciones de células derivadas del muasculo se aislaron a partir de una biopsia muscular
humana y se purificaron mediante la técnica del precultivo. Cuando se estimulan con BMP-2 segun se describié
anteriormente, las células de algunos de los precultivos (es decir, pp2, pp3, Y pp4 en menor medida) expresan
fosfatasa alcalina (marcador para preosteoblastos). Por tanto, segun la invencién, las células derivadas de musculo
humano puede aislarse y purificarse, y se ha demostrado que tienen caracteristicas de células pluripotenciales.

Las células aisladas del musculo esquelético son capaces de responder a la BMP-2 recombinante humano (rhBMP-
2) in vitro e in vivo. Las células miogénicas de roedor primarias en cultivo celular responden de una manera
dependiente de la dosis a rhBMP-2 produciendo fosfatasa alcalina, una proteina osteogénica. Ademas, cuanto mas
pura sea la poblacion de células miogénicas, tal como evidencia la tincion de desmina, mayor es la produccion de
fosfatasa alcalina. La BMP-2 humana recombinante inhibe la diferenciacion miogénica, puesto que estimula la
diferenciacion osteobléstica de las células derivadas del musculo (A. Yamaguchi et al., 1991, J. Cell Biol., 113:681-
687; T. Katagiri et al., 1994, J. Cell Biol., 127:1755-1766; K. Kawasaki et al., 1998, Bone, 23:223-231). Por
consiguente, los datos in vitro sugieren que las células miogénicas son capaces de responder al rhBMP-2 y entrar en
el linaje osteogénico.

Se modificaron células derivadas del musculo de roedores primarias para que produjeran hueso intramuscular in
vivo. Se empled la estrategia ex vivo para transducir las células derivadas del misculo primarias con un adenovirus
que porta el ADNc de BMP-2. Una inyeccion intramuscular con tan pocas células transducidas como 300.000
produce hueso en ratones con inmunodeficiencia combinada grave (SCID). El hueso producido contiene elementos
osteoides y de médula 6sea, segln se evidencia por una histologia regular y una tincién de von Kossa para la
mineralizacion. No sélo las células musculares transducidas produjeron BMP-2, sino que las células inyectadas
también respondieron a la BMP-2 produciendo hueso.

Ademas, las células derivadas del masculo modificadas dentro de camaras de difusion (véase el ejemplo 1), que
evitan la entrada de céluas del hospedante debido a su tamafio de poro, produjeron hueso cuando se implantan de
modo subcutaneo en ratones inmunodeficientes. Estos resultados sugieren que estas poblaciones especificas de
células derivadas del musculo son capaces de producir hueso (figura 11). La capacidad de las células para
diferenciarse en otros linajes, tales como hueso, apoya la naturaleza pluripotencial de estas células derivadas del
musculo, es decir, células precursoras derivadas del masculo.

Tal como se describié anteriormente en la presente, la técnica de precultivo proporciona un medio para lograr
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diferentes poblaciones de células derivadas del masculo en diferentes precultivos. Con el precultivo selectivo de
células se logré la formacién de hueso (por ejemplo, figura 11), lo cual sugiere con fuerza la presencia de células
precursoras musculares. La tabla 6 resume la expresion de diferentes marcadores por las células derivadas del
musculo de rat6n purificadas.

Tabla 6

Tipo celular Mdx pp n°6 Normal pp n° 6 Fibroblastos
Desmina + + -
Bcl2 + + -
CD34 + + -
MyoD +/- +/- -
Miogenina +/- +/- -
M-cadherina -+ -/+ -
MyHCs (+) €] -

En la tabla 6, las células mdx pp n® 6 y normales pp n° 6 se derivaron del masculo de la pata trasera de ratones mdx
y normales recién nacidos, respectivamente, mediante la técnica de precultivo segun se describe en la presente. “+”
indica que mas del 95% de las células en el cultivo expresan altos niveles del antigeno. “+/-“ indica que
aproximadamente 60% o 30% de las células en el cultivo expresan el antigeno de MyoD o miogenina,
respectivamente. “-/+” indica que menos del 10% de las céluas en el cultivo expresan M-cadherina, y “(+)” indica que
mas del 95% de las células en el medio de fusion de tres dias expresa la isoforma de cadena pesada de miosina
(MyHCs).

Ademas de la estrategia ex vivo, una transferencia génica directa mediada por adenovirus de BMP-2 produce
grandes cantidades de hueso intramuscular. Por consiguiente, los datos in vitro e in vivo apoyan la hipotesis de que
las células musculares pueden modificarse para convertirse en células osteogénicas. Las ramificacioens de las
capacidades de las células miogénicas para formar hueso son inmensas. De hecho, la capacidad del adenovirus que
transporta la expresion de BMP-2 para inducir la formacion de hueso ectopico radiografico e histolégico a las 2, 3y 4
semanas después de la inyeccién sugiere que un colgajo de musculo podria utilizarse como andamiaje biolégico con
la capacidad de mejorar la curacidn de tejidos duros, incluyendo el hueso y el cartilago. De hecho, el uso de un
colgajo de musculo tratado con adenovirus-BMP-2 puede ser capaz de mejorar la curacion del hueso.

Puesto que el uso de vectores adenoviricos puede verse impedido por las respuestas inmunoldgicas contra los
vectores, se ha determinado que es necesario el uso de un vector menos inmunogénico para mejorar la formacion
de hueso utilizando el musculo como andamiaje bioldgico. Por tanto, se ha empleado un virus adenoasociado como
nuevo vector virico para mejorar la eficacia de la transferencia de genes hacia el misculo esquelético maduro. Este
vector puede emplearse para transportar BMP-2 hacia un colgajo de misculo para mejorar la curacion del hueso. En
la figura 12 se presenta una representacion esquematica del plasmido utilizado para construir un virus
adenoasociado para transportar la expresion de BMP-2.

Las ingeneria de tejidos basada en el musculo para producir hueso puede aplicarse a mdltiples anomalias
esqueléticas. Uno de estos escenarios son los grandes defectos 6seos que aparecen tras un traumatismo o
resecciones oncoldgicas. Pueden emplearse células derivadas del masculo capaces de producir la formacion de
hueso para reconstruir el defecto 6seo y minimizar el uso de autoinjertos, aloinjertos, y distraccion 6sea. Un colgajo
de muisculo puede modificarse para que produzca hueso vy, asi, reconstruir un defecto 6seo experimental. Ambas
terapias génicas ex vivo e in vivo pueden modificarse para lograr la formaciéon de hueso y para reconstruir defectos
0seos.

Otra estrategia es transformar el misculo, restringido a los confines de un molde de silicona, en hueso con una
geometria deseada, tal como un fémur proximal o la diéfisis media de la tibia (R.K. Khouri et al., 1991, JAMA,
266:1953). La estrategia basada en el misculo para la reconstruccion de defectos dseos es especialmente atractiva
a la luz de la poca vascularidad habitual de los defectos 0seos traumaticos y oncolégicos. La combinacién de
musculo vascularizado y formacién ésea de novo ofrece posibilidades revolucionares para la reparacion 6sea.

Ejemplo 12

Este ejemplo proporciona una aplicacién tipica y muy practica de la terapia génica y la ingenieria de tejidos
mediadas por células derivadas del muasculo para el tratamiento de una disfuncidn del tracto urinario en pacientes
humanos.

La capacidad de realizar el transporte de genes hacia el tracto urinario inferior ya ha sido demostrada. Ademas, se
ha demostrado que la terapia génica mediada por mioblastos tiene més éxito para transportar iNOS que la utilizacion
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de métodos de infeccidn/transfeccién directa de virus o plasmidos.

La utilidad clinica directa de la presente descripcion ofrece a los expertos en la técnica la capacidad de tratar
pacientes de modo sencillo, seguro y eficaz con consultas externas, e incluso en la consulta del médico. Por
ejemplo, en una consulta de urologia, los pacientes con incontinencia urinaria de esfuerzo se someten a una simple
aspiracion del masculo con una aguja, por ejemplo, el triceps, que dura menos de 5 minutos.

Las células musculares se cultivan bajo las condiciones de cultivo celular apropiadas en un laboratorio,
preferiblemente un laboratorio de un centro de biotecnologia. Esta etapa tarda aproximadamente 1-4 semanas. Las
células musculares cultivadas, que ahora han aumentado mucho su nimero, se vuelven a enviar al médico
encargado y después se vuelven a inyectar en el paciente mediante un breve procedimiento endoscépico externo de
10 minutos. La inyeccidn se realiza utilizando un cistoscopio pequefio y una aguja cistoscopica. A la vista directa del
médico, la punta de la aguja se inserta en el mecanismo del esfinter uretral y la suspensién de mioblastos se inyecta
en la pared uretral para provocar la coaptacion y el cierre uretral.

Los mioblastos cultivados pueden congelarse y conservarse indefinidamente para posibles usos futuros. Segun se
ha descrito, las células derivadas del musculo también pueden utilizarse para una terapia génica mediada por
células con diversos factores troficos para aumentar y/o potenciar el tratamiento y los procesos de reparacion en un
tejido concreto.También pueden realizarse procedimientos similares de inyeccién de mioblastos y terapia génica en
la vejiga de pacientes con contractilidad alterada de la vejiga.

No es necesario extraer un nimero grande de células del paciente, si las células posteriormente se colocan en
cultivo en donde proliferaran y aumentaran su nimero antes de la inyeccion. Para la inyeccion, el nimero de células
utilizadas puede ser determinado por el médico utilizando los conocimientos habituales, dependiendo de la lesion
especifica, de la enfermedad o disfuncién que se va a tratar, del tejido u 6rgano que se va a inyectar, y de la
construccion génica utilizada. En general, se emplea un menor nimero de células para los procedimientos de
transporte génico/terapia génica, mientras que se emplea un mayor nimero de células para la ingenieria de tejidos y
el relleno, es decir, del orden de aproximadamente 1 x 10* a aproximadamente 1 x 104, preferiblemente de
aproximadamente 1 x 10* a aproximadamente 1 x 10° para el transporte génico. Si el nimero de células es
demasiado bajo para producir una cantidad eficaz de producto génico en el sitio de la inyeccion, o cerca de este,
pueden realizarse con facilidad varias inyecciones y pueden administrarse segln sea necesario.

Se ha descubierto que las células derivadas del musculo inyectadas permanecen en el sitio de la inyeccién, o cerca
de este, en la vejiga, uretra, pene, musculo de la pierna, articulaciones de la rodilla y hueso, por ejemplo. Ademas, la
histologia de diversos tejidos después de la inyeccién no ha mostrado una significativa formacién de tejido cicatricial,
aungue se hayan utilizado células alogeneicas. Con las células derivadas del musculo autélogas, la formacion de
tejido cicatricial fue practicamente nula.

En el sitio de la inyeccién y cerca de este, los mioblastos inyectados se fusionan y forman miotubos basandose en la
cantidad de espacio circundante. Después de que las células hayan rellenado el area en el sitio de la inyeccion, las
miofibras formadas y las células ya no proliferan ni crecen. La miofibra multinucleada permanece casi del mismo
tamafio después de que se haya formado y no prolifera ni muere. Asi, a largo plazo, la miofibra produce y segrega
de forma estable el producto génico del gen codificador transportado y expresado en el area de la inyeccion.
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REIVINDICACIONES
1.- Mioblastos autolégos para su uso en un método in vivo de reparacion del masculo del esfinter urinario.

2.- Los mioblastos autélogos segun la reivindicacién 1 para su uso segun la reivindicacién 1, en el que dichos
mioblastos se introducen en una cantidad eficaz para mejorar la incontinencia urinaria de esfuerzo.

3.- Los mioblastos autdlogos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 para su uso segun la reivindicacion 1, en
el que los mioblastos comprenden un medio fisiolégicamente aceptable.

4.- Los mioblastos autélogos segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso segun la reivindicacion 1, en
el que los mioblastos se introducen en una cantidad de aproximadamente 10° a 10° células por cm® de tejido que se
va a tratar, en un medio fisiolégicamente aceptable.

5.- Los mioblastos autélogos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso segun la reivindicacion 1, en
el que los mioblastos se ponen en contacto con una citoquina o un factor del crecimiento seleccionado de uno o mas
de factor del crecimiento de fibroblastos basico (b-FGF), factor del crecimiento de tipo insulinico (IGF), o factor del
crecimiento nervioso (NGF), antes de introducir dichos mioblastos en el receptor.
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