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DESCRIPCION
Procedimiento de obtenciéon de células musculares lisas inducidas

La presente invencion se refiere a procedimientos para obtener células musculares lisas inducidas (iISMC),
iISMC, iISMC para su uso en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad o trastorno o para su uso en
ingenieria tisular, y el uso de células derivadas de musculo esquelético para obtener iISMC.

La degeneracién de los musculos lisos, por ejemplo, en los esfinteres, puede causar enfermedades debilitantes
tal como la incontinencia fecal. Las células derivadas del muasculo esquelético (SMDC) se han utilizado
eficazmente en las clinicas para la regeneracion de los esfinteres del musculo esquelético, tal como el esfinter
anal externo o el esfinter urinario. Sin embargo, se sabe poco sobre la diferenciacién del musculo liso in vitro y
el potencial regenerativo del masculo liso in vivo de las células musculares lisas derivadas de SMDC.

Los esfinteres son musculos circulares que controlan el movimiento de sélidos y/o liquidos y pueden estar
formados por musculo esquelético, tal como el esfinter anal externo, o por musculo liso, tal como el esfinter
anal interno y pilérico (Al-Ali et al., 2009; Ramkumar & Schulze, 2005). El mal funcionamiento de los musculos
del esfinter del ano y del piloro se asocia con la incontinencia fecal y la gastroparesia, respectivamente
(Abrahamsson, 2007; Rao, 2004). La degeneracién del musculo liso del esfinter anal interno es una causa
conocida de incontinencia fecal pasiva (Vaizey et al., 1997), el principal tipo de incontinencia fecal, que afecta
al 78% de todos los pacientes con incontinencia fecal (Mimura et al., 2004). Aunque no pone en peligro la vida,
la incontinencia fecal afecta gravemente a la calidad de vida de los pacientes (Meyer y Richter, 2015) y tiene
una tasa de prevalencia de hasta el 12% en hombres y mujeres (Goode et al., 2005; Quander et al., 2005). Los
tratamientos conservadores, tal como la aplicacién de agentes voluminizadores, tienen un éxito limitado en
pacientes con una elevada gravedad de incontinencia, y los abordajes quirlrgicos presentan altas tasas de
morbilidad y complicaciones (J. Y. Wang & Abbas, 2013).

La funcionalidad del tejido muscular liso depende de la existencia de células musculares lisas altamente
diferenciadas que expresan proteinas contractiles tal como la actina alfa del musculo liso (aSMA), la desmina
y la smoothelina (SMTN) (Capetanaki et al., 1997; van Eys et al., 2007; J. Wang et al., 2006), asi como canales
de calcio y potasio funcionales activados por voltaje, lo que permite la induccién de la contraccién celular
regulada (Sanders, 2008). El aislamiento y uso de células similares para el tratamiento de las deficiencias del
musculo liso podria ser una opcién terapéutica prometedora. Sin embargo, actualmente no existe en el mercado
ninguna terapia con células musculares lisas. El aislamiento de células musculares lisas capaces de regenerar
el tejido muscular liso deficiente es un primer requisito previo para abordar el uso clinico de estas células. Un
procedimiento de vanguardia para derivar células musculares lisas es el uso de tejido muscular liso como
fuente. Estas células musculares lisas primarias se utilizaron eficazmente para la regeneracién del masculo liso
en un modelo animal de incontinencia fecal pasiva (Bohl et al., 2017); sin embargo, las células musculares lisas
primarias son dificilmente accesibles en humanos vivos para el tratamiento autélogo, son heterogéneas por
naturaleza y pueden tener una capacidad proliferativa limitada (Sandison & McCarron, 2015), por lo que
califican menos como candidato terapéutico celular para la regeneracién del musculo liso en humanos. Asi, se
abord6 el uso de células madre/progenitoras altamente proliferativas listas para diferenciarse a células
musculares lisas.

Se ha demostrado que las células madre/progenitoras tal como las células estromales mesenquimales
multipotentes (MSC) y las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) han demostrado albergar potencial de
transdiferenciacidén hacia el linaje del musculo liso (Bajpai et al., 2012; Park et al., 2013), asi como potencial
regenerativo del musculo liso in vivo (Li et al., 2016), 2016). Las iPSC son especialmente prometedoras por su
potencial de diferenciacién del musculo liso y su funcionalidad in vitro (Bajpai et al., 2012), y las células
progenitoras del musculo liso derivadas de iPSC han demostrado su potencial regenerativo del esfinter
uretral in vivo (Li et al., 2016); sin embargo, la preocupacién por la seguridad, tal como la inestabilidad genética
y la formacién de teratomas, limita su utilidad (Jung et al., 2012). Los productos celulares derivados de MSC
adultas no causaron grandes problemas de salud en la mayoria de los ensayos clinicos (Y. Wang et al., 2012).
Sin embargo, su eficacia clinica en la regeneracién del masculo liso sigue siendo dificil de alcanzar.

Se descubrié que el tejido muscular esquelético es una fuente de células madre y progenitoras, tales como las
MSC vy los progenitores miogénicos derivados de células satélite, que se espera que sean altamente
regenerativos (Yin et al., 2013). Se ha demostrado que las células derivadas del mlsculo esquelético (SMDC)
enriquecidas para células CD56 positivas mejoran la debilidad del esfinter anal externo asociada a la
incontinencia fecal en las clinicas (A. Frudinger et al., 2010, 2015; Andrea Frudinger et al., 2018). Ademas, se
descubri6 que las células derivadas del musculo esquelético se injertaban en el mlsculo detrusor de la vejiga
mejorando la funcién vesical (Huard et al,, 2002). Sin embargo, existe un conocimiento limitado sobre la
diferenciacion de SMDC a células musculares lisas y el aislamiento de las mismas o su capacidad
regenerativa in vivo (Lu et al.,, 2011) y ninglin estudio ha evaluado el potencial terapéutico de las células
musculares lisas derivadas de SMDC (células musculares lisas inducidas) para la regeneracién del masculo
liso del esfinter.
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Los enfoques terapéuticos celulares para la regeneracidén del tejido muscular liso son muy deseables y se
basan en el uso de células competentes para la regeneraciéon del musculo liso. En vista de estos inconvenientes
de los procedimientos de la técnica anterior, se necesitan nuevos procedimientos para la obtencién de células
derivadas de musculo esquelético (SMDC).

Frudinger et al. (2018) ensefia el aislamiento de células derivadas del musculo esquelético CD56+
denominadas SMDC, como se muestra en la Figura 6 de Frudinger et al. (2018) (Andrea Frudinger etal., 2018).
Dichas células se caracterizan, entre otras cosas, por una expresiéon negativa de aSMA, CD49a y CD146, como
se muestra en la Figura 15 de la presente divulgacion. Ademas, como se indica en Frudinger et al. (2018) los
SMDC se caracterizan por una expresion positiva de Pax-7 (Andrea Frudinger et al., 2018). Los SMDC descritos
en Frudinger et al. (2018) son esquelético-miogénicas, es decir, son capaces de fusionarse a miotubos
multinucleados.

El documento EP 2 206 774 A1 se refiere a poblaciones celulares con capacidades de diferenciacién que
pueden obtenerse por aislamiento a partir de un tejido muscular, mas particularmente a partir de un tejido
muscular esquelético y/o cardiaco, preferiblemente a partir de tejido endomisio y/o cardiaco (Marolleau et al.,
2010). La poblacién celular del documento EP 2 206 774 A1 comprende células ALDH-positivas y, en particular,
tienen capacidades de diferenciacién miogénica y/o adipogénica y/u osteogénica. En particular, el documento
EP 2 206 774 A1divulga células ALDH+/CD34-, células ALDH+/CD34+ y células SMALD/34+ que son todas
CD146- como se muestra en las Tablas 1y 3 y en la Figura 8 del documento EP 2 206 774 A1. Ademas, el
documento EP 2 206 774 A1 divulga células SMALD/34-. Dichas células son CD146+ y competentes para la
fusién, como se muestra en la Figura 3 del documento EP 2 206 774 A1.

Lecourt S et al. (2010) investigan que el misculo esquelético humano es una fuente esencial de diversos
progenitores celulares con perspectivas terapéuticas potenciales. Porun lado, se describen células CD56+ que
son CD49a- y CD49e+. Por otro lado, células CD56- que son CD146- y SMA- (Lecourt et al., 2010).

Thurner et al. (2018) divulga el desarrollo de un ensayo de potencia in vitro para células derivadas de musculo
esquelético humano. En particular, se describe el aislamiento de células derivadas del mlsculo esquelético
(SMDC) CD56+ y CD56-. Como se muestra en la Figura 15 de la presente divulgacién, tanto las SMDC CD56+
como las SMDC CD56- descritas en Thurner et al. (2018) son aSMA-, CD146- y CD49a-. Ademas, como se
muestra en la Figura 2a de Thurner et al. (2018), las células CD56+ tienen una actividad AChE de > 1000
mUrel/g.

En la presente invencion subyace el problema técnico de proporcionar un procedimiento para obtener iSMC
que sean seguras y eficaces para su uso en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad o trastorno
en un sujeto. Otro problema técnico subyacente a la presente invencién es el suministro de células que sean
seguras y eficaces para su uso en la regeneracién del tejido muscular liso.

Este objeto se resuelve mediante la técnica definida en las reivindicaciones.

Las siguientes figuras forman parte de la presente especificacién y se incluyen para demostrar ciertos aspectos
de la presente invencidn. La invencién puede comprenderse mejor haciendo referencia a uno o mas de estos
dibujos en combinacién con la descripcién detallada de las realizaciones especificas presentadas en el
presente documento.

La Figura 1 ilustra la caracterizacién de las MPC vy las MSC derivadas del mlsculo esquelético en funcién de
su potencial de diferenciacién. Potencial de diferenciacién de MPC y MSC, evaluado tras diferenciacién in
vitro a linajes adipogénicos, condrogénicos, osteogénicos y miogénicos esqueléticos mediante cultivo en
medios de diferenciaciéon respectivos y detectado mediante tincion con oil red o (adipocitos), alcian blue
(condrocitos), alizarin red s (osteocitos) y anti-desmina/Hoechst (nlcleos y miocitos), respectivamente. Se
muestran imagenes representativas (barra de escala = 100 ym) de al menos tres preparaciones individuales
(A). Cuantificacién del potencial de diferenciacién adipogénica-, condrogénica-, osteogénica- y miogénica-
esquelética de las MSC y las MPC mediante el calculo de la intensidad media de tincién por campo de tincién
con oil red o, alcian blue o alizarin red s 0 mediante el calculo del indice de fusién de al menos tres muestras
individuales, respectivamente (B). Los datos se presentan como media+SD de MPC y MSC de al menos tres
biopsias musculares individuales. La comparacion estadistica se realizé mediante pruebas t no apareadas
(p<0,05 se consideré significativa).

La Figura 2 jlustra la caracterizacién de las MPC y MSC derivadas del musculo esquelético y de las iSMC
derivadas del mismo mediante la expresién de sus marcadores de superficie celular. Expresién superficial de
marcadores de linaje mesenquimal (CD105, 90, 73), miogénico (CD56), hematopoyético (CD34) y de musculo
liso (CD146 y CD49a) en MPC y MSC derivadas de musculo esquelético, asi como en iSMC derivadas de las
mismas, procedentes de al menos tres biopsias individuales de musculo esquelético humano evaluadas
mediante citometria de flujo. Como control, se demuestra la expresién de los marcadores del linaje del masculo
liso CD146 y CD49a en poblaciones de células musculares lisas derivadas de la vejiga humana (hBd-SMC).
Los datos se presentan como mediatSEM.
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La Figura 3 ilustra la expresién de marcadores intracelulares en SMDC (MPC y MSC) y iSMC. La deteccién de
marcadores miogénicos generales (Desmina) y miogénicos del musculo liso (aSMA, Smoothelina) en MPC y
MSC asi como en iISMC derivadas de las mismas se realizé mediante inmunocitoquimica y se muestran
imagenes representativas (barra de escala = 100 um) (A). El porcentaje de células positivas para aSMA,
Smoothelina o Desmina en las MPC, las MSC y las iSMC derivadas de las mismas, evaluado mediante la
cuantificacién de las células que expresan los marcadores correspondientes en imagenes inmunocitoquimicas
de cultivos procedentes de al menos tres biopsias musculares humanas individuales (B). Los datos se
presentan como media+SEM.

La Figura 4 ilustra los cambios en la expresién génica durante la transdiferenciacién de SMDC (MPC y MSC)
a iSMC. Los cambios en la expresién génica se evaluaron mediante analisis de microarrays de MSC y MPC a
MSC-iSMC y MPC-iSMC, cultivadas en medio de crecimiento (MSC y MPC) o de diferenciacién de musculo
liso (MSC-iSMC y MPC-iSMC) durante 6 dias, respectivamente, derivadas de dos biopsias individuales de
musculo humano. En los mapas de calor se muestran grupos de genes regulados al alza (A) o a la baja (B) de
forma similar tanto en las MSC como en las MPC tras la diferenciacion de las iSMC obtenida mediante
agrupacién de k-means. Los asteriscos (*) marcan los genes que fueron regulados al alza (log2 FC 21)o a la
baja (log2 FC <-1) en ambos tipos celulares. La comparacion estadistica se realizé6 mediante la prueba de chi-
cuadrado, considerando significativo un valor p menor que 0.05. Los resultados del cambio en la expresién
génica se muestran en (C).

La Figura 5 ilustra la competencia de fusién de las MPC y las iSMC. La formacién de miotubos (competencia
de fusién) se observé mediante microscopia de fluorescencia tras la tincién con Hoechst33342 para la
visualizacién de los nlcleos. A partir de las imagenes, se determiné el indice de fusion (Fl) (A) y el nUmero de
ndcleos por tubo (B). Las células con al menos 3 nlcleos se contaron como tubos. Las mediciones se
compararon entre las MPC y las iSMC derivadas de las mismas.

La Figura 6 ilustra la formaciéon de canales idnicos funcionales durante la transdiferenciacién de MPC a
iISMC. Analisis de las corrientes entrantes de calcio (A) y salientes de potasio (B) dependientes del voltaje en
las MPC y las iSMC derivadas de las mismas, asi como en células musculares lisas derivadas de la vejiga
(hBd-SMC). Las curvas de impedancia-voltaje (I-V) de al menos tres células de MPC, iSMC (derivadas de MPC)
y hBd-SMC demuestran la presencia de canales Ca, (A) y Ky (B) funcionales en iSMC (derivadas de MPC) y
hBd-SMC, pero no en MPC.

La Figura 7 jlustra |la contractilidad de las SMDC vy las iSMC en matrices de gel de coldgeno. Contractilidad de
las SMDC (MSC y MPC), iSMC derivadas de las mismas y células musculares lisas derivadas de la vejiga (hBd-
SMC) cuantificada mediante contraccién en matriz de gel de colageno. Porcentaje de contraccién del gel a
partir del tamafio original en 48 horas de células obtenidas por el paso (a) de la presente invenciéon (MPC o
MSC) y células obtenidas por transdiferenciaciéon a iSMC por el paso (b) de la presente invencién, asi como
células musculares lisas de control de vejiga humana (hBd-SMC) mostradas como grafico de barras (A). Los
datos se presentan como MediatSEM de preparaciones celulares de al menos tres biopsias musculares
humanas individuales o analisis de hBd-SMC. Imagenes estereomicroscépicas representativas de los geles de
coldgeno con MSC embebidas y MSC e iSMC derivadas cada una de las mismas, asi como hBd-SMC en
pocillos de una placa de 24 pocillos (B).

La Figura 8 ilustra el fenotipo de células musculares lisas de las iSMC derivadas de mMPC y su injerto en tejido
muscular liso in vivo. Porcentaje de células positivas para Desmina y aSMA en las iSMC derivadas de MPC
murinas representadas como gréfico de barras (A). Deteccién de la sefial de fluorescencia de las perlas
fluorescentes y del transgén TdTomato que expresa la localizacién en el mlsculo intacto del esfinter pilérico
mediante iméagenes in vivo (B). La expresion de la proteina actina alfa del musculo liso (aSMA), la expresién
de TdTomato, de las iISMC injertadas, y la superposicion (MERGE) de la proteina TdTomato y aSMA se detectd
mediante inmunohistoquimica en secciones histolégicas del esfinter pilérico 12 semanas después de la
implantacién. La contratincién de los nlcleos en cada imagen se realizé mediante DAPI. Se muestran imégenes
representativas de n=8 ratones inyectados (C).

La Figura 9 ilustra imagenes de microscopia éptica y electrénica de barrido de anillos de tejido. Imégenes de
microscopia éptica de un anillo tisular obtenido por cultivo en 3D de iSMC derivadas de MPC situadas alrededor
del poste central de un molde de agarosa a diferentes aumentos (Ay B). Imagenes de microscopia electrdnica
de barrido de un anillo tisular obtenido mediante el cultivo en 3D de iSMC derivadas de MPC a diferentes
aumentos (C y D).

La Figura 10 jlustra la expresién de proteinas contractiles en anillos tisulares derivados de SMDC e iSMC
mediante inmunofluorescencia. Tincién de inmunofluorescencia de marcadores miogénicos generales
(Desmina) y miogénicos de musculo liso (aSMA) junto con contratinciéon de nucleos (Hoechst) realizada en
criosecciones de anillos de tejido obtenidos del cultivo en 3D de MPC asi como de iSMC derivadas de las
mismas.

La Figura 11 ilustra imagenes de microscopia electrénica de transmisién de anillos de tejido. Imagenes
obtenidas por microscopia electrénica de transmisién de anillos de tejido seccionados ultrafinos obtenidos por
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cultivo 3D de iSMC que muestran calvéolas (puntas de flecha) en la membrana celular de dos células
adyacentes (A y B), abundantes estructuras filamentosas dentro del citoplasma (C) y a cuerpos densos que
acumularon filamentos (flechas) (D).

En la Figura 12se enumera la cuantificacién de los cambios en la expresidn génica durante la
transdiferenciacién de SMDC (MPC y MSC) a iSMC. Los cambios en la expresién génica se evaluaron
mediante anélisis de microarrays de MSC y MPC a MSC-iSMC y MPC-iSMC, cultivadas en medio de
crecimiento (MSC y MPC) o de diferenciacién de musculo liso (MSC-iSMC y MPC-iSMC) durante 6 dias,
respectivamente, derivadas de dos biopsias individuales de musculo humano. Se muestran los cambios de
pliegues Log2 de los genes asociados al musculo liso en muestras de MSC frente a MSC-iSMC (MSC) y de
MPC frente a MPC-iSMC (MPC) para comparar la diferenciacién del musculo liso entre MSC y MPC. Los
asteriscos (*) marcan genes regulados al alza (Log2 = 1) o a la baja (Log2 < -1).

La Figura 13 ilustra el analisis de citometria de flujo de MPC-iSMC murinas teflidas con anticuerpo anti-CD49e
y tefiidas con control del isotipo segun el ejemplo 15.
Diagramas de puntos de control de isotipo 1IgG1 (A) y MPC-iSMC positivas anti-CD49e (B) que muestran un
0.14% de células de control y un 9.5% de células CD49e positivas, respectivamente.

La Figura 14 ilustra el analisis de la actividad ACHE y CK de las MPC y MPC-iSMC, en el que se midieron las
actividades enziméticas antes y después del cultivo de las células en medio de diferenciacién de musculo
esquelético (SKDiff)
Se midié y comparé la actividad AChE (A) y la actividad CK (B) en MPC y MPC-iSMC antes y después del
cultivo en medio de diferenciacién de mulsculo esquelético (SKDiff) durante 6 dias. Datos presentados como
mediatSEM de células derivadas de al menos tres biopsias individuales de musculo humano. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante la prueba t de muestras apareadas considerando p<0.05 como significativo.

La Figura 15 ofrece una visién general de las propiedades y la expresién de marcadores de los distintos tipos
celulares descritos en el presente documento. El SMDC CD56+ y el SMDC CD56- (Thurner et al 2018) y el
SMDC (Frudinger et al. 2018) se obtuvieron como se describe en el Ejemplo 18. Las MPC y MSC se obtuvieron
como se describe en el Ejemplo 1. Las MPC-iSMC y las MSC-iSMC se obtuvieron como se describe en el
Ejemplo 2. La expresién de un determinado marcador se indica como "+", si al menos el 50 % de las células
de la poblacién celular analizada expresan el marcador celular respectivo. La expresién de un determinado
marcador se indica como "-", si menos del 50 % de las células de la poblacion celular analizada expresan el
marcador celular respectivo. La actividad enzimética AChE de una determinada poblacién celular se indica
como "+" si la poblacién celular tiene una actividad AChE de al menos 1000 mUrel/mg de proteina, medida
segun el Ejemplo 17. La actividad enzimatica AChE de una determinada poblacién celular se indica como "-",
si la poblacién celular tiene una actividad AChE menor que 1000 mUrel/mg de proteina medida segun el
Ejemplo 17. La actividad enzimatica CK de una determinada poblacién celular se indica como "+" si la poblacién
celular tiene una actividad CK de al menos 100 mUrel/mg de proteina, medida segun el Ejemplo 17. La actividad
enzimatica CK de una determinada poblacién celular se indica como "-", si la poblacién celular tiene una
actividad CK menor que 100 mUrel/mg de proteina medida segun el Ejemplo 17.

El uso de la palabra "un" o "uno(a)" cuando se utiliza en conjuncién con el término "que comprende" en las
reivindicaciones y/o la memoria puede significar "uno(a)", pero también es compatible con el significado de
"uno(a) o mas" "al menos uno(a)", y "uno(a) o mas de uno(a)".

El término "aproximadamente" significa que se contempla el valor declarado, mas o menos el 5% del valor
declarado, o el error estdndar para mediciones del valor dado.

El término "incontinencia anal", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier pérdida no
deseada de contenido intestinal a través del ano, como flatos, heces liquidas o sélidas. El término comprende
los tres grados de severidad: Grado 1 = sélo gaseoso, grado 2 = heces liquidas y blandas, grado 3 = heces
sélidas y formadas.

El término "esfinter anal" o "aparato del esfinter anal", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere
en particular al Musculus sphincter ani externus 'y al Musculus puborectalis como parte del Musculus levator
ani. Sin embargo, también incluye M. pubococcygeus, M. ischiococcygeus, M. iliococcygeus y N. pudendus.

El término "célula derivada de musculo esquelético” o "SMDC" se refiere a células obtenidas de tejido muscular
esquelético que comprenden células competentes para la fusion como, por ejemplo, mioblastos o células no
competentes para la fusion, como por ejemplo, células madre mesenquimatosas multipotentes, que pueden
ser células primarias y/o células cultivadas in vitro, asi como otras células con potencial miogénico o de
multiples diferenciaciones (por ejemplo, de tejido aspirado por liposuccidn u otros tejidos que contienen células
madre, tal como la médula ésea)." El término también comprende las células derivadas del tejido adiposo que
pueden aislarse y utilizarse para la diferenciaciéon de células musculares lisas. El término "célula derivada del
musculo esquelético” o "SMDC" también se refiere a una poblacion celular aislada del tejido muscular.
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El término "células musculares lisas derivadas de la vejiga humana (hBd-SMC)" se refiere a poblaciones de
células que comprenden células musculares lisas de la vejiga humana. Las hBd-SMC estan disponibles
comercialmente en PromoCell® (Nimero de catalogo: C-12571) y representan las caracteristicas fenotipicas y
funcionales de las células musculares lisas que en la presente invencién se prevé obtener mediante iISMC
derivadas de células derivadas de musculo esquelético.

El término "inyeccién”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a la expulsién de una solucién de
inyeccion que comprende las células mencionadas anteriormente fuera de un dispositivo de inyeccién en un
sitio especifico dentro del cuerpo humano, en particular en o adyacente al tejido muscular que proporciona la
continencia anal. El procedimiento de inyeccién puede ser, pero no se limita a, estatico, es decir, el dispositivo
de inyeccién permanece en la posicién alcanzada. Alternativamente, el procedimiento de inyeccién es dinamico.
Por ejemplo, en algunas realizaciones de la presente invencién, la inyeccidén se produce simultaneamente con
la retraccion del dispositivo de inyeccidn del lugar de la inyeccion.

El término "sitio de inyeccién", como se utiliza en el presente documento, se refiere a un sitio del cuerpo
humano, tal como por ejemplo cerca del tejido muscular que proporciona la continencia anal, en donde se inicia
el procedimiento de inyeccidn. El lugar de la inyeccidn no tiene por qué ser idéntico al lugar donde termina el
proceso de inyeccién.

El término "dispositivo de inyeccidén", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier
dispositivo adecuado para penetrar en el tejido humano con el fin de alcanzar un sitio de inyeccién de interés
y capaz de suministrar soluciones, en particular soluciones que comprenden células derivadas de musculo al
sitio de inyeccién de interés.

El término "incontinencia fecal", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere Unicamente a la pérdida
no deseada de heces liquidas o formadas a través del ano.

El término "incontinencia pasiva", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la falta de
reconocimiento sensorial de la pérdida de heces. Esto incluye valores bajos de presién anal , debido a un
defecto en el musculo liso del esfinter anal interno y/o una capacidad sensorial deficiente de la mucosa anal y
rectal.

El término "CD56+" 0 "CD56 positivo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que expresa
el marcador celular CD56. Los términos "CD56+" o "CD56 positivo" también pueden utilizarse para una
poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferentemente al menos el 50, 60, 70, 80, 90,
95, 98 0 99 por ciento de la poblacion celular expresa el marcador celular CD56.

El término "CD56-" o "CD56 negativo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que no
expresa el marcador celular CD56. Los términos "CD56-" o "CD56 negativo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como
méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular
CD56.

El término "multipotente” ,como se utiliza en el presente documento. se refiere al potencial de diferenciacién de
las células mesenquimales caracterizado por un potencial de diferenciacién in vitro al menos hacia linajes
adipogénicos, condrogénicos y osteogénicos.

El término "oligopotente", como se utiliza en el presente documento, se refiere al potencial de diferenciacién de
las células mesenquimales caracterizado por un potencial de diferenciacidn in vitro limitado a los linajes
miogénicos tal como el musculo liso, estriado y cardiaco.

El término "células mesenquimales”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a células positivas
para CD105, CD90 y CD73 y negativas para CD14, CD19, CD34, CD45 y HLA-DR (MHCII).

El término "CD34+" 0 "CD34 positivo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que expresa
el marcador celular CD34. Los términos "CD56+" o "CD56 positivo" también pueden utilizarse para una
poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente al menos el 80, 90, 95, 98 0 99
por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular CD56.

El término "CD34-" o0 "CD34 negativo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que no
expresa el marcador celular CD34. Los términos "CD34-" 0 "CD34 negativo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como
méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular
CD34. En una realizacién particularmente preferente, el término "CD34-" 0 "CD34 negativo" puede utilizarse
para una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente como méximo el 19,
10, 5, 4, 3,2, 1 0 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular CD34.

El término "CD146+" o "CD146 positivo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que
expresa el marcador celular CD146. Los términos "CD146+" 0 "CD146 positivo" también pueden utilizarse para
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una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferentemente al menos el 50, 60, 70,
80, 90, 95, 98 0 99 por ciento de la poblacidn celular expresa el marcador celular CD146.

El término "CD146-" 0 "CD146 negativo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que no
expresa el marcador celular CD146. Los términos "CD146-" 0 "CD146 negativo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como
méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular
CD146.

El término "CD49a+" o "CD49a positivo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que
expresa el marcador celular CD49a. Los términos "CD49a+" o0 "CD49a positivo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente al menos el 50, 60, 70, 80,
90, 95, 98 o0 99 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular CD56.

El término "CD49a-" o "CD49a negativo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que no
expresa el marcador celular CD49a. Los términos "CD49a-" 0 "CD49a negativo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como
méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular
CD49a.

El término "CD73+" 0 "CD73 positivo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que expresa
el marcador celular CD73. Los términos "CD73+" o "CD73 positivo" también pueden utilizarse para una
poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferentemente al menos el 50, 60, 70, 80, 90,
95, 98 0 99 por ciento de la poblacion celular expresa el marcador celular CD73.

El término "CD73-" o0 "CD73 negativo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que no
expresa el marcador celular CD73. Los términos "CD73-" 0 "CD73 negativo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como
méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular
CD73.

El término "CD90+" 0 "CD90 positivo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que expresa
el marcador celular CD90. Los términos "CD90+" o "CD90 positivo" también pueden utilizarse para una
poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferentemente al menos el 50, 60, 70, 80, 90,
95, 98 0 99 por ciento de la poblacion celular expresa el marcador celular CD90.

El término "CD90-" o "CD90 negativo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que no
expresa el marcador celular CD90. Los términos "CD90-" o "CD90 negativo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como
méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular
CD90.

El término "CD105+" o "CD105 positivo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que
expresa el marcador celular CD105. Los términos "CD105+" 0 "CD105 positivo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferentemente al menos el 50, 60, 70,
80, 90, 95, 98 0 99 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular CD105.

El término "CD105-" 0 "CD105 negativo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que no
expresa el marcador celular CD105. Los términos "CD105-" 0 "CD105 negativo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como
méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular
CD105.

El término "aSMA+" 0 "aSMA positivo", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula que
expresa el marcador celular aSMA. Los términos "aSMA+" o "aSMA positivo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente al menos el 50, 60, 70, 80,
90, 95, 98 0 99 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular aSMA.

El término "aSMA-" o "aSMA negativo", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula que
no expresa el marcador celular aSMA. Los términos "aSMA-" 0 "aSMA negativo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como
méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular
aSMA.

El término "desmina positiva", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula que expresa
el marcador celular desmina. El término "desmina positiva" también puede utilizarse para una poblacién celular
que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente al menos el 50, 60, 70, 80, 90, 95, 98 o 99 por
ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular desmina.
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El término "desmina negativa" o "desmina-", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula
que no expresa el marcador celular desmina. El término "desmina negativa" también puede utilizarse para una
poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como maximo
el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 0 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular desmina.

El término "smoothelina positiva" o "smoothelina+”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
célula que expresa el marcador celular smoothelina. El término "smoothelina positiva" también puede utilizarse
para una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente al menos el 50, 60,
70, 80, 90, 95, 98 0 99 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular smoothelina.

El término "smoothelina negativa" o "smoothelina-", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
célula que no expresa el marcador celular smoothelina. El término "smoothelina negativa" también puede
utilizarse para una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del
50% o como méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 0 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador
celular smoothelina.

El término "competente en fusiéon" o "esquelético-miogénico”, como se utiliza en el presente documento, se
refiere a células capaces de fusionarse en miotubos multinucleados con al menos 50, 60, 70, 80, 90 o 100 por
ciento de nucleos dentro de miotubos multinucleados tras el cultivo en medios de diferenciacion de musculo
esquelético durante 5-7 dias.

El término "no competente en fusién" o "no esquelético-miogénico"”, como se utiliza en el presente documento,
se refiere a células no capaces de fusionarse en miotubos multinucleados con menos del 50% o como maximo
el 49, 30, 20, 10 o O porciento de nucleos dentro de miotubos multinucleados tras el cultivo en medios de
diferenciaciéon de muasculo esquelético durante 5 - 7 dias.

El término "medios de diferenciacién del musculo esquelético”, como se utiliza en el presente documento, se
refiere a medios de cultivo celular que inducen la fusién en células multinucleadas competentes para la fusién
o células miogénicas como, por ejemplo, mioblastos. Sin embargo, dicho término se refiere también al medio
de cultivo celular que no comprende ninguna sustancia necesaria para la induccidén de la fusién, en caso de
que las células multinucleadas competentes para la fusién o las células miogénicas sean capaces de fusionarse
sin una induccién respectiva.

El término "medio de diferenciacién de musculo liso", como se utiliza en el presente documento, se refiere a los
medios de cultivo celular que inducen la transdiferenciacién de las células a un fenotipo de musculo liso. Sin
embargo, dicho término se refiere también al medio de cultivo celular que no comprende ninguna sustancia
necesaria para la induccién de la transdiferenciacién, en caso de que las células sean capaces de
transdiferenciarse sin una induccién respectiva.

El término "medio de crecimiento celular’, como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier
medio adecuado para la incubacién de células de mamifero, tal como SMDC, que permita la fijacién de dichas
células de mamifero en la superficie de un recipiente de incubacién, asi como su proliferacion.

El término "contréctil', como se utiliza en el presente documento, se refiere a la contraccién de la matriz de gel
de colageno de al menos un 40 % del tamafio inicial del gel en 48 horas.

El término "no contractil’', como se utiliza en el presente documento, se refiere a la contraccién de la matriz de
gel de colageno de menos del 40 % del tamafio inicial del gel en 48 horas.

El término "TGF-beta" se utiliza para el factor de crecimiento transformante beta que es una citoquina
multifuncional perteneciente a la superfamilia del factor de crecimiento transformante que incluye tres isoformas
diferentes (TGF-B 1, 2 y 3) y muchas otras proteinas de sefializacién producidas por todos los linajes de
glébulos blancos. El término "TGF-beta" se utiliza como sinénimo de los términos "TGF-B", "TGF-b", "TGFb" y
"TGFB".

El término "AChE positiva" o "AChE+", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una actividad
enzimatica de acetilcolinesterasa de al menos 1*10% mUrel por mg de proteina celular medida en células que
han sido cultivadas en un medio de diferenciacién de musculo liso como, por ejemplo, se describe en los
ejemplos del presente documento. Alternativamente, la actividad enzimética de la acetilcolinesterasa puede
comprobarse mediante cualquier prueba conocida en la técnica como, por ejemplo, la descrita en Thurner et
al., 2018.

El término "AChE negativa" o "AChE-", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una actividad
enzimatica de acetilcolinesterasa menor que 1*10° mUrel por mg de proteina celular medida en células que se
han cultivado en un medio de diferenciacién de musculo liso como, por ejemplo, se describe en los ejemplos
del presente documento. Alternativamente, la actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa puede comprobarse
mediante cualquier prueba conocida en la técnica como, por ejemplo, la descrita en Thurner et al., 2018.
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El término "CK positiva" o "CK+", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una actividad de
creatina cinasa de al menos 1*10°mU,y por mg de proteina celular medida en células que han sido cultivadas
en un medio de diferenciacién de musculo liso como, por ejemplo, se describe en los ejemplos del presente
documento. Alternativamente, la actividad de la creatina cinasa puede analizarse mediante cualquier prueba
conocida en la técnica como, por ejemplo, la descrita en Thurner et al., 2018.

El término "CK negativa" o "CK-", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una actividad
enzimatica de la creatina cinasa menor que 1*102 mUrel por mg de proteina celular medida en células que han
sido cultivadas en un medio de diferenciacién de musculo liso como, por ejemplo, se describe en los ejemplos
del presente documento. Alternativamente, la actividad de la creatina cinasa puede analizarse mediante
cualquier prueba conocida en la técnica como, por ejemplo, la descrita en 0 como un experto en la técnica
llevaria a cabo el anélisis (Thurner et al. 2018).

El término "CD49e+" 0 "CD49e positivo", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula que
expresa el marcador celular CD49e. Los términos "CD49e+" 0 "CD49e positivo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferentemente al menos el 50, 60, 70,
80, 90, 95, 98 0 99 por ciento de la poblacidn celular expresa el marcador celular CD49e.

El término "CD49e-" 0 "CD49e negativo", utilizado en el presente documento, se refiere a una célula que no
expresa el marcador celular CD49e. Los términos "CD49e-" 0 "CD49e negativo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como
méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular
CDA49%e.

El término "Pax-7+" o "Pax-7 positivo", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula que
expresa el marcador celular Pax-7. Los términos "Pax-7+" o "Pax-7 positivo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprenda diferentes tipos celulares, si preferiblemente al menos el 50, 60, 70, 80,
90, 95, 98 o0 99 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular Pax-7.

El término "Pax-7-" o0 "Pax-7 negativo", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula que
no expresa el marcador celular Pax-7. Los términos "Pax-7-" o0 "Pax-7 negativo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del 50% o como
méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador celular
Pax-7.

El término "SSEA4+" 0 "SSEA4 positivo", como se utiliza en el presente documento se refiere a una célula que
expresa el marcador celular SSEA4. Los términos "SSEA4+" 0 "SSEA4 positivo" también pueden utilizarse para
una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferentemente al menos el 50, 60, 70,
80, 90, 95, 98 0 99 por ciento de la poblaciéon celular expresa el marcador celular SSEA4.

El término "SSEA4-" o0 "SSEA4 negativo", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula
que no expresa el marcador celular SSEA4. Los términos "SSEA4-" o "SSEA4 negativo" también pueden
utilizarse para una poblacién celular que comprende diferentes tipos de células, si preferiblemente menos del
50% o como méaximo el 49, 40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 1 0 0 por ciento de la poblacién celular expresa el marcador
celular SSEA4.

El término "MPC" o "MPC", como se utiliza en el presente documento, se refiere a células progenitoras
miogénicas. En particular, el término "MPC" se refiere a las células progenitoras miogénicas que se caracterizan
por una expresiébn negativa de aSMA, CD49a y CD146. Las MPC son esquelético-miogénicos y no
multipotentes. Las MPC pueden caracterizarse ademas por una expresién positiva de CD105, CD90, CD73,
CD56, desmina, ACHE y/o CK y/o una expresion negativa de CD34. En la Figura 15 se muestra un ejemplo de
las propiedades de las MPC.

El término "MSC" o "MSC", como se utiliza en el presente documento, se refiere a células estromales
mesenquimales. En particular, el término "MSC" o0 "MSC" se refiere a células estromales mesenquimales que
se caracterizan por una expresién negativa de aSMA, CD49a y CD146. Las MSC no son competentes para la
fusién y no son esquelético-miogénicas, pero si multipotentes. Las MSC pueden caracterizarse ademas por
una expresién positiva de CD105, CD90, CD73 y/o desmina y/o una expresidon negativa de CD56, CD34,
desmina, ACHE y/o CK. En la Figura 15 se muestra un ejemplo de las propiedades de las MSC.

De acuerdo con la presente invencién, se proporcionan procedimientos para obtener células musculares lisas
inducidas (iISMC) a partir de células derivadas de musculo esquelético (SMDC).

La presente invencién se refiere al objeto definido en las reivindicaciones.

Células musculares lisas inducidas derivadas de células musculares esqueléticas

Un primer objeto de la presente invencién se dirige a un procedimiento para obtener células musculares lisas
inducidas (iISMC), comprendiendo el procedimiento las pasos de: (a) aislar células derivadas de musculo
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esquelético a partir de tejido muscular esquelético obtenido de un sujeto; b) transdiferenciar células derivadas
de musculo esquelético cultivando las células en un medio que contenga TGF-beta, en particular TGFb1,
TGFb2 y/o TGFb3, y heparina para obtener iSMC. En una realizacidén particularmente preferente, las células
derivadas del musculo esquelético se transdiferencian en el paso (b) cultivando las células en un medio que
contiene TGFb1 y/o TGFb3, més preferiblemente TGFb1, y heparina para obtener iSMC. El paso (b) de la
presente invencidn se realiza in vitro o ex vivo. En consecuencia, el procedimiento segun la presente invencién
es un procedimiento in vitro o ex vivo.

En una realizacién preferente de la presente invencion, el paso (b) se lleva a cabo en un medio de cultivo celular
que contiene 1-10 pg/ml de TGFb1 y 10-30 ug/ml de Heparina o 1-6 U/ml de Heparina.

En una realizacién preferente las iSMC obtenidas segln un procedimiento de la presente invencion,
preferiblemente en el paso (b) del procedimiento segln la presente invencién, se caracterizan por la expresion
positiva de aSMA, CD49a, y CD146.

Las células derivadas del musculo esquelético son células progenitoras miogénicas (MPC) caracterizadas por
la expresién positiva de CD56 y desmina, y la expresiéon negativa de CD34,; alternativamente, las células
derivadas del musculo esquelético son células estromales mesenquimales (MSC) caracterizadas por la
expresion positiva de CD105, CD73, y la expresién negativa de CD34, y CD36.

En una realizacién preferente de la invencion, las células derivadas del musculo esquelético son MPC
oligopotentes.

En otra realizacién preferente de la presente invencion, las células derivadas del musculo esquelético son MSC
caracterizadas por la expresidén negativa de desmina y/o la expresién positiva de CD90.

En otra realizacién preferente de la presente invencion, las células derivadas del musculo esquelético son MSC
multipotentes.

Preferiblemente, en el procedimiento segun la presente invencién se prevé que las iSMC obtenidas a partir de
MPC en el paso (b) se caractericen por la expresion positiva de aSMA, CD49a, desmina, CD56 y CD146, y la
expresién negativa de CD34; y se prevé que las iSMC obtenidas a partir de MSC en el paso (b) se caractericen
por la expresién positiva de aSMA, CD49a y CD 146, y la expresién negativa de CDS6.

En otra realizacion preferente de la invencion, las iSMC obtenidas a partir de MPC en el paso (b) se caracterizan
ademas por una expresién positiva de smoothelina.

En ofra realizacién preferente de la presente invencidn, las iSMC obtenidas a partir de MSC en el paso (b) se
caracterizan ademas por una expresién negativa de desmina y/o CD34.

CD73 o 5'-nucleotidasa (5'-NT), también conocida como ecto-5'-nuclectidasa, es una enzima que en humanos
esta codificada por el gen NT5E. CD73 sirve cominmente para convertir AMP en adenosina. CD73 se expresa
en linfocitos, fibroblastos, células musculares lisas, células endoteliales y mioblastos. CD73 es un marcador de
células estromales mesenquimales multipotentes (MSC) segln los criterios minimos para MSC sugeridos por
la sociedad internacional de terapia celular (ISCT) (Dominici et al., 2006).

CD105 también se conoce como Endoglina. Es una proteina homodimera de membrana integral de tipo | con
subunidades de 90 kD que se encuentra en las células endoteliales vasculares y en los sincitiotrofoblastos de
la placenta. CD105 se expresa débilmente en los fibroblastos estromales. También se expresa en monocitos
activados y macrofagos tisulares. La expresién de CD105 aumenta en el endotelio activado en los tejidos que
sufren angiogénesis, tales como en los tumores, o en casos de cicatrizacién de heridas o inflamacién dérmica.
El CD105 es un componente del sistema receptor de TGF-3 en las células endoteliales de la vena umbilical
humana y se une a TGF-f1 y B3 con gran afinidad. CD105 es un marcador de células estromales
mesenquimales multipotentes (MSC) segln los criterios minimos para MSC sugeridos por la sociedad
internacional de terapia celular (ISCT) (Dominici et al., 2006). Como la presente invencién prevé el aislamiento
de iISMC a partir de MPC y/o MSC mediante la incubacién de estas ultimas con TGFb, la expresién de CD105
debido a su papel como co-receptor de TGFb puede ser Util para el éxito del procedimiento descrito en el
presente documento. La presente invencidn, por lo tanto, divulga el aislamiento de MSC o MPC (Ejemplo 1)
que son CD105 positivos (Figura 2) y por lo tanto utiles para el aislamiento de iISMC (Ejemplo 2).

La expresion de CD34 se describié en células madre derivadas de musculo y células satélite quiescentes (Qu-
Petersen et al., 2002). Ademas, las células derivadas del mlsculo esquelético CD34 positivas mostraron una
regeneracién mejorada de la distrofina en el mlsculo esquelético distréfico (Jankowski et al., 2002). La
vanguardia es el uso de células derivadas de musculo esquelético CD34+ para la generacién de células de
musculo liso in vitro y el uso de células derivadas de musculo esquelético CD34+ para el aumento de musculo
liso (Capelli et al., 2002). Sin embargo, los musculos lisos endégenos normales son generalmente CD34
negativos (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000174059-CD34/tissue/primary+data) pero los musculos
lisos en estado tumorigénico se convierten frecuentemente en CD34+ (van de Rijn et al., 1994). Asi, las células
obtenidas por los procedimientos de la presente invencién que carecen de CD34, podrian ser ventajosas para
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la regeneracidn del musculo liso y menos propensas a la transformaciéon maligna. Siguiendo los procedimientos
de la presente invencién, se obtienen células derivadas de muasculo esquelético CD34 negativas en un primer
paso y se diferencian a iISMC CD34 negativas en un segundo paso (Ejemplos 1y 2).

CD146 es una proteina de superficie y receptor de laminina alfa 4, que esté presente en la matriz extracelular
del tejido muscular liso en desarrollo (livanainen et al., 1995). Ademas, se demostré que CD146 se expresa en
células madre derivadas de médula ésea comprometidas con el linaje del masculo liso (Espagnolle et al., 2014).
Como se muestra en la Figura 2, las células musculares lisas derivadas de la vejiga son positivas para CD146.
Resumiendo, las células CD146+ marcan una poblacién de células comprometidas con el musculo liso como
preferentes para el uso de regeneraciéon de musculo liso y/o ingenieria de tejidos. Los presentes procedimientos
permiten aislar iSMC CD146+ a partir de células derivadas del musculo esquelético.

La CD56, también conocida como molécula de adhesién celular neural (NCAM) es un marcador de compromiso
miogénico expresado en mioblastos de mulsculo esquelético in vitro (Belles-Isles et al., 1993) y tejido muscular
liso in vivo (Romanska et al., 1996). La CD56 estéa presente en los SMDC desmina+ competentes para la fusién
(denominados en el presente documento MPC), asi como en los iSMC originados a partir de estos ultimos. La
CD56 es el principal marcador de discriminacion entre las MPC y las MCS derivadas del mlsculo esquelético
descritas en el presente documento, ya que tanto las MSC como las iSMC originadas a partir de estas ultimas
son CD56 negativas. Las iSMC CD56+ obtenidas mediante la presente invencién podrian ser las mas
adecuadas para la regeneracién del mulsculo liso.

La actina alfa del musculo liso (aSMA) es uno de los primeros marcadores del compromiso del musculo liso
durante el desarrollo (McHugh, 1995). Su presencia es esencial para la funcidén y la contractilidad debidas a la
mecanotransduccién en las células musculares lisas (J. Wang et al., 2006). Por lo tanto, el uso de aSMA como
marcador de iSMC, destinado a la regeneracidén de la funcién del musculo liso, es esencial. Los presentes
procedimientos (Ejemplo 2) permiten la generacién de células aSMA+ a partir de células derivadas de musculo
esquelético (Figura 3).

La desmina es uno de los primeros marcadores miogénicos conocidos presente en todos los tipos de musculo.
La falta de desmina puede provocar la degeneracién y el mal funcionamiento del musculo (Capetanaki et al.,
1997). Asi pues, es preferente utilizar células desmina+ para la regeneracién muscular. Como se muestra en
la figura 3, las iISMC derivadas de MPC son desmina positivas.

La CD49a o proteina integrina alfa (ftambién VLA-1), resultante de la expresién y traduccién del gen ITGA1 esta
presente durante el desarrollo del musculo liso especialmente encontrado en tejido muscular liso tal como la
aorta (Belkin et al., 1990). Los presentes procedimientos permiten aislar iSMC CD49a positivas a partir de MPC
o MSC CD49a negativas. Como se muestra en la Figura 2, las células musculares lisas derivadas de la vejiga
humana (hBd-SMC) también son positivas para CD49a.

La funcionalidad del tejido muscular liso depende de la existencia de células musculares lisas altamente
diferenciadas que expresan proteinas contractiles tal como la smoothelina (Niessen et al., 2005). Ademas, la
smoothelina es un marcador bien conocido de las células musculares lisas completamente diferenciadas y es
el primer marcador que desaparece cuando el musculo liso se ve comprometido (van Eys et al., 2007). Asi
pues, el uso de células smoothelinas+ en la regeneracién del tejido muscular liso podria ser favorable. Los
procedimientos actuales (Ejemplos 2 y 5) permiten aislar las iSMC smoothelina+ de las MPC smoothelina-
(Figura 3).

Como se ha descrito anteriormente, los marcadores mencionados CD146, CD56, aSMA, CD34, desmina,
CD49a, smoothelina son importantes para la identificaciéon y/o funciéon de las células musculares lisas, la
combinacién de los marcadores podria ser favorable para identificar iSMC adecuadas para la regeneracién del
musculo liso. Los procedimientos demostrados en el presente documento permiten aislar iSMC con
combinaciones de los marcadores abordados (Ejemplo 2).

En detalle, la presente invencién proporciona un procedimiento para obtener iSMC a partir de MPC derivadas
de musculo esquelético. Las iISMC obtenidas a partir de MPC son CD56+, aSMA+, CD49a+, desmina+, CD146+
y CD34-. Estos ultimos marcadores descritos anteriormente son ventajosos para identificar las células
musculares lisas, ya que, por ejemplo, las hBd-SMC son positivas para CD146 y CD49a (Figura 2) y, por lo
tanto, son preferibles para las células utilizadas como células regeneradoras del masculo liso. La combinacién
de la expresién de los marcadores CD56+, aSMA+, CD49a+, desmina+, CD146+ y CD34- es ventajosa y
novedosa para las iISMC generadas in vitro a partir de MPC derivadas de musculo esquelético humano.

Ademas, la presente invencién proporciona un procedimiento para obtener iSMC a partir de MSC derivadas de
musculo esquelético. Las iISMC derivadas de MSC de mdusculo esquelético son aSMA+, CD146+ CD49a+,
CD56-, y preferiblemente también desmina- y/o CD34-. La expresidn positiva de aSMA, CD49a y CD146 vy la
expresidn negativa de CD56 y preferiblemente también de CD34 es adecuada para identificar estas células
como células musculares lisas derivadas de MSC y es relevante para la funcién de las iISMC como células
regeneradoras del musculo liso. La combinacién de la expresidén de los marcadores aSMA+, CD146+, CD49a+
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y CD56 en iSMC procedentes de MSC derivadas de musculo esquelético es ventajosa y novedosa respecto a
procedimientos anteriores en la técnica.

En otra realizacién preferente de la presente invencion, el procedimiento comprende que después del paso (a)
se realiza un paso (a1) que comprende la proliferacién de las células derivadas de musculo esquelético,
preferiblemente para recibir 20-40 x 10° células.

En una realizacién preferente particular de la presente invencién, las células derivadas de musculo esquelético
se proliferan para recibir 50 x 108 células.

En otra realizacién preferente de la presente invencién, el paso (b) se lleva a cabo durante uno a seis dias. En
una realizacién preferente particular de la presente invencién, el paso (b) se lleva a cabo de tres a seis dias.

Otro objeto de la presente invencion se dirige a una poblacién de células musculares lisas inducidas (iISMC)
obtenidas por un procedimiento segln la presente invencion, en el que las iISMC obtenidas en el paso (b) no
son competentes para la fusién y se caracterizan por la expresion positiva de aSMA, CD49a y CD146.

En otra realizacién preferente de la presente invencion, la poblacién de células musculares lisas inducidas
(iISMC) obtenidas a partir de MPC se caracterizan por la expresion positiva de aSMA, CD49a, desmina, CD56,
y CD148, y la expresién negativa de CD34.

Como ya se ha indicado anteriormente, la combinacién de marcadores presentes, aSMA, CD49a, desmina,
CD56 y CD146, o ausentes, CD34, en las iSMC de las MPC es ventajosa para feno-copiar el perfil de expresién
natural de las células musculares lisas mediante los procedimientos descritos en el presente documento.

Las células musculares lisas inducidas (iISMC) obtenidas a partir de MPC no son competentes para la fusién.

La fusion de células progenitoras miogénicas (MPC) de un solo nlcleo u otras células derivadas del musculo
competentes para la fusién (por ejemplo, mioblastos) en miotubos multinucleados es un requisito previo para
la formacién y regeneracién del musculo esquelético (Rochlin et al., 2010). Sin embargo, como el tejido
muscular lisoin vivono esta formado por miotubos multinucleados, sino por células musculares lisas
diferenciadas de un solo nlcleo, para la regeneracién del musculo liso resulta ventajoso disponer de células
no competentes en fusién. Asi, la presente invencion prevé que las iISMC procedentes de MPC, asi como las
iISMC procedentes de MSC, sean competentes sin fusion. Mientras que las MPC obtenidas como se muestra
en el Ejemplo 1 de la presente invencién son competentes para la fusion, las iISMC, obtenidas como se muestra
en el ejemplo 2 de la presente invencién y destinadas en ultima instancia a su aplicacién en tejido muscular
liso, no son competentes para la fusion. Esto se aplica tanto a las MPC-iSMC como a las MSC-iSMC segln la
presente invencién, como se muestra, por ejemplo, en la Figura 15.

Las células musculares lisas inducidas (iISMC) obtenidas a partir de MSC se definen en las reivindicaciones.
Se caracterizan por la expresién positiva de aSMA, CD49a y CD146, y la expresién negativa de CD56.

Preferiblemente, las iISMC obtenidas a partir de MSC se caracterizan ademas por la expresién negativa de
desmina y/o CD34.

Como las MSC derivadas de musculo esquelético son diferentes de las MPC en términos de CD56 también las
iISMC derivadas de MSC son CD56 negativas. Sin embargo, las iSMC derivadas de MSC son aSMA+, CD146+
y CD34-, lo que, en linea con las iSMC derivadas de MPC, es representativo del compromiso con el musculo
liso de las iSMC derivadas de MSC vy, por tanto, ventajoso. Ademas, la expresién de los marcadores
mesenquimales CD90, CD105, CD73 positivos en iISMC derivadas de MSC por la presente invencion es
preferente debido a la naturaleza mesenquimal del tejido muscular liso necesitado.

La expresidn de los diversos marcadores descritos anteriormente se comprueba preferiblemente in
vitro. Ademas, la expresion de los distintos marcadores definidos anteriormente se refiere a su expresioén en
las células respectivas in vitro. En una realizacién preferente, la expresién in vitro de aSMA y desmina en las
células respectivas definidas anteriormente corresponde a su expresién in vivo respectiva

Preferiblemente, las células musculares lisas inducidas (iISMC) expresan canales funcionales de calcio y/o
potasio.

La funcionalidad del tejido muscular liso depende de la existencia de canales funcionales de calcio y potasio
activados por voltaje, que permiten la induccién de la contraccién celular regulada y la regulacién del potencial
de membrana, respectivamente (Sanders, 2008). Tras la estimulacién neurol6gica, las membranas de las
células musculares lisas se despolarizan, lo que desencadena la apertura de los canales de calcio sensibles al
voltaje y permite que los iones de calcio entren en la célula desde el espacio intercelular (Sanders, 2008). Este
acontecimiento desencadena a continuacién cascadas de sefializacién que conducen en Ultima instancia a la
contraccién inducida por actina/miosina de la célula muscular lisa necesaria en detalle para la funcién de, por
ejemplo, el esfinter anal interno para contraerse y retener liquidos, gases y sélidos de la liberacién involuntaria
del recto (Webb, 2003). Ademas, los canales de potasio activados por voltaje se abren después de la
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despolarizacién inducida por las neuronas de la membrana del musculo liso con el fin de repolarizar la
membrana para permitir nuevas despolarizaciones en caso de seguir las sefiales neuronales. Asi pues, la
presencia de canales de Calcio y Potasio en las iSMC es adecuada para identificar iISMC funcionales in vitro. De
hecho, las iISMC funcionales son necesarias para regenerar el mal funcionamiento de, por ejemplo, el esfinter
anal interno, que no es suficientemente funcional en pacientes con incontinencia fecal. La presente invencién
permite la generacién de iISMC a partir de células derivadas de musculo esquelético con canales funcionales
de potasio y calcio activados por voltaje, lo que podria ser ventajoso para su uso en la regeneracién del musculo
liso.

Preferiblemente, las células musculares lisas inducidas (iISMC) son contréactiles in vitro. Una de las funciones
tipicas del tejido muscular liso es la contraccién (Webb, 2003). Para probar la contractilidad in vitro, las células
se siembran en gel de colageno y se cuantifica la reduccién de tamafio de gel de colageno a lo largo del tiempo
como medida de la contractilidad. Los inventores descubrieron que las iSMC procedentes de MPC y las iSMC
procedentes de MSC son contractiles, en comparacién con las MPC y las MSC originarias de las mismas.

Preferiblemente, las células musculares lisas inducidas (iISMC), en particular las MPC-iSMC, obtenidas segun
un procedimiento de la presente invencién, preferiblemente en el paso (b), son CD49e-. La expresién de CD49e
se comprueba preferiblemente in vitro. CD49e, también conocida como integrina alfa 5, es una molécula de
adhesion celular que forma un receptor heterodimero con la integrina beta 1 para la unién de fibronectina,
fibrin6geno y fibrilina-1. Dado que los inhibidores de la fibronectina fueron suficientes para aumentar la
expresién génica del musculo liso, la sefializacién de la fibronectina apoyada a través de CD49e podria
obstaculizar la expresién del mulsculo liso. Los inventores descubrieron que las iSMC de las MPC murinas son
deficientes en CD49e. La deficiencia en CD49e podria ser Util para reducir la sefializacidn de fibronectina y, por
tanto, las iISMC CD49e- obtenidas segun la presente invencién podrian ser ventajosas sobre las células
conocidas en la técnica en su uso para la regeneracién del muisculo liso.

En una realizacién preferente alternativa, las células musculares lisas inducidas (iISMC), en particular las MPC-
iISMC, obtenidas segln un procedimiento de la presente invencién, preferiblemente en el paso (b), son CD49e+.
La expresion de CD49e se comprueba preferiblemente in vitro.

Preferiblemente, las células musculares lisas inducidas (iISMC), en particular las MPC-iSMC, obtenidas segun
un procedimiento de la presente invencién, preferiblemente en el paso (b), son AChE-. La expresién de AChE
se comprueba preferiblemente in vitro. Una de las funciones tipicas de las células miogénicas esqueléticas es
la expresion de la enzima AChE activa durante /a fusién in vitro (Thurner et al., 2018), ya que es necesaria para
la terminacidn de las sefiales nerviosas en las placas terminales motoras. Sin embargo, el musculo liso no esta
inervado por neuronas motoras y, por tanto, su contraccién no estd regulada mayoritariamente por la
Acetilcolina, requiriendo AChE para su terminacién. Los inventores han analizado las iSMC aisladas segun el
Ejemplo 3 para determinar la actividad AChE segln el Ejemplo 17 y han descubierto que las iISMC son AChE-
(Figura 14).

Preferiblemente, las células musculares lisas inducidas (iISMC), en particular las MPC-iSMC, obtenidas segun
un procedimiento de la presente invencidn, preferiblemente en el paso (b), son CK-. La expresién de CK se
comprueba preferiblemente in vitro. Una de las funciones tipicas de las células miogénicas esqueléticas es la
expresién de la enzima CK activa durante /a fusién in vitro (Thurner et al., 2018), ya que es necesaria para la
contraccién del mlsculo esquelético. Sin embargo, la contraccién del musculo liso no esta regulada por la
creatina cinasa (CK)y, portanto, no es necesaria para las células musculares lisas. Los inventores descubrieron
que las iISMC (Ejemplo 3), que fueron analizadas para la actividad CK (Ejemplo 17), son CK- (Figura 14).

En una realizacién preferente, las células musculares lisas inducidas (iSMC), en particular las MPC-iSMC,
obtenidas segln un procedimiento de la presente invencion, preferiblemente en el paso (b), son Pax-7
negativas, en particular si la expresién de Pax-7 se prueba in vitro. En una realizacién preferente adicional, las
células musculares lisas inducidas (iISMC), en particular las MPC-iSMC, obtenidas segln un procedimiento de
la presente invencién, preferiblemente en el paso (b), son Pax-7 positivas, en particular si la expresiéon de Pax-
7 se prueba in vitro. Pax-7 es un factor de transcripcién que se encuentra en células comprometidas con el
linaje del misculo esquelético (Krauss et al., 2016). La supresiéon de Pax-7 en la tunica muscular de ratones
provoca una reduccién del musculo esquelético y un aumento de la masa muscular lisa (Wérl et al., 2009).

En una realizacién preferente, las células musculares lisas inducidas (iSMC), en particular las MPC-iSMC,
obtenidas segln un procedimiento de la presente invencién, preferiblemente en el paso (b), son SSEA4
negativas. En otra realizacién preferente, las células musculares lisas inducidas (iISMC), en particular las MPC-
iISMC, obtenidas segln un procedimiento de la presente invencién, preferiblemente en el paso (b), son SSEA4
positivas. La expresion de SSEA4 se comprueba preferiblemente in vitro. SSEA4 es un marcador de superficie
celular que se encuentra en las células madre pluripotentes, conocidas por su amplio potencial proliferativo vy,
por tanto, por el riesgo de tumorigénesis.

Tratamientos basados en células musculares lisas inducidas
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Otro objeto de la presente invencion se dirige a células musculares lisas inducidas (iISMC) como se define en
las reivindicaciones para su uso en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad o trastorno en un
sujeto. Preferiblemente, el sujeto es un ser humano o un animal. En particular, la presente invencién
proporciona células musculares lisas inducidas (iISMC) para su uso en un procedimiento de tratamiento del
cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia. Mas particularmente, la presente invencién proporciona
células musculares lisas inducidas (iISMC) para su uso en terapia celular, en particular en terapia celular de
musculo liso.

En otra realizacién preferente de la presente invencién, la enfermedad o el trastorno son deficiencias del
musculo liso. Preferiblemente, las deficiencias del musculo liso se seleccionan del grupo formado por
incontinencia anal, incontinencia urinaria, enfermedad por reflujo, gastroparesia, vejiga hiperactiva e hipoactiva.

En una realizaciéon especificamente preferente de la presente invencién, la enfermedad o trastorno es la
incontinencia fecal, en particular la incontinencia fecal pasiva. En consecuencia, la presente invencién también
se refiere a las iISMC para su uso en un procedimiento de tratamiento de la incontinencia anal, la incontinencia
urinaria, la enfermedad de reflujo, la gastroparesia, la vejiga hiperactiva e hipoactiva, y en particular de la
incontinencia fecal, més concretamente de la incontinencia fecal pasiva.

Preferiblemente, las iSMC se inyectan en el tejido muscular liso de un sujeto que necesita iISMC.
Preferiblemente, las iISMC se inyectan en una cantidad eficaz para tratar la deficiencia de musculo liso. La
cantidad eficaz del compuesto a administrar puede determinarse facilmente por los expertos en la técnica
durante los ensayos preclinicos y clinicos mediante procedimientos familiares para médicos y clinicos.

La regeneracion del tejido muscular liso necesitado, tal como el musculo liso debilitado, atréfico o dafiado, por
ejemplo, esfinteres tales como los esfinteres anales interno, uretral interno, esofagico inferior o superior,
mediante la administracién celular, requiere que las células se administren localmente en el tejido necesitado.
La administracion local de las iSMC podria regenerar el musculo liso mediante el injerto de las iISMC inyectadas
en el lugar de administracion. La técnica anterior (Chancellor et al., 2001) divulga células derivadas de musculo
esquelético caracterizadas como desmina+, CD34+ y Blc-2+ y su uso en el aumento de tejido blando (por
ejemplo, musculo liso) tales como el de la vejiga o el esfinter anal. Por el contrario, la presente invencidn divulga
el aislamiento de CD34-, CD56+, desmina+ MPC o células multipotentes, CD34-, CD56-, CD73+ y CD105+
MSC derivadas de musculo esquelético en un primer paso. A partir de dichas células del musculo esquelético,
las iISMC pueden aislarse en un segundo paso, previo tratamiento con TGFb1 y heparina. Estas iSMC
adquieren asi un fenotipo de musculo liso mediante la expresién de marcadores de musculo liso tales como,
por ejemplo, aSMA y CD 146, por lo que pueden resultar ventajosas para la regeneraciéon del musculo liso.
Preferiblemente, estas iSMC se utilizan en un procedimiento para tratar a un sujeto necesitado mediante
inyecciéon en dicho sujeto. Los inventores descubrieron que, administradas las iISMC obtenidas por los
procedimientos de la presente invencidn en el tejido muscular liso del esfinter pilérico, se injertaban en el lugar
de la inyeccién y se integraban en el tejido muscular liso.

Preferiblemente, las iSMC se administran en un tejido blando necesitado mediante multiples inyecciones.

Las multiples inyecciones de SMDC en el masculo esquelético han demostrado mejorar el injerto de células en
el mlsculo (Skuk et al., 2014). La presente invencion prevé la inyeccién de iSMC en tejido blando tal como, por
ejemplo, musculo liso en multiples sitios del mismo continuo de tejido. En particular, las células podrian
administrarse utilizando multiples agujas, cada una de las cuales inyectaria un nimero definido de células.

Las iSMC segun la presente invencién pueden administrarse en forma de una composicién farmacéutica que
comprenda las iISMC y un diluyente, excipiente o portador farmacéuticamente aceptable. En consecuencia, la
presente invencidén también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende iISMC segun la presente
invencién y un diluyente, excipiente o portador farmacéuticamente aceptable.

En ofra realizacién de la presente invencién, las iSMC se utilizan en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de la incontinencia anal, la incontinencia urinaria, la enfermedad de reflujo, la gastroparesia, la
vejiga hiperactiva e hipoactiva y, en particular, la incontinencia fecal, mas concretamente la incontinencia fecal
pasiva.

Ingenieria de tejidos

En otro objeto de la presente invencién, las células derivadas de musculo liso inducidas definidas en las
reivindicaciones se utilizan en ingenieria de tejidos.

El tejido muscular liso a menudo forma estructuras en forma de anillo/tubo dentro del cuerpo humano, tales
como los vasos sanguineos y el esfinter anal interno. El uso de iSMC como las obtenidas en el presente
documento para producir estructuras en forma de anillo/tubo puede utilizarse para la ingenieria in vitro de vasos
sanguineos o musculos del esfinter. Las estructuras musculares lisas creadas in vitro pueden ser Utiles para
sustituir estructuras musculares lisas defectuosas, tal como los esfinteres musculares lisos de, por ejemplo,
pacientes con incontinencia fecal. Los inventores descubrieron que las iSMC obtenidas mediante la presente
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invencidén pueden reconstruir estructuras tridimensionales en forma de anillo similares a la de, por ejemplo, el
esfinter anal interno. Se observé que las células de estos anillos tisulares expresaban proteinas marcadoras
del musculo liso, tal como la aSMAy la desmina. La expresion de las proteinas contréctiles aSMA y desmina
dentro de los anillos tisulares obtenidos por las células de la presente invencién es necesaria para la
funcionalidad de los anillos tisulares y, por lo tanto, es ventajosa para el uso de dichos anillos tisulares en la
sustitucién de tejidos.

Adicionalmente, se descubri6é en el presente documento que los esfinteres disefiados y derivados in vitro de
iISMC albergaban propiedades ultraestructurales de los musculos lisos naturales, tales como estructuras de
actina muy abundantes y cuerpos densos necesarios para la mecanotransduccién y, por tanto, para la
funcionalidad de las construcciones de musculo liso. Ademas, los esfinteres de ingenieria tisular obtenidos por
la presente invencion permiten la formacién de caveolas dentro de las células. Se sabe que las caveolas son
necesarias para el manejo del calcio, por ejemplo, por excitacidén-contraccion, excitacién-transcripcién y
acoplamiento farmacomecénico (Popescu et al., 2006). Por lo tanto, las iSMC obtenidas mediante la presente
invencién son prometedoras para su uso en ingenieria tisular.

Control de farmacos

En otro objeto de la presente invencién, las iISMC, como se definen en las reivindicaciones, se utilizan para el
control de farmacos.

El uso de iSMC para producir estructuras musculares lisas in vitro podria ser (til para probar nuevos farmacos
y sus efectos sobre las células musculares lisasin vitro antes de que cualquier candidato a farmaco
potencialmente dafiino tenga que ser utilizado en estudios con animales o humanos.

Células derivadas del musculo esquelético para la generacidn de células musculares lisas inducidas

La presente divulgacién -pero no como parte de la invencién- estd dirigida al uso de células derivadas de
musculo esquelético para la obtencién de células musculares lisas inducidas (iISMC).

Los procedimientos de vanguardia utilizados con frecuencia emplean células madre pluripotentes inducidas
(Dash et al., 2016), células estromales mesenquimales multipotentes derivadas de tejido adiposo (G. Wang et
al.,, 2015) o células estromales mesenquimales multipotentes derivadas de médula 6sea (Espagnolle et al,,
2014) para obtener células musculares lisas in vitro, cuyo origen es claramente diferente al de las células
derivadas de musculo esquelético utilizadas como fuente para obtener células musculares lisas inducidas en
la presente invencién. La desventaja de las células actuales de vanguardia, por ejemplo, las iPSC utilizadas
para obtener células de musculo liso, es el riesgo de transformacién maligna debido a la ingenieria genética
necesaria para obtener iPSC. Otro procedimiento de vanguardia describe las células CD34+ derivadas del
musculo esquelético como fuente de células musculares lisas. De este modo, dichas células se cultivan en un
medio de diferenciacion durante 2-4 semanas (Lu et al., 2011). Dentro de la presente invencién por primera vez
se utilizan células derivadas de musculo esquelético CD34 aisladas segln los procedimientos de la presente
invenciéon para obtener iISMC. Dichas células derivadas del musculo esquelético son adecuadas para el
aislamiento de las iISMC, ya que el procedimiento de la presente invencién dura menos de 1 semana.

Las células derivadas del musculo esquelético son células progenitoras miogénicas oligopotentes (MPC)
caracterizadas por la expresién positiva de CD56, y desmina, y la expresion negativa de CD34; o en las que
las células derivadas del musculo esquelético son células estromales mesenquimales multipotentes (MSC)
caracterizadas por la expresidn positiva de CD105, CD73, y la expresién negativa de CD34 y CDS56.

Los siguientes ejemplos explican la presente invencidn, pero no se consideran limitativos.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Aislamiento de células derivadas del misculo esquelético (SMDC)

En funcién de los siguientes procedimientos de aislamiento, las SMDC se enriquecieron con células
progenitoras miogénicas humanas (MPC), células progenitoras miogénicas murinas (MMPC) o células
estromales mesenquimales multipotentes humanas (MSC).

Aislamiento de células progenitoras miogénicas derivadas de muisculo esquelético humano (MPC)

En detalle, se tomé una biopsia de musculo esquelético de M. pectoralis major o M. biceps brachii de un
paciente incontinente. Para tomar la biopsia, primero se abrié la piel mediante una incisién de aproximadamente
1 cm de longitud por encima del musculo hasta llegar a la fascia del M. pectoralis major. Tras abrir la fascia, se
tomé 1 cm?® de tejido muscular (biopsia). La biopsia se transfirié directamente a un medio de transporte de
biopsias preenfriado a aproximadamente 4°C y compuesto por medio basal F10 de Ham's suplementado con
Gentamicina (1-5 pg/ml de concentracién final). La biopsia se almacené durante aproximadamente 26 horas a
1-11°C dentro del medio de transporte de la biopsia. A continuacién, la biopsia se transfirié a una placa de Petri
llena de 1x PBS. El tejido muscular se separé del tejido conjuntivo utilizando pinzas estériles y un bisturi. A
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continuacién, el tejido muscular se transfirié a otra placa de Petri llena de 1x PBS y se diseccioné en trozos de
2-3 mm? utilizando un bisturi. Tras un paso de transferencia adicional como el anterior, las piezas de tejido se
cortaron en trozos de 1 mm. Finalmente, las piezas se transfirieron a un tubo de centrifugacién lleno de 1x PBS
y se centrifugaron durante 10 minutos a 1300 rpm. Tras la centrifugacién, se eliminé el sobrenadante y el tejido
muscular se resuspendié en 1x PBS suplementado con 8 ug/ml de Gentamicina. A continuacién, la suspension
de tejido muscular se enfrié a 2-8°C durante 48 horas. Tras el enfriamiento, la suspensién de tejido muscular
se centrifugd durante 10 minutos a 1300 rpm, se retir6 el sobrenadante y se afiadieron 2.5 ml de una solucién
de digestién que contenia 1-5 mg/ml de colagenasa, 2-4 % v/v de tampé6n Hepes, 0.1-10 % v/v de suero fetal
de ternera y 5-10 pg/ml de Gentamicina en Ham's F10. A continuacién, la suspensién de tejido minutos a 1300
muscular se incubé de 6 a 20 horas a 37°C, 5% de CO». A continuacidn, se centrifugé la suspensién a 1300
rpm durante 10 minutos, se eliminé el sobrenadante, se resuspendié el precipitado en un medio que contenia
10-20% v/v de FCS, 1-3 ng/ml de bFGF y 3-10 ug/ml de Gentamicina en Hams F10 y se sembré en frascos de
cultivo celular. Las SMDC adheridas al fondo del matraz de cultivo se mantuvieron cambiando el medio cada
3-4 dias y subcultivandolas tras desprenderse una vez alcanzada la confluencia. Se realizaron subcultivos
hasta alcanzar de 1x107 a 5x107 de SMDC.

Aislamiento de células progenitoras miogénicas derivadas de musculo esquelético murino (mMPC)

Las MPC murinas se obtuvieron de biopsias de musculo esquelético de ratones Gt(ROSA)26Sortm4(ACTB-
tdTomato,-EGFP)Luo/J, en ratones TdTomato cortos,, (Jackson Laboratory, Maine, USA). Los ratones adultos
fueron sacrificados por dislocacién cervical seguida de un pellizco en la piel del lomo y desprendimiento de la
piel. A continuacién, se obtuvo musculo esquelético de /os musculos /ongissimus dorsi, gastrocnemius y tibialis
anterior utilizando tijeras y bisturi. Los musculos se transfirieron a una placa de petri estéril y se cubrieron con
1X PBS. A continuacién, con unas pinzas y un bisturi, se extrajo el tejido conjuntivo restante del musculo
esquelético y se desechd. Después, el tejido muscular se digirié utilizando el kit de disociacién de musculo
esquelético (MiltenyiBiotec GmbH, Bergisch Gladbach, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para separar las células progenitoras miogénicas (mMMPC) de las SMDC no miogénicas, se utilizé un kit de
aislamiento de células satélite (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las mMPC y las SMDC no miogénicas recogidas se centrifugaron como se ha indicado
anteriormente y se resuspendieron en medio de crecimiento del ratén, consistente en DMEM/Ham's F12
suplementado con un 20% de FCS y bFGF. Los SMDC murinos se cultivaron en frascos de cultivo recubiertos
de colageno, preparados cubriendo la superficie de los frascos de cultivo con colageno | de cola de rata diluido
1:10 1X PBS durante 1 hora a 37°C. Se realizaron subcultivos como en el caso de los SMDC humanos. Por
ultimo, las células se separaron de las paredes del recipiente de cultivo celular, se resuspendieron en medio y
se utilizaron inmediatamente o se crioconservaron en nitrégeno liquido hasta su uso posterior.

Aislamiento de células estromales mesenquimales multipotentes derivadas del musculo esquelético

humano (MSC)

Las MSC se aislaron segun Thurner et al. 2018. En primer lugar, se aislaron SMDC de biopsias musculares
(Musculus pectoralis major o Latissimus dorsi) y se expandieron en un entorno cGMP. Las células se
mantuvieron mediante procedimientos estdndar de cultivo celular. Brevemente, las células se cultivaron en
medio de crecimiento que contenia medio basal F-10 de Ham’s suplementado con 10% de FCS (inactivado a
57°C, 40 minutos), bFGF y gentamicina y se incubaron a 37°C, 5% CO.. El medio de cultivo se cambiaba cada
2 o 3 dias. Para el subcultivo y la cosecha, las células se lavaron una vez con 1X PBS y se incubaron con
solucién de Tripsina 1X durante 5 minutos a 37°C. Las células se enjuagaron con medio de crecimiento y se
centrifugaron a 400*g durante 10 minutos, se desech6 el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en
medio de crecimiento. A continuacién, las MSC se purificaron mediante clasificacién celular activada por
magnetismo (MACS). Por lo tanto, se utilizd el kit CD56 MicroBeads humano (MiltenyiBiotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Alemania). En resumen, tras la recoleccién y el recuento, las células se centrifugaron a 400*g
durante 10 minutos, se descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron en 10 ml de tampén MACS.
Tras otro paso de centrifugacién (400*g durante 10 minutos), el precipitado se resuspendié en 80 pl de tampén
MACS. Posteriormente, se afiadieron 20 ul de anticuerpo CD56 magnético por cada 1*107 células y se
incubaron durante 15 minutos a 4°C. A continuacioén, se llevé a cabo la clasificacién de las células con el Mini
MACS Separator y se recogieron las MSC CD56- en el flujo. Por tltimo, las células se resuspendieron en medio
y se crioconservaron en nitrégeno liquido hasta su uso posterior o se utilizaron inmediatamente.

Ejemplo 2 - Transdiferenciacién de SMDC a iSMC y aislamiento de las mismas

Las MPC, MPC murinas o MSC como las obtenidas en el Ejemplo 1, se sembraron en las paredes de un
recipiente de cultivo y se cultivaron con medio de crecimiento hasta una confluencia de aproximadamente el
70%. A continuacién, las células se lavaron una vez con DMEM/F12 (Thermo Scientific, MA, EE.UU.). A
continuacién, se cubrieron las células con medio de diferenciacién de musculo liso, consistente en DMEM/F12
suplementado con TGFb1 humano recombinante (Thermo Scientific, MA, EE.UU.), sal sédica de heparina de
mucosa intestinal porcina (Sigma-Aldrich Co. LLC, MO, EE.UU.), suero fetal de ternera inactivado por calor
(57° C, 40 minutos) (Gibco, Thermo Scientific, MA, EE.UU.) y gentamicina (Sandoz GmbH, Tirol, Austria) a una
concentracién final de 10 ng/ml, 3.84 pg/mly 5 % (v/v), respectivamente. Por Gltimo, las células se cultivaron
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en medio de diferenciacién de musculo liso durante 3-6 dias a 37°C, 5% CO»,. El medio se cambiaba cada 3 0
4 dias. Para el aislamiento, las células se desprendieron de las paredes de los recipientes de cultivo y se
recogieron en suspension.

Ejemplo 3 - Potencial de diferenciacién de las SMDC

Para la diferenciaciéon adipogénica, condrogénica y osteogénica in vitro, cada 500 000 células obtenidas
mediante el Ejemplo 1 se sembraron en placas de 6 pocillos (NUNC, Thermo Scientific, MA, USA) y se
cultivaron en medio de crecimiento durante 24 horas a 37°C, 5% CO». A continuacién, las células se lavaron
una vez con 5 ml de DMEM/Ham's F12 y se cubrieron con 5 ml de cada medio de diferenciacién adipogénica,
condrogénica u osteogénica. El medio de diferenciacién adipogénica, condrogénica y osteogénica consistié en
StemXVivo™ Osteogenic/Adipogenic Base Medium (R&D Systems Inc., MN, EE.UU.), complementado con
StemXVivo Human/Mouse/Rat Adipogenic (R&D Systems Inc., MN, EE.UU.), StemXVivo Human Osteogenic
Supplement (R&D Systems Inc., MN, EE.UU.), o STEMPro® Chondrogenesis Supplement (Gibco®, Thermo
Scientific, MA, EE.UU.), respectivamente, seguln las instrucciones del fabricante. Los medios de diferenciacién
se completaron con gentamicina (Sandoz GmbH, Austria) hasta alcanzar una concentracién final de 3.83 pg/ml.
Las células se cultivaron durante 14 dias en sus respectivos medios de diferenciacion, que se cambiaban cada
2-3 dias. Tras 14 dias de cultivo, se evalué el éxito de la diferenciaciéon por la presencia de adipocitos,
condrocitos y osteocitos visualizados mediante tincién con oil red o (adipocitos), alcian blue (condrocitos) y
alizarin red s (osteocitos), respectivamente. La cuantificacién de la tincién con oil redo, alcian blue y alizarin red
s se realiz6 en imagenes microscopicas de multiples experimentos individuales mediante el paquete de
software image j. Por lo tanto, se cargaron las imagenes y se dividieron los canales de color. Los canales rojos
se utilizaron para las tinciones con oil red o y alzarin red s, mientras que el canal azul se utilizé para las tinciones
con alcian blue. Se eliminé el fondo estableciendo un umbral comin y se adquirié la intensidad media de pixeles
por campo para su cuantificacién por imagen j. La comparacién estadistica se realizé mediante la prueba t no
apareada, considerando un p<0,05 como significativo (*). p<0,01, p<0.001 visualizados como * o **
respectivamente. La diferenciacién del mlsculo esquelético se inicié en cultivo celular en placas de pléstico
Nunclon™ Delta Surface de 24 pocillos (Thermo Scientific, MA, Estados Unidos) sustituyendo el medio de
crecimiento por medio de Diferenciacién de Células Musculares Esqueléticas (500 mL, PromoCell GmbH,
Alemania), suplementado con 10 ml de Pack de Suplementos de Medio de Diferenciacién de Células
Musculares Esqueléticas (PromoCell GmbH, Alemania) y 240 yL de gentamicina (8 mg/ml, Sandoz GmbH,
Austria) como se ha descrito anteriormente (Thurner et al., 2018).

Las MPC y MSC obtenidas por el Ejemplo 1 fueron probadas para diferenciacién in vitro a linaje adipogénico,
condrogénico, osteogénico y miogénico esquelético bajo las condiciones de cultivo apropiadas. La tincién para
adipocitos, condrocitos, osteocitos y miotubos se realizé6 como se ha descrito anteriormente. Las células Oil red
o y alizarin red s positivas estaban ausentes en los MPC y sélo podian detectarse niveles bajos de células
alcian blue. Dentro de las MSC, se encontraron células positivas para oil red o, alcian blue y alizarin red s tras
su cultivo en medio de diferenciacién adipogénico, condrogénico y osteogénico, respectivamente (Figura 1A,
B), lo que confirma su enriquecimiento en células multipotentes y su estatus de células estromales
mesenquimales multipotentes segun la definiciéon de la Sociedad Internacional de Terapia Celular (Dominici et
al., 2006). Sélo se detectaron miotubos multinucleados positivos para desmina dentro de las MPC(Figura 1A).
La cuantificacidén de las intensidades de tincién con Oil red o, alcian blue y alizarin red s tras la diferenciacion
adipogénica, condrogénica y osteogénica in vitro, respectivamente, asi como el calculo del indice de fusidn tras
la diferenciacién miogénica esquelética de las MSC y las MPC, revelaron una intensidad de tincidén
significativamente superior en oil red o (p=0.0117), alcian blue (p=0.0020) y alizarin red s (p=0.0012) de las
MSC en comparacién con las MPC, mientras que se observé un indice de fusidn significativamente mayor
(p=0.0007) en las MPC en comparacién con las MSC (Figura 1B). Asi pues, las MPC son células oligopotentes
mesenquimales , comprometidas con el linaje miogénico. Ademés, las MAC son multipotentes y capaces de
diferenciacién adipogénica, condrogénica y osteogénica in vitro.

Ejemplo 4 - Expresién de marcadores de superficie

El analisis por citometria de flujo se realizd en un citémetro de flujo Guava easyCyte 6HT 2L (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania). Brevemente, las células obtenidas mediante el Ejemplo 1 se cosecharon con tripsina a
37°C durante 5 min, se centrifugaron a 400*g y se resuspendieron en 1X PBS suplementado con 1% FCS. Se
resuspendieron 40 000 células en 195 ul de PBS 1Xy se incubaron después de afiadir 5 ul de CD34-PE, CD56-
PE, CD146-PE, IgG1-PE, IgG1-FITC, CD90-PE, CD105-PE, (todos ellos de Beckman Coulter, CA, EE.UU.),
CD49a-FITC (Miltenyi Biotec, Alemania) o CD73-PE (Becton Dickinson, NJ, EE.UU.) durante 30 minutos en un
tubo Eppendorf de 1.5 mL a 4 °C en la oscuridad. Después, las células se lavaron con 1 ml de PBS, se
centrifugaron a 400*g por 10 minutos y se resuspendieron en 195 pL de 1X PBS en una placa de fondo redondo
de 96 pocillos. A continuacién, cada reaccidn recibié 5 ul de colorante de viabilidad 7-aminoactinomicina D
(Beckman Coulter Inc., Francia) y la placa se incub6 durante 10 minutos a RT en la oscuridad. Por ultimo, los
eventos celulares se adquirieron con el software Guava InCyte™ v.2.3. Se generaron histogramas y graficos de
puntos con un minimo de 5000 eventos y un caudal de muestra de 1.8 pl/ml. La tincidn positiva se obtuvo por
comparacion con el control de isotipo establecido como al menos 95% negativo o por comparacién con células
de control (negativas).
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Para caracterizar MPC y MSC, al menos 4 muestras de pacientes individuales obtenidas por procedimientos
usados en el Ejemplo 1, asi como iSMC derivadas de las mismas por procedimientos usados en el Ejemplo 2,
se analizaron para la presencia de marcadores de linaje mesenquimal (CD105, CD90, y CD73), marcador
hematopoyético (CD34), marcador miogénico (CD56) y marcador de linaje de musculo liso (CD146). Se
considerd positivo un porcentaje medio de células positivas 250, mientras que una media <50 se considerd
negativa. Asi pues, todos los tipos celulares resultaron positivos para CD105, CD90 y CD73, pero negativos
para CD34 (Figura 2). Ademas, las MPC y las iSMC derivadas de las mismas eran CD56+, mientras que las
MSC y las iISMC derivadas de las mismas eran CD56-.

Curiosamente, la expresién del marcador de superficie CD146, asociado con el compromiso del musculo liso
vascular de las MSC (Espagnolle et al., 2014), y CD49a, expresado durante el desarrollo del musculo liso
(Belkin et al., 1990), fue negativa tanto en las MPC como en las MSC, pero positiva en las iSMC derivadas de
las mismas (Figura 2).

Ejemplo 5 - Expresién de marcadores intracelulares

Se realizé tincién de inmunofluorescencia para detectar la expresion de marcadores intracelulares directamente
en placas de 24 pocillos recubiertas de gelatina o cubreobjetos de vidrio colocados en placas de 6 pocillos
como se ha descrito anteriormente (Thurner et al., 2018). Para la inmunomarcacién fluorescente de actina alfa
de musculo liso (aSMA), smoothelina o desmina, las células se incubaron con un antiactina alfa de musculo
liso de ratén (Sigma-Aldrich Co. LLC, MO, EE. UU.), ratén antismoothelina (Merck Millipore, MA, EE. UU.),
anticadena pesada de miosina de musculo liso (Merck Millipore, MA, EE. UU.) o conejo anti-desmina (Thermo
Scientific, MA, EE.UU.), respectivamente, cada uno diluido 1:100 en medio de bloqueo. Se utilizaron
anticuerpos secundarios conjugados antiratéon Alexa488 de cabra o anticonejo Alexa547 de burro (Thermo
Scientific, MA, EE. UU.), diluidos 1:200 en medio de bloqueo. La contratincién de los nucleos se realizd
incubando las células con Hoechst33342 (Sigma-Aldrich Co. LLC, MO, EE. UU.) diluido a una concentracién
final de 2ug/ml en PBST (0.1% Triton X-100). Las células se montaron con Entellan® (Merck Millipore, MA, EE.
UU.) y se sellaron con cubreobjetos de vidrio. Las tinciones se compararon con (1) procedimientos sin
anticuerpos primarios y (2) células negativas para los anticuerpos probados. Para cuantificar el nimero de
células positivas, se superpusieron las tinciones con Hoechst y con anticuerpos y se analizaron multiples
imagenes de al menos tres preparaciones celulares independientes. El nUmero total de células positivas para
la tincidn de anticuerpos se dividi6é por el nUmero total de células (nlcleos) evaluadas con la tincién de Hoechst.
Se calcularon los valores medios y el error estandar para comparar las células obtenidas mediante los Ejemplos
1y2.

Se analizd la expresidn de proteinas contractiles intracelulares del mlsculo liso (aSMA, Smoothelina) asi como
el marcador miogénico general desmina mediante inmunotincién fluorescente en MPC y MSC obtenidas en el
Ejemplo 1 asi como iSMC derivadas de las mismas como se describe en el Ejemplo 2. Las MPC y MSC eran
aSMA-y Smoothelina-. Por el contrario, las iSMC aisladas tanto de MSC como de MPC fueron aSMA+ (Figura
3). Ademés, las iSMC aisladas de las MPC del Ejemplo 2 eran Smoothelina+. El analisis de la expresién
intracelular de Desmina revel6 que las MSC y las iSMC aisladas de las mismas son Desmina-. Por el contrario,
tanto las MPC como las iSMC aisladas de las mismas son Desmina+ (Figura 3).

Ejemplo 6 - Expresién génica

EIARN total de 1 x 10°MPC o MSC obtenidas cada una como se muestra en el Ejemplo 1 y de iSMC derivadas
de las mismas como se muestra en el Ejemplo 2 se aislé mediante RNEasy Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La preparacion de las muestras para la hibridacién de micromatrices
se llevé a cabo como se describe en los manuales del sistema NUGEN Ovation PicoSL WTA V2 y del Médulo
NuGEN Encore Biotin (NUGEN Technologies, Inc, San Carlos, CA, EE.UU.). Los arreglos hibridados se lavaron
y tifieron en una estacidén Affymetrix Fluidics FS450, y las sefiales fluorescentes se midieron con un escaner
Affymetrix GeneChip Scanner 3000 7G. Las funciones de fluidica y escaneado se controlaron mediante el
software Affymetrix GeneChip Command Console v4.1.3. El procesamiento de las muestras se realizd en un
proveedor de servicios y centro de Affymetrix, "KFB - Center of Excellence for Fluorescent Bioanalytics"
(Regensburg, Alemania).

Las sefiales resumidas de los conjuntos de sondas en escala log2 se calcularon utilizando el algoritmo RMA
con la Affymetrix GeneChip Expression Console v1.4. Los ID de conjuntos de sondas con el mayor cambio log2
de pliegues entre MPC y MPC-iSMC se utilizaron para el anélisis y la comparacién posterior con los cambios
log2 de pliegues entre MSC y MSC-iSMC. Se muestra un resumen de todos los genes analizados y los
respectivos cambios log2 en los pliegues entre MSC y MSC-iSMC, asi como entre MPC y MPC-iSMC (Figura
12). Se considerd que los cambios de pliegues Log2 =1 marcaban una regulacién al alza y, por tanto, estan
marcados con un asterisco (*). Se generaron mapas térmicos con el programa Multiple Expression Viewer (MeV
3.1.0) para visualizar los cambios log2 pliegues y realizar agrupaciones jerarquicas, asi como agrupaciones de
k-means segun la distancia Euclidiana.

Se llevé a cabo un analisis de microarrays para estudiar los cambios en la expresiéon génica asociados al
aislamiento de las iISMC de la presente invenciéon. Smoothelina (SMTN), calponina1 (CNN1), tropomiosina
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(TPM1), transgelina (TGLN, SM22), integrina-alfa-3 (ITGA3), integrina-alfa-1 (ITGA1, CD49a) vinculina (VCL)
y molécula de adhesién a células de melanoma (MCAM, CD146) (Espagnolle et al., 2014; Miano, 2010; Xie et
al., 2011), asi como el gen de compromiso miogénico desmina (DES) (Capetanaki et al., 1997) junto con todos
los genes necesarios para la contraccidén del musculo liso vascular ("KEGG PATHWAY: Vascular smooth muscle
contraction - Homo sapiens (human)", s.f.) se analizaron en detalle. Se compararon los cambios en la expresién
génica entre las MPC vy las iSMC derivadas de las mismas con los de las MSC y las iSMC derivadas de las
mismas. Considerando un log2 FC de 1 o mas y un log2 FC de -1 0 menos como una regulacién al alza o a la
baja, respectivamente, el 20.33 por ciento de los 123 genes analizados fueron regulados al alza y sélo el 3.25
por ciento a la baja durante la diferenciacién de MPC a MPC-iSMC, lo que sugiere una diferenciacién hacia un
fenotipo de célula muscular lisa. Los genes del cluster KEGG o genes marcadores de musculo liso conocidos
en las MPC-iSMC en comparacion con las MPC fueron PPP1R14A, KCNMB1, PLCB4, ACTG2, ITPR1, ADCYS,
CALCRL, KCNMA1, GNA13, CNN1, ADCY2, KCNMB4, GUCY1A3, ARAF ITGA1, PPP1R12A, MAPK1,
CALD1, KCNMB2, PRKACB, ARHGEF11, PPP1R12C, ITPR2, PLCB1 y SMTN (Figura 12).

Considerando un log2 FC de 1 o mas y un log2 FC de -1 0 menos como una regulacién al alza y a la baja,
respectivamente, el 12.20 por ciento de los 123 genes analizados fueron regulados al alza y sélo el 3.25 por
ciento a la baja durante la diferenciacién de MSC a MSC-iSMC, lo que sugiere una diferenciacién hacia un
fenotipo de célula muscular lisa. Los genes del cluster KEGG o genes marcadores de musculo liso conocidos
en las MSC-iSMC en comparacién con las MSC fueron ACTA2, ACTG2, CALD1, GNAQ, ITPR1, MAPK1, MYLS9,
KCNMA1, PLCB4, PPP1R14A, PRKCE, CNN1, TPM1, TAGLN e ITGA1 (Figura 12). Los hallazgos de que la
expresidn génica de /ITGA1, que codifica para las proteinas CD49a y SMTN, que codifica para la proteina
smoothelina, se encontr6 regulada al alza en las MPC-iSMC, apoyan nuestros hallazgos de un mayor
porcentaje de células CD49a positivas y células smoothelina positivas en las MPC-iSMC en comparacién con
las MPC, confirmando asi la expresién de marcadores de musculo liso de las MPC-iSMC. El hallazgo de que
la expresién génica de /ITGA1, que codifica para CD49a, estaba regulada al alza en las MSC-iSMC, apoya
nuestros hallazgos de un mayor porcentaje de células CD49a positivas en las MSC-iISMC en comparacién con
las MSC, confirmando asi la expresiéon del marcador de musculo liso de las MPC-iSMC.

Aunque la expresiéon de la proteina de superficie CD146 (MCAM) fue aumentada en las MPC-iSMC, la
expresion génica MCAM no fue aumentada en los experimentos de microarray, sugiriendo una regulacién
postranscripcional de la expresién CD146. Ademas, el andlisis de conglomerados de k-means de las
expresiones génicas con cambios en log2 FC en MPC y MSC durante la diferenciacién a MPC-iSMC y MSC-
iISMC condujo a la identificacién de genes regulados de forma similar al alza (Figura 4A) y a la baja (Figura 4B)
entre MPC y MSC cuando se aislaron iSMC de las mismas respectivamente. Mientras que PP1R14A, ACTG2,
PLCB4, ITPR1, MAPK1, CNN1, ITGA1 y KCNMA1 estaban regulados al alza tanto en MPC como en
MSC, PLA2G2A estaba regulado a la baja en ambos tipos celulares. En general, el 7561 por ciento de los
genes analizados estan regulados de forma similar al alza, a la baja o a ninguno de los dos en las MPC y las
MSC tras su diferenciaciéon a iISMC. Aunque se encontraron mas genes regulados al alza y menos genes
regulados a la baja en las MPC (20.33 % regulados al alza y 3.25 % regulados a la baja) que en las MSC (12.20
% regulados al alza y 5.69 % regulados a la baja), no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje
de genes regulados al alza o a la baja entre las MPC y las MSC (Figura 4C).

Ejemplo 7 - Competencia de fusién

La competencia de fusién de las MPC y las iSMC segun los Ejemplos 1y 2 respectivamente se evalué segln
su indice de fusién (FI). Para determinar el indice de fusion (Fl), las células inducidas para la diferenciacién del
musculo esquelético en el Ejemplo 3, se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con PFA al 4% durante 10
minutos. A continuacién, las células se lavaron tres veces con PBS y se tifieron con una solucién de
Hoechst33342 de 2 pg/ml durante 20 minutos. Para cada muestra se capturaron al menos tres campos durante
la obtencién de imagenes de inmunofluorescencia y se superpusieron con imagenes de contraste de fase para
facilitar la deteccién de nudcleos y limites celulares. El indice de fusién se calculé para cada campo visual
capturado dividiendo el nimero de nucleos dentro de los tubos por el nimero total de nicleos por campo tras
calcular la media de todos los campos analizados. Sélo se consideraron miotubos las células que tenian al
menos 3 nlcleos. Para el analisis estadistico se analizaron al menos 3 poblaciones derivadas de diferentes
pacientes para cada grupo de células.

La cuantificacién del Fl demostré que un nimero significativamente mayor de MPC experimenté miogénesis
esquelética en comparaciéon con las iISMC aisladas de las mismas en el Ejemplo 2, lo que sugiere una
disminucién del potencial miogénico esquelético de las MPC ftras el aislamiento de las iSMC a partir de las
MPC. (Figura 5A). Ademas, los tubos formados por iISMC contenian significativamente menos nlcleos que los
tubos formados por MPC (Figura 5B). En conjunto, las MPC parecen competentes para la fusién, mientras que
las iISMC derivadas de las mismas se consideran no competentes para la fusién.

Ejemplo 8 - Electrofisiologia

El anélisis de patch-clamp se realizd en las MPC y iSMC obtenidas segun los Ejemplos 1y 2 respectivamente,
segln un protocolo publicado previamente (Park et al., 2013), con ligeras adaptaciones especificas del
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experimento. Los procedimientos se llevaron a cabo de la siguiente manera. El registro electrofisiolégico se
realizé en una configuracion de célula completa utilizando un amplificador de patch clamp Axopatch 200A (Axon
Instruments, Foster City). Las pipetas de parche con resistencias de 1 a 4 MQ se fabricaron con vidrio de
borosilicato (GC150F-7.5, Clark Electromedical Instruments, Reino Unido) y se llenaron con solucién de pipeta.
Todos los datos se digitalizaron utilizando una interfaz DIGIDATA 1200 (Axon Instruments, Foster City), se
suavizaron mediante un filtro de Bessel de cuatro polos y se guardaron en disco. Las trazas de corriente se
muestrearon a 10 kHz y se filtraron a 2 kHz. Para la adquisicién de datos se utilizé el paquete de software
pClamp (Versién 10.0 Axon Instruments, Inc.). Para el analisis se utilizé Microcal Origin 7.0. Si no se indica lo
contrario, los reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich. La corriente entrante de los canales Cav dependientes
de voltaje se evocé aplicando pulsos despolarizantes de 500 ms desde un potencial de mantenimiento de -50
a 50 mV. Las trazas de corriente superpuestas de los canales Kv se evocaron mediante pulsos despolarizantes
escalonados entre -80 y 60 mV en pasos de 20 mV a partir de un potencial de mantenimiento de 80 mV en
MPC, MPC-iSMC y hBd-SMC.

Se observé que las células obtenidas mediante el Ejemplo 2 no mostraban corrientes entrantes ni salientes
sensibles al voltaje de canales de calcio dependientes de voltaje o canales de potasio dependientes de voltaje,
respectivamente. Por el contrario, las iSMC derivadas de MPC en el Ejemplo 2 mostraron tanto corrientes
entrantes como salientes sensibles al voltaje, como también se encontré en las hBd-SMC (Figura 6). En
resumen, el aislamiento de las iISMC mediante incubacién con TGFb1 y Heparina da lugar a una maduracién
funcional.

Ejemplo 9 - Contraccién de la matriz de gel de colageno

Para medir la contractilidad de las MSC y MPC obtenidas segun el Ejemplo 1, asi como las iSMC derivadas de
las mismas segun el Ejemplo 2, se sembraron en matrices de gel de colageno y se cuantificé la reduccidn del
tamafio porcentual del gel. En detalle, se retiraron los medios de cultivo de células subconfluentes en
recipientes de cultivo celular estandar y se lavaron las células dos veces con 1X PBS. A continuacién, se
cubrieron las células con tripsina y se incubaron durante 5 minutos a 37°C. A continuacién, se separaron las
células golpeédndolas contra las paredes del recipiente de cultivo y se resuspendieron tras afiadir medio basal
DMEM/Ham's F12. A continuacién, las células se centrifugaron a 400*g durante 10 minutos.

Se elimino el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendié en DMEM/Ham's F12 para obtener 6*10°
células por ml. Para cada gel, se mezclaron 400 ul de suspensiéon celular con 200 ul de solucién de colageno
de piel bovina (Thermo-Fisher Scientific, MA, EE.UU.). A continuacién, se afiadieron 3 pyl de NaOH 01M, seguida
inmediatamente de la resuspensién y se transfirieron 500 pl de la mezcla a un pocillo de una placa de 24
pocillos (NUNC, Thermo-Fisher Scientific, MA, EE. UU.). A continuacién, se incubd la placa de 24 pocillos
durante 30 minutos a 37°C para permitir la formacién del gel. Después, cada gel se cubrié con 500 pl de
DMEM/Ham'sF12 y se liberd del fondo de la placa de 24 pocillos para que flotara en la superficie utilizando una
punta de pipeta estéril. Por ultimo, los geles se incubaron a 37°C, 5% CO» durante 24 horas para permitir la
contraccion del gel por las células incluidas. Para cuantificar la contraccion del gel, se tomaron fotografias con
microscopio estereoscépico y se calculé el area del gel aplicando el software FIJI (image J).

Las MPC y MSC aisladas segln el paso (a) de la presente invencion (Ejemplo 1) resultaron ser no contractiles
en el ensayo de contraccién de matriz de gel de coldgeno. Por el contrario, las iSMC aisladas segun el paso
(b) de la presente invencién (Ejemplo 2) a partir de MPC y MSC mostraron una contractilidad significativamente
mayor que las células procedentes de (MPC, MSC). En resumen, las SMDC transdiferenciadas a iSMC y
aisladas segun el paso (b) (Ejemplo 2) resultaron ser contractiles en comparacién con las células aisladas en
el paso (a) (Ejemplo 1; Figura 7).

Ejemplo 10 - Regeneracién de musculo liso utilizando iSMC

Para probar el potencial de las iSMC obtenidas segun el Ejemplo 2 en términos de regeneracion lisa, se
inyectaron iSMC derivadas de MPC murinas (obtenidas segln el Ejemplo 1) en el esfinter pilérico de ratones
SHO-Prkdcs@®Hr" hembra adultos. Para ello, primero se anestesio a los ratones aplicandoles 100 mg/kg de
Ketamina; 10 mg/kg de Xilacina y 3 mg/kg de Acepromazina por via intraperitoneal. Se aplicé crema protectora
ocular durante el procedimiento. Las células crioconservadas fueron descongeladas recién, se lavaron una vez
con 1X PBS y se centrifugaron a 400*g durante 10 minutos, seguido de la resuspensién en 1X PBS hasta
alcanzar una concentracion final de 40 000 000 células/ml. Mientras tanto, los ratones que recibieron las células
se colocaron en una placa calefactora para mantener la temperatura corporal a 37 °C. A continuacién, se
mezclaron 25 pl de la suspensidn celular (que contenia 1 000 000 de células) con 5 pl de perlas de poliestireno
FluoSpheres®, de 15 ym, de color amarillo verdoso o azul (Thermo-Fisher Scientific, MA, EE.UU.), necesarias
para rastrear la localizacién de la inyeccién tras la cirugia. Para la inyeccién de iSMC en el esfinter pilérico, se
realizé una laparotomia media seguida de la localizacién de la regién del esfinter pilérico y la aplicacién de 30
Ml de mezcla de células y fluosfera utilizando una aguja 28G conectada a una jeringa de 1 ml. El peritoneo y la
capa musculo-piel se cerraron por separado mediante sutura consecutiva con 6-0 ethicon PDS mas
monofilamentos absorbibles. En el postoperatorio se aplicaron 200 mg de Novalgin (Metamizol®) por kilogramo
de peso corporal por via subcutdnea durante tres dias. 12 semanas después de la inyeccién de células, los
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ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical para obtener e imagenes de los musculos del esfinter
pilérico.

La obtencién de imagenes de regiones del esfinter pilérico recién aisladas se realizé con un IVIS Spectrum
(PerkinElmer, MA, EE.UU.) utilizando el software Living Image® version 4.5.2 (PerkinElmer, MA, EE.UU.) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, los esfinteres piléricos de ratones SHO inyectados
y de control se colocaron en una placa de petri de vidrio y se introdujeron en el sistema IVIS. Se tomaron
imagenes de fluorescencia a una altura de 2 cm con tiempos de exposicién automatizados para las
correspondientes longitudes de onda de absorcién y emisiéon de las perlas TdTomato y Fluosphere amarilla.
Posteriormente, se ajustaron las intensidades de las sefiales para eliminar las sefiales de fondo comparandolas
con explantes de esfinter de ratones de control.

Para el analisis histolégico los animales fueron anestesiados profundamente con isoflurano y sacrificados por
dislocacién cervical. El tejido de interés se diseccioné inmediatamente y se criofij6 sumergiéndolo en 2-
metilbutano enfriado con nitrégeno liquido. El tejido se corté a 15 um en un Criostato Leica 1950 y los cortes
se recogieron en portaobjetos Superfrost plus y se conservaron a -20 °C hasta su procesamiento posterior.
Para el analisis inmunohistolégico, las secciones se fijaron con PFA al 4% y se lavaron con PBS que contenia
un 01% de Tween-20 (Sigma-Aldrich). El bloqueo y la dilucién de anticuerpos se realizaron con una solucién
de PBS que contenia un 1 % de fraccién de seroalbimina bovina (Sigma-Aldrich), un 0.2 % de gelatina de piel
de pescado (Sigma-Aldrich) y un 0.1 % de Tween-20 (Sigma- Aldrich). Los anticuerpos primarios contra
tdTomato (Sicgen) o aSMA (Thermo Scientific, MA, EE.UU.) se diluyeron 1:100 en medio de bloqueo y se
incubaron durante la noche a 4 °C. Los anticuerpos secundarios (Thermo scientific) se diluyeron 1:500 y se
aplicaron a temperatura ambiente durante 4 horas. Los nlcleos se tifieron con DAPI diluido a una concentracién
de trabajo de 0.5 pg/ml (Sigma-Aldrich). Posteriormente, los cortes se montaron con Prolong Gold Antifade (Life
Technologies). Las imagenes de fluorescencia se adquirieron utilizando un microscopio confocal LSM 710 y el
software ZEN 2011 Black (Carl Zeiss).

Los inventores descubrieron que las iSMC aisladas segln el Ejemplo 2 a partir de MPC que expresaban la
proteina reportera TdTomato obtenidas segln el Ejemplo 1 eran detectables y estaban co-localizadas con
perlas fluorescentes co-inyectadas en el lugar del esfinter pilérico 12 semanas después de la implantacién, lo
que sugiere el injerto de ISMC en el lugar de la inyeccién. El examen histolégico seguido de la inmunotincién
de fluorescencia para TdTomato y aSMA sugirié que las células iISMC positivas para TdTomato se encontraban
en el musculo circular del esfinter pil6rico, asi como en la muscularis mucosa cercana a las perlas fluorescentes
coinyectadas (Figura 8). Las células iSMC positivas para TdTomato localizadas en la capa de musculo liso del
esfinter pilérico también expresaban la proteina aSMA, lo que sugiere no sélo el injerto en el tejido muscular
liso, sino también la conservacién de las caracteristicas fenotipicas de las células musculares lisas tras el
injerto, necesarias para la regeneracion del musculo liso (Figura 8).

Ejemplo 11 - Ingenieria tisular de los musculos lisos

Para probar la idoneidad de las células obtenidas por los procedimientos descritos en el presente documento
para su uso en ingenieria de tejidos, se realizd un cultivo celular en 3D. Se empleé un procedimiento que
permite la produccién de estructuras similares a esfinteres en forma de anillo ya conocido en la técnica (Gwyther
et al., 2011) utilizando células obtenidas segun el Ejemplo 1 o 2. Para producir recipientes de cultivo para el
cultivo en 3D, se fabricé un molde con tallados en forma de anillo (didmetro interior 4 mm; diametro exterior 10
mm) de acero inoxidable con el fin de producir un molde negativo de PDMS apta para autoclave. A continuacion,
se prepard una solucién de agarosa al 2% (p/v) pesando 5 g de agarosa de baja gelificacién (Sigma-Aldrich,
MA, EE. UU.) en un matraz Schott® lleno hasta 250 ml con medio basal F10 de Ham’s. A continuacién, tanto el
molde de PDMS como la solucién de agarosa se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 20 minutos. A
continuacién, el molde de PDMS se rellené con la solucién de agarosa en condiciones estériles seguido de la
incubacion a temperatura ambiente durante 1 hora para que la agarosa se solidificara. En un siguiente paso,
se separd la agarosa solidificada del molde de PDMS, se cortaron cubos de la agarosa que contenian cada
uno un molde en forma de anillo y se transfirieron a una placa de 6 pocillos rellena con 2 ml de medio basal
F10 de Ham's seguido del almacenamiento a 37°C hasta su uso posterior. Para el cultivo en 3D, las células
obtenidas en el Ejemplo 1 se centrifugaron a 400*g durante 10 minutos y el sedimento celular se resuspendid
en medio de cultivo hasta alcanzar una concentracion de 5 x 10 células/ml. A continuacion, se afiadieron 200
Ml de la suspensién celular en el molde de agarosa seguido de la incubacién a 37 °C durante 48 horas sin mas
alteraciones para permitir la formacién de anillos de las células. Tras el tiempo de incubacion, se desechd el
medio fuera del molde dentro de la placa de 6 pocillos y la placa de 6 pocillos se llené cuidadosamente con 5
ml de medio como el utilizado en el Ejemplo 1 para producir MPC o MSC cultivadas en 3D o cualquiera de
estas Ultimas como el utilizado en el Ejemplo 2 para producir cultivos 3D de iSMC. Las células se cultivaron
durante 6 dias para permitir su maduracién a 37°C, 5% CO- hasta su analisis. Tras 6 dias de cultivacién, las
células se analizaron mediante microscopia 6ptica estandar, crioseccién seguida de inmunotinciéon (Ejemplo
12) o tincién de H&E, microcopia electrénica de barrido o seccién semi/ultrafina seguida de tincién con azul de
toluidina o microcopia electrénica de transmisién. Las MPC derivadas segin el Ejemplo 1 que se
transdiferenciaron hacia iISMC como se describe en el Ejemplo 2, formaron esfinteres en forma de anillo
empleando los procedimientos descritos anteriormente basados en Gwyther et al., 2014 (Figura 9).
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Ejemplo 12 - Crioseccién e inmunotincién

Para el analisis histolégico de los cultivos 3D en forma de anillo (esfinteres de bioingenieria) obtenidos segun
el Ejemplo 11, se retiraron cuidadosamente los anillos del molde de agarosa y, utilizando una cuchara estéril,
se lavaron transfiriéndolos a un tubo Eppendorf lleno de 1XPBS y, a continuacién, se fijaron y permeabilizaron
sumergiéndolos en MetOH preenfriado a -20°C durante 5 minutos. A continuacién, se lavaron los anillos
diluyendo MetOH tres veces con 1XPBS tras eliminar la mitad de la solucién. Los esfinteres de bioingenieria
se criofijaron sumergiéndolos en 2-metilbutano enfriado con nitrégeno liquido. Los especimenes se cortaron a
15 pm en un criostato CM1950 (Leica, Alemania) y los cortes se recogieron en portaobjetos Superfrost plus
(Thermo-Fisher Scientific, MA, EE.UU.) y se conservaron a -20 °C hasta su posterior procesamiento. El bloqueo
y la dilucién de anticuerpos se realizaron con una solucién de PBS que contenia un 1 % de fraccién de albumina
de suero bovino (Sigma-Aldrich Co. LLC, MO, EE.UU.), un 0.2 % de gelatina de piel de pescado (Sigma-Aldrich
Co. LLC, MO, EE.UU.) y un 0.1 % de Tween-20 (Sigma- Aldrich Co. LLC, MO, EE.UU.). El anticuerpo primario
aSMA (Thermo-Fisher Scientific, MA, EE.UU.) se diluyé 1:100 en medio de bloqueo seguido de incubacién
durante una noche a 4 °C. Los anticuerpos secundarios (Thermo-Fisher Scientific, MA, EE.UU.) se diluyeron a
1:500 y se aplicaron a temperatura ambiente durante 4 horas. Los nucleos se tifieron con DAPI diluido a una
concentracién de trabajo de 0.5 pg/ml (Sigma-Aldrich Co. LLC, MO, EE.UU.) y los filamentos de actina se
tiferon mediante incubacién con faloidina (Thermo-Fisher Scientific, MA, EE.UU.) diluida al 1: 100 en PBS
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, los cortes se montaron utilizando Prolong Gold
Antifade (Thermo-Fisher Scientific, MA, EE.UU.). Las imagenes de fluorescencia se adquirieron utilizando un
microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U.

Se descubrié que las células dentro de los anillos de tejido obtenidos segun el Ejemplo 10 eran positivas para
actina de musculo liso alfa y desmina (Figura 10). Mientras que en los anillos tisulares derivados de MPC el
aSMA se expresaba especialmente en las células de la capa externa del anillo, en los anillos tisulares que
contenian iSMC las células que expresaban aSMA se distribuian por todo el anillo. En detalle, se observé que
mas células dentro de los anillos que se formaron a partir de MPC diferenciadas a iSMC durante el cultivo 3D
segln la combinacién de los Ejemplos 2 y 10 expresaban aSMA que las células dentro de los anillos que se
formaron a partir de MPC (Figura 10). Por el contrario, la desmina se expresaba en todos los anillos tisulares,
tanto en los anillos tisulares derivados de MPC como en los derivados de iSMC (Figura 10).

Ejemplo 13 - Microcopia electrénica de barrido

La microscopia electronica de barrido se realizé6 en el departamento de histologia y embriologia de la
Universidad Médica de Innsbruck, afortunadamente con la ayuda de Angelika Flérl y Kristian Pfaller. Para el
anélisis de las células cultivadas en 3D obtenidas mediante los Ejemplos 1y 2 (como se describe en la seccién
3.2.26) mediante microscopia electrénica de barrido, se liberaron los anillos de los moldes de agarosa, se
lavaron una vez en un tubo Eppendorf® de 1.5 ml con 1x PBS y luego se fijaron con MetOH preenfriado (-20°C),
seguido de 1 hora de postfijaciéon en tetroxido de osmio al 1%, deshidratacién con EtOH y secado de punto
critico en un secador de punto critico Bal-Tec CPD 030 (Balzers, Lichtenstein). Las muestras se montaron con
cemento de carbono conductor Leit-C segun Gécke (Plano GmbH, Wetzlar, Alemania) sobre mufiones de
aluminio recubiertos por pulverizaciéon catédica con 15 nm de Au/Pd (Balzers) y se examinaron en un
microscopio electrénico de barrido Gemini 982 (Carl Zeiss). Las MPC obtenidas segun el Ejemplo 1 y
transdiferenciadas hacia iISMC segun se describe en el Ejemplo 2 durante el cultivo 3D (Ejemplo 2) aparecieron
alargadas y como parte integrante del anillo tisular en la superficie de los anillos tisulares que se habian formado
en el Ejemplo 10 (Figura 9). Las células parecian intactas en la superficie del anillo y potencialmente viables
(Figura 9).

Ejemplo 14 - Microscopia electrénica de transmisién

Se realizé microscopia electrénica de transmisién en anillos de tejido obtenidos segin el Ejemplo 10. Por lo
tanto, los anillos se liberaron del molde de agarosa y se transfirieron a un tubo Eppendorf de 1.5 ml lleno de
1XPBS para su lavado. A continuacién, las muestras se transfirieron a un nuevo tubo Eppendorf® lleno de
Glutaraldehido al 2.5% en tampén fosfato 0.1 M (pH 7.3) para su fijacién y almacenamiento (4°C). Tras al
menos 24 horas de fijacién, los anillos se lavaron dos veces con tampén fosfato y se fijaron en OsOs al 1%
durante 45 minutos. Después, los anillos se lavaron tres veces con agua destilada, cada 15 minutos. A
continuacion, los anillos se desliquidaron en concentraciones crecientes de EtOH (70, 80, 90, 100 %), cada 30
minutos y luego se incubaron dos veces en Acetona fresca al 100 % cada 20 minutos. A continuacién, las
muestras se incrustaron en mezclas de Acetona-Epon 2:1 durante 150 minutos, seguidas de incubacién en
mezcla de Acetona-Epon 1:2 durante toda la noche. Por Ultimo, los anillos se incubaron en Epon puro girando
en un rotador durante 24 horas con un cambio de Epon a las 8 horas. Para la polimerizacién del Epon, los
anillos se incubaron a 60°C durante 24 horas. Las muestras embebidas en epon se recortaron con un Ultratrim
(Reichert) y se obtuvieron secciones ultrafinas con un Ultracut S (Reichert). Las secciones ultrafinas se
visualizaron a 80 kV con un TEM CM120 (de Philips/FEI) equipado con una camara CCD MORADA (de
Olympus/SIS).
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La microscopia electrdnica de transmisién de anillos de tejido obtenidos segln el Ejemplo 10 revelé que las
células han formado caveolas cerca de su membrana plasmética (Figura 11 Ay B). Ademas, se observé que
las células dentro de los anillos de tejido tenian una estructura de actina dominante (Figura C), que en algunas
partes de las células formaba estructuras empaquetadas densas como cuerpos densos (Figura D).

Ejemplo 15 - Expresiéon de marcadores de superficie de las MPC-iSMC murinas

Para determinar la expresion de marcadores de superficie de las MPC-iSMC murinas, se realizé citometria de
flujo en un citémetro de flujo Guava easyCyte 6HT 2L (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Brevemente, las
MPC-iSMC murinas obtenidas mediante el Ejemplo 1 se utilizaron para procedimientos de tincién con
anticuerpos de un panel de cribado de marcadores de superficie celular de ratdén disponible comercialmente
(BD biosciences, NJ, EE.UU.). Por lo tanto, las células se suspendieron en medio del crecimiento a una
concentracion de 1.25*108 células por ml y se mezclaron alicuotas de 100 ul de suspensién celular con todos
los anticuerpos primarios en placas de 96 pocillos siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla se
incub6 durante 30 minutos a 4°C, seguido de la adicién de100 pl de medio de crecimiento a cada pocillo, se
centrifugaron las placas durante 5 minutos a 300*g, se retird el sobrenadante, se afiadieron 200 ul de medio
de crecimiento a cada pocillo, se centrifugaron de nuevo, se retiré el sobrenadante y se resuspendieron las
células en 100 pl de anticuerpos secundarios biotinilados (preparados segun las instrucciones del fabricante).
Las células se incubaron de nuevo durante 30 minutos a 4 °C, seguido de la adicién de 100 pl de medio de
crecimiento a cada pocillo, se centrifugaron las placas durante 5 minutos a 300*g, se retird el sobrenadante, se
afladieron 200 pl de medio de crecimiento a cada pocillo, se centrifugaron de nuevo, se retird el sobrenadante
y se resuspendieron las células en 100 ul de estreptavidina conjugada con Alexa647 (preparada segln las
instrucciones del fabricante). Las células se incubaron de nuevo durante 30 minutos a 4°C, seguido de la adicién
de 100 ul de medio de crecimiento a cada pocillo, se centrifugaron las placas durante 5 minutos a 300*g, se
retirb el sobrenadante, se afladieron 200 pl de medio de crecimiento a cada pocillo, se centrifugaron de nuevo,
se retir6 el sobrenadante y se resuspendieron las células en 200 pl de F10 de Ham's suplementado con un 10
% de FCS. Por Ultimo, los eventos celulares se adquirieron con el software Guava InCyte™ v.2.3. Se generaron
histogramas y graficos de puntos con un minimo de 5000 eventos y un caudal de muestra de 1.8 pl/ml. La
tincién positiva se obtuvo por comparacién con el control de isotipo establecido como al menos 95% negativo
o por comparacién con células de control (negativas). Se observé que las iISMC murinas del Ejemplo 3 eran
CD49e- (Figura 13).

Ejemplo 16 - Andlisis del marcador intracelular por citometria de flujo

Brevemente, las MPC y MPC-iSMC obtenidas por el Ejemplo 1 fueron cosechadas cubriendo las células
adherentes con ftripsina 1X a 37°C durante 5 minutos, después del desprendimiento las células fueron
centrifugadas a 400*g. Se contaron las células y se alicuotaron hasta alcanzar 50,000 células/reaccién, que
luego se centrifugaron a 400 x g seguidas de resuspensién en Solucién de Fijacién y Permeabilizacién BD
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, Pharmingen™) y se incubaron a 4 °C durante 20 min. Después, las células
se lavaron con BD Perm/Wash Buffer (diluido 1:10 en agua destilada) (BD Biosciences, Pharmingen™) y se
centrifugaron. A continuacién, las células se resuspendieron en 1x PBS y se incubaron con IgG Isotype Control-
Alexa488 (Bioss Antibodies Inc., MA, EE. UU.) o anti-Pax-7-Alexa488 (Bioss Antibodies Inc., MA, EE.UU.)
durante 1 h a 4 °C en la oscuridad. Posteriormente, las células se centrifugaron, se lavaron con tampén BD
Perm/\Wash (diluido 1:10 en agua destilada) y, tras un Gltimo paso de centrifugacién, se resuspendieron en 1x
PBS. Los eventos celulares se adquirieron empleando el software Guava InCyte™ v.2.3. Se generaron
histogramas con un minimo de 3000 eventos y un caudal de muestra de 1.8 pL/ml. La tincidén positiva se obtuvo
por comparacién con el control de isotipo establecido como al menos 99% negativo.

Ejemplo 17 - Andlisis de las actividades enzimaticas

Medicién de la actividad de la acetilcolinesterasa

Preparacioén de reactivos y patrones:

Se prepard tampén fosfato de la Asociacién Americana de Salud Publica (APHA), pH 7.2 (Sigma-Aldrich Co.
LLC, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, se afiadieron 17 g de mezcla en polvo
(fosfato monopotasico, 22.66 g/l y carbonato sédico 7.78 g/l) en 400 ml de agua destilada. Tras afiadir 0.5 ml
de Triton X-100, la mezcla se disolvié en un agitador magnético durante 30 minutos a temperatura ambiente.
El volumen final se completé hasta 500 ml en una probeta y se utilizé sin dilucién adicional. El tampén se
almacend a 4°C hasta su uso. El reactivo de Ellman (4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico, DTNB, 0.5 mM) se
preparé fresco para cada ensayo de AChE pesando 2 mg en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se disolvié en 1 ml
de tampdn fosfato (pH 7.2 con 0.1% de triton X-100) agitandolo en vértex durante 1-2 minutos. El volumen final
se completd hasta 10 ml en un tubo falcon de 15 ml con tampén fosfato (pH 7.2 con 0.1% de triton X-100) y se
almacené a 4°C hasta su uso. El tioyoduro de acetilcolina (AT, 5.76 mM) se prepar6 fresco para cada ensayo
de AChE pesando 2 mg en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se disolvié en 1.2 ml de agua destilada mediante
vortex durante 1-2 minutos y se almacené a 4°C hasta su uso.
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Las diluciones estandar de AChE se prepararon en tampén fosfato (pH 7.2 con 0.1 % de triton X-100) y se
utilizaron inmediatamente. Se adquirié un stock de AChE (de Electrophorus electricus) listo para usar de 50
U/ml a AAT Bioquest® Inc., Sunnyvale, CA, EE.UU. Se diluyé para preparar 1000 mU/ml de AChE segln las
instrucciones del fabricante, que se volvié a diluir en una relacién de 1:2 para obtener 8 diluciones diferentes
que oscilaban entre 4-500 mU/ml.

Medicion colorimétrica:

Para medir la actividad de AChE, las células obtenidas por cultivo en medio de diferenciacion de musculo
esquelético segln el Ejemplo 3 se trataron como sigue: Se retird cuidadosamente el medio de diferenciacién
de la placa de 24 pocillos con la adiciéon inmediata de 300 pl de solucién DTNB 0.5 mM (preparada en tampén
fosfato, pH 7.2 con 0.1% de tritén X-100). Tras 2 minutos de incubacién a temperatura ambiente en la oscuridad,
se afiadieron 50 pl de ATl 5.76 mM (preparado en agua destilada). El contenido de la reaccién se incub6 durante
60 minutos a 30 °C en la oscuridad, seguido de la mediciéon de DO a 412 nm en un lector de microplacas Anthos
Zenyth 340rt (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido).

Para el analisis estandar de la enzima AChE: Se prepararon diluciones de enzima AChE estandar
(AAT® Bioquest, Sunnyvale, EE.UU.) de 500 a 4 mU/ml como se ha descrito anteriormente y se mezclaron 200
Ml de cada dilucién de enzima AChE estandar con 300 pl de DTNB 0.5 mM y 50 pl de ATI 5.76 mM. Se midi6 la
DO de la mezcla durante 60 minutos en una placa de 24 pocillos.

Calculo de AChE mU,./mg-proteina:

AChE mU se calculé en base a los valores de OD412 obtenidos de la medicidn colorimétrica de 60 min de
las células por extrapolacién de curvas estédndar lineales derivadas de mediciones estandar de AChE (OD a
412nm después de 7 u 8 minutos). A continuacién, se calcularon los valores de AChE mU,./mg de proteina
dividiendo AChE mU e por mg de proteina total (calculada segln el Ejemplo 19) de las células correspondientes
cultivadas en medio de diferenciacién de musculo esquelético.

Medicién de la actividad de la creatina cinasa

Para medir la actividad de AChE, las células obtenidas por cultivo en medio de diferenciacion de musculo
esquelético segun el Ejemplo 3 se trataron como sigue: Se retird suavemente el medio de las células cultivadas
en una placa de 24 pocillos y se lavaron las células con 1 ml de solucién salina de Tryrode (Sigma-Aldrich Co.
LLC, MO, EE.UU.). Inmediatamente después, se afiadieron 70 pl de tampdn de lisis directamente sobre las
células. Eltampén de lisis se prepard afiadiendo 10 pl de Triton-X-100 a 10 ml de dHO(LC-MS-Ultrachromasol,
Fluka). Tras 5 minutos de incubacidén a 4 °C en la oscuridad, se afiadieron 400 pyl de CK-NAC (Thermo Scientific,
MA, EE.UU.), previamente disueltos afiadiendo 10 ml de dH>O. La reaccién se analizé6 en un lector de
microplacas Anthos Zenith 340rt (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido) ajustado a 30°C, mediante medicién
de la absorbancia a 340 nm. Si no se indica lo contrario, se utilizaron para el analisis posterior los valores de
OD340 nm tomados 21 minutos después de la adicién de CK-NAC. La actividad CK en mU, se calculd segun
las instrucciones del fabricante y, si no se indicaba lo contrario, se normalizé dividiéndola por mg de proteina
total de las células correspondientes.

Mientras que las MPC del Ejemplo 3 analizadas para actividad ACHE y CK segun este ejemplo resultaron ser
AChE+ y CK+, las iSMC de la presente invencién (Ejemplo 3) resultaron ser AChE- y CK- (Figura 14).

Ejemplo 18 - Comparacidén de células segun la presente invencién con células conocidas en la técnica

Thurner et al. 2018 describieron el aislamiento de SMDC, que se caracterizaron por ser CD56+ o CD56-. Para
comparar las células descritas por Thurner et al. 2018 con células de la presente invencién, se contactd con
los autores del estudio referido y se les solicité el suministro de muestras. Los autores aceptaron entregar
células aisladas segln Thurner et al. 2018, por lo que estas células pudieron ensayarse segun los Ejemplos 3,
4, 5,7, 8,9 16 y 17 de la presente invencién y se compararon con MPC, MSC, MPC-iSMC y MSC-iSMC
aisladas por el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Figura 15.

Frudinger et al. 2018 describieron el aislamiento de las SMDC, que se caracterizaron por ser CD56+. Para
comparar las células descritas por Frudinger et al. 2018 con células de la presente invencién, se contacté con
los autores del estudio referido y se les solicité el suministro de muestras. Los autores aceptaron repartir células
aisladas segun Frudinger et al. 2018, por lo que estas células se ensayaron segun los Ejemplos 3, 4, 5,7, 8, 9,
16 y 17 de la presente invencién y se compararon con MPC, MSC, MPC-iSMC y MSC-iSMC aisladas por el
Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Figura 15.

Ejemplo 19 - Cuantificacién de proteinas

Las células obtenidas por cultivo en medio de diferenciacion de musculo esquelético segln el Ejemplo 3 se
analizaron para la cuantificacién de proteinas totales segun Thurner et al. 2018. Por lo tanto, las células
adherentes se lavaron primero dos veces con PBS, se cubrieron posteriormente con PBST (0.1% Triton X-100)
y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se resuspendié el lisado y se
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transfirié a un tubo Eppendorf®, se agité brevemente en vortex y se centrifugd durante 4 minutos a 1200*g. Por
ultimo, el sobrenadante claro se transfirié a un tubo Eppendorf nuevo y se determiné la concentracién de
proteinas utilizando el Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, MA, EE.UU.) segln las instrucciones
del fabricante midiendo la OD a 540 nm con un lector de microplacas Anthos Zenyth 340rt (Biochrom Ltd.,
Cambridge, Reino Unido).
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro o ex vivo para obtener células musculares lisas inducidas (iISMC), el procedimiento
comprende los pasos de:

(a) aislar células derivadas de musculo esquelético a partir de tejido muscular esquelético obtenido de un sujeto;

(b) transdiferenciar células derivadas de musculo esquelético cultivando las células en un medio que contenga
TGF-beta, en particular TGFb1, TGFb2 y/o TGFb3, mas preferiblemente TGFb1 y/o TGFb3, mas
preferiblemente TGFb1, y heparina para obtener iSMC,

en las que las células derivadas del mulsculo esquelético son células progenitoras miogénicas
(MPC) caracterizadas por la expresién positiva de CD56 y desmina, y la expresién negativa de CD34;

0 en las que las células derivadas del mulsculo esquelético son células estromales mesenquimales
(MSC) caracterizadas por la expresién positiva de CD105, CD73, y la expresién negativa de CD34 y CD56.

2. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que las iISMC obtenidas en el paso (b) no son competentes
para la fusién y/o se caracterizan por la expresién positiva de aSMA, CD49a y CD146.

3. El procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que las iSMC obtenidas a partir
de MPC en el paso (b) se caracterizan por la expresién positiva de aSMA, CD49a, desmina, CD56 y CD146,

la expresién negativa de CD34;
y en las que las iISMC obtenidas a partir de MSC en el paso (b) se caracterizan por la expresion positiva de
aSMA, CD49a y CD146, y la expresién negativa de CD56.

4. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que después del paso (a) se
lleva a cabo un paso (a1) que comprende la proliferacién de las células derivadas del mlsculo esquelético,
preferiblemente para recibir 20-40 x 10° células.

5. El procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el paso b) se lleva a cabo
durante uno a seis dias.

6. El procedimiento seglin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el paso (b) se lleva a cabo
en un medio de cultivo celular que contiene 1-10 pyg/ml de TGFb1 y 10-30 pyg/ml de Heparina o 1-6 U/ml de
Heparina.

7. Una poblacién de células musculares lisas inducidas (iISMC) obtenidas por el procedimiento segln cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6, en la que las iISMC obtenidas en el paso (b) no son competentes para la fusién
y se caracterizan por la expresién positiva de aSMA, CD49a y CD146.

8. Una poblacién de células musculares lisas inducidas (iISMC) obtenidas a partir de MPC caracterizadas por
la expresidn positiva de aSMA, desmina, CD56, CD49a y CD146, la expresidn negativa de CD34 y AChE y en
la que las iISMC se caracterizan ademas por la expresién negativa de CD49e y en que no son competentes
para la fusion.

9. Una poblacién de células musculares lisas inducidas (iSMC) obtenidas a partir de MSC caracterizadas
por la expresién positiva de aSMA, CD49a y CD 146, la expresiéon negativa de CD56 y AChE y en la que las
iISMC se caracterizan ademas por la expresién negativa de CD49e y en que no son competentes para la
fusion.

10. La poblacién de células musculares lisas inducidas (iSMC) segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9,
en la que las iISMC expresan canales funcionales de calcio y/o potasio.

11. La poblacién de células musculares lisas inducidas (iISMC) segln cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10
para su uso en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad o trastorno en un sujeto.

12. La poblacién de células musculares lisas inducidas para el uso segun la reivindicacién 11, en la que la
enfermedad o el trastorno son deficiencias musculares lisas seleccionadas preferiblemente del grupo que
consiste en incontinencia anal, incontinencia urinaria, enfermedad por reflujo, gastroparesia, vejiga hiperactiva
e hipoactiva y/o en la que la deficiencia muscular lisa es una deficiencia de un musculo del esfinter.

13. La poblacién de células musculares lisas inducidas segln cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10 para su
uso en ingenieria tisular o terapia celular.

14. Uso in vitro de células musculares lisas inducidas segln cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10 para el
control de farmacos.
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PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE CELULAS MUSCULARES LISAS INDUCIDAS
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Figura B
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Figurag 12

e MSC M PC Gan ST MR SSer MST MPC
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Figura 13
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Figura 14
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