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Células precursoras multipotentes obtenidas del musculo cremaster y su uso en

el desarrollo de terapias y medicina regenerativa

La presente invencién se encuentra dentro del campo de la medicina regenerativa y de
la terapia celular, y especificamente se refiere al método de aislamiento y expansién
de células precursoras multipotentes obtenidas del musculo cremaster humano, y a

sus usos terapéuticos.
ESTADO DEL ARTE

Las células madre adultas se caracterizan por sus propiedades de autorrenovacion y
diferenciacion a distintos linajes (multipotencia) a lo largo de la vida del individuo. En
general, son responsables del mantenimiento de los érganos y tejidos en homeostasis

y de su reparacién en respuesta al dano tisular, sea éste traumatico o degenerativo

(1).

En el musculo estriado adulto, las células madre miogénicas son conocidas como
“células satélite”, debido a su posiciéon superficial a las fibras musculares, aunque
incluidas en la membrana basal que recubre las mismas (2). Sin embargo, el proceso
de miogénesis es complejo y supone el paso de estas células por diversos estadios
precursores (quiescencia, activacion, proliferacion y diferenciacién) previos a su
integracién definitiva mediante su fusién con las fibras musculares en el marco del
proceso regenerativo (3). Los marcadores reconocidos de las células satélite humanas
incluyen Pax7, CD56, MyoD, M-cadherina y desmina, pero ninguno de ellos es

considerado marcador especifico de las mismas (4, 5).

Por otro lado, el nicho de las células satélite es complejo: esta compuesto por otfras
células precursoras, como los precursores fibro-adipogénicos o FAPs, que influyen en
la respuesta a dano y en la regeneracién compensatoria del tejido (6). Ademas, la
célula satélite forma parte del espacio intersticial muscular y su nicho es adyacente a
capilares y terminaciones nerviosas que, a su vez, influyen en la activacion o
quiescencia de las células satélite mediante sefalizacion directa o paracrina, asi como
generando células precursoras de linaje vascular o neural en respuesta a dafio

muscular (7, 8).

Por todo ello, seria deseable la obtencion y caracterizacién de los diversos tipos de
células precursoras multipotentes existentes en el musculo esquelético y ser capaces
de disenar protocolos que permitan su utilizacién, por separado o0 en combinacién, en
estudios clinicos de terapia celular y de desarrollo de farmacos que modulen su

activacion.
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Se han publicado diversos protocolos de aislamiento de las células satélite humanas
(o células precursoras miogénicas relacionadas) a partir de suspensiones celulares
obtenidas del musculo esquelético, principalmente mediante la separacién de
subpoblaciones celulares en base a la expresiéon diferencial de marcadores de
membrana. De hecho, esta ha sido un area especialmente activa de investigacion en

los Ultimos anos. Asi,

e Zheng y cols. definen wuna poblacion “mioendotelial” CD45-
CD56+CD34+CD144+, que es Pax7+, supone el 0.4% de la suspension celular
inicial aislada de musculo esquelético humano, y que es superior en cuanto a
su capacidad regenerativa en comparacion a los mioblastos CD56+, cuando es
trasplantada a musculo de ratén (9).

o Distintos grupos de investigacibn han propuesto que las células
mononucleadas CD133+ aisladas de musculo esquelético humano, aunque de
naturaleza heterogénea, son capaces de generar células satélite tras su
trasplante en ratdn de manera mas eficiente que los cultivos de mioblastos (10-
12). Un ensayo clinico Fase | demostré que las células CD133+ aisladas de
musculo son seguras para su uso en seres humanos (13), pero el uso de esta
poblacién celular no se ha generalizado debido a que existen problemas en su
expansién celular que deben ser resueltos de cara a un mayor desarrollo de su
aplicacion clinica (5).

¢ Vauchez y cols. proponen que las células musculares que no expresan el
marcador CD34 y que presentan actividad aldehido deshidrogenasa (ADLH+),
pueden ser una subpoblacidén celular progenitora de musculo, distinta de las
células satélite (ya que son CD56-) y también distinta de las células CD133+
(ya que no expresan este marcador). La poblacién ADLH+CD34- no cultivada
es heterogénea, representa en torno al 3% de la suspensién celular inicial, y
tras su aislamiento y trasplante directo a musculo de ratén (en ausencia de
cultivo) demuestran propiedades regenerativas (14). Estos resultados han sido
corroborados posteriormente por otros grupos de investigaciéon (15, 16).

¢ Pisani y cols. describen dos subpoblaciones celulares miogénicas en musculo
esquelético humano. Una, que identifican con las células satélite es definida
como células CD34-CD15-CD56+. Otro precursor miogénico de caracter
“intersticial” y no satélite (ya que es Pax7-) ni CD133+ (ya que no expresan
este marcador) es definidko como CD34+CD15-CD56+ (17). En otro estudio,
proponen el uso de la fraccion CD34- de células musculares para evitar la

formacién de grasa por las células tras su trasplante a musculo de ratones (18).
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El primer articulo carece de una validacién del potencial regenerativo de estas
poblaciones celulares en trasplantes in vivo, y el segundo estudio no enriquece
suficientemente las poblaciones precursoras miogénicas.

Lecourt y cols. corroboran lo anterior, identificando una subpoblacién CD56+
en cultivos de mioblastos que es miogénica y mutuamente excluyente con una
subpoblacién CD15+ que no es miogénica (19).

Castiglioni y cols. proponen una estrategia de seleccién negativa para cinco
marcadores (CD45, CD11b, GlyA, CD31, CD34), seguida de seleccion positiva
de las células CD56+ITGA7+ como estrategia de aislamiento de las células
satélite de musculo esquelético fetal y adulto (20). En adultos, las células
satélite asi definidas suponen aproximadamente el 1.5% de la suspension
celular. Los autores calculan que existen unas 3600 células satélite por gramo
de musculo, lo que a nivel practico impide su aislamiento en cantidades
suficientes para su uso en clinica. A nivel de marcadores, este estudio
demuestra que las células satélite fetales expresan ademas CD144, CD146 y
CD133, mientras que las células satélite adultas son CXCR4+.

En concordancia con lo anterior, Bareja y cols. proponen la seleccion de
células satélite humanas basada en la expresidbn de CD56 y CXCRA4.
Concretamente, seleccionan la poblacion CD11b-CD31-CD34-CD45-
CXCR4+CD56+ de musculo esquelético. Las células satélite asi definidas
suponen aproximadamente el 2% de la suspensién celular y son capaces de
regenerar musculo in vivo tras su trasplante a musculo de raton (21).

Tamaki y cols. proponen la seleccién de células precursoras miogénicas de
musculos abdominales y de los miembros inferiores, basada en la combinacién
de marcadores CD34-CD45-CD29+ (22). Estas células fueron capaces de
regenerar musculo en el trasplante in vivo a musculo de ratén. Sin embargo, la
proporcion de células positivas para CD29 es demasiado alta para ser una
poblacion homogénea, en torno a un 10-12% del total, lo que indica que el
protocolo de purificacion de esta subpoblacion podria refinarse.

En esta linea, Xu y cols. proponen que, tras una seleccién negativa para
eliminar las células endoteliales (CD31+) y células del sistema inmune
(CD45+), la combinacibn de marcadores CD56+/CD29+ selecciona
especificamente las células satélite de diversos musculos esqueléticos
humanos, que suponen aproximadamente el 1% de la suspensién celular inicial
(23). En ensayos de trasplante a ratones de las células recién aisladas (no
cultivadas), esta subpoblacibn es la unica capaz de generar fibras

regenerativas, dando lugar a células satélite funcionales que colonizan el nicho
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en la fibra muscular receptora y son capaces de responder a un segundo dano
en el tejido. Siendo esta aproximacién altamente prometedora, hay que tener
en cuenta que el numero de células obtenido en la realidad fue 40-100 veces
menor al que se esperaba en base al célculo tedrico de las células satélite
preexistentes.

e En concordancia parcial con lo anterior, Charville y cols. proponen que las
células satélite humanas se pueden aislar de diversos musculos con la
combinacion de marcadores CD31-CD34-CD45-CD29+EGFR+ (24). Este
estudio propone la inhibicién de la ruta de p38MAPK para lograr una expansion
de las células satélite indiferenciadas en el cultivo in vitro, que ademas
aumenta posteriormente entre 3 y 7 veces la capacidad de regeneracion
muscular al ser trasplantadas al musculo de ratén. Los autores atribuyen estas
mejoras a la disminuciéon de la diferenciacién y el rejuvenecimiento de las
células satélite al ser cultivadas en presencia de un inhibidor de p38MAPK.

e Alexander y cols. proponen que CD82 es un marcador expresado por las
células satélite humanas y que puede ser utilizado para su aislamiento, aunque
no es especifico de las mismas porque sigue expresandose en células
precursoras miogénicas activadas o en proceso de diferenciacion. Ademas, su
expresion estd disminuida en pacientes de distrofia muscular, lo que
comprometeria su posible uso en terapia en algunos tipos de enfermedades
(25).

e En concordancia parcial con lo anterior, Uezumi y cols. proponen que,
partiendo de cultivos de células CD56+ humanas, las células positivas para los
marcadores de membrana CD82, CD274 y CD318 son las células satélite
sublaminares, mientras que CD201 es marcador del precursor adipogénico
residente en musculo 6 FAP (26). Las células satélite aisladas a partir de
cultivos de mioblastos CD56+ son definidas en este estudio como
CD56+CD82+CD318+PDGFRa-CD201-.

A pesar de todos estos avances recientes, las células satélite aun presentan
importantes problemas de cara a su posible aplicacién clinica como medicamento de
terapia celular. EI numero de células satélite que se obtiene de las biopsias
musculares de pequefio tamano (tipicamente de 50-100 mg) que se utilizan
normalmente en clinica es muy limitado. Se calcula que hay entre 500 y 1000 células
satélite por milimetro cubico de fibra en el musculo humano, aunque su numero es
variable entre los distintos grupos musculares en funcién del area y densidad de las

miofibras (23). Ademas, estas células se expanden insuficientemente ex vivo o pierden
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sus caracteristicas de célula madre como consecuencia del cultivo in vitro. Esto se ha
demostrado tanto en células satélite de ratdn (27, 28) como humanas (29, 30). Es
mas, los protocolos de aislamiento y caracterizaciéon de las células satélite humanas se
encuentran todavia en desarrollo, a diferencia del raton donde se conoce mejor su
biologia (31).

Por estas razones, los cultivos celulares denominados como “mioblastos” han sido los
mas usados en clinica hasta el momento. Los mioblastos (32) son una mezcla
heterogénea de células en suspensidn obtenidas de biopsias musculares,
normalmente utilizadas directamente (sin purificar), o semi-purificadas mediante un
minimo enriquecimiento basado en la seleccion positiva de las células que expresan el
antigeno de membrana CD56 (33). En general, los investigadores del campo
consideran que los mioblastos son células precursoras miogénicas, en un estadio
intermedio entre las células satélite y los miocitos terminalmente diferenciados, aunque
esto es dificil de precisar dada la heterogeneidad de estos cultivos (incluidos los
obtenidos a partir de la fraccion celular CD56+). Los cultivos de mioblastos asi
obtenidos se expanden Jn vitro con relativa facilidad (34, 35), por lo que han sido
utilizados en diversos ensayos clinicos en indicaciones relacionadas con musculo
esquelético y cardiaco, en los que los resultados obtenidos han sido decepcionantes
(36-40).

Los motivos del fracaso clinico de los mioblastos pueden ser multiples, pero estan
probablemente relacionados con las condiciones de expansion celular (41, 42).
Cuando los medios y condiciones de cultivo favorecen la proliferacion, es facil que
provoquen también la excesiva diferenciacion celular, lo que resulta en baja
supervivencia, capacidad migratoria y fusogenicidad cuando estas células expandidas
in vitro son trasplantadas a zonas de dafio muscular in vivo (5, 43). Ejemplos de
senalizaciones implicadas en la regulaciéon de la expansion vs diferenciacion de las
células satélite de ratdn incluyen los niveles de oxigeno presentes en la camara de
cultivo (44), cambios en el metabolismo celular (45-47), las efrinas y sus receptores
(48), la ruta de los FGF (49), la ruta de Notch (50), SOX7 (51), TAZ/YAP (52) y la ruta
TGFbeta/Smad (53), entre otros. Aun asi, es importante sefalar que la gran mayoria
de estudios al respecto estan realizados en modelos animales y su traslaciéon a las

células humanas es incierta (54).

En el ratén, es conocido que los cultivos de mioblastos retienen una subpoblacion
celular minoritaria (de ciclo celular mas lento), que ademas es la responsable de la

toma del trasplante una vez inyectados los cultivos en el animal receptor, mientras que



10

15

20

25

30

35

WO 2019/175459 6 PCT/ES2019/070167

el resto de células entra en apoptosis en las primeras horas tras el trasplante (55). La
pre-seleccion de estas células de ciclo lento previo al trasplante mejoré mucho los

resultados del mismo (56).

Con respecto a los cultivos de mioblastos humanos, se sabe que estos cultivos
heterogéneos son capaces de regenerar el musculo (57) e incluso generar células
satélite humanas tras su trasplante a ratones (58). Laumonier y cols. proponen que los
cultivos de mioblastos humanos retienen una poblacion de células satélite “reserva’,
identificada como CD45-CD34-CD144-CD56+CD146+ tras 5-7 dias de cultivo (59).
Estas células son Pax7+MyoD-Myf5+ (es decir, similares a las células satélite
quiescentes) y muestran mejor supervivencia que los mioblastos tras su trasplante a
raton.

En el mejor de los casos, se cree que los cultivos de mioblastos pueden tener éxito en
la reparacion de musculos pequefios como los afectados en la distrofia muscular
oculofaringea. Sin embargo, en los ensayos clinicos en marcha se estan inyectando
cantidades muy elevadas de células (cientos de millones; (60)), lo que indica que el
potencial de regeneracion de estos cultivos es claramente mejorable y que seria
deseable obtener poblaciones celulares mas puras que permitan reducir la expansiéon
de los productos de terapia celular (para evitar los riesgos asociados a los largos
periodos de expansion requeridos). Alternativamente o en paralelo, podria ser util
también la co-inyeccion de otras células precursoras que faciliten la regeneracion,

revascularizacion y reinnervacién del area danada.

Con estos antecedentes, es facil comprender que determinar las condiciones ideales
de aislamiento y expansion de precursores miogénicos humanos (bien las propias
células satélite musculares o bien precursores intermedios entre éstas y los
mioblastos), asi como de otros precursores multipotentes presentes en el musculo
humano, es un objetivo de gran importancia para la obtencion de una(s) poblacién(es)

celular(es) que tenga(n) utilidad clinica en regeneracién miogénica.

De manera consistente con los estudios previamente mencionados sobre la actividad
aldehido deshidrogenasa en células satélite, la adicidén de acido retinoico al medio de
cultivo de mioblastos humanos parece favorecer la retencién de caracteristicas de
célula madre y la ausencia de diferenciaciéon gracias a un menor estrés oxidativo (61).
En mioblastos humanos, se ha demostrado ademas que la inhibicion de la ruta de
TGFbeta por LY364947 y el uso de Geraldol y Bromopride aumentan la proliferacién
celular, mientras que los compuestos Pratol, Limonin e Idirubin aumentan Ila

diferenciacion (62).
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Existen también aproximaciones distintas al cultivo clasico de mioblastos, en
condiciones de adhesidn a un soporte bidimensional. Asi, el crecimiento de células
derivadas de musculo de ratén y rata en cultivo tridimensional en forma de mioesferas
flotantes enriquece las mismas en células Pax7+MyoD+, potenciaimente células
satélite musculares, que se diferenciaron in vitro a células contractiles mononucleadas
y contribuyeron a la regeneracion de fibras musculares tras su trasplante a musculo de
ratdbn (63). Estudios posteriores han demostrado que las mioesferas de raton
contienen al menos dos subpoblaciones celulares, una célula precursora miogénica
(posiblemente célula satélite) que es ITGA7+Myf5+MyoD+Pax7+ y otra célula
precursora no miogénica (posiblemente el precursor fibroadipogénico- FAP)
caracterizada como PDGFRa+Sca-1+ (64, 65). Es importante sefialar que ambas
células precursoras son clave para el correcto funcionamiento del musculo, tanto en
homeostasis como en regeneracion, por lo que el cultivo de mioesferas tendria la
ventaja afadida de proveer de al menos dos tipos de células precursoras, en vez de

uno.

De hecho, es probable que el cultivo de mioesferas contenga también un tercer tipo de
células precursoras, los precursores neurales, tal y como hemos demostrado
previamente en la caracterizacion de esferas miogénicas aisladas de la dermis de
ratén (66).

Aun asi, el estudio de las miosferas derivadas de musculo humano esta en su infancia.
El primer estudio publicado con miosferas humanas presenta una metodologia
pobremente descrita, pero propone la existencia en las miosferas de una poblacioén de
células precursoras “mesenquimales” definida como CD31-CD34-CD45-CD56-CD117-
CD29+CD73+CD90+CD105+, posiblemente no miogénica en trasplante a musculo de
raton, aunque este hecho no llegé a investigarse (67). Un segundo articulo define la
existencia de una célula precursora miogénica en mioesferas derivadas de biopsias
obtenidas del musculo omohioideo en pacientes con carcinoma de cabeza y cuello
(68). Las biopsias fueron de un minimo de 100 mg para poder establecer el cultivo
esferogénico, y se pudieron expandir durante 20 semanas (18 pases), aunque los
cultivos comenzaron a crecer mas lento tras la semana 16. Estas células precursoras,
posiblemente células satélite se definen como CD34-CD45-Pax7+CD56+ALDH1+ vy,
sorprendentemente, se definen también como Oct3/4+Nanog+Sox2+, indicando su
estado de pluripotencia en estas condiciones de cultivo. Sélo el 50% de estas células
expresaron desmina y MyoD en pases tempranos, demostrando la heterogeneidad de
la subpoblacién a estudio. Una causa adicional de preocupacion con este estudio es

la posible contaminacion con células cancerosas.
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No existen mas publicaciones, hasta donde conocemos, describiendo aproximaciones
basadas en el cultivo tridimensional de miosferas a partir de musculo esquelético

humano.

La regeneraciéon muscular mediante protocolos de terapia celular basados en células
precursoras miogénicas, vasculogénicas y que promuevan la reinnervacion puede
tener aplicacion en diversas disfunciones del musculo esquelético y cardiaco, como las
miopatias congénitas (69), las distrofias musculares y otras enfermedades
degenerativas neuromusculares (70), la disfuncién cardiaca (71), la pérdida de masa

muscular volumétrica, la caquexia o la sarcopenia (72).

Sin embargo, algunas de estas enfermedades afectan a grandes masas de tejido
muscular y esto compromete la viabilidad de su aproximacion terapéutica por terapia
celular. Algunos investigadores consideran que el tratamiento de grupos musculares
de pequefno tamano, como los afectados en la distrofia muscular oculofaringea o la
distrofia facioescapulohumeral, puede tener mayores posibilidades de éxito (5, 43). En
este sentido, las deficiencias del esfinter urinario (73) y anal (74) pueden ser una
excelente diana para este tipo de terapias, ya que el volumen de musculo a regenerar
en los esfinteres es relativamente pequeno (5, 75) y el déficit muscular es accesible
mediante aproximaciones quirurgicas minimamente invasivas. Para ello es necesario
establecer los modelos adecuados de enfermedad, dada la gran variabilidad asociada

a la patologia observada en clinica (76).

Es importante tener en cuenta que las células satélite podrian presentar identidades
divergentes en base a su localizacidén axial/anatémica o el tipo de fibra muscular del
que provienen (3). Asi, por ejemplo, el represor transcripcional Prox1 es caracteristico
de las fibras musculares lentas y se expresa en las células satélite (77). En los
protocolos clinicos publicados hasta el momento, las células miogénicas se han
aislado de musculos diversos y no necesariamente idénticos o préximos (desde un
punto de vista anatébmico o de biologia del desarrollo) a los del area prevista de
aplicaciéon (5). Sin embargo, no es descartable que el uso de células precursoras
obtenidas de regiones similares a las regiones diana pueda tener ventajas asociadas
en lo que respecta a la funcionalidad, capacidad de adaptacidén o supervivencia de las
mismas. Algunos ejemplos similares en este sentido pueden ser (a) la obtencién de
mioblastos CD56+ del musculo piramidal en pacientes que van a sufrir una
prostatectomia radical (78) y (b) la extraccion de mioblastos del musculo recto
abdominal (79), de manera que puedan ser utilizados posteriormente en casos de

incontinencia urinaria.
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La incontinencia urinaria (IU) es una patologia prevalente, que afecta a mas de 200
millones de mujeres y a un 17% de varones en todo el mundo; aunque su diagnostico
puede estar infraestimado. Datos en modelos animales sugieren que la inyeccién de
células precursoras puede mejorar la funcion debilitada del esfinter (75). De hecho, los
ensayos clinicos que han utilizado inyeccién autdloga de células precursoras
musculares obtenidas a partir de biopsias de musculo demuestran que esta terapia es
segura y presenta resultados aceptables. Sin embargo, hasta ahora la terapia celular
para la regeneracion del esfinter urinario no ha logrado consolidarse en la practica
clinica, ya que la estandarizacidn de esta metodologia experimental podria ser
compleja. Por lo tanto, son necesarios nuevos enfoques de investigacidn y
perspectivas para garantizar el uso de esta terapia como una opcién de tratamiento
real (73, 80). Es importante sefalar que las células precursoras musculares utilizadas
hasta el momento han sido cultivos de mioblastos autélogos expandidos. Por lo tanto,
seria de esperar la existencia de porcentajes relativamente bajos de células satélite (o
incluso células precursoras en estadios intermedios de diferenciacién) en las
suspensiones celulares heterogéneas utilizadas para tratar a estos pacientes. Por otro
lado, los cultivos de mioblastos carecen de precursores vasculares y neurales que

promuevan la revascularizacién y reinnervacién del nuevo tejido.

La terapia celular aparece como una oportunidad unica para estas enfermedades
degenerativas, por lo que obtener una célula humana o mezcla de células con
capacidad miogénica y regenerativa, y que se pueda trasplantar de manera autéloga o
alogénica (en presencia de un régimen inmunosupresor), supondria un avance para el

tratamiento especifico de dichas enfermedades.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion proponen que el empleo de células precursoras
multipotentes (miogénicas, vasculares y neurales) aisladas a partir del musculo
cremaster presenta ventajas para la terapia celular en pacientes de incontinencia
urinaria o anal con dano esfinteriano o en el tratamiento de grupos musculares de
pequefio tamafo tales como la distrofia muscular oculofaringea o la distrofia
facioescapulohumeral, en tratamiento unico o combinado con otros principios activos,

0 asociados a un dispositivo médico.

El cremaster es un musculo estriado (aunque carece de insercion en tenddén) y de

control voluntario que esta entremezclado con abundantes fibras de tipo muscular liso.
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Contiene predominantemente fibras de tipo 1 (lento), aunque también algunas de tipo
[IB (muy rapidas), y cuya funcion en el adulto es contribuir a la termorregulacién y a la
proteccion de los testiculos como una de las tunicas que forman el escroto. Gracias al
reflejo cremastérico, se conocen bien sus propiedades electrofisiolégicas. El musculo
esta densamente innervado y presenta numerosas placas motoras, lo que explica sus
abundantes descargas espontaneas. En un estudio realizado en nifios y niflas con
hernia inguinal, no se observaron dimorfismos sexuales en el musculo cremaster entre
ambos sexos, excepto el mayor diametro de las fibras musculares en el género
masculino, que es comun a otros grupos musculares. En el desarrollo embrionario, el
cremaster se genera a partir del gubernaculo, independientemente del musculo interno
oblicuo del abdomen, siendo clave en el descenso testicular. Algunos autores
proponen la transdiferenciacidén del musculo estriado cremastérico a partir de fibras de
musculo liso, lo que puede ser comun a otros musculos del tracto genitourinario como
el rabdoesfinter.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Caracterizacion del musculo cremaster masculino. A. Localizacidon
anatdbmica del musculo cremaster. Se encuadra la zona de toma de biopsias. B.
Seccion histolégica con tincion de hematoxilina-eosina donde se observan los
paquetes de fibras musculares estriadas y lisas (b’, detalle a mayor aumento). C-D.
Por inmunofluorescencia, se observa que las fibras estriadas miosina positivas
(MyHC+, verde) estan rodeadas por membrana basal (Laminin+, rojo). Los nucleos se
muestran en azul. E-H. Analisis de la composicién de miosina en las fibras de tipo |
(lentas, verde) y Il (rapidas, verde). La laminina se muestra en rojo y los nucleos en
azul. I-J. Cuantificacion del numero de fibras regenerativas mediante mionucleos
centrales. K-L. Cuantificacion del numero de fibras regenerativas mediante la
deteccién de la expresion de MyHC3 embrionaria (verde). M-N. Cuantificacién del

numero de células satélite in situ (Pax7+; verde).

Figura 2. Células precursoras multipotentes presentes en dermoesferas de
ratéon. A. Aspecto del cultivo en suspension en esferas derivadas de la dermis del
ratén. B-E. Tras su disgregacion y adhesion al sustrato, se observa que las esferas
contienen células precursoras vasculares de aspecto fusiforme (B), células adiposas
(C), células precursoras neurales, con largas prolongaciones (D) y células precursoras

miogénicas, que en algunos casos comienzan a formar sincitios multinucleados (E).
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Figura 3. Deteccién de células precursoras miogénicas del musculo cremaster
en mioesferas. A. Esquema temporal del cultivo celular en condiciones no
adherentes. B-C. Imagen de contraste de fases de un cultivo celular a partir de biopsia
de cremaster a dia 0 y dia 7. La flecha en el panel B sefiala restos no disociados de
musculo. D-F. Andlisis de Ila expresion de marcadores miogénicos por
inmunofluorescencia. Se detecté tincién (en verde) para los marcadores Pax7 (D),

MyoD1(E) y MyHC (F). Los nucleos se muestran en azul.

Figura 4. Detecciéon de células precursoras neurogénicas y vasculogénicas del
musculo cremaster en mioesferas. A-E. Analisis de la expresion de marcadores de
precursores neurogénicos y vasculogénicos por inmunofluorescencia. Se detectd
tincion en verde para el marcador CD56 (A), en rojo para p75NTR (B) y en azul (C)
para los nucleos (DAPI). El panel D muestra los paneles A-B superpuestos, y E la
superposicion de A-B-C. Los siguientes simbolos muestran las células neurogénicas
(p75NTR+CD56+, asterisco), las células vasculogénicas (p7S5NTR+CD56-, flecha) y
las células p75NTR-CD56+ (cabeza de flecha).

Figura 5. Diferenciacién in vitro de las células precursoras del cremaster en
condiciones miogénicas. A. Diagrama temporal de formacién de miotubos a partir de
esferas disgregadas. B. Imagen en contraste de fases del cultivo de esferas
disgregadas a dia 0 en medio de diferenciacion. C. Imagen en contraste de fase de los
miotubos multinucleados formados tras 7 dias en cultivo. D-G. Caracterizacion de los
miotubos mediante inmunofluorescencia con los anticuerpos anti-MyHC (verde) y Pax7
(verde). Los nucleos se muestran en azul. H. Analisis de la expresién de genes
determinantes para la miogénesis (Pax7, Myf5, MyoD1, Myogenin, MyHC3 y MyHC2)
mediante retrotranscripcion seguida de PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR). Se
muestran los resultados obtenidos de manera relativa al gen control Thp.

Figura 6. Capacidad regenerativa in vivo de las células precursoras del
cremaster. A. Esquema experimental. B. Inmunofluorescencia anti-hLaminA/C
(especifica de musculo humano, verde). Los nucleos se muestran en azul. C.
Inmunofluorescencia anti-hLaminA/C (verde) y anti-hDystrophin (también especifica de
musculo humano, rojo). E-F. Cuantificacién del numero de células hLaminA/C+
(verdes) que co-expresa el marcador de las células satélite Pax7 (rojo). Los nucleos se

muestran en azul.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion proponen que el empleo de células precursoras
multipotentes (miogénicas, vasculares y neurales) aisladas a partir del musculo
cremaster presenta ventajas para la terapia celular en pacientes de incontinencia
urinaria o anal con dano esfinteriano o en el tratamiento de grupos musculares de
pequefio tamafo tales como la distrofia muscular oculofaringea o la distrofia
facioescapulohumeral, en tratamiento unico 0 combinado con otros principios activos,

0 asociados a un dispositivo médico.

Hasta el momento no se ha empleado el musculo cremaster como fuente de células
precursoras. La principal funcidén del cremaster es la bajada del testiculo hasta el anillo
inguinal mediante su contraccién, por lo que el obtener una biopsia no supondria a los
pacientes adultos un importante dafio funcional en dicha zona y podria emplearse
como fuente de células multipotentes para el estudio y tratamiento de pacientes con

desérdenes traumaticos o degenerativos que afecten a grupos musculares.

Por lo tanto, los autores de la presente invencion muestran que el musculo
cremaster representa una fuente valiosa para aislar células precursoras

multipotentes con capacidad de sustituir estructuralmente y bioquimicamente:

i) la pared muscular del esfinter urinario, anal, u otros 6rganos o tejidos que

incluyan fibras o haces de musculo estriado,

i) sustitucion de células miogénicas del esfinter urinario u anal dafiadas o
afuncionales o del musculo estriado dafiado en esta u otras patologias

musculares,

ii) la recuperacidon del musculo estriado, del esfinter urinario, o de otros
organos, como por ejemplo el esfinter anal, o puede tener aplicacion ademas
en diversas disfunciones del musculo esquelético y cardiaco, como las
miopatias congénitas, las distrofias musculares y otras enfermedades
degenerativas neuromusculares, la disfuncién cardiaca, la pérdida de masa

muscular volumétrica, la caquexia o la sarcopenia,

iv) sustitucidn de células miogénicas utilizadas como parte constituyente de
organos generados por técnicas de ingenieria tisular como la uretra, traquea y

otros tejidos y 6rganos,
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v) sustituciéon de células vasculogénicas que promuevan la revascularizacion

del tejido danado,

vi) sustitucién de células neurogénicas que promuevan la reinnervacion del

tejido dafnado;

Ademas, desarrollan una metodologia para lograr la colonizaciéon y diferenciacién
miogénica completa en formulaciones basadas en diferentes biomateriales tales como
agarosa, alginatos, andamios basados en matriz extracelular, colageno, Cultrex,
ferrogeles, fibrina, fibrina/agarosa, fibrindégeno, fibronectina, gelatina, acido hialurénico
(HA), hidrogeles, laminina, Matrigel, plasma, plasma rico en factores de crecimiento,
policaprolactona (PCL), acido poliglicolico (PGA), polietilénglicol (PEG), PEG-
fibrindbgeno, poliglicerol sebacato (PGS), &acido polilactico-glicolico (PLGA), acido
polilactico (PLLA), quitosano (CHT), polimeros acrilicos como PEA, PHEA, PMA y
otros, laminas de seda, matriz extracelular de 6rganos descelularizados como el
musculo y otros tejidos y érganos como la submucosa, utilizando células precursoras
aisladas a partir del musculo cremaster. Esta lista se proporciona sélo a modo de

ilustracién, y no se pretende que sea limitante.

Los autores de la presente invencion son los primeros que han desarrollado un método

para obtener células precursoras multipotentes aisladas del musculo cremaster.
CELULAS Y POBLACIONES CELULARES DE LA INVENCION

Por tanto, un primer aspecto de la invencién se refiere a una composicién que
comprende una poblacion celular de células precursoras multipotentes derivadas o
provenientes del musculo cremaster humano, de ahora en adelante composiciéon de
células precursoras multipotentes de la invencion, donde dicha poblacion, a su vez,
representa una poblacion heterogénea de células que incluye diversos tipos de células
precursoras, tal y como se ilustra en la figura 2, como células precursoras miogénicas,
células precursoras vasculogénicas, y células precursoras neurogénicas. Se hace
notar que la poblacién celular referida, de ahora en adelante poblacién celular de
células precursoras multipotentes, debe comprender al menos una célula precursora
multipotente derivada o proveniente del musculo cremaster humano. En una
realizacién preferida dicha poblacién celular comprende al menos un 20%,
preferiblemente un 30%, mas preferiblemente un 40%, y aun mas preferiblemente un
50%, 60%, 80%, 90%, 95%, o un 99% de celulas precursoras multipotentes derivadas

o provenientes del musculo cremaster humano.

Para conseguir dichas células del primer aspecto de la invencidn, se parte de biopsias
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de musculo cremaster, se trocea dicha biopsia de tejido en fragmentos pequerios v,
una vez disgregado el tejido, se obtienen las células precursoras multipotentes del

musculo cremaster, y a continuacion se cultivan (ver ejemplos de la invencién).

Un segundo aspecto de la invencién se refiere a una composicién que comprende
mioesferas obtenidas de cultivos de una poblacién celular de células aisladas del
musculo cremaster del primer aspecto de la invencién. Para ello y tal y como se ilustra
en los ejemplos de la invencion, se re-suspende la composicién obtenida del primer
aspecto de la invencion en medio de cultivo para condiciones no adherentes, llamado
medio de proliferacién (medio Neurobasal™ A suplementado con 2% de suplemento
B27 50X, 1% de L-glutamina 200 mM y 1% de solucidn de penicilina/estreptomicina
100X) y se siembran en placas no tratadas para obtener un cultivo de mioesferas. El
precipitado celular resultante del aislamiento celular se resuspende en 1 mL de medio
para cultivo en suspensién y se realiza un recuento y control de la viabilidad celular
antes de traspasarlo a un pocillo de las placas no tratadas de 6 pocillos, donde se
anade mas medio para cultivo en suspensién hasta 5 mL. Si el recuento de células
viables resulta ser menor que 500.000 células/mL, estas se traspasan a un pocillo de
menor tamano, de placas no tratadas de 12 pocillos, y se ajustan los volumenes de
medio y de factores en proporcion a lo establecido. Estas placas evitan la adhesién de
las células y favorecen la formacién de esferas celulares. En este punto se anaden
directamente al pocillo en las concentraciones indicadas los factores de crecimiento
(Suplemento de crecimiento bajo en suero (LSGS; concentracion final del 2% (1X),
Factor de crecimiento fibroblastico basico recombinante de rata (rrfFGF2; 80 ng/mL),
Factor de crecimiento epidérmico recombinante de rata (rrfEGF; 40 ng/mL). Los
primeros 3 dias se cambia el medio por completo mediante centrifugaciéon (5 minutos a
1500 rpm) para eliminar restos celulares y seleccionar las células viables, y se afiaden
los factores de crecimiento de nuevo cada vez. Después, estos lavados se hacen cada
2 dias y el cultivo se mantiene hasta los 7 o 9 dias, cuando la formacién de esferas
celulares ya es muy notoria. A partir del dia 1 tras la siembra, se apreciaran esferas
celulares. Un analisis de la expresion de marcadores miogénicos por
inmunofluorescencia de las células que conforman dichas esferas, debe detectar los
marcadores Pax7 y MyoD1, asi como células MyHC+ (Figura 3). Esto es importante,
dado que, las células precursoras miogénicas presentes en las esferas celulares se
caracterizan porque son positivas para marcadores de célula satélite (Pax7) pero a su
vez comienzan a expresar marcadores tempranos de diferenciacion (MyoD1; (21, 35)).
La expresidén de isoformas de miosina (marcadas por MyHC) en células precursoras

en estado mononucleado es también indicativa del estado precursor miogénico de las
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mismas. Por lo tanto, en una realizacién preferida del primer o segundo aspecto de la
invencién, la composicién que comprende células precursoras multipotentes aisladas
del musculo cremaster humano del primer aspecto de la invenciéon o la composicion
que comprende esferas obtenidas de cultivos de células aisladas del musculo
cremaster del primer aspecto de la invencidn, se caracteriza porque dicha poblacién

celular es positiva para Pax7, MyoD1 y MyHC.

Aun mas preferiblemente, en las esferas obtenidas de cultivos de células aisladas del
musculo cremaster del primer aspecto de la invencion se observan los marcadores
p75NTR y CD56 (Figura 4).

Es importante sefialar que en esta memoria se entiende por “célula precursora
miogénica”, a un conjunto probablemente heterogéneo de células que, en condiciones
de cultivo especificas, alcanzan distintos estadios de diferenciacion temprana siendo
capaces de proliferar y mantener las capacidades de diferenciacion a célula muscular.
Estas células tendrian mejores capacidades de supervivencia, migracién y toma en
trasplantes a musculos danados, en comparacion con células mas diferenciadas como
los mioblastos. Es decir, la composicibn que comprende células precursoras
multipotentes aisladas del musculo cremaster humano del primer aspecto de la
invencién asi como la composicion que comprende esferas obtenidas de cultivos de
células aisladas del musculo cremaster del primer aspecto de la invencién, se
caracteriza por comprender dicho conjunto heterogéneo de células que, en
condiciones de cultivo especificas, alcanzan distintos estadios de diferenciacion
temprana siendo capaces de proliferar y mantener las capacidades de diferenciacion a
célula muscular, denominado “célula precursora miogénica”. Por tanto, la composiciéon
del primer aspecto de la invencion asi como la composicion del segundo aspecto de la
invencién son especialmente utiles para llevar a cabo trasplantes en musculos

dafiados.

Por otro lado, en la presente invencidn se entiende por “marcador” a una proteina que
distingue una célula (0 grupo de células) de ofra célula (o grupo de células). Por
ejemplo, una proteina que se expresa en la superficie de células miogénicas pero no
en otras células de una poblacion celular actua como proteina marcadora para las
células precursoras miogénicas. “Positivo” significa que la célula expresa
naturalmente el marcador. Para considerar que el marcador es expresado, debe estar
presente a un “nivel detectable”. En esta memoria, por “nivel detectable” se entiende
que el marcador puede detectarse por una de las metodologias estandar, tales como

PCR, blotting, inmunofluorescencia o FACS. Se considera que un gen es expresado
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por una célula de la invencién si puede ser razonablemente detectada tras 20 ciclos,
preferiblemente 25 ciclos, y mas preferiblemente 30 ciclos de PCR, que corresponde a
un nivel de expresion en la célula de al menos 100 copias por célula. Se considera que
un marcador no es expresado por una célula de la invencién, si la expresion no puede
ser detectada a un nivel de alrededor de 10 — 20 copias por célula. Entre estos niveles
de positivo/negativo, la célula puede ser débilmente positiva para un determinado

marcador.

Por ofro lado, la poblacion celular de la invencién es positiva para un determinado
marcador si, al menos, el 20% de las células de la poblacidén muestra una expresion
detectable del marcador, preferiblemente del 70%, 80%, 90%,95%, y mucho mas
preferiblemente, del 98%. A veces, el 99% o el 100% de las células de la invencidn
muestran una expresion detectable del marcador. Como en el caso de las células, la
expresion puede ser detectada, por ejemplo pero sin limitarse, mediante técnicas de
PCR, wusando FACS (fluorescence activated cell sorting), o mediante

inmunohistoquimica empleando anticuerpos especificos.

El término “expresion natural”, o “expresa naturalmente” significa que las células no
han sido manipuladas por tecnologia recombinante, de ninguna forma, esto es, por
ejemplo, que las células no han sido inducidas artificialmente a expresar estos
marcadores 0 a modular la expresion de estos marcadores mediante la introduccion en
las células de material exégeno, como la introduccién de promotores heterélogos, u
otras secuencias unidas operativamente a cualquiera de los genes enddgenos, o

mediante la introduccion de genes exdgenos.

En una realizacién mas preferida de este aspecto de la invencion, la poblacién de
células precursoras miogénicas presentes en la composicion del primer o segundo
aspecto de la invencion deriva de las células satélite del cremaster y mantiene las
capacidades de célula madre gracias a su autorrenovacién en el cultivo de mioesferas
descrito en el segundo aspecto de la invencién, equivalente a lo que se conoce como

“célula satélite reserva” en los cultivos tradicionales de mioblastos.

En esta memoria se entiende por célula “satélite del cremaster’ a la célula madre
procedente del musculo cremaster, que posee la capacidad de regenerar musculo a lo

largo de la vida del individuo y diferenciarse en células precursoras miogénicas.

Por ofro lado, en la presente invencion, se llevé a cabo la obtencion de células
miogénicas a partir de la formacion de mioesferas presentes en el cultivo de

proliferacidon del segundo aspecto de la invencidén. Para ello, se cambiaron las
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condiciones de cultivo para obtener una diferenciacién miogénica (Figura &). Las
mioesferas se disgregaron con Tripsina-EDTA 0,25% durante 5 minutos a 37°C para
después sembrar las células precursoras sobre una matriz extracelular (ECM) natural
que favorece la adhesion y la diferenciacion celular (66, 88), compuesta de extracto de
membrana basal Cultrex® (2,77 mg/mL en concentracion final), Netrina-4 (0,83
pg/mL), Netrina-G1a (0,83 pg/mL) y acido hialurénico de bajo peso molecular (2,5
mg/mL) en PBS (pH 7,4). La solucién de matriz extracelular se prepard teniendo en
cuenta la concentracidén del extracto de membrana basal Cultrex® (Cultrex),
dependiente del lote del producto. En base a este dato del volumen final se ajustaron
los volumenes del resto de los compuestos. En todos los casos se preparé una
solucién de matriz extracelular a una dilucidn 1:3, preparando primero una mezcla para
disolver los reactivos (equivalente al 1 de la dilucion 1:3) y después afadiendo el
volumen necesario de PBS (pH 7,4) como diluyente a la mezcla para obtener la
solucion final (equivalente al 2 resultante del calculo de la dilucién 1:3). En funciéon del
experimento a realizar se prepard una matriz extracelular con todos los reactivos
mencionados o una matriz extracelular sin la presencia de Netrina-4 y Netrina-G1a,
ajustando en este ultimo caso el volumen de PBS (pH 7,4) que se utilizaria primero
para disolver y mezclar los compuestos. Dado que los compuestos utilizados son
termosensibles, con el fin de mantener su integridad y evitar una polimerizacién
prematura, todos los reactivos se descongelaron gradualmente y se mantuvieron en
hielo durante todo el proceso junto a la solucién de matriz extracelular en preparacién.
De modo que tras reconstituir y descongelar todos los compuestos se prepard la
solucion de mezcla en un Falcon® de 50 mL que se mantuvo en hielo, y seguidamente
se afiadié el PBS (pH 7,4) como diluyente. Esta solucién final fue agitada suavemente
con cuidado de no formar burbujas para obtener una mezcla homogénea. A
continuacion, la matriz extracelular recién preparada se depositdé en forma de gota
(300 pl/pocillo) en placas estériles de 4 0 24 pocillos en los que previamente se habian
colocado cubreobjetos autoclavados y se esparcié inclinando la placa para formar una
pelicula uniforme. Una vez depositada la matriz, las placas se mantuvieron durante 24
horas a 37°C. Transcurrido este tiempo se retir6 el exceso de liquido acumulado en los
pocillos y se dejaron secar en la campana de flujo laminar durante 15 minutos para asi
obtener el sustrato deseado. Partiendo de las miosferas, una vez eliminado el medio
utilizado para el cultivo en suspension mediante una centrifugacién de 5 minutos a
1500 rpm, las esferas agregadas en pellet fueron resuspendidas en 1 mL de solucién
de Tripsina-EDTA 0,25% y disgregadas manteniéndolas unos 5-7 minutos a 37°C para
obtener una suspension de células unicas con el objetivo de poder contarlas,

depositarlas separadamente y conseguir una diferenciacibn mas homogénea. La
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accion enzimatica se detuvo diluyendo la solucion con PBS (pH 7,2) y eliminandolo
tras una centrifugacién de 5 minutos a 1500 rpm para luego resuspender el pellet de
células en 1 mL de medio para cultivo en adhesiéon y contar el numero de células
viables. Con esto se distribuy6 la misma cantidad de células en cada pocillo, por lo
general en placas de cultivo de 4 pocillos, poniendo 79.000 células por cm2 (150.000
células por pocillo); donde previamente se habia depositado el sustrato que facilita la
adhesion y promueve la diferenciacion celular (ECM) y se habia afadido medio para
este cultivo hasta 500 pl. Estas células se mantuvieron asi en la incubadora a 37°C y
con 5% de CO2, dejandolas reposar los primeros 2 dias para después ir renovando la
mitad del medio con medio fresco cada 2 dias. Durante este cultivo de diferenciacion
se retiraron los factores de crecimiento y al medio de proliferacion se le afadié un 10%
de suero fetal bovino. En estas condiciones, al cabo de 7 dias de cultivo, se obtuvo

una diferenciacién miogénica con generacién de miotubos multinucleados.

Por lo tanto, un tercer aspecto de la invencién se refiere a una composicion que
comprende una poblacion celular de células miogénicas derivadas de la formacién de
las mioesferas presentes en el cultivo de proliferacion del segundo aspecto de la
invencién o de una composicién celular que comprende una poblacién celular de
células precursoras multipotentes derivadas o provenientes del musculo cremaster
humano. Tal y como se muestra en los ejemplos de la presente invencién, dicha
composicién celular de células miogénicas se caracteriza porque comprende una
poblacién celular positiva para los genes miogénicos Pax7, Myf5, MyoD1, Myogenin,
MyHC3 y MyHC2, en mayor cantidad comparada con un control negativo (tales como
biopsias tomadas de la misma region pero no musculares). Se hace notar que la
poblacién celular referida, de ahora en adelante poblacidon celular de células
miogénicas, debe comprender al menos una celula miogénica derivada o proveniente
del musculo cremaster humano. En una realizacion preferida la poblacién celular
comprende al menos un 20%, preferiblemente un 40%, y aun mas preferiblemente un
50%, 60%, 80%, 90%, 95%, 0 un 99% de células miogénicas derivadas o provenientes

del musculo cremaster humano.

Por otro lado, también se pueden obtener células precursoras vasculogénicas o
neurogénicas a partir de la formacion de las mioesferas presentes en el cultivo de
proliferacion del segundo aspecto de la invencidn o a partir de una composicién celular
que comprende células precursoras multipotentes derivadas o provenientes del

musculo cremaster humano.



10

15

20

25

30

35

WO 2019/175459 19 PCT/ES2019/070167

En este sentido, y con dicho propésito se hace notar que un cuarto aspecto de la
invencién se refiere a una composicion que comprende una poblacion celular de
células precursoras vasculogénicas derivadas de la formacion de las mioesferas
presentes en el cultivo de proliferacién del segundo aspecto de la invencion o de una
composicién celular que comprende una poblacién celular de células precursoras
multipotentes derivadas o provenientes del musculo cremaster humano. Dicha
composicion celular se caracteriza porque comprende una poblacién celular positiva
para: p75NTR, SOX2, PAX3, DLK1, RGS5, AOC3, ITGA7, ECRG4 y negativa para el
marcador CD56 (Figura 4). Se hace notar que la poblacion celular referida, de ahora
en adelante poblacién celular de células precursoras vasculogénicas, debe
comprender al menos una célula precursora vasculogénica derivada o proveniente del
musculo cremaster humano. En una realizacidon preferida la poblaciéon celular
comprende al menos un 20%, preferiblemente un 40%, y aun mas preferiblemente un
50%, 60%, 80%, 90%, 95%, o un 99% de células precursoras vasculogénicas

derivadas o provenientes del musculo cremaster humano.

Adicionalmente, un quinto aspecto de la invencion se refiere a una composicion que
comprende una poblacion celular de células precursoras neurogénicas derivadas de la
formacion de las mioesferas presentes en el cultivo de proliferacién del segundo
aspecto de la invencién o de una composicidén celular que comprende una poblacién
celular de células precursoras multipotentes derivadas o provenientes del musculo
cremaster humano. Dicha composicién celular se caracteriza porque comprende una
poblacién celular positiva para: p75NTR, SOX2, PAX3, CD56, SOX10, ERBBS,
L1CAM, CDH2, CDH19, PMP22, PLP1, DHH y negativa para el marcador SOX9
(Figura 4). Se hace notar que la poblacion celular referida, de ahora en adelante
poblacién celular de células precursoras neurogénicas, debe comprender al menos
una célula precursora neurogénica derivada o proveniente del musculo cremaster
humano. En una realizacion preferida la poblacién celular comprende al menos un
20%, preferiblemente un 40%, y aun mas preferiblemente un 50%, 60%, 80%, 90%,
95%, o0 un 99% de células precursoras neurogénicas derivadas o provenientes del

musculo cremaster humano.

Si se desea, las células presentes en cualquiera de las composiciones de la invencién
pueden ser modificadas genéticamente por cualquier método convencional incluyendo,
a modo ilustrativo, no limitativo, procesos de transgénesis, deleciones o inserciones en
su genoma que modifiquen la expresidon de genes que sean importantes para sus
propiedades basicas (proliferacién, migracion, diferenciacion, etc.), o mediante la

insercion de secuencias de nucleétidos que codifiquen proteinas de interés como, por
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ejemplo, proteinas con propiedades terapéuticas. Por tanto, en oftra realizaciéon
preferida, las células presentes en cualquiera de las composiciones de la invencion

han sido modificadas genéticamente.

Por ofro lado, si se desea, las células presentes en cualquiera de las composiciones
de la invencién pueden expandirse clonalmente usando un procedimiento adecuado
para clonar poblaciones celulares. Por ejemplo, una poblacién proliferada de células
puede recogerse fisicamente y sembrarse en una placa separada (o los pocillos de
una placa “multi-pocillo”). Otra opcion es que las células pueden subclonarse en una
placa “multi-pocillo” en una relacién estadistica para facilitar la operacion de colocar
una unica célula en cada pocillo (por ejemplo, desde aproximadamente 0,1 a cerca de
una célula/pocillo o incluso de unas 0,25 a 0,5 células/pocillo, como por ejemplo 0,5
células/pocillo). Por supuesto, las células pueden clonarse a baja densidad (por
ejemplo, en una placa de Petri u otro sustrato adecuado) y aislarlas de otras células
usando dispositivos tales como anillos de clonacion. La produccién de una poblacion
clonal puede expandirse en cualquier medio de cultivo adecuado. En cualquier caso,
las células aisladas pueden cultivarse hasta un punto adecuado cuando su fenotipo de

desarrollo pueda evaluarse.

En una realizacion mas preferida de este aspecto, la poblacién celular de cualquiera

de los aspectos de la invenciéon es una poblacién aislada.

El término “aislada” indica que la célula o la poblacion celular de la invencion a la que
se refiere, no se encuentran en su ambiente natural. Esto es, la célula o la poblacién
celular ha sido separada de su tejido circundante. Particularmente significa que dicha
célula o la poblacién celular esta sustancialmente exenta (libre) de otras células
normalmente presentes en el tejido, o en derivado del mismo, de un sujeto del que se
haya extraido el musculo para el aislamiento de dicha célula o la poblacion celular. En
general, una célula esta esencialmente libre de otras células presentes en el entorno
de la misma cuando se separa de, al menos, el 60%, preferentemente de al menos el
80%, preferentemente de, al menos, el 90%, mas preferentemente de, al menos, el
95%, aun mas preferentemente de, al menos, el 96%, 97%, 98% o incluso 99%, de

otras células presentes normalmente en dicho entorno.

También se refiere a las células o poblaciones celulares que han sido aisladas del
organismo en el que se originan. El término también incluye células que han sido

aisladas de un organismo y reintroducidas en el mismo organismo, o en otro.
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METODO DE OBTENCION DE CELULAS PRECURSORAS MULTIPOTENTES DE LA
INVENCION

En un sexto aspecto de la invencion, la composicién del segundo aspecto de la
invencion se obtiene por un método, de ahora en adelante método de obtencién de

células precursoras multipotentes de la invencion, que comprende
a) disgregar tejido biopsiado del musculo cremaster,
b) separar las células intactas (viables) de los restos celulares

¢) cultivar las células del paso (b) en suspensidn hasta la formaciéon de esferas
(5-8 dias).

La disgregacién del paso (a) puede llevarse a cabo por distintos métodos, entre ellos
métodos mecanicos, métodos enzimaticos, o una combinacion de ambos. Entre las
enzimas empleadas se encuentran: acutasa, colagenasa (de diversos tipos, como A, |,
I, IV, &6 XlI; o mezclas de las mismas), dispasa, DNasa |, elastasa, hialuronidasa,
liberasa, papaina, pronasa, fripsina-EDTA, TrypLE, y muy habitualmente
combinaciones de las anteriores. Esta lista se proporciona solo a modo de ilustracion,
y no se pretende que sea limitante. Preferiblemente se emplea colagenasa tipo | o

mezclas comerciales de distintas colagenasas como la liberasa.

La separacién del paso (b) se puede llevar a cabo por distintos métodos, entre ellos,
pero sin limitarse a: filtracidn, decantacién, centrifugacién, métodos de separacion

magnéticos o basados en FACS, etcétera.

El paso (c) se realiza en un medio de proliferacion que no contiene suero y en
condiciones de no adherencia al sustrato. Este medio al menos contiene: un medio de
cultivo “base” como por ejemplo Neurobasal y factores de crecimiento de células
precursoras que pueden incluir LSGS, FGF-2 y EGF, entre otros. Los dias de cultivo
entre pase y pase varian entre 4 y 8 dias, dependiendo de diversos factores, y
preferiblemente al menos 7 dias para obtener esferas de tamano adecuado para su

manipulacién posterior.

El medio de cultivo “base” puede ser, preferiblemente pero sin limitarnos, un medio
disefiado para el mantenimiento y la maduracién a largo plazo de poblaciones de
células neuronales prenatales y embrionarias puras, como el medio Neurobasal. Mas
preferiblemente el medio basal estd suplementado con B27, y aun mas

preferiblemente con L-glutamina y una solucién antibiética.



10

15

20

25

30

WO 2019/175459 22 PCT/ES2019/070167

Entre el paso (b) y (c) puede haber, preferiblemente, un paso de centrifugacion para

obtener un precipitado celular.

Las esferas de la composicidn del segundo aspecto de la invencidn se pueden
seleccionar y disgregar para inyectarlas directamente, por ejemplo para el tratamiento
de la incontinencia urinaria, se pueden utilizar directamente en terapia en forma de
miosferas (sin disgregacién celular) o se pueden diferenciar a mioblastos o células
musculares estriadas para utilizar los constructos musculares como agentes
terapéuticos o por su utilidad en el cribado de moléculas, biolégicos u otros agentes
terapéuticos cuya diana sea el musculo esquelético. En estos ultimos casos seria

preferible emplear las células con medios de soporte, como una matriz.

En otra realizacion preferida de este aspecto, y con el objeto de proporcionar la
composicién del tercer aspecto de la invencidon, el método de obtencion de células

precursoras multipotentes de la invencion ademas comprende:
d) diferenciar las células precursoras multipotentes de las esferas del paso ¢)

Las células precursoras se pueden diferenciar en base a diversos protocolos
existentes en la literatura, o bien de manera idéntica a como se diferencian los cultivos

de mioblastos.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invenciodn, la diferenciacion del paso

d) es a mioblastos.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invenciodn, la diferenciacion del paso

d) es a miotubos.

Es preferible emplear células precursoras multipotentes del cremaster que células
satélite, ya que las células satélite son dificiles de cultivar y el numero de células
obtenido es pequeno, y ademas esos cultivos no presentan capacidad vasculogénica
ni neurogénica. Las células precursoras miogénicas del cremaster tienen a su vez
capacidad de proliferar y dar lugar a mioblastos, o de mantenerse como células

precursoras en cultivo gracias a su capacidad de autorrenovacion.

COMPOSICION FARMACEUTICA DE LA INVENCION

Un séptimo aspecto de la invencidn se refiere a una composicion tal y como se ha

definido ésta en cualquiera de los aspectos o realizaciones resefiados con
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anterioridad, donde dicha composicién .es una composicion farmacéutica (de aqui en
adelante “la composicion farmacéutica de la presente invencién”). Preferiblemente, la
composicion farmacéutica de la presente invencidén esta referida a las composiciones

de cualquiera de los aspectos primero, segundo o tercero de la invencién.

Mas preferiblemente la composicion farmacéutica de la presente invenciéon comprende
una combinacion de cualquiera de las composiciones de la invencién. Aun mas
preferiblemente la composicion farmacéutica comprende una combinacién de la

composicion del tercer, cuarto y quinto aspecto de la invencién.

En ofra realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la composicidon
farmacéutica de Ila presente invencibn ademas comprende un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden utilizar en un
método de tratamiento de manera aislada o junto con otros compuestos farmacéuticos.
Por tanto, en otra realizacidn mas preferida de este aspecto de la invencion, la
composicién farmacéutica de la presente invencion ademas comprende otro principio

activo.

En este documento el término "componente activo", "sustancia activa”, "sustancia
farmacéuticamente activa", "componente activo" o "componente farmacéuticamente
activo" significa cualquier componente que potencialmente proporciona una actividad
farmacoldgica u otro efecto diferente en el diagnoéstico, la curacion, la mitigacién, el
tratamiento, o prevencidén de una enfermedad, o que afecte a la estructura o funcién
del cuerpo humano u otros animales. Ejemplos de componentes activos de origen
biolégico incluyen a factores de crecimiento, hormonas y citoquinas. En el estado del
arte se conocen una variedad de agentes terapéuticos y podrian ser identificados por
sus efectos. Determinados agentes terapéuticos son capaces de regular la
proliferacion y la diferenciacion celular. Como ejemplo se incluyen nucleédtidos,
farmacos quimioterapéuticos, hormonas, proteinas no especificas (que no son
anticuerpos), oligonucleétidos (por ejemplo, oligonucleétidos anti sentido que se unen
a una secuencia de acido nucleido diana (por ejemplo, secuencia de ARN), péptidos y

peptidomiméticos. También podrian actuar como componente activo otras células.

En oftra realizacién preferida de este aspecto, la composicion farmacéutica de la
presente invencidn comprende, adicionalmente, uno © varios excipientes

farmacéuticamente aceptables.
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El término "excipiente farmacéuticamente aceptable" tal como se utiliza aqui se refiere
al hecho de que debe ser aprobado por una agencia reguladora de un gobierno federal
0 un gobierno nacional o uno de los enumerados en la Farmacopea de Estados
Unidos o de la Farmacopea Europea, o alguna otra farmacopea reconocida
generalmente para su uso en animales y en los seres humanos. El término "vehiculo"
se refiere a un diluyente, excipiente, vehiculo o adyuvante con el que las células
madre, células progenitoras o células diferenciadas de la invencién, las células de la
invencién, asi como las células de la poblaciéon de células de la invencién, deben ser
administradas; obviamente, dicho vehiculo debe ser compatible con las células.
Ejemplos ilustrativos, dicho vehiculo incluyen cualquier vehiculo fisioldgicamente
compatible, por ejemplo, soluciones isotonicas (por ejemplo, solucion salina estéril
(0,9% NaCl), solucién tampdn fosfato salino (PBS), solucidon de Ringer-lactato, etc),
complementados opcionalmente con suero, preferentemente con suero autdlogo;
medios de cultivo (por ejemplo, DMEM, RPMI, McCoy, etc), o, preferentemente, un
medio sélido, semisdlido, gelatinoso o viscoso apoyo, tales como el colageno,
colageno-glicosamino-glicano, fibrina, cloruro de polivinilo, acidos poli-aminoacidos,
tales como polilisina, o poliornitina, hidrogeles, agarosa, sulfato de dextrano de
silicona. Por otra parte, si se desea, el medio de soporte puede en realizaciones
especiales, contener, factores de crecimiento u otros agentes. Si el soporte es sdlido,
semisélido, o gelatinoso, las células pueden introducirse en la fase liquida de un
vehiculo que se trata posteriormente de manera que se convierte en una fase mas
sélida. En alguna realizacion de la invencién en el que el vehiculo tiene una estructura
sélida, dicho vehiculo se puede configurar de acuerdo con la forma de la lesién, como
por ejemplo en forma de anillo para el tratamiento de la incontinencia urinaria debido a

dafio en el musculo estriado del esfinter urinario externo.

La composiciéon farmacéutica de la invencion puede, si se desea, contener también,
cuando sea necesario, aditivos para aumentar y/o controlar el efecto terapéutico
deseado de las células, por ejemplo agentes de tamponamiento, agentes de superficie
activos, conservantes, etc. El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede
comprender un medio de cultivo celular que mantenga la viabilidad de las células. El
medio estara generalmente libre de suero con el fin de evitar provocar una respuesta
inmune en el receptor. El transportista sera generalmente tampén y/o libre de
pirbgenos. Ademas, para la estabilizacién de la suspensidn celular, es posible anadir
agentes quelantes de metales. La estabilidad de las células en el medio liquido de la
composicion farmacéutica de la invencidén puede ser mejorada mediante la adicién de

sustancias adicionales, tales como, por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico, etc.



10

15

20

25

30

35

WO 2019/175459 25 PCT/ES2019/070167

Dichas sustancias farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizadas en la
composicién farmacéutica de la invencién son generalmente conocidas por un experto
en la técnica y normalmente se utilizan en la produccion de composiciones celulares.
Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados se describen en "Remington’s
Pharmaceutical Sciences" por E.W. Martin. Se puede encontrar informacién adicional
sobre dichos vehiculos en cualquier manual de la tecnologia farmacéutica (es decir, de

farmacia galénica).

La composicidon farmacéutica de la invencion se puede administrar en una forma
farmacéutica de administraciéon adecuada. Por lo tanto, la composicion farmacéutica
de la invencion se formulara de acuerdo con la forma de administracién elegida. La
formulacién se adaptara a la forma de administraciéon. En una realizacién especial, la
composicién farmacéutica se prepara en una forma de dosificacion liquida, sélida o
semisélida, por ejemplo, en forma de suspensiéon, con el fin de ser administrada
mediante la implantacién, inyeccion o infusidn al sujeto que necesita tratamiento.
Como ejemplo, de manera ilustrativa y no limitativa, se presenta una posible
formulacion de la composicién farmacéutica de la invencién en una suspension estéril
con un excipiente farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, una solucién isoténica,
por ejemplo, solucion tampédn fosfato salino (PBS), o cualquier otro vehiculo adecuado,
farmacéuticamente aceptable, para la administracién a un sujeto por via parenteral,

aunque otras vias de administracion también pueden ser utilizadas.

La administracidon de la composicion farmacéutica de la invencion al sujeto que lo
necesite se llevara a cabo utilizando medios convencionales. En una realizacion
particular, la composicién farmacéutica de la invencién puede ser administrada al
sujeto por via parenteral mediante dispositivos adecuados, tales como jeringas,
catéteres, trocares, canulas, etc. En todos los casos, la composicion farmacéutica de
la invencién se puede administrar usando equipos, aparatos y los dispositivos
adecuados para la administracidén de composiciones celulares y conocidas por una
persona experta en la técnica. En ofra realizacién, la administracién directa de la
composicion farmacéutica de la invencién para el sitio que se pretende beneficiar
podria ser ventajosa. En este método, la administracién directa de la composicidon
farmacéutica de la invencion para el 6rgano o tejido deseado se puede lograr mediante
la administracion directa (por ejemplo, por inyeccion, etc) en la superficie externa del
organo o tejido afectado por la insercion de un dispositivo adecuado, por ejemplo, una
canula adecuada, por infusion (incluyendo mecanismos de flujo inverso) o por otros

medios descritos en esta patente o conocidos en el estado del arte.
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La composicidn farmacéutica de la invencidén puede almacenarse hasta el momento de
su aplicacién por los métodos convencionales conocidos por el experto en la materia.
Para el almacenamiento a corto plazo (menos de 6 horas), la composicidén
farmacéutica de la invencién puede ser almacenada a temperatura ambiente o inferior,
en un recipiente sellado, suplementado o0 no con una solucién de nutrientes. Para
almacenamiento a medio plazo (menos de 48 horas) se lleva a cabo preferiblemente
entre 2-8°C, y en la composicién farmacéutica de la invencién se incluye, ademas, una
solucion isosmoética tamponada en un recipiente que esté hecho o recubierto con un
material que evite la adhesién celular. El almacenamiento a mas largo plazo se lleva a
cabo preferiblemente por criopreservacién y almacenado en condiciones que

promuevan la conservacion de la funcion celular.

En una realizacion concreta, la composicion farmacéutica de la invencién se puede
utilizar en terapia combinada. Estos medicamentos adicionales podrian formar parte
de la misma composicién farmacéutica o, alternativamente, ser suministrado en forma
de una composicidon separada para su administracién simultdnea o sucesiva
(secuencial en el tiempo) a la administracién de la composicion farmacéutica de la

invencion.

DISPOSITIVO  MEDICO Y TEJIDOS QUE COMPRENDEN CELULAS
PRECURSORAS MULTIPOTENTES

En una realizacion adicional, las composiciones de la invencién (cualquiera de las
composiciones descritas en los aspectos primero a quinto de la presente invencién)
pueden ser implantadas o inyectadas en el paciente junto con un componente material
de apoyo. Esto podria asegurar que las células permanezcan en el lugar adecuado
dentro del paciente. En otra realizacion preferida, el material de soporte es de origen
natural o sintético. En una realizacién mas preferida, el material de soporte de origen
natural se selecciona de la lista que consiste en: seda, membranas serosas
mesentéricos bovinas descelularizadas, pericardio bovino descelularizado y
combinaciones de los mismos. En una realizacidon aun mas preferida, el material de
soporte es hilo con una estructura de monofilamento o multiflamento, y en una

realizacién particular, el material de soporte es una l[amina de nanofibras de seda.

Otros ejemplos de material de soporte incluyen como base el colageno, fibrina,
laminina, fibronectina y un material artificial, 0 combinaciones de los mismos. Esta lista
se proporciona s6lo a modo de ilustracién, y no se pretende que sea limitante. Para el
experto en la técnica seria evidente utilizar cualquier combinacién de uno o mas

componentes para formar la matriz.
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En una realizacién adicional, las células de las composiciones de la invenciéon pueden
estar contenidas dentro de una microesfera. Dentro de esta realizacion, las células
pueden encapsularse dentro del centro de la microesfera. También dentro de esta
realizacién, las células pueden estar incrustadas en el material de la matriz de la
microesfera. El material de la matriz puede incluir cualquier polimero biodegradable
adecuado, incluyendo pero no limitado a, alginatos, polietilenglicol (PLGA), fibrina y
sericina y poliuretanos, o cualquiera de sus combinaciones. Esta lista se proporciona

sblo a modo de ejemplo, y no se pretende que sea limitante.

En una realizacién adicional, las células de las composiciones de la invenciéon pueden
adherirse a un dispositivo médico, de ahora en adelante dispositivo médico de la
invencién, destinado a la implantacién. Ejemplos de dispositivos médicos incluyen los
stents, alfileres, puntos de sutura, fracturas, marcapasos, prétesis articulares, piel
artificial, y varillas. Esta lista se proporciona sélo a modo de ilustraciéon, y no se
pretende que sea limitante. Para el experto en la técnica seria evidente adherir las
células al dispositivo médico por distintos métodos. Por ejemplo, las células pueden
adherirse al dispositivo médico utilizando fibrina, uno o mas miembros de la familia de
las integrinas, uno 0 mas miembros de la familia de las cadherinas, uno o0 mas
miembros de la familia de las selectinas, una o mas moléculas de adhesién celular
(CAMSs), uno o mas miembros de la familia de las inmunoglobulinas y uno o mas
adherentes artificiales. Esta lista se proporciona sélo a modo de ilustracion, y no se
pretende que sea limitante. Para el experto en la técnica seria evidente utilizar

cualquier combinacién de uno 0 mas componentes adherentes.

Por tanto, un octavo aspecto de la invencion se refiere a un dispositivo médico, de
ahora en adelanta dispositivo médico de la invencion, que comprende las células de

las composiciones de la invencion.

Un noveno aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro para la preparacién
de un tejido artificial, de ahora en adelante tejido artificial de la invencidén, que

comprende:

a) sembrar en un material de soporte las células de cualquiera de las

composiciones de la invencién , y

b) cultivar dichas células en el material de soporte de (a) en un medio de cultivo

apropiado.

Otro aspecto de la invencion se refiere al tejido artificial de la invencién obtenido por el

método in vitro anteriormente descrito.
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Que el medio de cultivo sea adecuado para la obtencion del tejido artificial es conocido
en el estado de la técnica. Por ejemplo, en el caso de las células derivadas del
musculo cremaster que constituyen una poblacién total de células deberia contener
por ejemplo medio Neurobasal A, suplementos (B27 y L-Glutamina) y factores de
crecimiento como FGF, EGF, LSGS.

"Soporte" tal como se utiliza aqui, se refiere a cualquier dispositivo o material que
puede servir como una base o matriz para el crecimiento de las células derivadas del
musculo cremaster que constituyen una poblacion total de células precursoras
multipotentes de la invencién, y mas preferiblemente para el crecimiento y

diferenciacion de las células precursoras multipotentes de la invencion.

En otra realizacion preferida, el material de soporte es de origen natural o sintético. En
una realizacién mas preferida, el material de soporte de origen natural se selecciona
de la lista que consiste en: seda, membranas serosas bovinas descelularizadas
aisladas del mesenterio, pericardio bovino descelularizado y combinaciones de los
mismos. En una realizacion aun mas preferida, el material de soporte es hilo con una
estructura de monofilamento o multiflamento, y en una realizacion particular, el

material de soporte es una lamina de nanofibras de seda.

Otros ejemplos de material de soporte incluyen como base el colageno, fibrina,
laminina, fibronectina, uno o varios polisacaridos, y un material artificial, o cualquiera
de sus combinaciones. Esta lista se proporciona sélo a modo de ilustracidon, y no se
pretende que sea limitante. Para el experto en la técnica seria evidente utilizar
cualquier biomaterial, biomaterial ortopédico convencional o avanzada o una

combinacion de biomateriales.

En una realizacion mas preferida, el material de soporte es hilo con estructura de

monofilamento o multiflamento.

Uno de los mayores inconvenientes de la sutura de tejidos, es el hecho de que el
diametro de la aguja es mayor que el hilo, de modo que el punto de la aguja de
insercion no sera totalmente ocupado por este ultimo, la generacion de las zonas a
través del cuales puede ocurrir la pérdida de fluidos. Este cierre deficiente de las
heridas esta con frecuencia asociado a complicaciones postoperatorias, tales como las
anastomosis intestinales realizadas en pacientes con carcinoma o diverticulosis, que
se realizan debido a una reseccién por una enfermedad intestinal, uniéndose
posteriormente los dos extremos sanos. En estos pacientes, debido a un cierre

incompleto, se podrian perder las heces e invadir los tejidos circundantes, lo que
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provocaria peritonitis, con el consiguiente riesgo para la vida del paciente. Este riesgo
se incrementa en pacientes con un grosor reducido de la pared intestinal, como en el
caso de una enfermedad inflamatoria del intestino. Las células precursoras
multipotentes se pueden aplicar en la sutura de manera que la abertura se sella
generada por el paso del hilo a través de la costura. Por lo tanto, en otra realizacion

preferida, el material de soporte es un hilo de sutura unido a una aguja.

El término "sutura" se refiere a un hilo o fibra u otro material de cierre que se puede

utilizar para coser una herida.

El uso de grapas es una alternativa al método clasico de sutura. Permite el cierre
primario de tejido en menos tiempo, reducir la pérdida de sangre, reducir la
contaminacién y preservar el flujo sanguineo. Un factor limitante en el uso de grapas
como un método de curacidn de atencidn primaria es la posibilidad de tener acceso a
la parte superior e inferior del tejido a unir. También, debido a la fuerza ejercida la
insercion de las grapas puede causar desgarro del tejido. Luego, en otra realizacion

preferida, las grapas son el material de soporte.
USOS MEDICOS DE LA INVENCION
Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de

a) cualquiera de las composiciones de la invencidn, preferiblemente la

composicion del primer, segundo o tercer aspecto de la invencién,
b) el dispositivo médico de la invencion, o
c) el tejido artificial de la invencion,
en la elaboracién de un medicamento, o alternativamente, se refiere a

a) cualquiera de las composiciones de la invencidn, preferiblemente la

composicion del primer, segundo o tercer aspecto de la invencién,
b) el dispositivo médico de la invencion,
c) el tejido artificial de la invencion,

para su uso en medicina o terapia.

Otro aspecto de la invenciéon se refiere al uso de
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a) cualquiera de las composiciones de la invencidn, preferiblemente la

composicion del primer, segundo o tercer aspecto de la invencién,
b) el dispositivo médico de la invencion,
c) el tejido artificial de la invencion,

en la elaboracién de un medicamento para aumentar parcial 0 completamente,
restaurar o reemplazar la actividad funcional de un tejido u érgano enfermo o danado,

o alternativamente, se refiere a

a) cualquiera de las composiciones de la invencidn, preferiblemente la

composicion del primer, segundo o tercer aspecto de la invencién,
b) el dispositivo médico de la invencion,
c) el tejido artificial de la invencion,

para aumentar parcial 0 completamente, restaurar o reemplazar la actividad funcional

de un tejido u 6rgano enfermo o dafiado.

En una realizacidn preferida de este aspecto de la invencién, el tejido u érgano

enfermo o dafado es el esfinter uretral, el esfinter anal, o una combinacién de ambos.
Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de

a) cualquiera de las composiciones de la invencidn, preferiblemente la

composicion del primer, segundo o tercer aspecto de la invencién,
b) el dispositivo médico de la invencion,
c) el tejido artificial de la invencion,

en la elaboraciéon de un medicamento para el tratamiento de la incontinencia urinaria,

la incontinencia fecal, o ambas, o alternativamente, se refiere a

a) cualquiera de las composiciones de la invencidn, preferiblemente la

composicion del primer, segundo o tercer aspecto de la invencién,
b) el dispositivo médico de la invencion,
c) el tejido artificial de la invencion,

para el tratamiento de la incontinencia urinaria, la incontinencia fecal, o ambas.
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Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de

a) cualquiera de las composiciones de la invencidn, preferiblemente la

composicion del primer, segundo o tercer aspecto de la invencién,
b) el dispositivo médico de la invencion,
c) el tejido artificial de la invencion,

en la elaboraciéon de un medicamento para la regeneracion del musculo estriado, o

alternativamente, se refiere a

a) cualquiera de las composiciones de la invencidn, preferiblemente la

composicion del primer, segundo o tercer aspecto de la invencién,
b) el dispositivo médico de la invencion,
c) el tejido artificial de la invencion,

para la regeneracion del musculo estriado.

A lo largo de la descripcion y de las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, suplementos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcidén y en parte
de la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a

modo de ilustracién y no pretenden limitar la presente invencion.

EJEMPLOS DE LA INVENCION
1.- Caracterizacioén histolégica del miasculo cremaster masculino

Se obtuvieron biopsias del musculo cremaster tras aprobacion ética y consentimiento
informado de pacientes de varicocele o quistes de cordén espermatico. Para los
analisis histolégicos (Figura 1), las biopsias se seccionaron en cortes seriados de 7-10
micras de grosor. La expresion de distintas proteinas marcadoras del musculo

esquelético se detectd a través de inmunofluorescencia.
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Como primer analisis, se realiz6é una tincidon de hematoxilina-eosina donde claramente
se observaron los paquetes de fibras musculares y se cuantifico el numero de fibras
que presentaban nucleos centrales, siendo este del 0.8%. El cremaster esta
mayoritariamente compuesto por fibras de tipo | (lentas), aunque contiene en torno a
un 10% de fibras rapidas. La deteccién del marcador especifico de células satélite

Pax7 demostré la existencia de un 2% de células Pax7+ in situ.

2.- Obtencién y cultivo de células precursoras multipotentes a partir de biopsias

del musculo cremaster
a) Distintos tipos de células precursoras presentes en el cultivo de esferas.

A modo de ejemplo, la Figura 2 muestra las esferas obtenidas de cultivos de células
obtenidas de dermis de raton, y como esas dermoesferas contienen células
precursoras multipotentes de diversos tipos, incluyendo células precursoras

miogénicas, células precursoras vasculogénicas y células precursoras neurogénicas.
b) Procesado del musculo cremaster para el cultivo celular

La biopsia de musculo cremaster (2 cm?) se transporté en frio en 50 ml de medio
HBSS con un 1 % de Fungizona y un 1 % de Penicilina. La biopsia se agit6é para la
oxigenacion del musculo. En cabina de cultivos, se lavo la biopsia en HBSS frio y
traspasd con las pinzas a la placa p100 donde se troceé en fragmentos pequenos con
unas pinzas esterilizadas y un bisturi quirdrgico. Los fragmentos resultantes se
traspasaron a un tubo estéril con unos 15 ml de Colagenasa tipo | filtrada y se

incubaron a 37°C y en agitacién a 180 rpm durante 1-2h aproximadamente.

El tejido disgregado en colagenasa se pasé a un tubo estéril de 50 ml al que se
afadieron 20 ml de medio de proliferacion para inactivar la colagenasa.
Posteriormente se filtré la solucién celular con un Cell Strainer de 40 um. Para retirar la
colagenasa se centrifug6 la solucién a 1500 rpm 5 min a 23°C. El pellet resultante que
contenia las células precursoras multipotentes del musculo cremaster se cultivo y se
analizdé mediante diferentes técnicas.

c) Cultivo celular para la formacién de esferas

Para el cultivo celular se resuspendié el pellet en medio de cultivo para condiciones no
adherentes, llamado medio de proliferacion (medio Neurobasal™ A suplementado con
2% de suplemento B27 50X, 1% de L-glutamina 200 mM y 1% de soluciéon de
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penicilina/estreptomicina 100X) y se sembraron en placas no tratadas. Tras anadir las
células al pocillo se afadieron los factores de crecimiento (LSGS, FGF2, EGF). El
medio de cultivo se cambié durante todos los dias durante los primeros 3 dias, para
después hacerlo en dias alternos hasta los 7 dias. A partir del dia 1 tras la siembra se
pudieron apreciar esferas celulares. Los lavados se hicieron recogiendo las células de
cada pocillo en un tubo estéril de 50 ml y centrifugando a 1500 rpm durante 5 min a
RT. El pellet se resuspendié de nuevo en 1 ml de medio de proliferaciéon y se
sembraron las células en un nuevo pocillo con medio y factores de crecimiento. En los
casos en los que hubo bastante densidad celular, se expandieron las células en dos

pocillos.

A dia 0y 7 de cultivo, se realizé un analisis de la expresidén de marcadores miogénicos
por inmunofluorescencia. Se detecto tincién para los marcadores de células satélite
Pax7 y MyoD1 a dia 7, asi como células MyHC+ (Figura 3). Asi mismo, se detecté
tincién para los marcadores de células precursoras neurogénicas y vasculogénicas
p75NTR y CD56 (Figura 4).

d) Cultivo celular para la diferenciacién miogénica

Tras la formacién de las mioesferas en cultivo de proliferacién, se cambiaron las
condiciones de cultivo para obtener una diferenciacién miogénica (Figura £). Las
mioesferas se disgregaron con Tripsina-EDTA 0,25% durante 5 minutos a 37°C para
después sembrar las células precursoras sobre una matriz extracelular (ECM) natural
que favorece la adhesién y la diferenciacion celular (66, 88), compuesta de extracto de
membrana basal Cultrex® (2,77 mg/mL en concentracion final), Netrina-4 (0,83
pg/mL), Netrina-G1a (0,83 pg/mL) y acido hialurénico de bajo peso molecular (2,5
mg/mL) en PBS (pH 7,4). Durante este cultivo de diferenciacién se retiraron los
factores de crecimiento y al medio de proliferacién se le afiadié un 10% de suero fetal
bovino. En estas condiciones, al cabo de 7 dias de cultivo, se obtuvo una

diferenciacidon miogénica con generacion de miotubos multinucleados.

Se observo que los miotubos expresaban proteinas especificas de musculo estriado
como la MyHC y presentaban las estriaciones caracteristicas de este tipo muscular.
Ademas, también se observaron células precursoras PAX7 positivas, posiblemente

células satélite reserva.

Para realizar el analisis de la expresion de genes determinantes para la miogénesis
mediante retrotranscripcién seguida de PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR), el

ARNm de las muestras se extrajo con la ayuda del kit miRNeasy Mini Kit en el equipo
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QlAcube (Qiagen). Para la preparacion de las muestras antes de la extraccion de
ARNm, estas se pasaron a tubos Eppendorf® Safe-Lock Biopur® RNase free y se
anadié Qiazol® en un volumen final de 700 pL para guardarlas a -80°C durante un
minimo de 2 horas. A la hora de hacer la extraccion de ARNm, se descongelaron, se
anadié 140 uL de cloroformo a cada muestra, se agitaron, se realizé un vortex de 15
segundos y se dejaron reposar 2 0 3 minutos a temperatura ambiente. Después, se
centrifugaron a 12000 g durante 15 minutos a 4°C. Se recogi6 la fase acuosa de las
tres fases que se diferencian tras la centrifugacidén para pasarla a tubos estériles que
se colocaron en la maquina QlAcube junto al resto de materiales y reactivos
necesarios. Se procedid a la extraccién automatizada de ARNm para finalmente
obtener 30 pL de las muestras definitivas. Se midi6 la cantidad y pureza del ARNm
obtenido en el NanoDrop™ ND-1000 Spectrophotometer (ThermoFisher).
Seguidamente, el ARNm extraido se convirti6 en ADN complementario (ADNCc)
mediante una PCR de transcripcion reversa (RT-PCR). Para ello se utilizé el kit de
transcripcibn reversa de ADN complementario de alta capacidad. Se
retrotranscribieron 1,25 ug de ARNm de cada muestra, mezclandolo con los diferentes
componentes del kit en un volumen final de 50 pL y se realizé la PCR. La RT-gPCR
del ADNc de las muestras se realizé en la maquina 7900 HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) y se utilizaron sondas TagMan® de expresion génica
(0,5 pL por pocillo) en soluciéon TagMan® Gene Expression Master Mix (5 uL por
pocillo). Se anadieron 20,2 ng de ADNc en agua RNase-Free en un volumen final de
4.5 uL por pocillo. De esta manera, el volumen final de reaccion fue de 10 pL por

pocillo, cada muestra se amplificd por triplicado en la placa de ensayo).

Se analizaron los resultados relativos a la expresién del gen enddégeno Tbp, donde se
observd cierta variabilidad en la expresidn entre las muestras, pero todas ellas
expresaban los genes miogénicos Pax7, Myf5, MyoD1, Myogenin, MyHC3 y MyHC2, y

en mayor cantidad comparada con el control negativo.
€) Regeneracion muscular in vivo

Se llevd a cabo un ensayo in vivo para evaluar la capacidad regenerativa de estas
células frente a un dano agudo en el musculo tibial anterior (TA) del ratdén (Figura £).
Se siguié un disefio experimental en el que se producia el dafilo muscular por
inyeccion de cardiotoxina (CTX) en las dos extremidades posteriores de 6 ratones
inmunodeficientes NSG (NOD scid gamma). Al dia siguiente, se inyectaron las células
precursoras miogénicas de cremaster sélo en una de las extremidades danadas, y se

analizaron los resultados a las 4 semanas de la inyeccidn celular. Al término del
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experimento se extrajeron los musculos TA de las dos extremidades, se congelaron en
isopentano enfriado en nitrégeno liquido para posteriormente realizar cortes seriados
del musculo completo. Estos cortes seriados fueron analizados mediante
inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos anti-Pax7, y anti-hLaminA/C y
hDystrophin (especificos de musculo humano, que no reaccionan con el musculo del
ratdbn) para detectar las células humanas y su posible contribucién a las fibras
regeneradas. Se detectaron células humanas por la expresion de la proteina Lamin
A/C y hDystrophin en todas las muestras analizadas, donde se observé una
correlacién entre el numero de estas células y el numero de estas fibras generadas en
cada muestra. A su vez se realizé una cuantificacion del numero de células humanas
Lamin A/C positivas que co-expresaban el marcador de las células satélite Pax7,

obteniéndose aproximadamente un 2%.
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REIVINDICACIONES

1.Composicidbn que comprende una poblacion celular de células precursoras
multipotentes aisladas del musculo cremaster humano, donde dicha poblacién celular
comprende al menos un 20% de celulas precursoras multipotentes aisladas del

musculo cremaster humano.

2. Composiciéon segun la reivindicacion 1, donde dicha poblaciéon celular es positiva

para los marcadores: Pax7, MyoD y MyHC.

3. Composicion que comprende mioesferas obtenidas u obtenibles de cultivos de
células precursoras multipotentes aisladas del musculo cremaster humano, donde
dichas miosferas se caracterizan por comprender celulas precursoras miogénicas

positivas para los marcadores: Pax7, MyoD y MyHC.

4. Composicién que comprende una poblacion celular de células miogénicas obtenidas
a partir de la diferenciacion de células precursoras multipotentes aisladas del musculo
cremaster humano, caracterizada porque dicha poblacién comprende al menos un
20% de células miogénicas caracterizadas porque expresan los genes miogénicos
Pax7, Myf5, MyoD1, Myogenin, MyHC3 y MyHC2, en mayor cantidad comparada con

un control negativo.

5. Composicién que comprende una poblacién celular de células precursoras
vasculogénicas obtenidas o aisladas a partir de células precursoras multipotentes
aisladas del musculo cremaster humano, caracterizada porque dicha poblacién
comprende al menos un 20% de células precursoras vasculogénicas caracterizadas
porque son positivas para los marcadores: p75NTR, SOX2, PAX3, DLK1, RGS5,
AOCS3, ITGA7, ECRG4 y negativas para el marcador CD56.

6. Composicidbn que comprende una poblacidon celular de células precursoras
neurogénicas obtenidas o aisladas a partir de células precursoras multipotentes
aisladas del musculo cremaster humano, caracterizada porque dicha poblacién
comprende al menos un 20% de células precursoras neurogénicas caracterizadas
porque son positivas para los marcadores: p75NTR, SOX2, PAX3, CD56, SOX10,
ERBB3, L1CAM, CDH2, CDH19, PMP22, PLP1, DHH y negativas para el marcador
SOX9.

7. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, o cualquiera de

sus combinaciones, donde dicha composicidn es una composicion farmacéutica.
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8.- La composicidén farmacéutica segun la reivindicacién 7, donde dicha composicién

ademas comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. La composicion farmacéutica segun la reivindicacién 7 u 8, donde dicha

composicion ademas comprende otro principio activo.

10. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9,
donde dicha composicion farmacéutica se prepara en una forma de dosificacion
liquida, sélida o semisolida, preferiblemente en forma de suspension, para su uso en la
administracién mediante la implantacion, inyeccion o infusidbn en un sujeto que
necesita tratamiento.

11. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9,
donde dicha composicion farmacéutica se prepara en una forma de suspension estéril
con un excipiente farmacéuticamente aceptable, para su uso en la administracién a un

sujeto por via parenteral.

12. Dispositivo médico que comprende la composicidon segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11.

13. La composicion segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, o el

dispositivo médico segun la reivindicacién 12, para su uso en medicina.

14. La composicion segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o
el dispositivo médico segun la reivindicacién 12, para su uso en aumentar parcial o
completamente, restaurar o reemplazar la actividad funcional de un tejido u érgano

enfermo o dafado.

15. La composicion segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o
el dispositivo médico segun la reivindicacion 11, para su uso en el tratamiento de la
incontinencia urinaria, la incontinencia fecal, o ambas.

16. La composicion segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o
el dispositivo médico segun la reivindicacion 11, para su uso en la regeneraciéon del
musculo estriado.



WO 2019/175459 1/7 PCT/ES2019/070167

FIGURAS

Fig. 1

Assatorede gl Motors Repeadeoioe st

N

HOJA DE REEMPLAZO (REGLA 26)



WO 2019/175459 2/7 PCT/ES2019/070167

Fig. 1 (Cont.)

pd 1 4

%de Paxf
pagitivi cihilag

HOJA DE REEMPLAZO (REGLA 26)



WO 2019/175459 3/7 PCT/ES2019/070167

R

B

HOJA DE REEMPLAZO (REGLA 26)



PCT/ES2019/070167

4/7

WO 2019/175459

Fig. 3

AL

VIR

%

w
UORIDIBUBIONG

FRsTwaIn ap esdong

HOJA DE REEMPLAZO (REGLA 26)



WO 2019/175459 5/7 PCT/ES2019/070167

Fig. 4

HOJA DE REEMPLAZO (REGLA 26)



WO 2019/175459 6/7 PCT/ES2019/070167

Fig. 5

) » 0
B e » ~§;3
n X\
Ry
o .
i3 FEA
X i3
& P gpd
~ &
ey
S oe @ % o B8
X2 Ry
be]
. 2
— e
S
&3 W
Bl e es g
I
R
2
~ ¢ 3
$ R
»l\:\ E 3
S.g < b :"g
g § 8 <&
= ~ =
&
B
. * 1
* 3
®
&
D 3
2 s
% +*+ Z
g o
T £ e
2 OR OB e
g 8§ 5 g
=
el @
* o0
P
Q %53
& * 8
,,§- & 2
= g
X B
8§ ® 8 03
&
e 0
* * +3
Q.
" & &
2 i
By 15
o }é\i @ & R 2
=
=
SR
. » $ 02
Q.
e
3
o m I~ E 553
g ™ Y ]
% & b & X
B g &
0 m T ¥ &
g g8888 8
% dag szn;{;;sgm ;;‘4
PHEBLAX A
- G 3

HOJA DE REEMPLAZO (REGLA 26)



WO 2019/175459 7/7 PCT/ES2019/070167

Fig.6

:“". §x ‘i Sm na patad

X )

HOJA DE REEMPLAZO (REGLA 26)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/ES2019/070167

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

See extra sheet

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

C12N, A61K

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

EPODOC, INVENES, WPI, BIOSIS, EMBASE, NPL, MEDLINE, INTERNET

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

D, A

Ruas Jorge; Sven, 15/01/2011,

<DOI: doi:10.1016/j.yexcr.2011.01.019>
page 1017, left column , fourth paragraph;
page 1017, right column, first paragraph;
page 1020, left column, third paragraph;
page 1020, right column, third paragraph;

page 1025, right column, second
paragraph; abstract.

Vol. 317, N°7, Pages 1016 - 1027, ISSN 0014-4827,

page 1022, right column, first and second paragraphs;

YAN WEI et al. Human skeletal muscle-derived stem cells 1-16
retain stem cell properties after expansion in myosphere culture.
Experimental Cell Research, 20110115 ELSEVIER, AMSTERDAM, NL.

Further documents are listed in the continuation of Box C.

O see patent family annex.

nAY

"

L

"D
npr

Special categories of cited documents:

document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance.

earlier document but published on or after the international
filing date

document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

document cited by the applicant in the application.

document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other documents ,
such combination being obvious to a person skilled in the art

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

15/07/2019

Date of mailing of the international search report

(16/07/2019)

Name and mailing address of the ISA/

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
Facsimile No.: 91 349 53 04

Authorized officer
S. Gonzilez Pefialba

Telephone No. 91 3493025

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 2015)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/ES2019/070167

C (continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Citation of documents, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

D, A

TAMAKI TETSURO et al. Therapeutic isolation and expansion of human
skeletal muscle-derived stem cells for the use of muscle-nerve-blood

vessel reconstitution. Frontiers in Physiology JUN 2 2015. 02/06/2015,

Vol. 6, Pages 1-16, Article No.165, ISSN 1664-042X(print)

ISSN 1664-042X(electronic), <DOI: doi:10.3389/fphys.2015.00165>

page 2, left column, first paragraph-right column, first paragraph; page 9.

SHARIFIAGHDAS FARZANEH et al. Isolation of human adult stem
cells from muscle biopsy for future treatment of urinary incontinence.
Urology journal Iran Winter 2011,

Vol. 8, N° 1, Pages 54 - 59, ISSN 1735-546X (Electronic),

<DOI: pubmed:21404204> page 54; page 55, left column, first paragraph.

NITTA M et al. Reconstitution of experimental neurogenic bladder
dysfunction using skeletal muscle-derived multipotent stem cells.

Journal of wurology, 20090401 Lippincott Williams & Wilkins,
BALTIMORE, MD, US. 01/04/2009,

Vol. 181, N° 4, Pages 45 - 46, ISSN 0022-5347,

<DOI: doi:10.1016/50022-5347(09)60141-5>

page 45, right column, last paragraph; page 46, left column, first paragraph.

1-16

1-16

1-16

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (January 2015)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/ES2019/070167

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

CI2N5/074 (2010.01)
CI2N5/077 (2010.01)
A61K35/34 (2015.01)

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (January 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2019/070167

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
Ver Hoja Adicional

De acuerdo con la Clasificacidén Internacional de Patentes (CIP) o segtin la clasificacion nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacién)

C12N, A61K

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
buisqueda utilizados)

EPODOC, INVENES, WPI, BIOSIS, EMBASE, NPL, MEDLINE, INTERNET

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria*®

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°

D, A

YAN WEI et al. Human skeletal muscle-derived stem cells retain stem

cell properties after expansion in myosphere culture.
Experimental Cell Research, 20110115 ELSEVIER, AMSTERDAM, NL.

Ruas Jorge; Sven, 15/01/2011,

Vol. 317, N°7, Paginas 1016 - 1027, ISSN 0014-4827,

<DOI: doi:10.1016/j.yexcr.2011.01.019>
pagina 1017, columna izquierda, cuarto parrafo;
pagina 1017, columna derecha , primer pérrafo;
pagina 1020, columna izquierda, parrafo tercero;
pagina 1020, columna derecha, tercer parrafo;

pagina 1022, columna derecha, primer y segundo pérrafos;

pagina 1025, columna derecha, segundo
pérrafo; resumen.

1-16

En la continuacién del recuadro C se relacionan otros documentos

[ Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

* Categorias especiales de documentos citados:
documento que define el estado general de la técnica no

nAY

e

considerado como particularmente relevante.

"

solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la

fecha de presentacién internacional o en fecha posterior.

L

documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién

"y

de prioridad o que se cita para determinar la fecha de
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la
indicada).

"D
npr

documento citado por el solicitante en la solicitud..
documento publicado antes de la fecha de presentacién

ny"

internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

" g

documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir
la comprensién del principio o teorfa que constituye la base
de la invencién.

documento particularmente relevante; la  invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
una actividad inventiva por referencia al documento
aisladamente considerado.

documento particularmente relevante; la  invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional.

15/07/2019

Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.

16 de julio de 2019 (16/07/2019)

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la
biisqueda internacional

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS

Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)

N° de fax: 91 349 53 04

Funcionario autorizado
S. Gonzilez Pefialba

N° de teléfono 91 3493025

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2019/070167

C (Continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°

D, A

TAMAKI TETSURO et al. Therapeutic isolation and expansion of human
skeletal muscle-derived stem cells for the use of muscle-nerve-blood
vessel reconstitution. Frontiers in Physiology JUN 2 2015, 02/06/2015
Vol. 6, Pdginas 1-16,Article No.165, ISSN 1664-042X(print)

ISSN 1664-042X(electronic), <DOI: doi:10.3389/fphys.2015.00165>
pégina 2, columna izquierda, primer parrafo-columna derecha, primer
parrafo; pégina 9.

SHARIFIAGHDAS FARZANEH et al. Isolation of human adult stem
cells from muscle biopsy for future treatment of urinary incontinence.
Urology journal Iran Winter 2011,

Vol. 8, N° 1, Paginas 54 - 59, ISSN 1735-546X (Electronic),

<DOI: pubmed:21404204> pagina 54;

pagina 55, columna izquierda, primer pérrafo.

NITTA M et al. Reconstitution of experimental neurogenic bladder
dysfunction using skeletal muscle-derived multipotent stem cells.

Journal of urology, 20090401 Lippincott Williams & Wilkins,
BALTIMORE, MD, US. 01/04/2009,

Vol. 181, N°® 4, Paginas 45 - 46, ISSN 0022-5347,

<DOI: doi:10.1016/50022-5347(09)60141-5>

pagina 45, columna derecha, dltimo péarrafo;

pagina 46, columna izquierda, primer pérrafo.

1-16

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Enero 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2019/070167

CLASIFICACIONES DE INVENCION

CI2N5/074 (2010.01)
CI2N5/077 (2010.01)
A61K35/34 (2015.01)

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Enero 2015)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - description
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - description
	Page 26 - description
	Page 27 - description
	Page 28 - description
	Page 29 - description
	Page 30 - description
	Page 31 - description
	Page 32 - description
	Page 33 - description
	Page 34 - description
	Page 35 - description
	Page 36 - description
	Page 37 - description
	Page 38 - description
	Page 39 - description
	Page 40 - description
	Page 41 - description
	Page 42 - description
	Page 43 - claims
	Page 44 - claims
	Page 45 - drawings
	Page 46 - drawings
	Page 47 - drawings
	Page 48 - drawings
	Page 49 - drawings
	Page 50 - drawings
	Page 51 - drawings
	Page 52 - wo-search-report
	Page 53 - wo-search-report
	Page 54 - wo-search-report
	Page 55 - wo-search-report
	Page 56 - wo-search-report
	Page 57 - wo-search-report

