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COMPOSICION Y METODO PARA LA REPARACION Y REGENERACION
MUSCULAR

SOLICITUDES RELACIONADAS
[0001] Estasolicitudreivindica el beneficiode 35 U.S.C. § 119(e) para la Solicitud de
Patente Provisional de E.U.A.de numero de serie 61/378,996, presentada el 1 de
Septiembrede 2010, cuyo contenidoes incorporado a la presente mediante referenciaen toda

suintegridad.

APOYO GUBERNAMENTAL
[0002] Esta invencionfue realizada con el apoyo gubernamentalen virtud de la
subvéncion No.W81XWH-07-1-0212 otorgada por la Armada de los Estados Unidos de

Norteamérica. El gobierno tiene ciertos derechossobreesta invencion.

CAMPO DE LA INVENCION
[0003] La presente invenciénse encuentra referida a métodos y composicionespara la

reparacion y regeneracion muscular.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0004] Las lesiones en los musculos incluyenlesiones agudasa los miusculos
esqueléticostales como contusiones (hematomas), laceraciones, isquemia, tensiones, y
rupturas completas. Estas lesiones pueden causar un tremendo dolor y pueden incapacitara
lapersona afectada, evitando que ellos sean capaces de trabajar o incluso de participaren las
actividades normales de la vida diaria.

[0005] Los musculos esqueléticospueden ser lesionados por una amplia variedad de
razonesque incluyenel exceso de uso, trauma, infecciones y la perdida de la circulacion
sanguinea.  En general, los miusculostienen una adecuadacapacidad de reparacion,
particularmenteen gente joven, pero esteproceso de reparaciénpuede no ser efectivo
enpersonas de la tercera edad o después de repitas rondas deexceso de uso, trauma
severouotros procesos. En tales casos, los musculospierden funcién y fuerza de contraccién
y pueden ser reemplazadosportejido de cicatrizacién (tejido conectivo) por lo que pueden
perder contractibilidad, causando perdida de lafuncién muscular. Las terapias actuales
incluyen masaje, ultrasonido, administracién de oxigeno hiperbarico, y tratamiento con
farmacostales como fenoterol y factor de crecimiento similar a la insulina-1. Estas terapias
pueden proporcionar algunos resultados beneficiosos, pero estan lejos de brindar un

resultado idealen términosdeefectividad y eficiencia.  Adicionalmente, las actuales
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terapiasno se encuentran especificamentedirigidas a losmecanismos basicos de reparacion y
14 P |

regeneracion de las células musculares.
[0006] De acuerdo con esto, existe una necesidad pormétodos y composicionesque

puedan inducir la reparacion y regeneracién muscularde forma répida y efectiva.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0007] En un aspecto, la invencién proporciona unmétodo para la regeneracion y
reparacion muscularen un sujeto,en donde el método comprende la administracion de
unacantidad terapéuticamente efectivade un agonista del receptor de 4cido retinoico
(RAR)a un sujeto, el cual es un sujeto que tiene el tejido muscular dafiado. En algunas
realizaciones, elAgonista de RARes unagonista de RARy.

[0008] Un aspectode la invenciénse refiere a unmétodo de regeneracion o reparacion
muscularen un sujeto,que comprende la administracién de unacantidad terapéuticamente
efectivade unagonista del receptor de 4cido retinoico gama (RARY)a un sujeto conel tejido
muscular lesionado, para de este modoreparar o regenerarel tejido muscular lesionado. En
una realizacionde los métodos descritos en el presente documento, la administracion es
local o sistémica. En una realizacionde los métodos descritos en el presente documento, la
administracién se iniciadurante un periodo de tiempode incremento de lasefializacion del
retinoide endégenoen el sujeto,lo cual resulta a partir del inicio de la lesién del tejido
muscular. En una realizaciénde los métodos descritos en el presente documento, la
administracion se iniciaa més tardar 3 dias despuésde la ocurrencia de la lesion del tejido
muscularen el sujeto. En una realizacionde los métodos descritos en el presente
documento, la administracion se inicia en aproximadamente 4 dias después de laocurrencia
de la lesion del tejido muscularen el sujeto. En una realizacionde los métodos descritos en
el presente documento, la administracion se inicia en aproximadamente 5 dias después de la
ocurrencia de la lesion del tejido muscular en el sujeto. En una realizacionde los métodos
descritos en el presente documento, la administracién se inicia en aproximadamente 6 dias
después de la ocurrencia de la lesion del tejido muscular en el sujeto. En una realizacionde
los métodos descritos en el presente documento, la administracion se inicia a
aproximadamente 7 dias después de la ocurrencia de la lesion del tejido muscular en el
sujeto. En una realizaciénde los métodos descritos en el presente documento, la
administracion se inicia a aproximadamente 5 dias, y se continda a través de al menos 7
dias luego de laocurrencia de la lesion del tejido muscularen el sujeto. En una
realizacionde los métodos descritos en el presente documento, la administracionse continua
a través de al menos 9 dias de laocurrencia de la lesién del tejido muscularen el sujeto. En
una realizacionde los métodos descritos en el presente documento, el agonista del RARyes

seleccionado a partir del . grupo que consiste deCD-271 (acido 6-(4-Metoxi-3-
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triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-437 (4cido 6-(4-
Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-1530 (4cido 4-(6-
Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoicoo); CD-2247;  palovaroteno
(4cido 4-[(1E)-2-[5,6,7,8-tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1H-pirazol-l-ilmetil)-Z-
naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (acido 3-Fluoro-4-[(R)-2-hidroxi-2-(5,5,8,8-
tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); BMS-189961 (4cido 3-
Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-
benzoico); CH-55 (4cido 4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-butil-fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico); acido
6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-iniloxi)fenil |naftalen-2-carboxilico; acido 5-[(E)-3-0x0-3-
(5,5,8,8-tetrahidronaftalen-2-il)propenil |tiofen-2-carboxilico; y enantiomeros, derivados,
profarmacos, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En una realizacionde los
métodos descritos en el presente documento, el tejido muscular es lesionadocomo resultado
de unaaccidente o lesiéon fisica, enfermedad, infeccién, exceso de uso, perdida de
circulacién sanguinea, o pérdida o atrofia muscular. En una realizacionde los métodos
descritos en el presente documento, el tejido muscular lesionadoes un misculo distréficoun
musculo envejecido. En una realizacionde los métodos descritos en el presente documento,
el tejido muscular es lesionadocomo resultado de la atrofia/perdidamuscular. En una
realizaciénde los métodos descritos en el presente documento, el sujeto es un mamifero. En
una realizacionde los métodos descritos en el presente documento, el sujeto es un raton.
En una realizacionde los métodos descritos en el presente documento, el sujeto es un
humano. En una realizacionde los métodos descritos en el presente documento, el método
ademas comprendela administracién de un agente anti-inflamatorioal sujeto.

[0009] Otro aspecto dela presente invencionse refiere a unmétodo de regeneracion o
reparacién muscularen un sujeto,que comprende la administracién decélulas madre
pluripotentes o multipotentesque han sido pre-tratadas conunagonista de RARy, a un
sujetoen el sitio de la lesién muscular, para de este modoreparar o regenerarel musculo en
el sitio. En una realizacionde los métodos descritos en el presente documento, la lesion del
musculo es una lesion de tejido compuesto. En una realizacionde los métodos descritos en
el presente documentola lesién de tejido compuestocomprende una lesiéna musculo y
hueso. En una realizaciénde los métodos descritos en el presente documentolas células
madre pre-tratadasson administrados en combinacion concélulas madre no-tratadas. En una
realizaciénde los métodos descritos en el presente documento,las células madre pre-tratadas
y las células madre no-tratadasson administradas en una proporcion de 1:1. En una
realizaciénde los métodos descritos en el presente documento, las células madre pre-
tratadashan sido pre-tratadas con elagonista de RARypor un periodo de alrededor 3 dias.
En una realizaciénde los métodos descritos en el presente documento, las células madre

pluripotentesson células madre pluripotentes inducidas. En una realizaciénde los métodos
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descritos en el presente documento, las células madre pluripotentescélulas madre
mesenquimales. En una realizacionde los métodos descritos en el presente documento, la
administracion es local. En una realizacionde los métodos descritos en el presente
documento, la administracion se realizamediante el trasplantede las células en un sujeto.
En una realizacionde los métodos descritos en el presente documento,las células madre
administradas al sujeto son pluripotentes autologas o heterologas. En una realizacionde los
métodos descritos en el presente documento, las células madre pluripotentesson de
mamifero. En una realizacionde los métodos descritos en el presente documento, las células
madre pluripotentesson de roedor. En una realizacionde los métodos descritos en el
presente documento, las células madre pluripotentesson de humano. En una realizacionde
los métodos descritos en el presente documento, el método ademds comprendela
administracion de un agente anti-inflamatorioal sujeto. En una realizacionde los métodos
descritos en el presente documento, el agonista de RARyes seleccionado a partir del grupo
que consiste deCD-271  (4cido  6-(4-Metoxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-
~ naftalencarboxilico); CD-394, CD-437 (4cido 6-(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-
ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-1530 (4cido 4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-
2-naftalenil)benzoico); CD-2247; palovaroteno (acido 4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-
5,5,8,8-tetrametil-3-(1 H-pirazol-1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil ]-benzoico); BMS-270394
(acido 3-F1u0r0-4-[(R)—2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-Z-il)-
acetilamino]-benzoico); BMS-189961 (4cido 3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-
5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (acido4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-
butil-fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico); acido6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenil Jnaftalen-2-carboxilico; 4cido5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-tetrahidronaftalen-2-
il)propenil]tiofen-2-carboxilico; 'y enantiomeros, derivados, profarmacos, sales
farmacéuticamente aceptables del mismo, y combinaciones del mismo. En una
realizacionde los métodos descritos en el presente documento, la lesion del musculo es el
resultado de unaccidente o lesion fisica, enfermedad, infeccion, exceso de uso, perdida de
circulacién sanguinea, o pérdida o atrofia muscular. En una realizacionde los métodos
descritos en el presente documento, el tejido muscular lesionadoes un musculo distroficoo
un musculo envejecido. En una realizacionde los métodos descritos en el presente
documento, la lesién muscular es el resultado de la atrofia/envejecimiento muscular.

[0010] Otro aspecto de la invenciénse refiere a unmétodo para la inducciéon o
estimulacionde diferenciacion miogénicade células madre mesenquimales aisladasin vitro
que comprende, contactar las células madre mesenquimalescon una cantidad efectivade
unagonista del receptor de 4cido retinoico gama (RARy). En una realizaciénde los métodos

descritos en el presente documento, el contacto se realiza por unperiodo de
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tiemposeleccionado a partir del grupo que consistede aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 1 dia,aproximadamente 2 dias, y aproximadamente 3 dias.

[0011] Otro aspecto de la invencionse refiere a unmétodo para la induccién o
estimulacionde diferenciacion linaje-dirigidode una célula madre pluripotenteen un linaje
mesenquimal, el método comprende poner en contactola célula madre pluripotentecon una
cantidad efectivade un agonista del receptor de acido retinoico gama (RARy). En una
realizacionde los métodos descritos en el presente documento, la célula madre
pluripotentees una célula madre pluripotente inducida. En una realizaciénde los métodos
descritos en el presente documento, la célula madre pluripotentees una célula madre
mesenquimal. En una realizacionde los métodos descritos en €l presente documento, el
linaje mesenquimales seleccionado a partir del grupo que consiste demiogénico,
osteogénico, condrogénico, tendogénico, ligamentogénico, estromatogénico de la médula,
adipogénico, y dermogénico. En una realizacionde los métodos descritos en el presente
documento, la célula madre pluripotentees de mamifero. En una realizaciénde los métodos
descritos en el presente documento, la célula madre pluripotentees de roedor. En una
realizaciénde los métodos descritos en el presente documento, la célula madre
pluripotentees de humano. En una realizacionde los métodos descritos en el presente
documento, el agonista de RARyes seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271
(4cido 6-(4-Metoxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-
437 (4cido6-(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-1530
(4cido4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-2247;
palovaroteno (acido4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1H-pirazol-1-
ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (4cido3-Fluoro-4-[(R)-2-hidroxi-2-
(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-i1)-acetilamino]-benzoico); BMS-189961
(écid03-Fluor0-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-
acetilamino]-benzoico); CH-55 (4cido4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-butil-fenil)-3-oxo-propenil]-
benzoico); 4cido6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-iniloxi)fenilJnaftalen-2-carboxilico;
4cido5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-tetrahidronaftalen-2-il)propenil]tiofen-2-carboxilico; y
enantiomeros, derivados, profarmacos, sales farmacéuticamente aceptables del mismo, y
combinaciones del mismo.

[0012] Otro aspecto de la invenciénse refiere a unacomposicion que comprende células
madre mesénquimalesen done una porcionde las células madre mesénquimalesha sido pre-
tratadamediante contacto con unagonista de RARypara de este modo generarcélulas madre
mesénquimales pre-tratadas. En una realizacionde las composiciones descritas en el
presente documento, la porcién de lascélulas madre mesénquimales pre-tratadases
seleccionada a partir del grupo que consiste de 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, y 90%. ~ po0olte



[0013] Otro aspecto de la invencionse refiere a unacomposicién que comprendeuna
poblacién de células madre pluripotentes, en donde al menos una célulade la poblacionfue
contactada con unagonista de RARypara de este modo generarunacélula madre pluripotente
pre-tratada. En una realizaciénde las composiciones descritas en el presente documento, la
célula madre pluripotentees una célula pluripotente inducida. En una realizacionde las
composiciones descritas en el presente documento, la célula madre pluripotentees una
célula madre mesenqﬁimal. En una realizacionde las composiciones descritas en el
presente documento, la célula madrees una célula madre aislada. En una realizaciénde las
composiciones descritas en el presente documento, la célula madre es de mamifero. En una
realizacionde las composiciones descritas en el presente documento, la célula madre es de
murino. En una realizaciénde las composiciones descritas en el presente documento, la
célula madre es de humano. En una realizaciénde las composiciones descritas en el
presente documento, el agonista de RARyes seleccionado a partir del grupo que consiste
deCD-271 (&cido 6-(4-Metoxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico);
CD-394, CD-437 (4cido6-(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-
naftalencarboxilico); CD-1530 (4cido4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-
naftalenil)benzoico); CD-2247; palovaroteno (4cido4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-
tetrametil-3-(1H-pirazol- 1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (&cido3-
Fluoro-4-[(R)-2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-i1)-acetilamino]-
benzoico); BMS-189961 (4cido3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (acido4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-butil-
fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico); 4cido6-{3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenil|naftalen-2-carboxilico; acido5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-tetrahidronaftalen-2-
il)propenil]tiofen-2-carboxilico; 'y  enantiomeros, derivados, profarmacos, sales
farmacéuticamente aceptables del mismo, y combinaciones del mismo.

[0014] En otro aspecto dela presente invenciénse refiere a unacomposicion
farmacéutica que comprendeuna poblacién de células madre pluripotentesdescritas en el
presente documento y un transportador farmacéuticamente aceptable.

[0015] Otro aspecto dela presente invencionse refiere a un kit para la reparacién o
regeneracion del musculo, que comprende al menos unode un agonista de RARy,
unAgonista de RARy y unacélula madre, o una composicién que comprendeuna célula
madre, descrita en el presente documento. En una realizacionde los kits descritos en el
presente documento, la célula madrees una célula madre pluripotente inducida. En una
realizacionde los kits descritos en el presente documento, la célula madrees una célula
madre mesenquimal. En una realizaciénde los kits descritos en el presente documento, el
agonista de RARyes formuladoen una composicion farmacéutica. En una realizacionde los

kits descritos en el presente documento, el agonista de RARyes formuladopara la aplicacion
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topica. En una realizaciénde los kits descritos en el presente documento, la célula madrees
una célula madre aislada. En una realizacionde los kits descritos en el presente documento,
la célula madre es de mamifero. En una realizacionde los kits descritos en el presente
documento, la célula madre es de roedor. En una realizacionde los kits descritos en el
presente documento, la célula madre es de humano. Enuna realizacidnde los kits descritos
en el presente documento, el agonista de RARyes seleccionado a partir del grupo que
consiste deCD-271 (4cido 6-(4-Metoxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-
naftalencarboxilico); CD-394, CD-437 (4cido6-(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-
ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-1530 (4cido4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-
2-naftalenil)benzoico); CD-2247; palovaroteno (4cido4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-
tetrametil-3-(1H-pirazol-1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (acido3-
Fluoro-4-[(R)-2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8—tetrahidro-naftélen-2—il)-acetilamino]-
benzoico); BMS-189961 (écid03-Flu0r0-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrameti1-5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (&cido4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-butil-
fenil)-3-oxo-propenil ]-benzoico); acido6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenilnaftalen-2-carboxilico; 4cido5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-tetrahidronaftalen-2-
ilpropenil]tiofen-2-carboxilico;, 'y  enantiomeros, derivados, profarmacos, sales
farmacéuticamente aceptables del mismo, y combinaciones del mismo. En una
realizacionde los kits descritos en el presente documento, el kit comprende ademas
instrucciones para su uso.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0016] La Figura les un grafico de barras de los datos obtenidosa partir del andlisis
histologicodel tejido de musculo esquelético4 semanasdespués de la lesion. Para evaluar y
cuantificarlos cambios en la estructura del tejido de musculo esquelético, se tomaron
imagenes de secciones seriadas tefiidas con tricromoy se usaronpara determinarlas
cantidades relativas de fibras musculares, tejido adiposo y fibrosoen multiples areas
definidasmediante el programa ImagePro. Las 4reas analizadasfueron grillas de 9 x 9 cada
una (aproximadamente 3 x 3 mm) que incluyen el sitio lesionado original (2 x 2 mm). Note
que la lesion muscular causa una disminucionen las fibras musculares totales en el areay un
incremento conjuntoen los tejidos fibrosos y adipososen el area. En contraste, el
tratamiento con CD1530 restaura en gran parte la composicién del tejido. '
[0017] La Figura 2es una representacion graficade los datos obtenidosa partirdel
andlisis histomorfométricode la composicion del musculo lesionado.
[0018] La Figura 3indica nombres y estructuras quimicasde algunosagonistas de

RARys ejemplificados.

000008



[0019] La Figura 4es una serie de graficos de barras con datos provenientesa partir de
los datos experimentales que indican que la concentracién local de RA disminuyeprimero y
después se incrementa de forma pasajeraluego de la lesién muscular.

[0020] La Figura Ses una serie de graficos delineascon datos provenientes a partir de
los datos experimentales que indican que la concentracion local de RA disminuye primero
y después se incrementa de forma pasajera luego de la lesién muscular.

[0021] La Figura 6 es un grafico de barrasde los datos obtenidosa partir del analisis
histolégicodel tejido de musculo esquelético4 semanasdespués de la lesionluego de los
tiempos de tratamiento indicados con agonista de RARy. En el grafico, el segmento lleno
de la izquierda indica un musculo. El segmento en el lado derecho de este,el cual es
mostrado como abierto (blanco)indica tejido adiposo. El segmentoal lado derecho de este,

relleno, indica tejido fibroso.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0022] Aspectos de la invencion relacionadosa las caracteristicas de las célula madres
progenitoraspueden ser inducidosal someterse a ladiferenciacion muscularmediante la
exposicion aguda o crénicaal agonista del receptor de acido retinoico gama (RARy)s. De
acuerdo con esto, En un aspecto, la invencién se proporciona unmétodo para la reparacion o
regeneraciondel tejido muscular lesionadode un sujeto, en donde el método comprende la
administracién de una a cantidad terapéuticamente efectivade un agonista del receptor de
acido retinoico (RAR)a un sujeto, el cual es un sujeto que tiene el tejido muscular dafiado.
[0023] Tal como se usa en el presente documento, el término “tejido muscular
lesionado” se refiere aun tejido muscular, tal como un musculo esquelético o cardiacoque
ha sido alterado mediante por ejemplo unaccidente o lesion fisica, enfermedad, infeccion,
exceso de uso, perdida de circulaciéon sanguinea, o mediantefactores genéticos o
ambientales. El tejido muscular lesionadopuede ser un misculo distréfico oun musculo
envejecido. Ejemplos de sintomas de dafio muscularincluyen, pero no estdn limitados a,
hinchazén, hematomas o enrojecimiento, cortes abiertos como consecuencia de una lesion,
dolor en reposo, dolor cuando se usa un musculo especifico o la articulacion relacionada
con el musculo, debilidad del musculo o lostendones,eincapacidad para utilizar el musculo.
[0024] En algunas realizacionesde este u otrosaspectos de la invencidn, el tejido
muscular es lesionadocomo resultado de laatrofia/perdida muscular. En algunas
realizacionesde este u otros aspectos de la invencion, el tejido muscular es lesionadocomo
resultadode una lesidn fisica.

[0025] En algunas realizacionesde este u otros aspectos de la invencién, el musculo

lesionadoes musculo esquelético. 00 gon Q



[0026] En algunas realizacionesde este u otros aspectos de la invencion, la
enfermedadque resulta enel tejido muscular lesionadoes unamiopatia. Sin ninguna
limitacion, lamiopatiapuede ser unamiopatia congénitao una miopatia adquirida. Ejemplos
de miopatias incluyen, pero no estdn limitados a, distrofias, miotonia (neuromitonia),
miopatiascongénitas (por ejemplo, miopatia mesalina, miopatia multi/mininticleo, miopatia
centronuclear (omiopatia miotubular)), miopatias mitocondriales, paralisisperiodica
familiar, miopatias inflamatorias, miopatias metabolicas (por ejemplo, enfermedad del
almacenamiento de glicogeno | y desordenes del almacenamiento de lipidos),
dermatomiositis, polimiositis con inclusionesde cuerpos miositicos, miositis osificante,
rhabdomiolisis y mioglobinuirias.

[0027] En algunas realizacionesde este u otros aspectos de la invencion, la miopatiaes
una distrofiaseleccionada a partir del grupo que consistededistrofia muscular, distrofia
muscular de Duchenne, distrofia muscular de Becker, distrofia de los reflejos simpéticos,
distrofia Retinal, distrofia de los Conos, distrofia Miotonica, distrofia de la corea, y
cualquiercombinacion delos mismos.

[0028] Sin que se desee hacer alguna relacién con alguna teoria, los métodos descritos
en el presente documentoreducen y/o inhiben la formacion detejidos similares a las
cicatricesenel tejido muscular lesionado. De acuerdo con esto, en algunas realizaciones, la
formacion detejidos similares a las cicatricesenel tejido muscular lesionadoes reducido en
al menos 5%, al menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%,
al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, o 100%
(reduccién completa) con relacion a un nivel de referencia.

[0029] En algunas realizaciones, la cantidad de tejido adiposoy/otejido conectivoenel
tejido muscular lesionadoes reducido en al menos 5%, al menos 10%, al menos 20%, al
menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80%,
al menos 90%, al menos 95%, o 100% (reduccién completa) con relacion a un nivel de
referencia.

[0030] De nuevo, sin que se desee hacer alguna relacion con alguna teoria, los métodos
descritos en el presente documentollevan a un incrementoen la cantidad de cadena pesada
de miosina (MHC) en el tejido muscular lesionado. De acuerdo con esto, En algunas
realizacionesla cantidad decadena pesada de miosina (MHC) enel tejido muscular
lesionadoes incrementado enal menos 5%, al menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al
menos 40%, al menos 50%, al menos 60 %, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90 %,
al menos, 1 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 50 veces, o' 100 veceso
mas,con relacion a un nivel de referencia.

[0031] De forma adicional,los métodos descritos en el presente documentoincrementan

el niimero de células MHC positivas elongadassimilares a células musculares. De acuerdo
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con esto, en algunas realizaciones, el nimero de células MHC positivas elongadas similares
a células muscularesenel tejido muscular lesionadoes incrementado enal menos 5%, al
menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60 %,
al menos 70%, al menos 80%, al menos 90 %, al menos, 1 veces, 2 veces, 3 veces, 4 VCCC-S,
5 veces, 10 veces, 50 veces, o 100 veceso mas,con relacion a un nivel de referencia.

[0032] Como se discute en la presente descripcion, las células madre
progenitoraspueden ser inducidas o estimuladas para ser sometidas adiferenciacion
muscularmediante la exposicion aguda o cronicaalagonista del receptor de 4cido retinoico
gama (RARy). De acuerdo con esto, se observa un incrementoen los factoresmiogénicos
regulatorios. Los factores miogénicos regulatoriossonfactores de transcripcion basico-
hélice-giro-hélice (bHLH) que regulan la miogénesis. Ver por ejemplo, Perry, R. &
Rudnick, M. (2000). “Molecular mechanisms regulating miogenic determinationand
diferenciation”, Front Biosci5: D750—67 (2000), cuyo contenido es incorporado a la
presente descripeion por referencia.  Ejemplos de los factores miogénicos regulatorios
incluyen, pero no estan limitados a, MyoD (Myf3), Myf5, miogenina, y MRF4 (Myf6).
MyoD es uno de los primeros marcadores decompromiso miogénico. MyoD es
expresadoen célulassatélite activadas, pero no en células satélite quiescentes. Aunque el
MyoD marcael compromisomioblastico, el desarrollo muscular no es dramaticamente
disminuido en ratones mutantes que han perdido el gen de MyoD. Esto es posible debido a
la redundancia funcional de Myf5.

[0033] De acuerdo con esto, en algunas realizaciones, el nivel deal menosun factor
regulatoriomiogénicoenel tejido muscular lesionado seincrementa enal menos 5%, al menos
10%, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60 %, al
menos 70%, al menos 80%, al menos 90 %, al menos, 1 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5
veces, 10 veces, 50 veces, o 100 veceso mas,con relacion a un nivel de referencia.

[0034] En algunas realizaciones, la cantidad deal menosuna lamininaenel tejido
muscular lesionadoes incrementado enal menos 5%, al menos 10%, al menos 20%, al
menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60 %, al menos 70%, al menos 80%,
al menos 90 %, al menos, 1 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 50 veces, o

100 veceso mas,con relacion a un nivel de referencia.

Agonistas del receptor de dcido retinoico (RAR)

[0035] Tal como se usa en el presente documento, el término “Agonista de RAR” es
cualquiercompuestoque es capaz de transactivarcualquiera de losreceptores del acido
retinoicocon una ED50de menos de 1000nM, menos de 500nM, menos de 250nM, menos
de 200nM, menos de 100nM, menos de 50nM, menos de 25nM, menos de 20nM, menos de
10nM, menos de 1nM, menos de 0.1nM, menos de 0.01nM, o menos de 0.00118\6. 0 01 1
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[0036] Los receptores de retinoideson clasificados endos familias, los receptores del
acido retinoico (RARs) y los receptores del retinoide X (RXRs), donde cada uno de los
cuales consiste detres subtipos distintos o, B, y y. Ada subtipo de la familia de genes
RARcodifican un numero variable de isoformas que aparecenmediante splicing
diferencialde los dos principales transcriptos de ARN. Todos los acidos retinoicos trans
(ATRA) y sus otros analogos retinoidales que se encuentran en la naturaleza (dcido
retinoico 9-cis, todos los pacidos retinoicos trans didehidro 3-4, 4cido retinoico 4-oxo y
retinol) son compuestos regulatorios pleiotroficosque se enlazan con los receptores
retinoides. Por ejemplo, el ATRA se enlaza con aproximadamente la misma afinidadatodos
los tres subtipos deRAR, pero no se enlaza a los receptores RXR. En su lugar,para estos
receptores,el acido retinoico 9-cis es elligando natural.

[0037] Tal como se usa en el presente documento, el término “transactivacion” se
refiere a la capacidad de unagonista de RARpara activar latranscripcionde un gen en donde
ella transcripcion del genes iniciadamediante el enlace de un ligandoareceptores
particularesdel 4cido retinoico que estan siendo validados, es decir, RARa, RARB, o RARy.
La determinacion de la capacidad de un compuestopara transactivarunreceptor de dcido
retinoicopuede ser llevado a cabomediante métodos conocidospara aquellas personas
versadas en el arte. Ejemplosde tales métodosse encuentran en Bernard et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun., 186: 977-983 (1992) y Apfel et al., Proc. Nat. Sci. Acad. (USA),
89: 7129-7133 (1992), cuyo contenido de ambos es incorporado a la presente descripcion
mediante referencia: .

[0038] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripeion, el
agonista de RARes unagonista selectivo RARy. Tal como se usa en el presente documento,
el término “Agonista selectivo RARY” se refiere a uncompuestoque es capazde enlazarse
selectivamente al receptor RARy ypromover la activacion de RARy. De forma general, el
agonista selectivo RARys se enlazard alreceptor RARya concentraciones significativamente
menoresque para los receptores RARo. y RARB.  Por ejemplo, unagonista selectivo de
RARyse enlazara al receptor RARycon una selectividad de més de 5 veces, mas de 10
veces, mas de 20 veces, mas de 30 veces, mas de 40 veces, mas de 50 veces, més de 60
veces, mas de 70 veces, méas de 80 veces, mas de 90 veces o mas, que a los receptores
RARa y RARB.

[0039] La selectividad como un agonista de RARyde uncompuestopuede ser
determinadamediante ensayos de rutina de union a ligandolos cuales son conocidos parauna
persona normalmente versada en el artetal como se describe en Apfel et al., Proc. Nat. Sci.
Acad. (USA), 89: 7129-7133 (1992); M. Teng et al., J. Med. Chem., 40: 2445-2451 (1997);
y PCT Pub. No. W01996/30009, cuyo contenido es incorporado a la presente descripcion

en toda su integridad. 00 0 0 l 2



12

[0040] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion, el
agonista de RARes unAgonista selectivo RARy/B. Tal como se usa en el presente
documento, el término “Agonista selectivo RARY/P” se refiere auncompuestoque
selectivamente se une a los receptores RARy y RARB, promoviendo la activacion de ambos
RARY y RARB y evita la activacion de los receptores RARa.

[0041] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion, el
agonista de RARes unagonista de RARque esal menos gama selectivo y es inactivo frente
aRARa. Tal como se usa en el presente documento, el término “Agonista de RARque es al
menos gama selectivo y es inactivo frente aRARa” se refiere auncompuestoque es selectivo
para RARY o selectivo paraRARY/p.

[0042] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion, el
agonista de RARes un pan agonista de RAR. Tal como se usa en el presente documento, el
término “pan agonista de RAR” se refiere auncompuestoque se enlaza alos receptores
RARa, RARP, y RARys con una afinidad similar, promoviendo la activaciéon de RARa,
RARB, y RARy.

[0043] - Ejemplos deagonista de RARs incluyen, pero no estan limitados a, CD-271
(acido 6-(4-Metoxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-
437 (4cido6-(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-1530
(acido4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-2247,
palovaroteno (4cido4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1H-pirazol-1-
ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (4cido3-Fluoro-4-[(R)-2-hidroxi-2-
(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); BMS-189961
(écid03-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrameti1-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen—2-i1)-
acetilamino]-benzoico); CH-55 (4cido4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-butil-fenil)-3-oxo-propenil]-
benzoico); acido6-[3-(adamantan-1 -il)-4-(prop-2-iniloXi)fenil]naftalen-2-carbox1’lico;
acido5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-tetrahidronaftalen-2-il)propenilJtiofen-2-carboxilico; y
enantiomeros, derivados, profarmacos, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
[0044] Otrosagonistas de RARs comprendidos dentro de la presente invencionson
descritos, por ejemplo, en la patente de E.U.A No. 5,624,957; No. 5,760,084; No.
6,331,570; No. 6,300,350; No. 5,700,836; No. 5,726,191; No. 5,498,795; No. 5,130,335;
Solicitud de patente internacional con el nimero de publicacion W01997/037648, No.
W02007/068579, y No. W02007/068580; Solicitud de patente francesa. FR2739557
publicadael 11 de abril de1997; y la publicacion de patente japonesa No. 62/053981, cuyos
contenidos son incorporados a la presente descripcionmediante referencia en toda su
integridad. Ademas elagonista de RARs comprendido dentro de la presente invencion
incluye a aquellos descritos en Biochem. Biophys. Res. Commun. 179: 1554-1561 (1992),
Biochem. Biophys. Res. Commun. 186: 977-984 (1992), Int. J. Cancer 71: 497 (1997), Skin
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Pharmacol. 8: 292-299 (1995), J. Med. Chem. 39: 2411-2421 (1996), Cancer Res. 55:
4446-4451 (1995), Cancer Letters 115: 1-7 (1997), J. Med. Chem. 32: 834-840 (1989),

cuyo contenido es incorporado a la presente descripcion en toda su integridad.

Sales farmacéuticamente aceptables

[0045] Tal como se usa en el presente documento, el término “sales farmacéuticamente
aceptables” se refiere a las sales no-téxicas convencionales o sales de amonio cuaternario
delel agonista de RARs, por ejemplo, a partir de acidos no toxicos organicos o inorganicos.
Estas salespueden ser preparadasin sifuen el vehiculo deadministracion vehiculo o el
proceso de fabricacion de la forma de dosificacion, o haciendo reaccionar de forma
independienteun agonista purificado de RARen la forma de su base libre o acidacon un
acido o base organico o inorganico adecuado, y aislando la sal formada de este modo
mediante un subsecuente purificacion. Las sales convenc_:ionales no-téxica
incluyenaquellas derivadasde acidos inorganicostales como el acido sulfurico, sulfamico,
fosforico, nitrico, y aquellos que son similares; y las sales preparadasa partir de 4cidos
organicos tales como el acético, propionico, succinico, glicélico, estearico, lactico, malico,
tartarico, citrico, ascérbico, palmitico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutamico,
benzoico, salicilico, sulfanilico, 2-acetoxibenzoico, fumarico, toluenosulfonico,
etansulfonico, metanedisulfonico, oxalico, isotionico,los que son similares. Ver, Por
ejemplo, Berge et al., “Pharmaceutical Salts”, J. Pharm. Sci. 66:1-19 (1977), cuyo
contenido es incorporado a la presente descripcion por referenciaen toda su integridad.
[0046] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripeion, las
sales representativas incluyen hidrobromuro, hidrocloruro, sulfato, bisulfato, fosfato,
nitrato, acetato, succinato, valerato, oleato, palmitato, estearato, laurato, benzoato, lactato,
fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato, tartrato, naftilato, mesilato,
glucoheptonato, lactobionato, y laurilsulfonate sales y similares.

Profdrmacos

[0047] Tal como se usa en el presente documento, un “profarmaco” se refiere
acompuestos que puede ser convertida través de algunos procesos quimicos o fisiologicos
(por ejemplo, procesos enzimaticose hidrolisismetabélica) a unagonista de RAR. De este
modo,el  término  “profirmaco”  también se refiere aun  precursor de
uncompuestobiologicamente ~ activo  que es  farmacéuticamente  aceptable.
Unprofarmacopuede ser inactivocuando se administra a un sujeto, es decirun ester, peroin
vivoes convertido aun compuesto activo, por ejemplo, mediantehidrolisisa unédcido
carboxilicolibre o unhidroxil libre. Elcompuesto profarmacoa menudo ofrece ventaja de
solubilidad, compatibilidad con los tejidos o eliminacion retardada en un organismo. El

término “profirmaco” es también empleado para comprender cualquieﬁmﬁegtg
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covalentemente unido a transportadores, los cuales liberan elcompuesto activoin
vivocuando talprofairmacoes administradoa un sujeto. Los profarmacosde uncompuesto
activopueden ser preparadosmediante modificaciones funcionales de los grupos presentesen
elcompuesto activode tal modo que las modificaciones son eliminadas, ya sea mediante la
manipulaciénde rutina o in vivo, para dar lugar al compuestoactivo parental.  Los
profarmacos incluyencompuestos en donde un grupo hidroxi, amino o mercapto
estaenlazado acualquier grupo que, cuando elprofarmacodelcompuesto activoes
administradoa un sujeto, se libera para formar el hidroxi libre, aminolibre o mercapto libre,
respectivamente. Ejemplos of profarmacos incluyen, pero no estan limitados a, acetato,
formato y derivados de benzoatode un alcohol o acetamida, formamida y derivados
benzamidade un grupo amina funcionalen elcompuesto activo y los similares. See Harper,
“Drug Latentiation” in Jucker, ed. Progress in Drug Research 4:221-294 (1962);
Morozowich et al, “Application of Physical Organic Principles a Prodrugs Design” in E. B.
Roche ed. Design of Biopharmaceutical Properties through ProdrugsandAnalogs, APHA
Acad. Pharm. Sci. 40 (1977); Bioreversible Transportadors in Drug in Drug Design,
Theory y Application, E. B. Roche, ed., APHA Acad. Pharm. Sci. (1987); Design of
Prodrugs, H. Bundgaard, Elsevier (1985); Wang et al. “Prodrugs approaches a the
improved delivery of peptide drug” in Curr. Pharm. Design. 5(4):265-287 (1999); Pauletti
et al. (1997) Improvement in peptide bioavailability: Peptidomimetics y Prodrugs
Strategies, Adv. Drug. Delivery Rev. 27:235-256; Mizen et al. (1998) “The Use of Esters as
Prodrugsfor Oral Delivery of (3-Lactam antibiotics,” Pharm. Biotech. 11,:345-365;
Gaignault et al. (1996) “Designing Prodrugs y Bioprecursors I. TransportadorProdrugs,”
Pract. Med. Chem. 671-696; Asgharnejad, “Improving Oral Drug Transport”, in Transport
Processes in Pharmaceutical Systems, G. L. Amidon, P. L. Lee y E. M. Topp, Eds., Marcell
Dekker, p. 185-218 (2000); Balant et al., “Prodrugs for the improvement of drug absorption
via different rutas deadministracion”, Eur. J. Drug Metab. Pharmacokinet.,15(2): 143-53
(1990); Balimane y Sinko, “Involvement of multiple transporters in the oral absorption of
nucleoside analogues™, Adv. DrugDelivery Rev., 39(1-3): 183-209 (1999); Browne,
“Fosphenytoin (Cerebyx)”, Clin. Neuropharmacol. 20(1): 1-12 (1997); Bundgaard,
“Bioreversible derivatization of drugs— principle y applicability a improve the therapeutic
effect of drugs”, Arch. Pharm. Chemi 86(1): 1-39 (1979); Bundgaard H. “Improved drug
delivery by the prodrug approach”, Controlled Drug Delivery 17: 179-96 (1987);
Bundgaard H. “Prodrugs as a significa a improve the delivery of peptide drugs”,Arfv. Drug
Delivery Rev. 8(1): 1-38 (1992); Fleisher et al. “Improved oral drug delivery: solubility
limitations overcome by the use of prodrugs”, Arfv. Drug Delivery Rev. 19(2): 115-130
(1996); Fleisher et al. “Design of prodrugs for improved gastrointestinal absorption by
intestinal enzyme targeting”, Métodos Enzymol. 1 12.(Drug Enzyme.Targeting, Pt. ﬁ% 6%% g
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81, (1985); Farquhar D, et al., “Biologically Reversible Phosphate-Protective Groups”,
Pharm. Sci., 72(3): 324-325 (1983); Freeman S, et al., “Bioreversible Protection for the
Phospho Group: Chemical Stability y Bioactivation of Di(4-acetoxy-benzyl)
Metilphosphonate with Carboxyesterase,” Chem. Soc., Chem. Commun., 875-877 (1991);
Friis y Bundgaard, “Profarmacos of fosfatos y fosfonates: Novel lipophilic alfa
aciloxialquiloderivados ester fosfato- o fosfonate containing drugs masking the negative
charges of these groups”, Eur. J. Pharm. Sci. 4: 49-59 (1996); Gangwar et al., “Pro-drug,
molecular structure y percutaneous delivery”, Des. Biopharm. Prop. Prodrugs Analogs,
[Symp.] Meeting Date 1976, 409-21. (1977); Nathwani y Wood, “Penicillins: a current
review of their clinical pharmacology y therapeutic use”, Drugs 45(6): 866-94 (1993);
Sinhababu y Thakker, “Prodrugs of anticancer agents”, Adv. Drug Delivery Rev. 19(2):
241-273 (1996); Stella et al., “Prodrugs. Do they have advantages in clinical practice?”,
Drugs 29(5): 455-73 (1985); Tan et al. “Development y optimization of anti-HIV
nucleoside analogsand Prodrugs: A review of their cellular pharmacology, structure-activity
relationships y pharmacokinetics”, Adv. Drug Delivery Rev. 39(1-3): 117-151 (1999);
Taylor, “Improved passive oral drug delivery via Prodrugs”, 4dv. Drug Delivery Rev.,
19(2): 131-148 (1996); Valentino y Borchardt, “Prodrugs strategies a enhance the intestinal
absorption of peptides”, Drug Discovery Today 2(4): 148-155 (1997); Wiebe y Knaus,
“Concepts for the design of anti-HIV nucleoside prodrugs for treating cephalic HIV
infeccion”, Adv. Drug Delivery Rev.: 39(1-3):63-80 (1999); Waller et al., “Prodrugs”, Br. J.
Clin. Pharmac. 28: 497-507 (1989), cuyo contenido es incorporado a la presente

descripcion en toda su integridad.

Composiciones Farmacéuticas

[0048] Para la administraciéna un sujeto, el agonista de RARs puede ser proporcionado
in composiciones farmacéuticamente aceptables. Estascomposiciones farmacéuticamente
aceptablescomprenden unacantidad terapéuticamente efectivade uno o masde los agonistas
de RARs, formulado junto conuno o mastransportadores farmacéuticamente
aceptables(aditivos) y/o diluyentes. Como se describe en detalle mas adelante, las
composiciones farmacéuticasde la presente invencionpueden ser especialmente
formuladaspara la administraciénen forma sélida o liquida, incluyendo aquellas adaptadas
para lo siguiente: (1) administracion oral, por ejemplo, brebajes (soluciones acuosas 0 no
acuosaso suspensiones), sondas, pastillas, grageas, capsulas, pildoras, comprimidos (por
ejemplo, aquellos con un objetivo de absorcion bucal, sublingual, y sistémica), bolos,
polvos, granulos, pastas para ser aplicadas en la lengua; (2) administracion parenteral, por
ejemplo, mediante inyecéi(')nsubcuténea, intramuscular, intravenosa o epidural, por

ejemplo, una soluciénestérilo suspensién, o formulacion de liberacion sostenida; (3)
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aplicacion tépica, por ejemplo, como una crema, ungiiento, o un parche de liberacion
controladaaplicada sobre la piel; (4) intravaginalmente o intrarectalmente, Por ejemplo,
como un supositorio, crema o espuma; (5) sublingualmente; (6) ocularmente; (7)
transdermalmente; (8) transmucosalmente; o (9) nasalmente. De forma adicional,los
compuestos pueden ser implantadosdentro de unpaciente o inyectados usandoun sistema de
aplicacion del firmaco. Ver, Por ejemplo, Urquhart, et al., Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.
24: 199-236 (1984); Lewis, ed. “Controlled Release of Pesticides y Pharmaceuticals”
(Plenum Press, New York, 1981); Patente de E.U.A No. 3,773,919; y Patente de E.U.A No.
35 3,270,960, cuyo contenido es incorporado a la presente descripcién en toda su
integridad.

[0049] Tal como se usa aqui,el término “farmacéuticamente aceptable” se refiere
aaquelloscompuestos, materiales, composiciones, y/oformas de dosificacionlas cuales son,
dentro del ambito del juicio médico, adecuadas para ser usadas en contacto con los
tejidosde seres humanos y animales sin una excesiva toxicidad, irritacion, respuesta
alérgica, u otro problema o complicacién, evaluado con ununa tasa de
beneficio/riesgoapropiado.

[0050] Tal como se usa aqui,el término “transportadorfarmacéuticamente aceptable”
significa unmaterial, composicién o vehiculofarmacéuticamente aceptable, tal como un
rellenoliquido o solido, diluyente, excipiente, ayuda de fabricacién (por ejemplo,
lubricante, talco de magnesio, estearato de calcio o zinc, o 4cido estérico), o material de
encapsulacién de solventes, involucrado en portar o transportarel compuestodesde un
érgano, o porcién delcuerpo, a otroérgano, o porcion del cuerpo. Cada transportador debe
ser “aceptable” en el sentidode que es compatible con otros ingredientes de la formulacién
y no son dafiinospara el paciente. Algunosejemplosde materiales,los cuales pueden server
comotransportadores farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azlicares, tales como
lactosa, glucosa y sucrosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almidon de papa;
(3) celulosa, y sus derivados, tales comocarboximetil celulosa de sodio, metilcelulosa,
etilcelulosa, celulosa microcristalinay acetato de celulosa; (4)tragacanto en polvo; (5)
malta; (6) gelatina; (7) agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, lauril sulfato
de sodio y talco; (8) excipientes, tales como mantequilla de cocoa y supositorios de cera;
(9) aceites, tales como aceite de nuez, aceite de ‘semilla de algodon, aceites florales, aceite
de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soya; (10) glicoles, tales como el
propilen glicol; (11) polioles, tales comoglicerina, sorbitol, manitol y polietilen glicol
(PEG); (12) ésteres, tales comoetil oleato y etil laurato; (13) agar; (14) agentes de tampon,
tales como hidroxido de magnesioe hidroxido dealuminio; (15) 4cido alginico; (16) agua
libre de pirdgenos; (17) solucion salina isotonica; (18) solucién de Ringer; (19) alcohol

etilico; (20) soluciones de tamponamiento del pH; (21) poliesteres, policarbonates
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y/opolianhidruros; (22) agentes de relleno, tales como polipeptidos y amino acidos (23)
componentes del suero, tales comoalbumina sérica, HDL y LDL; (22) alcoholes C,-Cy,
tales comoetanol; y (23) otras sustancias compatibles notéxicas empleadasen formulaciones
farmacéuticas. También pueden estar presentes en la formulacion agentes humectantes,
agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de cobertura, agentes endulzantes,
agentes aromatizantes, agentes de perfume, preservantes y antioxidantes. Los términostales
como“excipiente”, “transportador”, “transportador farmacéuticamente aceptable”o los
similares son usados de forma intercambiableen el presente documento.

[0051] La frase “cantidad efectiva” tal como se usa en el presente documento, se refiere
auna cantidad deun principio activo (por ejemplo, un Agonista de RARY) en una cantidad
suficientepara producir el cambio o efecto deseado (por ejemplo, cebacion de lascélula
madres mesenquimalesa través de la diferenciacion miogénica in vitro).

[0052] La frase “cantidad terapéuticamente efectiva” tal como se usa en el presente
documentosignifica quela cantidad deuncompuesto, material, o composiciéon que
comprendeun agonista de RAR,el cual es efectivopara produciralguno de los efectos
terapéuticos deseadosen al menosuna sub-poblacionde células en un animal en una
proporcién riesgo/beneficiorazonable aplicable a cualquier tratamiento médico. Por
ejemplo, una cantidad deun agonista RAR yadministradoa un sujetoque es suficiente para
produciruna reparacion o regeneracion muscular estadisticamente significativa.

[0053] Tal como se usa en el presente documento, el término “reparar” se refiere
aun procesopor el cuallos dafios deun tejido muscularson aliviados o completamente
eliminados. En algunas realizaciones, al menosun sintomadel dafio al tejido musculares
aliviado enal menos 5%, al menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, o al
menos 50%. Los sintomas del dafio muscular son descritos, por ejemplo, en “Skeletal
muscularandRepair” Tiidus, P.M., ed., Human Kinetics (2008), cuyo contenido es
incorporado a la presente descripcion por referencia. |
[0054] La determination de unacantidad terapéuticamente efectivase encuentra dentro
de las habilidades de aquellas personas versadas en el arte. De forma general, una cantidad
terapéuticamente efectivapuede variar con la historia del sujeto, edad, condicion, sexo, asi
como tambiénla severidad y tipo de la condiéién médica en el sujeto, y la administracion de
otrosprincipio activos farmacéuticamente aceptable.

[0055] Tal como se usa en el presente documento, el término “administrar” se refiere
ala colocacién de una composicion en un sujetomediante un método o rutala cual resulta en
al menos la localizaciénparcialde la composicién en un sitio deseado de tal modo que se
produce el efecto deseado. Las rutas de administracion adecuadaspara los métodos de la
invencionincluyen tanto la administracion localcomosistémica. De forma general,

administracién localconlleva a masAgonista de RAR (o células tratadas agonistas ﬁﬁ%A]R‘) o
o
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siendo aplicadas a un lugar en especifico en lugar que a todo el cuerpodel sujeto, mientras
que la administracién sistémica,resulta en unaaplicacion de un agonista de RAR (o células
tratadas agonistas de RAR) para esencialmente el cuerpo enterodel sujeto. Un método
deadministracion locales mediante inyeccién intramuscular.

[0056] En el contexto dela administracion de una célula tratada con un agonista de
RAR, el término “administracién” también incluyeel trasplante de tal célulaen un syjeto.
Tal como se usa en el presente documento, el término “trasplante” se refiere al
procesodeimplantacién o transferenciade al menosuna célulaen un sujeto. El término
“trasplante” incluye, por ejemplo, autotransplante (remocion y transferencia de célula(s)
desde un lugaren un pacienteal mismo u otrolugaren el mismo paciente),
alotransplante(trasplanteentre miembrosde la misma especie), y xenotransplante
(trasplantesentre miembros de diferentesespecies). Las personas normalmente versadas en
la materia reconoceran quelos métodos para la implantacion o trasplantedecélula madres
mesenquimales para lareparacién y regeneracion muscular, se encuentran comprendidos
dentro dela presente invencién. Ver por ejemplo, Patente de E.U.A No. 7,592,174 y
Publicacién de patente de E.U.A . 2005/0249731, cuyo contenido de ambos es incorporado
a la presente descripcion mediante referencia.

[0057] Ademasel agonista de RARpuede ser formulado en la forma de ungiientos,
cremas, polvos, u otras formulaciones adecuadas para formulaciones tépicas. Debido al
peso molecular del agonista de RARs, que esde forma generalmenos de 500 daltons, estas
formulaciones pueden ser aplicadasdesde la piel o tejido muscular profundo. De acuerdo
con esto, tales formulaciones pueden comprenderuno o més agentes que potencian la
penetracién del ingrediente activoa través de la piel. Para la aplicacién topica, el agonista
de RARpuede ser incluido en los apésitos de las heridasy/ocomposiciones que recubren la
piel.

[0058] Uncompuesto o composicion tal como se ha descrito en el presente documento
puede ser administradomediante cualquier ruta apropiada conocida en el arteincluyendo,
pero no limitandose a, las rutas oral o parenteral, incluyendo la administracion intravenosa,
intramuscular, subcuténea, transversal, en las vias aéreas (aerosol), pulmonar, nasal, rectal,
y topica (incluyendo bucal y sublingual).

[0059] Ejemplos de modos de administracién incluyen, pero no estan limitados a,
inyeccidn, infusion, instilacién, inhalacién, o ingestién. “Inyeccién” incluye, sin ninguna
limitacion la inyeccion e infusion, intravenosa, intramuscular, intra-arterial, intra-tecal,
intraventricular, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradermal, intraperitoneal,
transtraqueeal, - subcutanea, subcuticular, intraarticular, sub capsular, subaracnoidea,

intraspinal, intracerebro-espinal, y intrasternal. En realizaciones preferidasde los aspectos
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descritos en la presente descripcion, las composiciones son administradasmediante infusion
0 inyeccién intravenosa.

[0060] Tal como se usa en el presente documento, a “sujeto” significa un humano o
animal. Usualmente el animal es un vertebradotal como un primate, roedor,
animaldomésﬁcoo un animal de deportes. Los primates incluyendo a loschimpancés,
monos cynomologous, monos arafia, y macacos,. por ejemplo, Rhesus. Los roedores
incluyenratones, ratas, marmotas, hurones, conejos y hamster. Los animales domésticos y
de deportes incluyen vacas, caballos, cerdos, alces, bisontes, bufalos, especies de felino, por
ejemplo, gato doméstico, especies de caninos, por ejemplo, perro, zorro, lobosespecies de
aves, por ejemplo, pollo, emt, avestruz, y peces, por ejemplo, trucha, bagre y salmén. El
paciente o sujeto incluye cualquier subconjuntode los anteriores, por ejemplo, todos los
anteriores, pero excluyendo a uno o masgrupos o especies tales comohumanos, primates o
roedores. En ciertas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion, el
sujeto es un mamifero, por ejemplo, un primate, por ejemplo, un humano. Los términos,
“paciente” y “sujeto” son usados en el presente documento de forma intercambiable.
Unsujetopuede ser hombre o mujer.

[0061]  Preferiblementeel sujeto es un mamifero. El mamiferopuede ser un humano, un
primate no-humano, ratén, rata, perro, gato, caballo, o baca, pero no estan limitados aestos
ejemplos. Los mamiferos diferentes a los humanos pueden ser usados de forma ventajosa
comosujetos que representan modelos animalesdedesordenes asociadoscon una enfermedad
autoinmuneo inflamacién. Adicionalmente, losmétodos y composicionesdescribeen el
presente documento pueden ser usadospara tratar animales domésticosy/omascotas.

[0062]  Unsujetopuede ser uno quien previamente ha sido diagnosticadocon o
identificado con un  padecimientodesde o teniendo  hamingun  desorden
caracterizadocondafios muscular o atrofia/perdida muscular.

[0063] Un sujeto puede ser uno quien en la actualidadno esta siendo tratadocon un
Agonista de RAR.

[0064] A sujetopuede ser uno quiere ha sido previamente diagnosticadocon una
enfermedadque esté siendo tratada conun régimen terapéutico que comprendeunagonista de
RAR, en donde laenfermedadno es una enfermedad caracterizada conun dafio muscularo
atrofia/perdida muscular.

[0065] De acuerdo con esto, en algunas realizaciones, elmétodo de
tratamientocomprendeajustar el régimen terapéutico del sujeto de tal modo queal menosun
sintomadeldafio musculares reducido. Sin ninguna limitacion, un régimenterapéuticopuede
ser ajustadomediante Ja modulaciéon de la frecuencia de administracion del RAR

y/omediante la alteracion delsitio o modode administracion.
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[0066] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion, el
métodoademas comprendediagnosticar a unsujetoen cuanto aldafio muscular o
atrofia/perdida muscularantes de trataral sujeto para laregeneracion o reparacién muscular.
[0067] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion, el
métodoademas comprendeseleccionarsujetocon dafio muscular o atrofia/perdida
muscularantes de trataral sujeto para laregeneracion o reparacién muscular.

Terapia de combinacion

[0068] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion, el
agonista de RARes administradoal sujeto junto con unaterapia seleccionada a partir de
masaje, ultrasonido, administracion de oxigeno hiperbarico.
Adicionalmente,y/oalternativamente, el agonista de RARpuede ser administradoa un
sujetoen combinacién conunprincipio activo farmacéuticamente aceptable. Ejemplos
decompuestos activos farmacéuticamente aceptablesincluyen,pero no estdn limitados a,
aquellos indicados enHarrison's Principles of Internal Medicine, 13™ Edition, Eds. T.R.
Harrison et al. McGraw-Hill N.Y., NY; Physicians Desk Reference, 50" Edition, 1997,
Oradell New Jersey, Medical Economics Co.; Pharmacological Basis of Therapeutics, g™
Edition, Goodman y Gilman, 1990; Farmacopea de Estados Unidos, El listados Nacional de
Formulaciones, USP XII NF XVII, 1990; la actual edicién de Goodman y Oilman’s The
Pharmacological Basis of Therapeutics;la actual edicion deThe Merck Index, cuyo
contenido complete es incorporado al presente documento en toda su integridad.

[0069] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion,
elprincipio activo farmacéuticamente aceptable inc}uyeaquellos agentes conocidos en el
arte parael tratamiento de lainflamacién o de los trastornos asociados a la inflamacion, o
infecciones. Ejemplos de agentes anti-inﬂamatoriosincluyen,pero no estan limitados a,
farmacos anti-inflamatorios no esteroidales (AINEs - tales comoaspirina, ibuprofeno, o
naproxeno, coricosteroides (tales comoprednisona), medicamentos anti-malaricos (tales
comohidrocloroquinina), metotrexrato, sulfasalazina, leflunomida, medicamentos anti-TNF,
ciclofosfamida y micofenolato.

[0070] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion, el
principio activo farmacéuticamente aceptable es un factor de crecimiento. Ejemplos
defactores de crecimientos incluyen,pero no estan limitados a, factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF), FGF-1, FGF-2, FGF-4, timosinas, factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de union a insulina (IGF), IGF-1, IGF-2, factor de
crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento de transformacién (TGF), TGF-.alpha.,
TGF-.beta., factores inductores de cartilago -A y -B, factores inductores osteoides,

osteogenina, proteinas morfogénicas de hueso, y otrosfactores de crecimiento de hueso,
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factores de crecimiento de colageno, factores de crecimiento de unién a heparina -1 0 -2, y
susderivados bioldgicamente activos.

[0071] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion, el
principio activo farmacéuticamente aceptablees un agente anti interferén. Sin ninguna
limitacién, los agentes anti-interferén incluyenanticuerpos o fragmentos o derivadosde los
mismos anti-interferon.  Ejemplos deanticuerpos anti-interferénincluyen,pero no estan
limitados a, aquellos descritos enRonnblom, L. & Elkon, K.B. Cytokines as therapeutic
targets in SLE. Nat Rev Rheumatol 6, 339-647; Yao, Y. et al. Neutralization of interferén-
alpha/beta-inducible genes y downstream effect in a phase I trial of an anti-interferon-alpha
monoclonal antibody in systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum 60, 1785-96
(2009); y Zagury, D. et al. IFNalpha kinoid vaccine-induced neutralizing antibodies prevent
clinical manifestations in a lupus flare murine model. Proc Natl Acad Sci U S A 106, 5294-
9 (2009), aquellos descritos enlas Patentes de E.U.A. No 4,902,618; No. 5,055,289; No.
7,087,726; y No. 7, 741,449, y aquellos descritosenlas Publicaciones de Patente de E.U.A.
No. 10/440,202; No. 11/342/020; y No. 12/517,334, cuyo contenido es incorporado a la
presente descripcion en toda su integridad.

[0072] En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion, el
principio activo farmacéuticamente aceptablees fenoterol o factor de crecimiento similar a
la insulina-1.

[0073] El agonista de RAR y el principio activo farmacéuticamente aceptablepuede ser
administradoael sujeto en la misma composicién farmacéutica o endiferentescomposiciones
farmacéuticas (al mismo tiempo o en tiempos diferentes). Cuando se administra en tiempos
diferentes, el agonista de RARY y el principio activo farmacéuticamente aceptablepueden
ser administrados dentro de 5 minutos, 10 minutos, 20 minutos, 60 minutos, 2 horas, 3
horas, 4, horas, 8 horas, 12 horas, 24 horasdeadministraciéondel otro. Cuandoel agonista de
RAR y el principio activo farmacéuticamente aceptableson administradosen
diferentescomposiciones farmacéuticas, las rutas deadministracionpueden ser diferentes.
Dosis

[0074] La cantidad deagonista de RARque puedeser combinado conunmaterial
transportadorpara produciruna sola forma de dosificacion sera forma generalaquella
cantidad deagonista de RARque produceunefecto terapéutico. De forma generalsera
expresada en porcentaje, esta cantidadsera aproximadamentede 0.01% a 99% deagonista de
RAR, preferiblemente desdeaproximadamente 5% aaproximadamente 70%, mas
preferiblemente desde 10% aaproximadamente 30%.

[0075] La toxicidad y la eficacia terapéuticapuede ser determinadamediante
procedimientos terapéuticos estindaren cultivos celulares o animales de experimentacion,

por ejemplo, la determinacién de la DL50 (la dosis letal para el 50% de la poblacion) y la

000022



22

DESO (la dosis terapéutica efectiva en el 50% de la poblacion). La proporcion de dosis
entre laque produce toxicidad y la que produceefecto terapéuticoses el indice terapéutico y
estepuede ser expresadocomo el cociente de LD50/EDS0. Se prefieren las composiciones
que muestran grandesindices terapéuticos.

[0076] Tal como se usa en el presente documento, el término DEindicala dosis efectiva
y es usada enrelacién con modelos animales. El término EC indicala concentracion efectiva
y es usada enrelacidén con modelosin vitro.

[0077] Los datos obtenidosa partir de losensayos de cultivo celular y animales de
estudiopueden ser usadosen la formulacion de un rango de dosificacién para uso en
humanos. La dosis de talescompuestos preferiblemente se encuentra dentro de un rangode
concentraciones circulantesque incluye el DE50 con poca o sin toxiéidad. La dosis puede
ser ajustadadentro de este rango dependiendode la forma de dosificacién empleaday la
rutadeadministracion utilizada.

[0078] Ladosis terapéuticamenteefectivapuede ser estimada inicialmentea partir de
losensayos de cultivo celular. Una dosis puede ser formulada enmodelos animalespara
alcanzarun rango de concentracién circulante en plasma que incluye el IC50 (es decir,
laconcentracionde agente terapéuticola cual alcanza la mitad de la maxima inhibicién de los
sintomas) tal como se determina en los ensayos de cultivo celular. Los niveles
plasmaticospueden ser medidos, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta
performance. Los efectos de cualquier dosis en particularpueden ser monitoreadosmediante
un bioensayo adecuado.

[0079] La dosis puede ser determinada por un médicoy puede ser ajustada, tanto como
sea necesario, para adaptarse a los efectos observadosdel tratamiento. De forma general,
las composiciones sonadministradasde tal modo que el agonista de RARyes dado a la dosis
que va desde 1 pg/kg a 150 mg/kg, 1 pg/kg a 100 mg/kg, 1 pg/kg a 50 mg/kg, 1 pg/ke a 20
mg/kg, 1 ng/kg a 10 mg/kg, 1ug/kg a Img/kg, 100 pg/kg a 100 mg/kg, 100 pgkg a 50
mg/kg, 100 ng/kg a 20 mg/kg, 100 pg/kg a 10 mg/kg, 100pg/kg a Img/kg, 1 mg/kg a 100
mg/kg, 1 mg/kg a 50 mg/kg, 1 mg/kg a 20 mg/kg, 1 mg/kg a 10 mg/kg, 10 mg/kg a 100
mg/kg, 10 mg/kg a 50 mg/kg, o 10 mg/kg a 20 mg/kg.  Se entiende que los rango dados en
el presente documento incluyen a todos los rangos intermedios, por ejemplo, el rango 1
mg/kg a 10 mg/kg incluye 1mg/kg a 2 mg/kg, Img/kg a 3 mg/kg, 1mgkg a 4 mgke,
Img/kg a 5 mg/kg, Img/kg a 6 mg/kg, Img/kg a 7 mg/kg, 1mg/kg a 8 mg/kg, Img/kg a 9
mg/kg, 2mg/kg a 10mg/kg, 3mg/kg a 10mg/kg, 4mg/kg a 10mg/kg, Smg/kg a 10mg/kg,
6mg/kg a 10mg/kg, 7mg/kg a 10mg/kg,8mg/kg a 10mg/kg, I9mg/kg a 10mg/kg ,y los
similares. Se entiende ademas que los rangos intermedios dados anteriormentetambién se

encuentran dentro del ambitode esta invencion, Por ejemplo, en el rango de 1mg/kg a 10
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mg/kg, se encuentran comprendidos losrangos de dosis tales como 2mg/kg a 8 mg/kg,
3mg/kg a 7 mg/kg, 4mg/kg a 6mg/kg , y los similares.

[0080] En algunas realizaciones, las composiciones sonadministradasa una dosis tal que
elagonista de RAR o un metabolito del mismotiene una concentracionin vivode menos de
500nM, menos de 400nM, menos de 300 nM, menos de 250 nM, menos de 200 nM, menos
de 150 nM, menos de 100 nM, menos de 50 nM, menos de 25 nM, menos de 20, nM,
menos de 10 nM, menos de 5nM, menos de 1 nM, menos de 0.5 nM, menos de 0.1nM,
menos de 0.05, menos de 0.01, nM, menos de 0.005 nM, menos de 0.001 nM luego de 15
mins, 30 mins, 1 hr, 1.5 hrs, 2 hrs, 2.5 hrs, 3 hrs, 4 hrs, 5 hrs, 6 hrs, 7 hrs, 8 hrs, 9 hrs, 10
hrs, 11 hrs, 12 hrs o0 mas de tiempo de administracion.

[0081] Con respecto a laduracion y frecuenciadel tratamiento, es tipico que los médicos
clinicos versados en el campomonitoreen a lossujetos con el fin de determinar cuando
eltratamientoestd proporcionando beneficioterapéutico, yparadeterminar si se efectua
unincremento o disminuciéon de dosis, incremento o disminucion de la frecuencia de
administracion, interrupcién del tratamiento, reanudacion del tratamientou otroscambios
alrégimen de tratamiento. El esquema de dosificacion puede ser variado desde una vez a la
semanaa diariamente dependiendode un nuimero de factores clinicos, tales como la
sensibilidad del sujetoal agonista de RAR. La dosis deseadapuede seradministradatodos los
dias o cada tres, cuatro, cinco, o seis dias. La dosis deseadapuede seradministradaen un solo
momento o puede ser dividida en sub-dosis, por ejemplo, 2-4 subdosis y se administrana
través de un periodo de tiempo, por ejemplo, a intervalos apropiados a través del diau
otroesquema apropiado. Tales subdosispueden seradministradascomo formas unitarias de
dosificacion. En algunas realizacionesde los aspectos descritos en la presente descripcion,
laadministraciénes cronica, por ejemplo, uno o mas dosis diarias a través de un periodo
desemanas o meses. Ejemplosdeesquemas de dosificacion son la administracion diaria, dos
veces al dia, tres veces al dia o cuatro o mds veces al diaa través de un periodo de 1 semana,
2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 0 6 meses 0
mas.

[0082] En una realizacion, la administraciondel agonista de RAR al sujeto, de acuerdo
con los métodos descritos en el presente documentoes deuna o mdasveces. En una
realizacion, unaadministraciéon por una sola vez,0 una administracién por un conjunto de
veces, se dan dentro de unperiodo de tiempode un incremento detectable de lasefializacion
del retinoide enddgeno, lo cual ocurre de forma naturalin vivoen respuestaal dafio (por
ejemplo, la ocurrencia de un trauma o cambio fisiologicoque conlleve a undafio muscular)a
un tejido muscular (por ejemplo, luego de 4 dias o 5 diasluego de la ocurrencia del dafio).
En una realizacién, la administracion incluyeuna sola vezque es al inicio delperiodo de

tiempo. En una realizacién, la administracion incluye varias veces que estdn dentro
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delperiodo de tiempo. En una realizacién, la administraciones al o incluye eltiempoque
estadespués del periodo de tiempoque es mayor que 3 dias despuésde la ocurrencia del
dafio. En una realizacion, la administraciones al o incluye eltiempo que es
aproximadamente 4 dias despuésocurrencia del dafio. En una realizacién,
laadministraciones al o incluye el time que es a aproximadamente 5 dias despuésocurrencia
del dafio. En una realizacién, administraciones al o incluye eltiempo que es
aproximadamente 6 dias después de laocurrencia del dafio. En una realizacion, la
administraciones al o incluye eltiempo que es aproximadamente 7, o aproximadamente 8
dias después de laocurrencia del daiio. Combinaciones de estos tiempos
deadministraciénson también previstos. Por ejemplo, la administracion a aproximadamente
4 dias, y luego auno o masde 5, 6, 7, y 8 dias. En una realizacion, laadministracion es
aaproximadamente 5 dias y 7 dias. Administracion continua se puede realizar a través de un
periodo extendido de tiempo (por ejemplo, hasta que se obtenga una recuperacion
satisfactoria).

[0083] En una realizacién, laadministracionse superponecon o abarca elperiodo de
tiempode incremento delsefializacion del retinoide endogeno (por ejemplo,
laadministraciéncomienza antes del incrementode lasefializacion del retinoide endogeno, y
se extiende dentroy/oa través de este periodo). En una realizacion, la administracion es
mantenida hastael incrementosefializacion del retinoide endogenoen respuesta al dafio sobre
el tejido muscular (por ejemplo laadministracidncomienza luego del dia 3, o al dia 4, 5, 6,
7, 8, 0 9 o posterior). En una realizacién, administraciéncomienza luego del dia 3 (por
ejemplo, dia 4 o 5), y se continua a través de al menos 9 (por ejemplo, hasta el dia 11). En
una realizacion, administraciénes cada dia o en dias intercalados
durantelosperiodosindicados de tiempodeadministracion. En una realizacion,

administraciones al menosen el dia 5, 7, y 9.

Célula madres Pre-tratadas

[0084]  En otro aspecto, la invencion proporciona unpoblacion decélula madres, en
donde lapoblaciones producidamediante el contacto deal menosunacélula madrecon una
cantidad efectivade un agonista de RAR. Tal como se usa en el presente documento, el
término “poblacién decélulas madres” significa una o mascélula madres. Talescélulas
madres puede seraisladas, (por ejemplo, por contactoin vitro, o ex vivo). Tales contactos le
permiten a las célulasregenerar tejido musculary tambiénda sustento a la diferenciacion
miogénicade otras células (por ejemplo, célulasen un hospedero dentro del cual las células
pre-tratadas sonadministradas). En una realizacion para poder alcanzar su capacidad, el
contacto es conun agonista de RARy,una célula madre mesenquimal aislada. En una

realizacion, el pre-tratamiento esin vitro y es por al menosaproximadamenbe 030 31?';5
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Aunque periodos mas cortos de pre-tratamiento (por ejemplo, 2.5 dias, 2 dias, 1.5 dias, 1
dia, 12 horas) puedentambién producircapacidades similares. Tales células pre-tratadaslas
cuales son inducidas de esta manera, son denominadas aqui como “pre-tratadas”. Todas las
células pre-tratadasdescritas en el presente documentose encuentran comprendidas dentro
de la presente inQencién.

[0085] El término “puesta en contacto” o “contacto” tal como se usa en el presente
documentoen relaciéon con la puesta en contacto deuna célula madreincluyesometer ala
célula madre a medio de cultivo apropiadoel cual comprende un agonista de RAR. La
célula madrepuede ser contactadacon un agonista de RARen el cultivo celular, por ejemplo,
in vitro o ex vivo. Tal como se usa en el presente documento, el término “ex vivo” se
refiere acélulas que son extraidasde un organismo viviente y que luego son cultivadas fuera
del organismo (por ejemplo, en un tubo de ensayo). Las célulasex vivopueden luego
seradministradasluego de una modificacion sobre el material donado.

[0086] En algunas realizacionesde los aspectosde la invencién, la célula madre es
unacélula madre humana. En algunas realizaciones, la célula madre es unacélula madre
pluripotente o multipotente. En algunas realizaciones, la célula madrees una célula
madre(iPS) inducida pluripotente, o una célula reprogramada de forma establela cual es una
célula madre pluripotenteintermediaria y puede serademas reprogramadaen una célula iPS,
por ejemplo, células madres pluripotentes parcialmente inducidas (también denominadas
como “células piPS™). En algunas realizaciones, la célula madre pluripotente, iPSC o piPSC
es unacélula madre pluripotente genéticamente modificada. En algunas realizaciones, la
célula madrees una célula madre mesenquimal.

[0087] De forma general, unacélula madrepara ser usada enlos métodos, ensayos,
sistemas, kits yuncuadro de mandos generadopuede ser obtenido oderivadoa partir de
cualquier fuente disponible. De acuerdo con esto, una célula madrepuede ser obtenida o
derivadaa partir de un vertebrado o invertebrado. En algunas realizacionesde este u otros
aspectos de la invencion, la célula madre es unacélula madre de mamifero.

[0088] En algunas realizacionesde este u otros aspectos de la invencion, la célula madre
es unacélula madre de primate o roedor.

[0089] En algunas realizacionesde los aspectosde la invencién, la célula madrees
seleccionada a partir del grupo que consiste células madre dechimpancé, mono
cynomologous, mono arafia, macacos (por ejemplomono Rhesus), raton, rata, marmota,
hurén, conejo, hamster, vaca, caballo, cerdo, alce, vison, bufalo, felino (por ejemplo, gato
doméstico), canino (por ejemploperro, zorro y lobo), ave (por ejemplo pollo, emu, y

avestruz), y peces (por ejemplo, trucha, bagre y salmoén).
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[0090] Tal como se usa en el presente documento, el término “diferenciacion” tal como
se usa en el presente documentose refiere al desarrollo celularde una célulaa partir de
unestado primitivohacia una célula méas madura (es decirmenos primitiva).

[0091] Como se usa aqui, el término “célula madre pluripotente. inducida” o “iPSC” o
“célula iPS” se refiere auna célula derivadaa partir de una reversion completao
reprogramaciondel estado dediferenciacionde una célula diferenciada (por ejemplo a célula
somatica). Tal como se usa en el presente documento, una iPSC es totalmente
reprogramada y es unacélulala cual ha sido sometida a una reprogramacién epigenética
completa.

[0092] El término “reprogramacion” tal como se usa en el presente documentose refiere
aun procesoque altera o revierte el estado dediferenciacionde una célula diferenciada (por
ejemplouna célula somatica). Dicho de otro modo, la reprogramacionse refiere aun
procesopara dirigir ladiferenciacionde unacélulahacia atrds a un estadoindiferenciado oun
tipo de célula més primitivo. La reprogramacion completainvolucre la complete reversion
deal menosalguno de los patrones hereditariosde modificaciones de acido nucleico (por
ejemplo, metilacién), condensacién de la cromatina, cambios epigenéticos, imprinting
gendmico, etc., que ocurre durante ladiferenciacioncelular como en el desarrollo de un
cigoto a un adulto. La reprogramaciénes distintade simplemente mantener el estado
existente indiferenciadode una célulaque es ya pluripotente o del mantenimiento del estado
existente menos totalmente indiferenciado de una célulaque es ya una célula multipotente
(por ejemplo, una célula madre hematopoyética). La reprogramaciones también distinta de
promoverlaautorenovacién o proliferacion decélulas que son ya pluripotentes o
multipotentes, aunque las composiciones y métodos de la invencionpuedentambiénser
usados para tales propdsitos.

[0093] El término “célula reprogramada de forma estable” tal como se usa en el
presente documentose refiere auna célula la cual es producidaa partir de la
reprogramacionparcial o incompletade una célula diferenciada (por ejemplouna célula
somatica). Unacélula reprogramada de forma establees usada de forma intercambiable en
esta invencion con “piPSC”. Unacélula reprogramada de forma estableno ha sido sometida
a unareprogramaciéncompleta y de este modono tiene un renovacion global
delepigenomade la célula. A célula reprogramada de forma estable es unacélula madre
pluripotentey puede ser ademas reprogramada a una célula iPSC, tal como el termino ha
sido definido en el presente documento, o alternativamentepuede ser diferenciadaa
diferentes  linajes. En  algunas realizaciones, una célula  parcialmente
reprogramadaexpresamarcadoresde todas las trescapas germinales embrionarias (es
decirtodas las tres capas del endodermo, mesodermo o ectodermo). Los marcadores de las

células del endodermoincluyen, Gata4, FoxA2, PDX1, Nodal, Sox7 y So%hoalpp?



27

marcadores de las células del mesodermoincluyen, Brachycury, GSC, LEF1, Mox1 y Tiel.
Los marcadores de las células del ectodermo criptol, EN1, GFAP, Islet 1, LIM1 y Nestin.
En algunas realizaciones,a célula parcialmente reprogramadaes una célula no diferenciada.
[0094] El término “remodelacion del epigenoma” se refiere a modificaciones quimicas
del genomalas cuales no cambianla secuenciagendmicao la secuencia de las pares de bases
de un gen en la célula, pero alteran la expresién. -

[0095] El término “remodelacion global del epigenoma” se refiere alas modificaciones
quimicas del genomaque han ocurrido en sitios que no son memorizadosen la expresion
previa del gen en la célula no diferenciada,a partir de la cual la célula reprogramada o iPSC
fue derivada.

[0096] El término “remodelacion incompleta del epigenoma” se refiere a las
modificaciones quimicasdel genomaque han ocurrido en donde no hay memoriade la
expresion génica previade la célula diferenciada a partir de la cuallacélula reprogramada de
forma estable o piPSC fue derivada.

[0097] El término “reprogramacion epigenética” tal como se usa en el presente
documentose refiere a la alteracion delpatrén de expresion génicaen una célula
mediantemodificaciones quimicasque no cambian lasecuencia genomica o las pares de
bases dela secuencia del genen la célula.

[0098] El término “epigenetico” tal como se usa en el presente documentose refiere
amodificaciones quimicas “sobre el genoma” o ADNque no alteranla secuencia del gen,
pero que tienen impactosobre la expresién génica 'y tambiénpueden serheredadas. Se
denomina también epigenetico, a las modificaciones postraslacionales o “PTM”sobre
elADN, Por ejemplo, en el imprinting y la reprogramacion celular. Estas modificaciones
incluyen,por ejemplo, metilacion delADN, ubiquitinacién, fosforilacién, glicosilacion,
sumoilacion, acetilacién, S-nitrosilacién o nitrosilacién, citrulinacién o deiminacion,
nedilacién, OCIcNAc, ADP-ribosilacién, hidroxilacion, lipidificacion, ufmilacion,
prenilacién, miristoilacién, S-palmitoilacion, tirosino sulfacién, formilacion, y
carboxilacion.

[0099] El término “pluripotente” tal como se usa en el presente documentose refiere
auna célula con la capacidad, bajo diferentes condiciones,dediferenciarseentipos celulares
caracteristicos de todas las trescapas de célula germinales (endodermo, mesodermo y
ectodermo). Las células pluripotentesestancaracterizadas principalmente por su capacidad
de diferenciarseen células delas tres capas germinales, usando, Por ejemplo, en un ensayo
de formacién de teratoma en un ratén “nude”. La pluripotencia es también evidenciada
mediante la expresionmarcadores de células madre embrionaria (ES), aunque la prueba

preferida para la pluripotencia esla demonstracion de la capacidaddediferenciaren células
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de cada una de las tres capas de células germinales. En algunas realizaciones, una célula
pluripotente es unacélula no diferenciada.

[00100] EI término “pluripotencia” o un “estado pluripotente” tal como se usa en el
presente documentose refiere auna célula con la capacidad dediferenciarse en c€lulas de las
tres capas germinales del embrion: endodermo (tejido intestinal), mesodermo
(incluyendosangre, musculo, y vasos), y ectodermo (tales como comosquina y nervio), y
tipicamentetiene el potencial dedividirsein vitropor un largo periodo de tiempo, por
ejemplo, mayor quede un afio o mas de 30 pasajes.

[00101] EIl término “multipotente” cuando es usado en referencia a una “célula
multipotente” se refiere auna célula que es capazdiferenciarseen algunos pero no en
todaslas células derivadas delas tres capas germinales. De este modo,una célula
multipotentees un célula parcialmente diferenciada. Las células multipotentes son bien
conocidas en el arte, y ejemplosdecélulas multipotentes incluyencélula madres de adulto,
tales como por ejemplo, célula madres hematopoyéticasy célula madres neurales.
Multipotente significa que unacélula madrepuede formarvarios tipos de células de una
determinada linea, pero no células de otraslineas. Por ejemplo, una c€lula madre
multipotentesanguineapuede formarlos varios diferentes tipos decélulas sanguineas
(globulos rojos, gldbulos blancos, plaquetas, etc...), pero estas no pueden formar neuronas.
[00102] EI término “multipotencia” se refiere auna célula con un grado de versatilidad
del desarrolloque es menos que las totipotentes y pluripotentes.

[00103] E! término “totipotencia” se refiere auna célula con el grado
dediferenciacionque describe la capacidad dehacer todas las células en el cuerpo adultoasi
como también lostejidos extra-embrionariosque incluyen a la placenta. El huevo fertilizado
(cigoto) es totipotenteasi como las células de los primeros clivajes(blastomeros).

[00104] EI término “célula diferenciada” se entiende que representa a cualquiercélula
primaria que no estd, en suforma nativa, pluripotentetal como se ha definido el término en
el presente documento. El término una “célula diferenciada” también comprende células
queestan parcialmente diferenciadas, tales como las células multipotentes, o células que no
son pluripotentes que estan parcialmente reprogramadas. Debe de notarse que el hecho de
colocar varias células primariasen cultivopuede conllevar a alguna perdida de las
caracteristicas totalmente diferenciadas. De este modo,el simple cultivo de tales células
estd incluido en el término células diferenciadasy no hace queestas células
seannodiferenciadas(por ejemplo,células no diferenciadas) o las células pluripotentes. La
transicion de  célulasdiferenciadasa  pluripotentes requiere de un estimulo
dereprogramacionque va mas alla del estimulo qué conlleva a la pérdida parcial del caracter
diferenciado en cultivo. Las células reprogramadastambién tienen la caracteristicade tener

la capacidaddeextenderse a través de los pasajessin perder su potencial de creﬁiﬁl'ﬁr&@ gon
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relacion a las células primarias parentales, las-cuales de forma generaltienen una capacidad
para s6lo un niimero limitado de divisiones en cultivo. En algunas realizaciones, el término
“célula diferenciada™ también se refiere auna célula de un tipo celular masespecializado
derivadoa partir de una célula deun tipo celular menos especializado (por ejemplo, a partir
de una c€lula no diferenciada o una célula reprogramada)en donde la célula has ha sido
sometida a unproceso de diferenciacion celular.

[00105] Tal como se usa en el presente documento, el término “célula somatica” se
refiere acualquier célula diferente de las células germinales, a una célula
presenteenuobtenida a partir de un embrion pre-implantacional, o una célula que proviene
de la proliferacion de tal célula in vitro. Dicho de otro modo, una célula sométicase refiere
a cualquier célula que formael cuerpo de un organismo, en oposicién a las células
germinales. En mamiferos, la linea de células germinales(también conocida como
“gametos”) son los espermatozoides y ovulos, los cuales se fusionan durantela
fertilizacionparaproduciruna célula denominadacigoto, a partir del cualse desarrolla el
cuerpo entero del embrion del mamifero. Cada uno de los otrostipos celularesen el cuerpo
del mamifero —apartede losespermatozoides y dvulos, células a partir del cualesellos son
hechos (gametocitos) y célula madres no diferenciadas — es una célula somatica: 6rganos
internos, piel, huesos, sangre, y tejido conecti\}oson todos hechos decélulas somaticas. En
algunas realizacioneslacélula somaticaes una“célula somatica no embrionaria”, lo cual
significa que es una célula somatica queno estd presenteenni esobtenidaa partir de un
embrion y no es el resultadodela proliferacion de tal célula in vifro. En algunas
realizacionesla célula somaticaes una “célula soméatica adulta”, lo cualsignifica que es una
célula que estapresenteen o esobtenidaa partir deun organismodiferente de un embridn o un
feto o resultaa partir de la proliferacion de tal célula in vitro. A menos que se indique de
otro modolos métodos parala reprogramacionde una célula diferenciadapueden serllevados
a cabotanto in vivo comoin vitro (en dondein vivo es realizado cuando unacélula
diferenciadaesta presente dentro de un sujeto, y donde in vitro es realizado usando
unac€lula diferenciada aisladamantenidaen cultivo). En algunas realizaciones, en donde se
cultivacélulas diferenciadas o una poblacién decélulas diferenciadas in vitro, lacélula
diferenciadapuede ser cultivadaen un sistema de cultivo de rodajas organotipicas, tales
como las que se describenen, por ejemplo, Meneghel-Rozzo et al., (2004), cellTissue Res,
316(3);295-303, el cual es incorporado al presente documento en toda su integridad
mediante referencia. |
[00106] Tal como se usa en el presente documento, el término “célula adulta” se refiere
auna célula que se encuentra en el cuerpoluego del desarrollo embrionario.

[00107] En el contexto de laontogenia celular, el término “diferenciado”, o

“diferenciaciéon” es un término relativo que significa una “célula diferenciada”, la cual es
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una célula que ha progresadodesde mas abajo en la via de desarrollo desde su precursor
celular. De este modo en algunas realizaciones, una célula reprogramada, tal como este
término es definido en el presente documento, puede diferenciar a un precursor celular de
un linaje restringido(tal como unacélula madre mesodermal), la cual a su vez puede
diferenciar en otros tipos de precursorescelularesmds abajo en la via de desarrollo (tales
como un precursor especifico de tejido, Por ejemplo, un precursor de un cardiomiocito), y
luego a unestado final decélula diferenciada, el cual juega un rol caracteristicoen ciertos
tipos de tejidos, y puede o puede no retenerla capacidadde una proliferacién adicional.
[00108] El término “célula madre embrionaria” es usado para referirse alas c€lulas
madre pluripotentesde la masa celular interna del blastocisto embrionario (ver las Patentes
de E.U.A Nos. 5,843,780, 6,200,806, las cuales son incorporadas al presente documento
mediante referencia). Tales células puede ser obtenidas de forma similara partir de lamasa
celular interna del blastocisto derivado a partir de transferencia nuclear de la célula
somatica (ver, Por ejemplo, las Patentes de E.U.A. Nos. 5,945,577, 5,994,619, 6,235,970,
los cuales son incorporados al presente documento por referencia). Las caracteristicas
distintivas de unacélula madre embrionaria definen el fenotipo de unacélula madre
embrionaria. De acuerdo con esto, una célula tiene elfenotipode unacélula madre
embrionariasi esta tiecneuna o masde las caracteristicas Unicas de unacélula madre
embrionariatal como que la célula puede ser distinguidade otras células. Ejemplos de
caracteristicas distinticas de unacélula madre embrionariaincluyen,sin ninguna limitacion,
perfil de expresion genética, capacidad de proliferacion, capacidad dediferenciacion,
cariotipo, capacidad de respuesta a condiciones particulares decultivo, y similares.

[00109] El término “fenotipo” se refiere auno o un nimero decaracteristicas biologicas
totales que definena la célula uorga.nismobajo‘ un conjunto particular de condiciones
medioambientalesy factores, independientemente del genotipo actual.

[00110]  El término “célula aislada” tal como se usa en el presente documentose refiere
auna célula que ha sido obtenida a partir de un organismoen el cual se encontraba
originalmente o un descendientede tal tipo celular. Opcionalmentela célula ha sido
~ cultivadain vitro,por ejemplo, en presencia de otrascélulas. Opcionalmentela célula es luego
introducidaen un segundo organismo o re-introducidadentro del organismoa partir del
cualesta (o la célula a partir del cualesta desciende) fue aislada.

[00111] El término “poblacién aislada” con relacién a unapoblacion aislada de

células,tal como se usa en el presente documento,se refiere auna poblacion de c€lulas que
ha sido extraida y separadaa partir de una mezcla o una poblacionheterogéneade células. En
algunas realizaciones, unapoblacién aislada es unapoblacion sustancialmente pura de
células en comparacion con unapoblacion heterogéneaa partir del cuallas células fueron
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[00112] El término “sustancialmente puro”; con relacién a unapoblacion particular de
células, se refiere aunapoblacion de células que es al menosaproximadamente 75%,
preferiblementeal menosaproximadamente 85%, mas preferiblementeal
menosaproximadamente 90%, y mas preferiblementeal menosaproximadamente 95% pura,
con relacion a las células depoblacion total. Redefiniendo, los términos “sustancialmente
puro” o “esencialmente purificado”, con respecto a unpoblacién de células, se refiere auna
poblacion de células que contiene menos deaproximadamente 20%, mas
preferiblementefnenos deaproximadamente 15%, 10%, 8%, 7%, maspreferiblementemenos
deaproximadamente 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, o menos de 1%, de células que no son las
células o su progenie indicadatal como es definido mediante los términos del presente
documento.

[00113] Los términos “enriquecimiento” o “enriquecido” son usados de forma
intercambiableen el presente documento y significanque el rendimiento (fraccidon) de
células de un tipoes incrementado enal menos 10% sobre la fraccion de células del tipo del
cultivo o preparacion inicial.

[00114] Los términos “renovacién” o “auto-renovaciéon” o “proliferacién” son usados de
forma intercambiableen el presente documento, y se refieren aun proceso mediante el cual
una célula hace mdas copias de si misma (por ejemplo duplicacion). En algunas
realizaciones, las células reprogramadasson capaces derenovarse a si mismasmediante la
divisién en la mismacélula no diferenciada (por ejemplotipos celulares pluripotentes o no-
especializados) a través de largos periodos, y/ovariosmeses a afios. En algunos casos,
laproliferacionse refiere ala expansion delas células reprogramadasmediante division
repetida deuna sola célulaen dos células hijas idénticas.

[00115] El término “medio de cultivo celular” (también referido aqui como un “medio
de cultivo” o “medio™) tal como es definido en el presente documento es un mediopara el
cultivo de células quecontienen nutrientes que mantienen la viabilidad de la célula y dan .
sustento a laproliferacién. El medio de cultivo celularpuede contener cualquiera de los
siguienteselementos en combinaciones apropiadas: sal(es), tampdn(es), amino &cidos,
glucosa u otro(s)azucar(es), antibidticos, suero o reemplazos para el suero, y otros
componentes tales comofactor de crecimiento peptidico, etc.el medio de cultivo
celularusado de forma ordinaria para tipos celulares particulareses conocido poraquellas
personas versadas en el arte.

[00116] El término “linajes” tal como se usa en el presente documento describe una
célula con un ancestro comun o células con un destino de desarrollo comun. A manera
tinicamente de ejemplo, que una célula seade origenendodérmico o de “linaje endodermo™
significa que la célulafue derivadaa partir de una célulaendodermoy que puede ser

diferenciada alo largode las vias de desarrollo restringidas al linaje endodermal, tales
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comouna o masvias de desarrollo de linajelas cuales dan lugar a células endodermales
definitivas, las cuales a su vezpueden diferenciar en células de higado, timo, pancreas,
pulmoneintestinos.

[00117] Unacélula madre (por ejemplo, unacélula madreaislada tal como unacélula
madre embrionariaaislada a partir de un sujefo) puede ser contactada con un agonista de
RARpor alguna cantidad de tiempo. Por ejemplo, una célula madrepuede ser contactada
con un agonista de RARpor 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 1 semana o
mas. En un ejemplo que no implica ninguna limitacion, elagonista de RARs (disuelto en
etanol o DMSO) es agregado a cultivosMSC a la concentracion finalentre 10 nM y 3 uM, y
elvolumende la solucion delagonista de RARagregado al cultivo es de 0.1%.

[00118] Sin que se desee hacer alguna relacion con alguna teoria, el poner en contacto
unacélula madre con un agonista de RAR induce o estimula la diferenciacion linaje-
dirigidade la célula madreen linajes particulares. Por ejemplo, el poner en contacto
unacélula madre con un agonista de RARpuede inducir o estimular ladiferenciaciénen un
linajeseleccionado a partir del grupo que consistedel linaje del mesodermo, endodermo,
ectodermo, neuronal, mesenquimal, y hematopoyético.

[00119] En algunas realizacionesde este u otros aspectos de la invencion,
elinducido/estimulado es un linaje mesenquimal.

[00120] En algunas realizaciones, ¢l linaje mesenquimalinducido es seleccionado a partir
del grupo que consiste demiogénico, osteogénico, condrogénico, tendogénico,
ligamentogénico, estromatogénico de la méd\ila, adipogénico, y dermogénico.

[00121] Tal como se usa en el presente documento, una “célula madre mesenquimal” es
unacélula mesenquimalque tiene la capacidad deauto reproducirse ydiferenciarseenuno o
mascélulas mesenquimales. Como una célula mesodermal, una célula madre
mesenquimales pluripotente, capazdediferenciarseen osteoblastos, células de cartilago,
molestos, células de grasa, células del estroma, células del tendén, y similares. Mientras se
auto reproducen, lascélulas meso dermalespluripotentespierdenv sus capacidades en el
proceso de desarrollo, las células madre mesenquimales son conocidas porque pueden
persistirpor unlargo periodo de tiempo en el cuerpo del adultoluego que ha pasado por el
desarrollo.

[00122] Tal como se usa en el presente documento, las “células mesenquimales” son
osteoblastos, células de cartilago, molestos, células de grasa, células deestroma, células de
tendény otras células que forman los tejidos mesenquimales, y células madre
mesenquimales las cuales pueden diferenciar en estas. Las células mesenquimales aparecen
durante laembriogénesis, células mesenquimales de individuos adultosy las células
mesenquimales generadaspordiferenciaciona partir decélulas madres pluripotentesin vitro o

in vivoson incluidas enel término “células mesenquimales.” anans 3
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[00123] La célula madres pueden convertirse o ser obtenidas a partir de cualquier fuente
disponible para el médico.

[00124] Las células madre mesenquimales pueden'ser obtenidasmediante varios métodos
bien conocidos en el arte. Ver por ejemplo, Patentes de E.U.A No. 5,486,358; No.
6,387,367, y No. 7,592,174, y U.S. Pat App. Pub. No. 2003/0211602, cuyo contenido es
incorporado a la presente descripcién en toda su integridad. Las célula mesenquimales
pueden incluir células madre mesenquimales antdlogas, es decir, una célula o células
tomadas a partir de unsujetoque estd en necesidad de tratamiento (es decir, el donante y el
receptor son el mismo individuo). Lascélulas madre mesenquimalesantélogastienen la
ventaja de evitarcualquier rechazo de las células que este mediado por el sistema inmune.
Alternativamente, las células pueden ser heterologas, por ejemplo, tomadas a partir de un
donante. El segundosujetopuede serde la misma especie o de una diferente. Tipicamente,
cuando las células provienen de un donador, ellas provienen de un donante quien es lo
suficientemente inmunocompatible con el receptor, es decir, es decir no serdn sometidas al
rechazo del trasplante,lo cual disminuye o incluso evitala necesidad de inmunosupresion.
En algunas realizaciones, las células son tomadas a partir de una fuente xenogéneia, es
decir, un mamifero no humano que ha sido genéticamente disefiadopara ser
inmunolégicamente compatible, en el grado suficiente, con el receptor o la especie
receptora. Métodos para la determinacion de la compatibilidad inmunolégicason conocidos
en el arteeincluyenla tipificacién de tejidoparaevaluar la compatibilidaddonante-
receptorpara los determinantes HLA y ABO. Ver, por ejemplo, Transplante Immunology,
Bach y Auchincloss, Eds. (Wiley, John & Sons, Ihcorporated 1994).

[00125] En algunas realizaciones, lacélula madre mesenquimales derivada a partirde una
célula somatica des-diferenciada(una célula reprogramada). Por ejemplo, una célula
somatica cies-diferenciada a una célula madre pluripotente, por
ejemplomediantereprogramaciéndirecta de una célula de origen endodermal. Sin que se
desee hacer vinculo con ninguna teoria, una célula des-diferenciadatieneuna morfologiaque
se asemeja a lostipos celulares mds primitivosa partir delos cualesesta fue derivada, por
ejemplo, morfologia mesenquimal.

[00126] En algunas realizaciones, lacélula madre mesenquimal es unacélula madre
mesenquimal re-diferenciada. Tal como se usa en el presente documento, €l término
“célula madre mesenquimal re-diferenciada” se refiere auna célula madre mesenquimalque
es diferenciadadesde unacélula madre mesenquimal des-diferenciada.

[00127] En algunas realizaciones, lacélula madre mesenquimalse encuentra en un estado
estable, por ejemplo, cuando las células fueron tomadas a partir de unsujeto y tratadasde tal
modoque permite que ellas puedan ser almacenadas por un periodode tiempo. Por ejemplo,
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congelamiento de células primarias, de tal modo que las células son viablescuando se
descongelen. Por ejemplo, losmétodos conocidos en el artepara el congelamiento y
descongelamiento de embriones en mamiferos vivospueden ser adaptadospara ser usados
con los actuales métodos. Tales métodos pueden incluir el uso de nitrégeno liquido, por
ejemplo, conuno o mads crioprotectores, por ejemplo, agentes que evitan el dafio por
congelamiento y descongelamientoen las células.

[00128] Lapoblaciéon decélulas madre mesénquimasobtenida a partir de un sujeto o
donantepuede sersustancialmente pura. La purezade la poblacionpuede ser determinada, y
manipulada, usando métodos conocidos en el arte. Por ejemplo, se pueden usar métodos
para la seleccién de células usando la activacion de fluorescencia.

[00129] Sin que se desee hacer alguna relaciéon con alguna teoria, cualquier medio
adecuado de cultivo celularpuede ser usado para los métodosin vitro o ex vivode la
invencién. Por ejemplo, MSCs puede sermantenido en medio a-MEM conteniendo 10%
suero bovino fetal.

[00130] En algunas realizacionesde este u otros aspectos de la invencion, la célula madre
mesenquimal es unacélula madre mesenquimal derivada de médula ésea (BMSC).

[00131] En algunas realizacionesde este u otros aspectos de la invencion, la célula madre
mesenquimales una célula madre mesenquimal murinaderivada de médula. '
[00132] En algunas realizacionesde este u otros aspectos de la invencién, célula madre
mesenquimal es unacélula madre mesenquimal human (hMSC).

[00133] Los inventores también han descubierto que las células madre tratadas con
elAgonista de RARpueden serusadaspara la reparacion o regeneracion del musculo. De
acuerdo con esto, en otro aspecto, la invencion se proporciona unmétodo para la
regeneracion y reparacion muscularen un sujeto,en donde el método comprende la
administracién de unapoblacion decélula madres a un sujeto, en donde al menos una
célulaen lapoblacionha sido contactada con un agonista de RAR.

[00134] En algunas realizaciones, el métodocomprende los pasos de: (i) contactaral
menosuna célula madre con un agonista de RAR; y (ii) administrar dichacélula madrea un
sujeto, el cual es un sujeto que tiene el tejido muscular dafiado.

[00135] Luego de contactar laal menos | célula madrecon el agonista de RARpor el
tiempo necesario, lacélula madretratada puede seradministradade inmediato o puede ser
almacenada porperiodo de tiempoantes de laadministraciona un sujeto. Sin que represente
ninguna limitacion, elperiodo de tiempopuede estar en el rango de minutos a dias.

[00136] El numero decélulas madres tratadas con elagonista de RARa seradministradasa
un sujetopuede estar en ¢l rango de una sola célula a més de 108,

[00137] Otro aspecto de la invencidnse refiere a unmétodo para la regeneracion y

reparacion muscularen un sujeto,en donde el método comprende la administracic’n;% &e
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unapoblacién decélula madres a un sujeto, en donde una porcionde las células madres
estapre-tratada con un agonista de RARY, tal como se ha descrito en el presente documento.
En una realizacion, la porcion de lascélulas madre pre-tratadases de aproximadamente 50%
(para proporcién 1:1). Se ha observado también que el usodepoblacionespre-tratadade
célula madres con altas proporciones (por ejemplo, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, células madre pre-
tratadas: células madre no tratadas) y tambiéncon bajas proporciones (1:2, 1:3, 1:4, 1:5,
células madre pre-tratadas: células madre no tratadas) es util parael método. Por e¢jemplo,
la porcién de lascélulas madre pre-tratadapuede seraproximadamente de 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, o 45%. La po-rcic’)n‘ de lascélulas madre pre-tratadapuede
también ser deaproximadamente 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95%.
[00138] Elmétodo de regeneracion o reparacion muscularque comprende
administrarlacomposicién que comprendelascélulas madre pre-tratadas y no-tratadas, a un
sujetoen el sitio de la lesién muscular, para de este modoreparar o regenerarel musculo en
el sitio. En una realizacion, la lesién es unalesion tisular compuesta. Unalesién tisular
compuesta es una lesién en la cual se han dafiado multiples tejidos, y pueden incluir una
lesién enuno o masde musculo, hueso,tenddn, ligamento, y tejido graso. Se prevén varias
combinaciones. En una realizacién, la lesion de tejido compuestoincluyemusculo y hueso.
En una realizacién, la lesion de tejido compuestoincluye musculo y al menosun tejido
adicional (por ejemplo, ligamentos, tendones, cartilago, hueso,piel,grasa y vasos
sanguineos). En una realizacién, la lesion de tejido compuesto incluye musculo y al
menosdos tejidos adicionales (por ejemplo, dos o mas de ligamentos, tendones, cartilago,
hueso,piel, grasa y vasos sanguineos). En una realizacion, el tejido adicional lesionado
incluye alhueso. En una realizacion, la lesion de tejido compuesto incluye musculo y al
menostres tejidos adicionales (por ejemplo, tres o masde ligamentos, tendones, cartilago,
hueso,piel, grasa y vasos sanguineos). En una realizacion, el tejido adicional lesionado
incluye al hueso. [En una realizacion, la lesion de tejido compuesto incluye misculo y al
menoscuatro tejidos adicionales. En una realizacion, el tejido adicional lesionado incluye
al hueso. Tipos adicionales de tejidos diferentes aaquellos descritosaquitambiénpueden ser
incluidosen la lesidn, en combinacion conla lesion de musculo.

[00139] Como se ha discutido anteriormente, los inventores han descubierto quelas
células madre progenitoraspueden ser inducidasy sometidas adiferenciacion
muscularmediante la exposicién aguda o crénicaa unagonista del receptor de &cido
retinoico gama (RARY)s. De acuerdo con esto, En un aspecto, la invencién se proporciona
unmétodo para la induccién o estimulaciénde la diferenciacion linaje-dirigidode unacélula
madree un solo linaje particular, el método comprende poner en contacto a célula madre

con un agonista del receptor de acido retinoico.
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[00140] En algunas realizaciones, de este u otros aspectos de la invencion, €l linaje
particulares seleccionado a partir del grupo que consiste de los linajes del mesodermo,
endodermo, ectodermo, neuronal, hematopoyético,cualquiercombinacion delos mismos.
[00141] En algunas realizacionesde este u otros aspectos de la invencion, el linaje
particular es un linaje mesenquimal.

[00142] En algunas realizacionesde este u otros aspectos de la invencién, el linaje
mesenquimales seleccionado a partir del grupo que consiste demiogénico, osteogénico,
condrogénico, tendogénico, ligamentogénico, estromatogénico de la médula, adipogénico,
y dermogénico.

Kits

[00143] En otro aspecto, la invencién proporciona un kit para la regeneracion o
reparacion muscular. En algunas realizaciones, el kit comprende unagonista de RAR. En
algunas realizaciones, el kit ademascomprende unapoblacion decélula madres. El agonista
"de RARpuede ser pre-formulado dentro de unaformulacién farmacéuticapara la
administraciéon o puede ser un ingredientepara la preparaciéon dentro de unaformulacion
farmacéuticaque puede ser proporcionadaen el kit.

[00144] En algunas realizaciones, el kitcomprende unagonista de RAR, en donde el
agonistaes formuladopara la aplicacion topica.

[00145] En algunas realizaciones, el kitcomprende unpoblacion decélula madres, en
donde al menos una célulaen lapoblacionha sido pre-tratadamediante el contacto de las
células con un agonista de RAR.

[00146] Adicionalmentea los componentes antes mencionados, el kitpueden incluir
material informativo. El material informativopuede ser descriptivo, de instrucciones, de
publicidad u otro material que describalos métodos descritos en el presente documentoy/oel
use delcompuestoparalos métodos descritos en el presente documento. Por ejemplo, el
material informativo describe métodos para administrarla formulacién a un sujeto. El
kittambién incluir un dispositivo de aplicacion.

[00147] En una realizacion, el material informativopueden incluir instrucciones
paraadministrarla formulaciénde una forma adecuada, por ejemplo, en una dosis adecuada,
forma de dosificacion, o mododeadministracion (por ejemplo, una dosis, forma de
dosificacién, o mododeadministracion descrito en el presente documento). En otra
realizacion, el material informativopueden incluir instruccionespara identificar unsujeto
adecuado, por ejemplo, un humano, por ejemplo, un humano adulto. El material
informativodel kitno se encuentra limitado en su forma. En varios casos, el material
informativo, por ejemplo, instrucciones, son proporcionadas de forma impresa, por
ejemplo, un texto impreso, dibujos, y/ofotografias, por ejemplo, una etiquetao una hoja

impresa. Sin embargo,el material informativopuede también ser proporcionado en otros
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formatos, tales comoBraille, material legible por computadora, grabaciones de video, o
grabaciones deaudio. En otra realizacién, el material informativodel kit es un link o
informaciéon de contacto, por ejemplo, una direcciéon fisica, correo electrénica,
hipervinculo, sitio web, o numero de teléfono, en donde el usuariodel kitpodra obtener
informacion relevanteacerca dela formulaciony/osu usoenlos métodos descritos en el
presente documento. Por supuesto, el material informativopuede también ser
proporcionado en cualquier combinacién de los formatos.

[00148] En algunas realizaciones loscomponentes individualesdela formulacionpueden
ser proporcionadosen un envase. Alternativamente, puede ser deseableproporcionar los
componentes dela formulaciénde forma separada en dos o masenvases, por ejemplo,
unenvase para la preparacién de oligonucleotidos, y al menosotro para untransportador
delcompuesto.  Los diferentes componentes pueden ser combinados, por ejemplo, de
acuerdo con lasinstrucciones proporcionadas conel kit. Los componentes pueden ser
combinadosde acuerdo al método descrito en el presente documento, por
ejemplo,parapreparar y administrarunacomposicion farmacéutica.

[00149] Adicionalmente a la formulacion, la composiciéndel kitpueden incluir otros
ingredientes, tales como un solvente o tampoén, unestabilizador o un preservante,
y/ounsegundo agentepara el tratamiento de una condicion o desorden descrito en el presente
documento. Alternativamente, los otros ingredientes pueden ser incluidosen el kit, pero en
diferentes composiciones o envases que la formulacién. En tales realizaciones, el kitpuede
incluir instrucciones para mezclarla formulacién y los otrosingredientes,o para usar el
oligonucleotidojunto con los otros ingredientes.

[00150] El agonista de RARs puede ser proporcionadoen cualquier forma, por ejemplo,
forma liquido, seca o liofilizada. Se prefiere quela formulacidnestésustancialmente
puray/oestéril. Cuandola formulaciénes proporcionada en una solucién liquida, la solucion
liquidaes preferiblementeuna soluciénacuosa,siendo una soluciéon estéril acuosa la
preferida.  Cuandola formulaciénes proporcionada en forma seca, en general la
reconstituciones hecha mediante la adicionde un solvente adecuado. EI solvente, por
ejemplo, agua estéril o tampdn, puedeopcionalmenteser proporcionada enel kit.

[00151] En algunas realizaciones, el kitcomprende envases separados, divisores o
compartimentos parala formulacién y material de informacion. Por ejemplo, la
formulaciénpuede estar contenida en una botella, vial, o jeringa, y el material
informativopuede estar contenidoen una bolsa o sachet de plastico. En otras realizaciones,
los elementos separadosdel kitestan contenidos dentro de un solo envase no dividido. Por
ejemplo, la formulacidnes contenidaen una botella, vial o jeringaque se encuentra junto al

material informativo.
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[00152] En algunas realizaciones, el kit inclﬁyeunconjunto, depor ejemplo, un pack,
deenvases individuales, cada uno conteniendouno o masformas unitarias de
dosificaciondela formulacién. Por ejemplo, el kit incluyeunconjunto dejeringas, ampollas,
bolsas de papel, o blisteres, cada uno conteniendo solo una unidad de dosificacién de la
formulacion. Losenvasesdelos kits pueden ser sellados de tal forma que sean impermeables

al airey/oagua.

Definiciones

[00153] A menos que se establezca de otra manera, o sea implicito a partir del contexto,
los siguientestérminos y frases incluyenlos significados proporcionados a continuacion. A
menos que especificamente se establezca de otro modo,o sea evidente a partir del contexto,
los términos y frases que se indican a continuaciénno excluyen el significadodel término o
frase que ha adquirido en el arteal cual la invencién pertenece. Las definiciones
sonproporcionadaspara ayudar a la descripciéon de las realizaciones particulares de los
aspectos descritos en la presente descripcion, y no tienen la intencién delimitarla invencion
reivindicada, debido a que elambito de la invenciénse encuentra limitada unicamente por
las reivindicaciones. Asimismo,a menos que se requiera de otro modo a partir del contexto,
los términos en singular incluyen el significado en plural y los términos en plural incluyen
el significado en singular.

[00154] Tal como se usa en el presente documentoel término “comprende” o “abarca” es
usado enreferencia alas composiciones, métodos, y los componentesrespectivos del mismo,
que son esenciales para la invencion, y deja abierta la posibilidad de incluir elemento que
no se han especificado, ya sea que estos sean esenciales o no.

[00155] Tal como se usa en el presente documentoel término “consiste esencialmente
de” se refiere a aquellos elementos requeridos para una realizaciéon determinada. El
término permitela presencia de elementos adicionales que materialmente no afectan las
caracteristicas basicas y novedosas o funcionales de la realizacion de lainvencion.

[00156] El término “consiste de” se refiere acomposiciones, métodos, y los respectivos
componentes del mismo tal como se ha descrito en el presente documento, que son
exclusivos de cualquier elemento no indicado en la descripcion de la realizacion.

[00157] Los términos singulares “un,” “una,” y “el” incluyen también sus equivalentes
en plural a menos que el contexto indique claramente de otro modo. De forma similar, se
entiende que la palabra “o” comprende también a la palabra “y” a menos que el contexto
indique claramente de otro modo.

[00158] Aunquemétodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritosen el
presente documentopueden ser usadosen la practica o evaluacion de esta descripcion, los

métodos y materiales adecuadosson descritos a continuaciéon. El término “comprende”
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significa “incluye”. La expresion “por ejemplo”es usada en el presente documento como un
indicativo de un ejemplo no limitativo.

[00159] Los términos “disminuye”, “reduce”, “reduccion”, “decremento” o “inhibe” son
usados en el presente documento de forma generalpara indicar una disminucién en una
cantidad estadisticamentesignificativa. Sin embargo,para evitar cualquier duda, “reducido”,
“reduccion” o “disminucién” o “inhibe” significan unadisminucién enal menos 10% en
comparacién con un nivel de referencia, Por ejemplouna disminucién enal
menosaproximadamente ~ 20%, o al  menosaproximadamente = 30%, o al
menosaproximadamente  40%, o al menosaproximadamente 50%, o al
menosaproximadamente  60%, o al menosaproximadamente = 70%, o al
menosaproximadamente 80%, o al menosaproximadamente 90% o hasta e incluyendo una
disminucién del 100% (por ejemplonivel ausente en comparécic')n con una sustancia de
referencia), o cualquier disminucion entre 10-100% cuando se le compara con un nivel de
referencia.

[00160] Los términos “incrementado” ,’incremento” o “aumento” o “activacion” son
todos usados aqui de forma generalindicando un incrementoen una cantidad; con el fin de
evitar cualquier duda, los términos“incrementado” ,’incremento” o “aumento” o
“activacion” significa un incrementodeal menos 10% cuando se le compara con un nivel de
referencia, Por ejemploun incrementodeal —menosaproximadamente 20%, o al
menosaproximadamente  30%, o al menosaproximadamente 40%, o al
menosaproximadamente  50%, o al  menosaproximadamente  60%, o al
menosaproximadamente ~ 70%, o al menosaproximadamente  80%, o al
menosaproximadamente 90%o0 hasta e incluyendo un aumento de 100% o cualquier
incremento entre 10-100% cuando se le compara con un nivel de referencia, o al menosun
incremento aproximadamente 2 veces, o al menosaproximadamente3 veces, o al
menosaproximadamente4  veces, o al menosaproximadamente5 veces o al
menosaproximadamente10 veces,0 cualquier incremento entre 2 veces y 10 veces o
mascuando se le compara con un nivel de referencia.

[00161] El término “elevado,” significa un incrementoen una cantidad estadisticamente
significativa; con el fin de evitar la duda, el término “elevado” significa un incremento of al
menos 5%, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al
menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al
menos 95%, al menos 1 veces, al menos 1.5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al
menos 4 veces, al menos 5 veces, o al menos 10 veces 0 mascuando se le compara con un
nivel de referencia.

[00162] El término “estadisticamente significativo” o “significativamente” se refiere aun

nivel de significancia estadistica y que de forma general significa dos desviaciones
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estandares (2SD) por encima o por debajo del nivel de referencia. El término se refiere a
unaevidencia estadistica Que es una diferencia. Esta es definidacomo Ila
probabilidaddetomar unadecisiéno de rechazar la hipdtesis nulacuando actualmente la
hipétesis nula es verdad. Ladecisiénes a menudo hecha usado el valor de p.

[00163] Tal como se usa en el presente documento, el término “ex vivo” se refiere a
células las cuales han sido obtenidas a partir de un organismo vivoy cultivadasfuera del
organismo (por ejemplo, en un tubo de ensayo).

[00164] A menos que en el presente documento se defina de otra manera, los términos
cientificos y técnicosusados en relacion con la presentesolicitudtendran los significadosque
son comunmente entendido por aquellas personas normalmente versadas en la materia.
Adem4s, a menos que el contexto lo requiera de otra manera, los términos en singular
incluyen el significado en pluraly los términos enplural incluyen el significado de los
términos en singular.

[00165] Se debe entender queesta invencionno se encuentra limitada a la metodologia,
protocolos, y reactivos, etc. en particular, que se han descrito en el presente documentode
tal modo que estos pueden variar. La terminologia usada en el presente documentoesta
destinada unicamente a describir realizaciones en particular, y no tiene la intencion de
limitar el ambito de la presente invencion, el cual es unicamente definido por las
reivindicaciones.

[00166] Salvo en losejemplos operativos, o donde se indique de otra manera, todos los
nimerosque expresan cantidades de ingredientes o condiciones dereaccién usados en el
presente documentodeben ser entendidos como afectados en todas las instancias por
eltérmino “aproximadamente.” El término “aproximadamente” cuando es usado para
describir la presente invencion, en relacion con porcentajes significa £1%.

[00167] En un sentido, la presente invenciondescribecomposiciones, métodos, y los
respectivos componente(s) de los mismos, como esenciales para la invencién, dejando
abierta la posibilidad de incluir elementos no especificados, esenciales o no (“comprende).
En algunas realizaciones, otros elementospueden ser incluidos en la descripcion dela
composicién, método o componentesrespectivos de los mismos los cuales se encuentran
limitados a aquellos que materialmente no afectan las caracteristicas basicas y novedosas de
lainvencién (“consisten esencialmente de”). Esto aplica por igual a los pasos dentro del
método descritoasi como también a lascomposiciones y componentes comprendidos. En
otras realizaciones, las invenciones, composiciones, métodos, y componentes respectivos
de los mismos, descritos en el presente documentoestdn destinados a ser exclusivos de
cualquier elemento no considerado como un elemento esencial para el componente,

composicién o método (““consiste de”).
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[00168] En la medida que no ha sido indicado, sera entendidopor aquellas personas
normalmente versadas en la materiaque cualquiera de las varias realizaciones descritas e
ilustradas en el presente documento puede ser modificada de forma
adicionalparaincorporarcaracteristicas mostradas en cualquier de las otras realizaciones
mostradas en el presente documento.
[00169] Todas. las patentes, solicitudes de patente, y publicaciones identificadasson
expresamente incorporadasal presente documentomediante referenciapara el proposito de
describir y revelar, por ejemplo, lasmetodologias descritasen tales publicaciones que
pueden ser usadas en conexiéncon la presente invencion. Estas publicaciones
sonproporcionadastinicamente para sudivulgacion antes de la fecha de presentacién de la
presentesolicitud. Nada en este sentido debe ser interpretado como unaadmision de que los
inventores no tienen derecho a tal divulgacion previaen virtud de la invencién previa o por
cualquier otra razén. Todas las declaraciones como la fecha o larepresentacién asi como los
contenidos deestos documentos se encuentran basados en la informacion disponible a los
solicitantes y no constituye ningunaadmisiéncomo la exactitud de las fechas o contenidos
deestos documentos.

[00170] La presente invencidnpuede ser tal como se define en cualquiera de los

siguientes parrafos numerados.

1. Unmétodo de regeneracion o reparacién muscularen un sujeto,que comprende la
administracion de unacantidad terapéuticamente efectivade un agonista del receptor
de 4cido retinoico gama (RARY)a un sujeto conel tejido muscular lesionado, para de
este modoreparar o regenerarel tejido muscular lesionado.

2. El métododel parrafo 1, en donde dichaadministraciones local o sistémica.

3. El métodode cualquiera de los parrafos 1-2, en dondela administracion se
iniciadurante un periodo de tiempode incremento delasefializacion del retinoide
enddgenoen el sujeto que resulta a partir de laocurrencia de la lesion del tejido
muscular. |

4. El métodode cualquiera de los parrafos 1-3, en dondela administracién se iniciaa
mas tardar 3 dias después de la ocurrencia de la lesion del tejido muscular en el
sujeto.

5. El métododel parrafo 4, en dondela administracion se inicia a aproximadamente 4
dias después de la ocurrencia de la lesion del tejido muscular en el sujeto.

6. El métododel parrafo 4, en dondela administracién se inicia a aproximadamente 5
dias después de la ocurrencia de la lesion del tejido muscular en el sujeto.

7. El métododel parrafo 4, en dondela administracion se inicia a aproximadamente 6

dias después de la ocurrencia de la lesion del tejido muscular en el sujeto.
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El métododel parrafo 4, en dondela administracion se inicia a aproximadamente 7
dias después de la ocurrencia de la lesion del tejido muscular en el sujeto.

El métododel parrafo 4, en dondela administracion se inicia a aproximadamente 5
dias, y se continta a través de al menos 7 dias luego de laocurrencia de la lesion del
tejido muscularen el sujeto.

El métododel parrafo 9, en dondela administraciénse continda a través de al menos
9 dias luego de la ocurrencia de la lesion del tejido muscularen el sujeto.

El métodode cualquiera de los parrafos 1-10, en dondeel agonista de RARyes
seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271 (4cido 6-(4-Metoxi-3-
triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-437 (4cido 6-
(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-1530
(4cido 4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-2247,
palovaroteno (4cido 4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1H-pirazol-
1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (acido 3-Fluoro-4-[(R)-2-
hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-
benzoico); BMS-189961 (4cido 3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (4cido4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-
butil-fenil)-3-oxo-prdpenil]-benzoico); acido  6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenil]naftalen-2-carboxilico; | acido 5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-
tetrahidronaftalen-2-il)propenil Jtiofen-2-carboxilico; y enantiomeros, derivados,
profarmacos, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

El métodode cualquiera de los parrafos 1-11, en donde lael tejido muscular se ha
lesionado como resultado de un accidente o lesion fisica, enfermedad, infeccion,
exceso de uso, perdida de circulacion sanguinea, o perdida o atrofia muscular.

El métodode cualquiera de los parrafos 1-11, en donde lael tejido muscular
lesionadoes un musculo distréficoun musculo envejecido.

El métodode cualquiera de los pérrdfos 1-11, en donde lael tejido muscular
lesionadoes el resultadode laatrofia/perdida muscular.

El métodode cualquiera de los parrafos 1-14, en dondeel sujeto es un mamifero.

El métodode cualquiera de los parrafos 1-15, en dondeel sujeto es un raton.

El métodode cualquiera de los parrafos 1-15, en dondeel sujeto es un humano.

El métodode cualquiera de los parrafos 1-17, que ademas comprénde la
administracion de unagente anti-inflamatorioal sujeto.

Unmétodo de regeneraciéon o reparacién muscularen un sujeto,que comprende la
administracionde células madre pluripotentes o multipotentesque hansido
pretratadas conunagonista de RARY, a un sujetoen el sitio de la lesion muscular,

para de este modoreparar o regenerar musculo en el sitio.
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El métododel parrafo 19, en donde la lesionmuscular es unalesién tisular
compuesta.

El métododel parrafo 20, en dondela lesion del tejido compuestocomprende una
lesiéna musculo y hueso.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-21, en dondelas células madre pre-
tratadasson administradas en combinacidn concélulas madre no-tratadas.

El métododel parrafo 22, en dondelas células madre pre-tratadas y células madre
no-tratadasson administradas en una proporcion de 1:1.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-23, en dondelas células madre pre-
tratadashan sido pretratadas con elagonista de RARypor un periodo de alrededor 3
dias.

El métododel parrafo 19, en dondelas células madre pluripotentesson células madre
pluripotentes inducidas.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-25, en dondelas células madre
pluripotentescélulas madre mesenquimales.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-26, en doﬁdela administracion es local.
El métodode cualquiera de los parrafos 19-27, en dondela administracién es
mediante trasplantede células en el sujeto.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-28, en dondelas células madre
pluripotentesson autdlogas o heterdlogaspara el sujeto.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-29, en dondelas células madre
pluripotentesson de mamifero.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-30, en dondelas células madre
pluripotentesson de roedor.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-30, en dondelas células madre
pluripotentesson de humano.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-32, que ademds comprende la
administracion de un agente anti-inflamatorioal sujeto.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-33, en dondeel agonista de RARyes
seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271 (4cido 6-(4-Metoxi-3-
triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-437 (4cido 6-
(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-1530
(4cido 4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-2247;
palovaroteno; (4cido 4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1H-pirazol-
1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (4cido 3-Fluoro-4-[(R)-2-
hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-
benzoico); BMS-189961 (4cido 3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
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tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (acido 4-[(E)-3-(3,5-Di-
tert-butil-fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico); acido 6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenilnaftalen-2-carboxilico; acido 5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8.,8-
tetrahidronaftalen-2-il)propenil Jtiofen-2-carboxilico; y enantiomeros, derivados,
profarmacos, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-34 en donde el musculo es
lesionadocomo resultado de unaccidente o lesién fisica, enfermedad, infeccion,
exceso de uso, perdida de circulacion sanguinea, o perdida o atrofia muscular.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-34, en dondeel tejido muscular
lesionadoes un musculo distréficoo un musculo envejecido.

El métodode cualquiera de los parrafos 19-34, en donde la lesién muscular es como
resultadodeatrofia/perdida muscular.

Unmétodo para la induccion o estimulaciénde diferenciacion miogénicade células
madre mesenquimales aisladasin vifroque comprende, contactar las células madre
mesenquimalescon una cantidad efectivade un agonista del receptor de dacido
retinoico gama (RARY).

El métododel parrafo 38, en dondela puesta en contacto es por unperiodo de
tiemposeleccionado a partir del grupo que consistede aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 1 dia,aproximadamente 2 dias, y aproximadamente 3 dias.
Unmétodo para la induccién o estimulacionde la diferenciacion linaje-dirigidode
una célula madre pluripotenteen un linaje mesenquimal, donde el método
comprende poner en contactola célula madre pluripotentecon una cantidad
efectivade un agonista del receptor de acido retinoico gama (RARYy).

El métododel parrafo 40, en dondela célula madre pluripotentees una célula madre
pluripotente inducida.

El métodode cualquiera de los parrafos 40-41, en dondela célula madre
pluripotentees una célula madre mesenquimal.

El métodode cualquiera de los parrafos 40-42, en dondeel linaje mesenquimales
seleccionado a partir del grupo que consiste demiogénico, osteogénico,
condrogénico, tendogénico, ligamentogénico, estromatogénico de la médula,
adipogénico, y dermogénico.

El métodode cualquiera de los parrafos 40-43, en dondela célula madre pluripotente
es de mamifero.

El métodode cualquiera de los péarrafos 40-44, en dondela célula madre pluripotente
es de ratdn.

El métodode cualquiera de los parrafos 40-45, en dondela célula madre

pluripotentees de humano.
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El métodode cualquiera de los parrafos 40-46, en dondeel agonista de RARyes
seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271 (4cido 6-(4-Metoxi-3-
triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-437 (4cido 6-
(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-1530
(4cido 4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-2247,
palovaroteno (4cido 4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1 H-pirazol-
1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (4cido 3-Fluoro-4-[(R)-2-
hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-
benzoico); BMS-189961 (acido 3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (acido 4-[(E)-3-(3,5-Di-
tert-butil-fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico); 4cido 6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenil|naftalen-2-carboxilico; acido 5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-
tetrahidronaftalen-2-il)propenil]tiofen-2-carboxilico; y enantiomeros, derivados,
profarmacos, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

Unacomposicién que comprende células madre mesénquimalesen donde una
porcionde las células madre mesénquimalesha sido pre-tratadamediante contacto
con unagonista de RARypara de este modose generencélulas madre mesénquimales
pre-tratadas. |

La composiciondel péarrafo 43, en dondela porcion. de lascélulas madre
mesénquimales pre-tratadases seleccionada a partir del grupo que consiste de 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, y 90%.

Unacomposicion que comprendeuna poblacion de células madre pluripotentes, en
donde al menos una célulade la poblaciénes contactada con unagonista de
RARypara que de este modose genereuna célula madre pluripotente pre-tratada.

La composiciéndel parrafo 50, en dondela célula madre pluripotentees una célula
pluripotente inducida.

La composicionde cualquiera de los parrafos 50-51, en dondela célula madre
pluripotentees una célula madre mesenquimal.

La composiciénde cﬁalquiera de los parrafos 50-52, en dondela célula madrees una
célula madre aislada.

La composiciénde cualquiera de los parrafos 50-53, en dondela célula madre es de
mamifero.

La composiciénde cualquiera de los parrafos 50-54, en dondela célula madre es de
murino. |

La composiciénde cualquiera de los parrafos 50-54, en dondela célula madre es de

humano.
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La composicionde cualquiera de los parrafos 50-56, en dondeel agonista de RARyes
seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271 (4cido 6-(4-Metoxi-3-
triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-437 (4cido 6-
(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1 -ilfeni1)-2—nafta1encarbox1’lico); CD-1530
(4cido 4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-2247;
palovaroteno (4cido 4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1H-pirazol-
1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (4cido 3-Fluoro-4-[(R)-2-
hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino}-
benzoico); BMS-189961 (4cido 3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (acido 4-[(E)-3-(3,5-Di-
tert-butil-fenil)-3-oxo-propenil }-benzoico); 6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenil|naftalen-2-carboxilico; - acido 5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-
tetrahidronaftalen-2-il)propenil Jtiofen-2-carboxilico; y enantiomeros, derivados,
profdrmacos, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

Unacomposiciéon farmacéutica que comprendeuna composicionde cualquiera de los
parrafos 50-57 y un transportador farmacéuticamente aceptable.

A kit para la reparacién o regeneracion del musculo, que comprende al menos
unode

(1) unagonista de RARYy;

(i1) unagonista de RARYy y a célula madre; o

(iii)  una composicion de cualquiera de los parrafos 48-58.

El kitdel parrafo 59, en dondela célula madrees una célula madre pluripotente
inducida.

El kitde cualquiera de los parrafos 59-60, en dondela célula madrees una célula
madre mesenquimal.

El kitde cualquiera de los parrafos 59-61, en dondeel agonista de RARyes
formuladoen una composicion farmacéutica.

El kitde cualquiera de los parrafos 59-62, en dondeel agonista de RARyes
formuladopara la aplicacion tépica.

El kitde cualquiera de los parrafos 59-63, en dondela célula madrees una célula
madre aislada.

El kitde cualquiera de los parrafos 59-64, en dondela célula madre es de mamifero.
El kitde cualquiera de los parrafos 59-65, en dondela célula madre es de roedor.

El kitde cualquiera de los parrafos 59-65, en dondela célula madre es de humano.

El kitde cualquiera de los parrafos 59-67, en dondeel agonista de RARyes
seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271 (4cido 6-(4-Metoxi-3-
triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-437 (4cido 6-
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(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-1530
(4cido 4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-2247;
palovaroteno (acido 4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1H-pirazol-
1-ilmetil)-2-naftalenil}-etenil]-benzoico); BMS-270394 (4cido 3-Fluoro-4-[(R)-2-
hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino}-
benzoico); BMS-189961 (4cido 3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (acido 4-[(E)-3-(3,5-Di-
tert-butil-fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico); acido 6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenil]naftalen-2-carboxilico; acido 5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-
tetrahidronaftalen-2-il)propenil]tiofen-2-carboxilico, y enantiomeros, derivados,
profarmacos, y éales farmacéuticamente aceptables del mismo.

69. El kitde cualquiera de los péarrafos 59-68, queademas comprendeinstrucciones de

uso.

[00171] La presente invenciones ilustrada de forma adicional con relacién a los
siguientesEjemplos. Estosejemplossonproporcionadoscomo una ayuda para la

comprensionde la invenciénu no se interpretard como una limitacion de la misma.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Meétodos

[00172] Aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales (MSCs) derivadas
de medula 6sea. Los MSCs fueronaislados tal como se ha descrito previamente (ref) con
modificaciones menores. Brevemente,células de medula 6sea(1-2 x 107) cosechadas a
partir de huesos largosde ratones de 4-6 semanas, las cuales fueron sembradas en placas de
cultivo de 100-mm, incubadas por 3 horas a 37°Cpara permitir la unién de las células
adherentes, y luego se lavo dos veces con PBSpara eliminar las células no adherentes.
lasMSCs derivadas de médula éseaforman colonias adherentes luego de 12-15 diasde
cultivo. Los cultivos primariosfueron pasados para la dispersionde lascélulas formadoras de
colonias(pasaje 1). Las células fueron luego subcultivadasde nuevo cuando alcanzaron el
70% de confluencia. Las células fueron mantenidas en o-MEM (Gibco BRL; Invitrogen
Corp.) conteniendo 20% de suero bovino fetal (FBS; Equitech-Bio Inc.), 2 mM de L-
glutamina, una combinacién de 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina

(Biofluids Inc.), y 55 pM de 2-mercaptoetanol (Gibco BRL; Invitrogen Corp.) antes del
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primer pasaje. Luego del primer pasaje, las células fueron mantenidas en FBS al 10%, a-
MEM a menos que se indique de otro modo.

[00173] Las DsRED que expresan MSCs fueron aisladas a partir de B6.Cg-Tg(CAG-
DsRed*MST)1Nagy/J raton (Jax Mice). Las MSCs que expresan GFP fueronobtenidos a
partir de unratdn transgénicoque porta H2K-GFP (Dominici et al. Genesis 42:17-22(2005)).
[00174] Transplante de células. MSCs (1x10°) con o sinpre-tratamiento con agonista
de RARfueron suspendidas en 10 ul DMEMlibre y se colocaron en el musculo con
defectotal como se ha descrito en el presente documento.

[00175] Procedimientos Histolégicos. Una muestra de estructura de tejido de musculo
fue fijada en PFAal 4% y se embebi6 en parafina. Secciones seriadas de cincoum fueron
teflidasmediante ya sea por H&E

(http://www.ihcworld.com/_protocols/special stains/HE Mayer.htm) o con solucién de

tincidén tricromica de Masson

(http://www.ihcworld.com/_protocols/special_stains/masson_trichrome.htm). Para detector

el tejido adiposo, las muestras fijadas en PFA al 4% fueron equilibradasen sucrosa al 20
%en PBS, se embebieron en compuesto OCT luego se cortaron en un criostato. Las
criosecciones de diezum fueron deshidratadas, rehidratadas y luego se tifieron conAceite-

rojo O (http://www.ihcworld.com/ protocols/special_stains/oil_red o.htm).

[00176] Inmuno-fluorescencia. Para la deteccion de varios antigenos en secciones de
tejido, secciones de 5 um de parafinafueron des-parafinados, re-hidratados y luego tratados
con pepsina al 0.1 %en HCI 0.02 Npor 15 min a 37°C. Las secciones fueron lavadas tres
veces en PBS-T y bloqueadasen suero normal de cabra al 10% con BSA al 0.3%. Las
secciones fueron incubadas con el anticuerpo primario, lavadas tres veces con PBS-T y
luego incubadas con anticuerpo secundario. La lista de antigenos, anticuerpos y sus
diluciones esmostrado abajo.

[00177] MyoD:Anti-MyoD; sc-760 (Santa Curz, 1:100), Anti-Conejo Alexa Flour 488
(Invitrogen, 1:500)

[00178] Myf5: Anti-Myf5; sc-302 (Santa Curz, 1:100), Anti-Conejo Alexa Flour 488
(Invitrogen, 1:500)

[00179] Anti-Laminina2; ALX-804-190 (Enzo Life Science, 1: 250), Anti-Rata Alexa
Flour 594 (Invitrogen, 1:500)

[00180] Cadena pesada de miosina (MHC): Anti-MHC; MF-20 (Developmental Studies
Hybridoma Bank, 1: 25), Anti-ratén Alexa Flour 588 (Invitrogen, 1:500)

[00181] Osteocalcina (OC): Anti-OC; M173 (Takara, 1:500), Anti-Conejo Alexa Flour
594 (Invitrogen, 1:500)

[00182] Proteina fluorescente verde (GFP): conjugado con biotina Anti-GFP; NB100-
1678 (Novus, 1: 250), Streptavidina Alexa Flour 488 (Invitrogen, 1:500) 0 0 0 J 40
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[00183] Administracion local y sistémicadeagonistas de RAR.
Laadministraciénsistémica deagonistas de RARfue llevada a cabo mediantesondas tal como
seha descrito previamente (Shimono et al. J. Orthop. Res. 28:271-277, 2010). La
administracién local delagonista de RARfue hecho mediante la inyeccién del agonista de

RAR (disuelto en DMSO) usando una jeringa Hamilton 87943 con una aguja 26G.

Resultados

{00184] Se investigaron los efectos diferenciales de los agonistas retinoides sobre la
diferenciacion miogénicaencultivos de células madre mesenquimales de ratonderivadas de
médula 6sea (BMSC). Las BMSCs fueron preparadas a partir defémures y tibias deratones
de 6 semanas de edad mediantemétodos estandar y se mantuvieron en FBS al 5% y DMEM
por 7 diasen presenciade DMSO al 0.1 % (vehiculo: Control), I uM de todos los acidos
retinoicos trans (RA) (comercialmente disponibles de Sigma), 1 uM del agonista alfa de
RAR (obtenida a partir de un NuRx Pharmaceuticals) o 30 nM de gama agonista de RAR
(CD1530, comercialmente disponible). Varias células elongadas multinucleadas de
musculo células se formaron solo en cultivos tratados con agonista agama de RAR.

[00185] Las lineascelulares provenientes de unacélula madre mesenquimalfueron
cultivadaspor 10 diasen presencia o ausencia de agonista gamma de RAR (CD1530, 100
nM). Los cultivos fueron procesados mediante inmunotinciéncon anticuerpos MyoD o
Myf5 o tefiidos con tincién nuclear de DAPIL. Las células control no tratadas contuvieron
cantidades no detectable de MyoD y Myf5, pero ambas proteinas estuvieron claramente
~ presentesen cultivos tratados con agonista gamma. Los resultados indicanun incrementoen
los niveles de MyoD y Myf5 para el agonista gama de RAR en los cultivos decélulas
madre mesenquimales (MSC).

[00186] Un modelo murino con defectos musculares fue usado para investigarla
estimulacion de reparacion de musculo mediante laadministracionde agonistas gama de
RAR. Se cred un defecto con forma redondacon un cauterizador en la pantorrilla o los
musculos tibialesanteriores en ratones de 8 semanas de edad lo cual conlleva a uh defecto
de 2.0 mm x 2.0 mm x 2.0 mm.

[00187]  Se crearon defectos con forma redondaen el tejido del musculo de la pantorrilla
deratones de 8 semanassemanadas de edad tal como se indico anteriormente (undefecto de
musculo/ratén). Los ratones recibieron aceite de maiz (vehiculo) o 300 pg de agonista
gama RAR (CD1530)/dia mediante sonda en los dias 8, 10 y 12 después de la lesién. El
tejido fue colectadopara andlisis histolégico en el dia 14. El defecto muscular en los ratones
de control fueron llenados en gran medida con tejido fibroso similar a cicatrizy con tejidos
conectivos al dia 14. Estosteji_dos similares a las cicatricesfueron totalmente negativos para

lacadena pesada de la miosina (MHC) tal como se detecté mediante inmunotinciéon. En
ARl
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contraste, los sitios dedefecto muscularen ratones tratados con agonista gama RAR fueron
rellenados convarias células elongadas similares a musculosy varias de estas células fueron
positivas para MHC. Los resultados indican laestimulacion de lareparacién del musculo
mediante laadministracionsistémica con un agonista gama RAR.

[00188] Luego de la creacién de un defecto de 2x2x2 mm en el centro del musculo tibial
anterior tal como se indicé anteriormente (un defecto muscular/ratén), los ratones
recibieron aceite de maiz (vehiculo) o 300 pg agonista gama de RAR /diamediante sonda
en el dia 8, 10 y 12 después de la lesion. Los tejidos fueron colectados para el analisis
histolégicoa las semanas 2 y 4. Macro-fotos del tejidomuscular lesionadocolectados a
partir de los ratones control y tratados con agonista gammaRAR (CD1530) fueron tomados
a las 4 semanasdespués de la lesion. En los controles, el defectofue claramente visible
como una mancha blanca. En contraste, casi nunca hubo un signo visible del defecto
original en los ratones tratados con agonista gamma de RAR. Los andlisis
histolégicosrevelaron que los defectos del tejido muscularen losratones controlfueron
ocupados por mezclas de tejido adiposo y fibroso a las 2 y 4 semanas. La deposicién de
tejido fibrosofue también observado entre las fibras del musculo. Sin embargo,en
losratones tratados con agonista gamma de RAR, los defectos del musculo fueron
rellenados con fibras de musculo alineadosa lo largo del eje longitudinal mayordel musculo
tibial anterior. Los resultados indicanuna reparacion total de losdefectos del misculo
mediante laadministracionsistémica deagonistas gama RARa través del tiempo.

[00189] Los analisis histologicosdel tejido de musculo esqueléticofueron llevados a cabo
4 semanasdespués de la lesién. Secciones tranversas seriadasde muestras de tejido
muscularfueron colectadas 4 semanasdespués de la lesion (las mismas muestras tal como se
discutié directamente antes) fueron tefiidas con tincidén tricrémica de Masson’s o
procesadas para ser inmuno-tefiidas conanticuerposparalaminina (una proteina extracelular
abundantealrededor de las células del musculo). En los controles, el sitio inicial de
lesionfue reparado de forma deficiente y fue ocupado de forma conspicua por tejido
adiposoy tejido fibroso conectivo que no se tifid con anticuerpos anti-laminina. En
contraste, el muisculo lesionadofue casi siempre reparado de forma completaen los animales
tratados con elagonista gama; el tejido reparadotifiofuertemente conanticuerpos anti-
laminina. Para evaluar y cuantificarlos cambios en la estructura del tejido de musculo
esquelético, se tomaron imégenesde secciones seriadas tefiidas con tincion tricrébmicay se
determinaron las cantidades relativas defibra muscular, tejidos adiposo y fibrosoen
multiples areas definidasmediante el programa ImagePro. Las éreas analizadas fueron
grillas de 9 x 9 cada una (aproximadamente 3 x 3 mm) que incluyenel sitio lesionado

original (2 x 2 mm). La lesion muscular causé una disminuciénen el numero total de

fibrasmuscularesen el drea y un incremento paraleloen las areas de tejido fibroso y adiROﬁ?3 US 1
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En contraste, el tratamiento con CD1530 restaura en gran parte la composicion del tejido.
La cantidad relativa de musculo ha sido determinado tal como se muestra graficamente en
laFigura 1.

[00190] Para verificar que el RARgama es requerido para lareparacién y regeneracion
muscular, se crearon lesiones muscularesen ratones de tipo salvaje (WT) y ratones nulos
paraRARgama tal como se indic anteriormente. Los animalesfueron luego tratados
conagonista gamas o vehiculo (aceite de maiz). Se colectaron muestras de tejido 4
semanasdespués de la lesion, se seccionaron y tifieroncon solucion de tincion tricromica de
Masson. En concordancia con los resultados anteriormente discutidos, el tratamiento con el
agonista gamaindujo una reparacion muscular efectivaen los ratones de tipo salvaje WT.
Sin embargo,este tuvo efectos minimos en los ratones nulos para RARgama, en los cuales
el defecto muscular fue rellenado con tejido adiposo y algo detejido conectivoy cordones
con células fibrosas. Estos hallazgos indican que: (1) el efecto re reparacién muscularpor
elagonista gama es mediado pro el RARgama; y (2) el RARgama es requeridopara
repararel tejido de musculo esquelético.

[00191] Se examinaron los efectos de los multiples agonistas retinoidessobre la
reparaciéon delmusculo esquelético. Macro fotografiasfueron tomadasde sitios de lesion
muscular luego de un periodo de4 semanas. El andlisis histomorfométricode la
composicién de los musculos lesionados es mostrado en laFigura 2. Los defectos de lesion
muscularfueron creados en ratones de 8 semanas de edad tal como se ha descrito
anteriormente. Los ratones recibieronaceite de maiz (control), 300 pg de pan-agonista de
acido retinoico (RA), 900 ug de NRX195183 (agonista alfa RARt) o 300 ug de CD1530
(agonista gama RAR) en los dias 8, 10 y 12 mediante sonda. Cuatrosemanasdespués de la
lesion, muestras de tejido fueron colectadas, procesadas para losandlisis histologicos y
sometidos a cuantificacionhistomorfométrica. En los animales control y los animales
tratados con agonista alfa RAR ocon RA, los sitios de lesion fueron claramente
visiblescomo grandés manchasdebido al reemplazo del musculo contejido adiposo. Sin
embargo,en los animales tratados con gamma RAR, los sitios de lesionfueron
esencialmente invisibles a las 4 semanasdebido a que ellos fueron rellenados con tejido
muscular de reparacion. Para cuantificar las respuestas, se hicieron secciones seriadas de
tejido en los sitios de reparacién y se tifidcon tricromo y seanalizéen cuanto a la
cuantificacién de cantidades relativas de musculo, tejidos adiposo y fibrosoen
areasdefinidas mediante el programa ImagePro tal como se ha descrito anteriormente. Las
areas analizadasfueron grillas de 9 x 9 cada una (aproximadamente 3 x 3 mm) que
contenian elsitio original de lesién (2 x 2 mm). Los resultados son mostrados en laFigura 2.
El grafico muestra promedios de nueve secciones provenientes de tres ratones. “Normal”

fue derivado a partir de la composicién de un tejido muscularde un musculo normal no
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lesionado. Como se espera, los musculos en los animales controlestuvieron compuestos de
90%de tejido muscular, 7% de tejido fibroso y cantidadestraza de tejido adiposo. La lesion
del musculo causéuna dramatica disminucidn en el area de las fibras musculares de 90% a
33%, y ellos se correspondieron con el incremento de las 4reas de los tejidos adiposo y
fibroso. El tratamientocon RA mejoré de forma moderada el area de fibras musculares
desde 33% (control) a 54%, pero hubo un incremento significativo de tejido fibroso en el
drea. El agonista alfa RAR NRX195183 no mejord la composicién de los tejidos. En
contraste, la composicionde los tejidos reparados en los animales tratados con CD1530 fue
casi normal.

[00192] Se investigd los efectosde los agonistas gama RARcon diferente estructura sobre
la reparacion del musculo. En los experimentos discutidos anteriormente, elagonista gama
CD1530 mostrd ejercer una aceleraciéon dramética en la reparacionmuscular y que la
expresion de gamma RAR es requeridapara tal efecto.Para validar estos
hallazgoseidentificaragonistas gama posiblemente mas potentes, Se evaluaron tres
diferentesAgonistas gama RAR (BMS270394, Palovaroteno, y CD437) estructuralmente
diferentesen cuanto a la capacidad de reparacion del musculo. Se crearon lesiones
musculares en los musculos de la pierna tal como se indicé anteriormente. Cada grupo de
ratones recibid uno de los diferentes agonistas (100 pg/sonda/dia) o vehiculoen los dias 8,
10 y 12 desde la lesién. Los tejidos fueron colectados 4 semanasluego de la cirugia y se
examinaron tal como se indica arriba. En los controles, los sitios de lesionmuscularfueron
claramente visiblescomo manchasen donde hubouna reparacion muscular minima;
Adicionalmente,tejido fibrosode cicatrizaciénestuvo presente dentro del musculo lesionado.
En contraste, cadaagonista gamainducidofue efectivo para la reparacion muscular; entre los
tres agonistas evaluados, el BMS270394 fue elmas efectivo y fue completamente
restauradohasta tener la estructura de un musculo normal. Los resultados indican que
losagonistas gamacon extremadamente efectivosen gatillar la reparacién muscular.

[00193] Se evaluaron los efectosde la administracion localde agonista gamma RAR
sobre la reparacion muscular. Aunque no se han observado efectos secundarios importante
en la administracién sistémica de agonistas gama en experimentos de reparacién muscular,
podria ser necesario que ellos tengan que ser administrados en forma local en algunas
situaciones clinicas. Para la prueba de efectividad de los farmacos cuando ellos son
administrados localmente,se realizaron lesiones musculares tal como se indic6 arriba y se
inyecto3 ug de CD1530 por via subcuténea alrededor de los sitios de lesionen los dias 8 y
10 luego de la operacién. Se inyecté vehiculo en los controles, y se colectaron tejidos a las
4 semanas y se examinaron tal como se ha indicado arriba. En los controles, los sitios de
lesiénfueron claramente visibles y conspicuamente ocupados portejido adiposo. Enel grupo

tratado con CD1530, Sin embargo,Jos defectos del musculo fueron reparados casi
a8
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completamente. El peso molecular de los agonistas gamaes en general menos de 500 y
entonces, losfarmacos pueden ser aplicadosdesde la piela los tejidos musculares profundos
en la forma de un ungiientou otras formulaciones (Adicionalmente a la inyeccionlocal).
[00194] Células madre mesenquimales que expresan GFP fueron tratadas convehiculo
(control) o 100 nM de CD1530 por tresdiasen cultivo, mezclédo con Matrigel y 1 pg de
rhBMP2, y luego se trasplantaron en un raténnude. Dos semanasluego de la implantacion,
se colectaron masas de tejido éctépicopara el analisis. Se observo una masiva formacion
endocondral de hueso en los controles; la inmunotincién con anti-GFP y anti-OC
(osteocalcina) reveld que las MSCs trasplantadas contribuyeron a la formacién 6sea. Sin
embargo,no se formé ningin hueso ectépico endocondralen ratonestrasplantados con MSCs
pretratadas con el agonista gama; estas células estuvieron presentes tal como lo indicala
tincion positivade GFP pero fueron negativas para la tincion con OC y en su mayoria
estuvieron alineadas. Algunas células estuvieron fusionadaso en proceso de fusion. De este
modo,el tratamiento con el agonista gama efectivamente inicio la via de la diferenciacion
miogénicade las MSCs. Estos resultados indican queel agonista RARgama es un factor de
inicio parala diferenciacion miogénicade lascélulas madre mesenquimales (MSC).

[00195]  Para una evaluacion adicional de la capacidad de los agonistas gama para iniciar
a 1lasMSCs en el linajemiogénico,se crearon defectos de lesion muscularen ratones nude,
Como se ha discutido anteriormentelas MSCs que expresan DsRed pretratadasconagonista
gamapor tresdias (o no tratadas) fuerontrasplantadas. Dossemanasluego deltrasplante, se
colectaron los tejidos presentes en los sitios de lesion y se inspeccionaron bajo un estéreo-
microscopio fluorescente. Luego los tejidos fueronprocesados para los anlisishistologicos.
La estéreomicroscopia fluorescente revelduna fuerte seﬁal de fluorescencia roja
presenteenel sitio de lesion muscularen donde el MSCs pretratado con agonista gama fue
implantado, pero se observd muy poca o ninguna fluorescenciaen los sitios implantados
conMSCs no tratadas de control (A, paneles de la izquierda). La tincién con el aceite rojo O
revelola presencia de abundantetejido adiposoen los sitios de lesion implantadoscon MSCs
de control (B, izquierda), pero la ausencia de estas células en los sitios implantados
conMSCs pretratados con agonista gama (B, derecha). Los analisis de inmunofluorescencia
revelaronque las MSCs DsRed-positivas y pretratadas con el agonista gamacontribuyeron a
la formacién detejido muscular reparado que expresa MHC (C, derecha), pero estos
estuvieron ausentes en el control. ( DsRed, color rojo; MHC, verde; DAPI, purpura).En los
experimentos descritos anteriormente, laadministracionsistémica del agonista gamainducela
reparacion de los defectos de lesion muscularen 4 semanas. Es destacable indicar que
defectos similares fueron reparados casi completamentedentro de las 2 semanasluego del
trasplantede]MSCs preparado con agonista gama. Entonces el uso de MSCs pre-tratados

conagonista gamapuede representarun procedimiento muy efectivoparareparar _ las
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lesionesmusculares rapidamente. Estos resultados indican la reparacion de la lesion

muscular mediante MSCs preparados con agonista gama.

Ejemplo 2

Métodos

[00196] A menos que se indique de otro modo, todos losmétodosfueron llevados a
cabotal como se describe en elEjemplo 1, o mediante procedimientos estdndaresconocidos
en el arte.

[00197] Laimmunodeteccién decélulas humanasy de lacadena pesada de miosinafueron
llevados a cabo mediante la incubacién de secciones conanticuerpo anti-humano TRA-1-85
biotinilado (1:250 dilucién, R&D cat #BAM3195) y anti-laminina (1:250, Enzy, ALX-804-
190), lavados y luego incubados con Alexa Fluor 488 estreptavidina y Alexa Fluor 594

anti-rata [gG.

Resultados

Reparacion de lesion muscular mediante una célula madre mesenquimal derivada de
tejido adiposo humano pre-tratado con agonista gama.

[00198] Los experimentos descritos abajo indican que las célula madres RAR pre-
tratadas con agonistas y no solo regenerantejido muscularpor si mismos, sino que también
sustentan la diferenciacién miogénicade células hospederas. Como tales, estas células son
ahora denominadas comocélulas madre mesenquimales “pre-tratada” en vez de
“preparadas”,para ser consistente con la definicion aceptada del término “preparado” tal
como es usado en el arteparaindicar células sometidas a miogénesis.

[00199] Para evaluar los efectosdel pretratamiento de unacélula madre mesenquimal
humanaconagonistas gama RAR, se efectud un defecto de forma redonda en el musculo
tibialanterior de ratones NOD (NOD.Cg-RagltmlMom Prfltm1Sdz/Sz ) tal como se ha
indicado arriba. Célula madre mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo no
tratadas o tratadas conRARg fueron trasplantadas al sitio (5,000 células per sitio). Se
colecto  tejido 2  semanasluego de la  operacibn y se  sometioa
andlisishistolégicomediantesecciones tefiidas con tincién tricrémica de Masson de MSC
pre-tratado con RARg trasplantados a musculo y MSC control trasplantado a musculo,y
tambiénmediante deteccién con tincién por inmunofluorescenciade lacadena pesada de
miosina (MHC, anti-antigeno celular derivado de humano, y niicleo (DAPI) deMSC
pretratadas con RARg trasplantadasa musculo y MSC control trasplantado a mdsculo.
[00200] E! MSC humano pretratado con RARg claramente facilita la reparaciondel

tejido muscular lesionado. Mientras que lasMSCs humanas pretratadas con RARg,
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contribuyen a la regeneracién del tejidomuscular, los MSCs que no fueronpre-

tratadosfueron mayormente excluidos del tejido muscular.

[00201] Para evaluar si el pre-tratamiento con agonistas gama RARes efectivosobre los
diferentes tipos decélulas madre mesenquimales, se trataroncélula madre mesenquimales
humanas derivadas detejido adiposo (Zenbio, Cat # ASC-F) con 1uM CDI530 o
vehiculopor 3 dias in vitro, y luego se trasplantaron dentro de un sistema de modelo dedafio
muscular. Se cre6 un defecto con forma redondaen el musculo tibialanterior en ratones
NSG de 6-semanas de edad (NOD scid gamma mouse, Jax mice #005557) tal como se ha
descrito anteriormente (NOD.Cg-PrkchCid 112rg™"/Sz]). Células madre mesenquimales
humanas derivadas de adipocitos notratadas o tratadas conRARg fueron trasplantadosen el
sitio (10,000 células por sitio). Se colecto tejido 2 semanasluego de la operacion y se
sometié a analisis histolégico (secciones tefiidas con tincién tricrémica de Masson) deMSC
preparado con RARg trasplantado a musculoy MSC control trasplantado a musculo,y
tambiénmediante deteccién por inmunofluorescencia delaminina, antigeno derivado de
células humanas, y niicleos (DAPI) de MSC preparado con RARg trasplantado a musculo y
MSC control.

[00202] Las MSC humanas pre-tratadas con RARg claramente facilitaron la reparacién
del tejido muscular lesionado. Mientras que lasMSCs humanas pretratadas con
RARgfueron observadas principalmente distribuidas alrededor de las fibras musculares, las
células no-tratadasfueron mayormente excluidasdel tejidomuscular.  Estos resultados
indican queel uso decélula madres tales comoMSC pretratadas con agonistas de RARyes
unaterapia efectivapara la reparaciénmuséulary tambiénque lascélula madres (por ejemplo

MSC) provenientes de variasfuentes pueden ser usadaspara esta terapia.

Reparacién de tejidos complejos (misculo + hueso) lesiones con MSCs preparadas
(tratadas con agonista RARg) o no preparadas

[00203] Las lesiones musculares severas a menudo se acompafian de lesiones de otros
tejidos tales como hueso,tendén y nervio. Mediante el uso de un modelo de lesion
compuesto simplificado, se evalué a las MSCs tratadas con agonista de RARyen cuanto al
objetivo preferencialde tejido muscular dafiado.

[00204] La lesién compuesta de tejido (hueso y musculo) fue realizada en ratones de 2
meses de edad mediante el corte de la fibulay el tejido muscular circundante. Luego de
esto, una mezcla 1:1 de MSC pre-tratada con agonista de RARyy MSCs control no
pretratadasfueron trasplantadas cerca al sitio de lesién. Las MSC fueron preparadas a partir
de médula Gsea de ratén que expresa ya sea GFP (pre-tratada) o DsRED (no-tratada). El

tejido lesionado fue colectado 1 semana luego de la cirugia, fue seccionado y examinadoen
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cuanto a la distribucién de las MSCs pre-tratadas y nopretratadas usandoanticuerpos anti-
GFP y anti-DsRed respectivamente. Los anilisis histolégicoscon tincién HE revelaron
dafioen los tejidos Gseo ymuscularque estaban atin enproceso de reparacion.
Sorprendentemente, mientras que la mayorfa de MSCs preparadas fueron detectadas en el
tejido muscular, la mayorfa de las células preparadasestuvo siempre asociada con el tejido
éseo. Algunos de losMSCs pretratados con agonista de RARy que expresan DsRed fueron
observadosen células de misculo esquelético tipicamente multinucleadas.

[00205] Las MSCs pre-tratadas con el agonista de RARyy no tratadas fueron
observadosen diferentes tejidos objetivo en los sitios de lesion. Los resultados indicanque
las MSCs pretratadas con elagonista de RARyselectivamente apuntan al tejido muscular
lesionado. Las MSCs pretratadas con el agonista de RARyserdn ttiles para repararel tejido
muscular lesionadocuando otros tejidos también estén dafiados. Se ha reportado
previamente que la administraciénsistémicadelagonista de RARy no solo inhibela
osificacién heterotépicasino que retrasa la sanacién de una fractura (Shimono et al., Nature
Medicine 17, 454-460 (2011)). Adicionalmenteestos resultados sugieren fuertemente que
el trasplante combinado deMSCs pre-tratadas y notratadasen una proporcionadecuada es

una terapia efectivapara lalesion tisular compuesta.

Requerimiento de la sefializacion de RARy en la reparaciénmuscular

[00206] Los resultados anteriores indican que las lesiones en el tejido muscular son
pobremente reparadas en ratones nulos de RARg. Para confirmar este hallazgo, otro modelo
ampliamente usado de degeneracién muscular fue usado. 1 pg de cardio-toxinafue
inyectadaen el tejido del musculo tibial anteriorde ratones de tipo salvaje y nulos deRARg.
Eltejido muscularfue colectado a las dossemanasluego de la inyeccién de cardio-toxina, se
secciond y examinémediante tincion tricromica de Masson. Se observe que el tejido
muscular inyectado con cardio-téxinafue profusamente restauradocon fibras inmaduras de
musculo luego de 2 semanasen los ratones salvajes de control. En contraste, en los ratones

nulos para RARgse observe una reparacién pobre del misculo.

Sobre regulacién de la sefializacion local de retinoideluego de lesion muscular

[00207] Un ratén reportero de la sefializacién del é4cido retinoico en el misculo tibial
anterior (ratén RARE-LacZ) fue cortado u operado. El tejidomuscularfue colectado en
losdias 1, 4 o 7 y se tifiécon X-gal. Se observe un incremento en la actividad del reporteroa
los 4 dias despuésde la lesién, sugiriendo que esta via de sefializacion se encuentra
involucrada en la reparacién tisular del musculo.

[00208] Se colecto el ARN total del tejido musculara las 8 horas, 2 dias y 4 dias, y se

sometié aRT-PCR para el andlisis de los genes relacionados a la expresion de RAR. La
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expresion de ALDH2, la enzima limitante tardia que produce RA -a partir de su
precursorfue observada sobre-regulada a los 4 dias despuésde la lesion, retornandoa niveles
normales de expresién en el dia 11.  En contraste, Cyp26bl (Cyp26B), la enzimaque
degrada RA tuvo una sobre regulacién pasajeraa los 2 diasdespués de la lesion. Los
resultados son mostrados en lasFiguras4 y 5.eindicanque laconcentracion local de

ARdisminuye primero y luegoincrementa de forma pasajeraluego de la lesién muscular.

Efecto dellapso de tratamientosobre la reparacién del tejidomuscular

[00209] Se realizaron defectos sobre el mdsculo tal como antes se ha descrito. Los
ratones fueron tratados conagonista RARg (CD1530) a losdias 1-3 o dias 5-7. Las figuras
muestran la tincién HE de los tejidosmuscularesluego de 4 semanasde la lesién. El defecto
del musculoen los controles no tratados fueron conspicuamente reemplazadoscon tejido
graso y fibroso. En los dias 1-3 del tratamiento con agonista de RARg disminuyo el tejido
adiposo y el tejido fibrosode cicatrizaciénpero el defecto permanecié parcialmente. En
contraste, los defectos del musculo fueron completamente rellenadoscon fibras musculares
generadas de novo en los grupos de tratamiento de los Dias 5-7. De este modo se
evidencia que el momento de inicio del tratamiento es muy importantepara acelerar y
mejorar la reparacion del tejidomuscular. La sefializacion con RARg debe ser potenciada
cuando se incrementa la sefial de retinoide endégeno. El régimen sugerido de tratamientoes
de administraciénlocal o sistémicade agonista RARg en los dfas 5y 7 luego de la lesion
muscular.  La potenciacién adicional del momento del tratamiento agudopuede
seralcanzadomediante la concentracién local de 4cido retinoico por LS/MS/MS.

[00210] Se crearon defectos musculares tal como se ha indicado anteriormente. Los
ratones fueron administrados con 100 ng de agonista de RARy (CD1530) en dias
intercalados duranteun periodo de 1-5 dfas, 5-9 dias, y 1-9 dfas. Los ratones del grupo de
1-5 dfas recibieron CD1530 en los dfas 1, 3y 5. Los de los dias 5-9 recibieron CD1530 en
los dias 5, 7y 9. Los del grupo de 1-9 dias recibieron CD1530 en los dias 1, 3,5, 7y 9.
Los musculosfueron luego comprados con un musculo lesionado tratado con vehiculoasi
como también contejido muscularintacto(misculo no lesionado). Se examing la tincién HE
de los tejidosmuscularesa las 4 semanasluego de la lesion. Los defectos del miisculo en
controles no tratados control fueron observados con un amplio reemplazo con tejido
adiposo y fibroso (Vehiculo). Tanto en los dfas de tratamiento 1-5 o 1-9 conagonista de
RARyse observé una disminucién del tejido adiposo y fibroso de cicatrizaciénpero dejo una
gran huella. La calidad yla cantidad de tejidomuscularrecién formado fue mayor en los
grupos de tratamiento de los dias 5-9, en los cuales las huellas fueron profusamente
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Del analisis histomorfométrico of el tejido muscular lesionado

[00211] Secciones seriadas de tejidoen los sitios de reparacién fueron tefiidoscon tincién
tricrémica de Massony analizadosen relacién a la cantidad relativa de tejidos muscular,
adiposo y fibrosoen dreas definidas mediante el programa ImagePro tal como ya se ha
descrito. Los resultados son mostrados en laFigura 6. El andlisis de imadgenes confirma
queel tejido muscular del grupo tratado los dias5-9 contienela menor cantidad detejido
adiposo y fibrosoentre todos los grupos lesionados. Esto indica que el momento de
tratamientoes muy importantepara acelerar y mejorar la reparacién del tejidomusculary que
se obtienen resultados mds beneficiososcuando lasefializacién de RARyes potenciada de
forma terapéutica (por ejemplo, mediante la administraciondeun agonista de RARY) y el

momento de incremento delasefializacién del retinoide endégeno, y no antes.
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REIVINDICACIONES

1. Unmétodo de regeneracién o reparacién muscularen un sujeto,que comprende la
administracion de unacantidad terapéuticamente efectivade un agonista del receptor
de 4cido retinoico gama (RARy)a un sujeto conel tejido muscular lesionado, para de
este modoreparar o regenerarel tejido muscular lesionado.

2. El métodode la reivindicacién 1, en donde dichaadministraciones local o sistémica.

3. El métodode cualquiera de las reivindicacionesl-2, en dondela administracion se
iniciadurante un periodo de tiempode incremento delasefializacion del retinoide
endogenoen el sujeto, que resulta de laocurrencia de la lesion del tejido muscular.

4. El métodode cualquiera de las reivindicacionesl-3, en dondela administracion se
iniciaa mas tardar 3 dias después de la ocurrencia de la lesion del tejido muscular en
el sujeto.

5. El métodode la reivindicacién 4, en dondela administracién se inicia a
aproximadamente 4 dias después de la ocurrencia de la lesién del tejido muscular en
el sujeto. '

6. El métodode la reivindicacion 4, en dondela administracién se inicia a
aproximadamente 5 dias despuésde la ocurrencia de la lesion del tejido muscularen
el sujeto.

7. El métodode la reivindicacién 4, en dondela administracién se inicia a
aproximadamente 6 dias despuésde la ocurrencia de la lesion del tejido muscularen
el syjeto.

8. El métodode la reivindicacién 4, en dondela administracion se inicia a
aproximadamente 7 dias despuésde la ocurrencia de la lesién del tejido muscularen
el sujeto.

9. El métodode la reivindicacién 4, en dondela administracidn se inicia a
aproximadamente 5 dias, y se continua a través de al menos 7 luego de laocurrencia
de la lesion del tejido muscularen el syjeto.

10.  El métodode la reivindicacion 9, en dondeadministracionse continda a través de al
menos 9 dias luego de laocurrencia de la lesion del tejido muscularen el sujeto.

11.  El métodode cualquiera de las reivindicacionesl-10, en dondeel agonista de
RARyes seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271 (4cido 6-(4-Metoxi-
3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1 -ilfenil)-2-naftalencarboxilicd); CD-394, CD-437
(4cido6-(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1 -ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-
1530 (acido4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-
2247; palovaroteno (écido4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrameti1-3-(1H-
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pirazol-1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (acido3-Fluoro-4-
[(R)-2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino}-
benzoico); BMS-189961 (4cido3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (acido4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-
butil-fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico); acido6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenil|naftalen-2-carboxilico;acido 5-[(E)-3-oxo0-3-(5,5,8,8-tetrahidronaftalen-
2-il)propenilJtiofen-2-carboxilico; y enantiomeros, derivados, profarmacos, y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo.

El métodode cualquiera de las reivindicacionesl-11, en donde lael tejido muscular
se ha lesionado como resultado de un accidente o lesion fisica, enfermedad,
infeccién, exceso de uso, perdida de circulacion sanguinea, o perdida o atrofia
muscular.

El métodode cualquiera de las reivindicacionesl-11, en donde lael tejido muscular
lesionadoes un musculo distréficoun musculo envejecido.

El métodode cualquiera de las reivindicacionesl-11, en donde el tejido muscular
lesionadocomo resultado deatrofia/perdida muscular.

El métodode cualquiera de las reivindicacionesl-14, en dondeel sujeto es un
mamifero.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones1-15, en dondeel sujeto es un raton.
El métodode cualquiera de las reivindicaciones1-15, en dondeel sujeto es un
humano. |

El métodode cualquiera de las reivindicacionesl-17, que ademas comprende la
administracion de un agente anti-inflamatorioal sujeto.

Unmétodo de regeneracion o reparacion muscularen un sujeto,que comprende la
administraciéondecélulas madre pluripotentes o multipotentes,que hansido
pretratadas conun agonista de RARy, a un sujetoen el sitio de la lesion muscular,
para de este modoreparar o regenerar musculo en el sitio de la lesion.

El métodode la reivindicacién 19, en donde lalesién muscular es unalesion tisular
compuesta.

El métodode la reivindicacion 20, en dondela lesion de tejido compuestocomprende
una lesiénde musculo y hueso.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones 19-21, en dondelas células madre
pre-tratadasson administradas en combinacion concélulas madre no-tratadas.

El métodode la reivindicacién 22, en dondelas células madre pre-tratadas y células
madre no-tratadasson administradas en una proporcién de 1:1.
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El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-23, en dondelas células madre
pre-tratadashan sido pretratadas con elagonista de RARypor un periodo de alrededor
3 dias.

El métodode la reivindicaciéon 19, en dondelas células madre pluripotentesson
células madre pluripotentes inducidas.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-25, en dondelas células madre
pluripotentescélulas madre mesenquimales.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-26, en dondela administracion es
local.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-27, en dondela administracion es
mediantetrasplantede las células in el sujeto.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-28, en dondelas células madre
pluripotentesson aut6logas o heterologasal sujeto.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-29, en dondelas células madre
pluripotentesson de mamifero.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-30; en dondelas células madre
pluripotentesson de roedor. '

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-30, en dondelas células madre
pluripotentesson de humano.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-32, que ademas comprende la
administracion de un agente anti-inflamatorioal sujeto.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-33, en dondeel agonista de
RARyes seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271 (4cido 6-(4-Metoxi-
3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-437 (acido
6-(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); ~ CD-1530
(4cido 4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-2247;
palovaroteno (4cido 4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1 H-pirazol-
1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (acido 3-Fluoro-4-[(R)-2-
hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-
benzoico); BMS-189961 (acido 3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (acido 4-[(E)-3-(3,5-Di-
tert-butil-fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico);acido6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenilnaftalen-2-carboxilico; acido 5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-
tetrahidronaftalen-2-il)propenil jtiofen-2-carboxilico; y enantiomeros, derivadbs,

profarmacos, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
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El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-34 en donde el musculo es
lesionado como resultado de unaccidente o lesién fisica, enfermedad, infeccion,
exceso de uso, perdida de circulacion sanguinea, o perdida o atrofia muscular.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-34, en dondeel tejido muscular
lesionadoes un musculo distréficoo un musculo envejecido. |

El métodode cualquiera de las reivindicaciones19-34, en donde la lesién muscular
es como resultado of atrofia/perdida muscular.

Unmétodo para la induccién o estimulacionde diferenciacion miogénicade células
madre mesenquimales aisladasin vitrocomprende, contactar las células madre
mesenquimalescon una cantidad efectivade un agonista del receptor de &cido
retinoico gama (RARY).

El métodode la reivindicacion 38, en dondela puesta en contacto es por unperiodo
de tiemposeleccionado a partir del grupo que consistede aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 1 dia,aproximadamente 2 dias, y aproximadamente 3 dias.
Unmétodo para la induccién o estimulacionde diferenciacion linaje-dirigidode una
célula madre pluripotenteen un linaje mesenquimal, el método comprende poner en
contactola célula madre pluripotentecon una cantidad efectivade un agonista del
receptor de acido retinoico gama (RARYy).

El métodode la reivindicacion 40, en dondela célula madre pluripotentees una célula
madre pluripotente inducida.

El métodosegun cualquiera de las reivindicaciones 40-41, en dondela célula madre
pluripotentees una célula madre mesenquimal.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones40-42, en dondeel linaje
mesenquimales seleccionado a partir del grupo que consiste demiogénico,
osteogénico, condrogénico, tendogénico, ligamentogénico, estromatogénico de la
médula, adipogénico, y dermogénico.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones40-43, en dondela célula madre
pluripotente es de mamifero.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones40-44, en dondela célula madre
pluripotente es de raton.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones40-45, en dondela célula madre
pluripotentees de humano.

El métodode cualquiera de las reivindicaciones40-46, en dondeel agonista de
RARpyes seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271 (4cido 6-(4-Metoxi-
3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-437
(4cido6-(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-
1530 (4cidod-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-
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2247; palovaroteno (acido4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1H-
pirazol-1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (4cido3-Fluoro-4-
[(R)-2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-
benzoico); BMS-189961 (4cido3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (4cido4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-
butil-fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico); acido6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenil]naftalen-2-carboxilico; 4cido5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-tetrahidronaftalen-
2-i)propenil]tiofen-2-carboxilico; y enantiomeros, derivados, profarmacos, y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo.

Unacomposicion que comprende células madre mesénquimalesen donde una
porciénde las células madre mesenquimalesha sido pre-tratadamediante contacto
con unagonista de RARy,para de este modo generarcélulas madre mesénquimales
pre-tratadas.

La composiciénde la reivindicacion 43, en dondela porcién de lascélulas madre
mesénquimales pre-tratadases seleccionada a partir del grupo que consiste de 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, y 90%.

Unacomposiciéon que comprendeuna poblacion de células madre pluripotentes, en
donde al menos una célulade la poblacionfue contactada con unagonista de
RARypara de este modo generar a célula madre pluripotente pre-tratada.

La composiciénde la reivindicacion 50, en dondela célula madre pluripotentees una
célula pluripotente inducida.

La composiciénde cualquiera de las reivindicaciones50-51, en dondela célula madre
pluripotentees una célula madre mesenquimal.

La composiciénde cualquiera de las reivindicaciones50-52, en dondela célula
madrees una célula madre aislada.

La composiciénde cualquiera de las reivindicaciones50-53, en dondela célula madre
es de mamifero.

La composicionde cualquiera de las reivindicaciones50-54, en dondela célula madre
es de murino.

La composiciénde cualquiera de las reivindicaciones50-54, en dondela célula madre
es de humano.

La composiciénde cualquiera de las reivindicaciones50-56, en dondeel agonista de
RARyes seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271 (4cido6-(4-Metoxi-
3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-437
(4cido6-(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-
1530 (4cido4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-
2247, palovaroteno (écido4-[(lE)—2-[5,6,7,8-Tetrahidr0-5,5,8,8-tetrametil¥3-(1H-
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pirazol-1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (4cido3-Fluoro-4-

[(R)-2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-

benzoico); BMS-189961 (écido3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-

tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (acido4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-

butil-fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico); acido6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-

iniloxi)fenil]naftalen-2-carboxilico; 4cido5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-tetrahidronaftalen-

2-il)propenil]tiofen-2-carboxilico; y enantiomeros, derivados, profarmacos, y sales

farmacéuticamente aceptables del mismo.

Unacomposicién farmacéutica que comprendela composicionde cualquiera de las

reivindicaciones50-57 y un transportador farmacéuticamente aceptable.

Un kit para la reparacion o regeneracion del musculo, qué comprende al menos

unode

unagonista de RARYy;

unagonista de RARy y unacélula madre; o

unacomposicionde cualquiera de las reivindicaciones48-38.

El kitde la reivindicacion 59, en dondela célula madrees una célula madre

pluripotente inducida.

El kitde cualquiera de las reivindicaciones59-60, en dondela célula madrees una

célula madre mesenquimal.

El kitde cualquiera de las reivindicaciones59-61, en dondeel agonista de RARyes

formuladoen una composicién farmacéutica.

El kitde cualquiera de las reivindicaciones59-62, en dondeel agonista de RARyes

formuladopara la aplicacion topica.

El kitde cualquiera de las reivindicaciones59-63, en dondela célula madrees una

célula madre aislada.

El kitde cualquiera de las reivindicaciones59-64, en dondela célula madre es de

mamifero.

El kitde cualquiera de las reivindicaciones59-65, en dondela célula madre es de

roedor.

El kitde cualquiera de las reivindicaciones59-65, en dondela célula madre es de

humano.

El kitde cualquiera de las reivindicaciones59-67, en dondeel agonista de RARyes

seleccionado a partir del grupo que consiste deCD-271 (4cido6-(4-Metoxi-3-

triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil)-2-naftalencarboxilico); CD-394, CD-437 (4cido6-

(4-Hidroxi-3-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-ilfenil )-2-naftalencarboxilico); CD-1530

(4cido4-(6-Hidroxi-7-triciclo[3.3.1.13,7]dec-1-il-2-naftalenil)benzoico); CD-2247;

palovaroteno  (acido4-[(1E)-2-[5,6,7,8-Tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil-3-(1H-pirazol-
000065



69.

65

1-ilmetil)-2-naftalenil]-etenil]-benzoico); BMS-270394 (4cido3-Fluoro-4-[(R)-2-
hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino] -

benzoico); BMS-189961 (4cido3-Fluoro-4-[2-hidroxi-2-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-
tetrahidro-naftalen-2-il)-acetilamino]-benzoico); CH-55 (acido4-[(E)-3-(3,5-Di-tert-
butil-fenil)-3-oxo-propenil]-benzoico); 4cido6-[3-(adamantan-1-il)-4-(prop-2-
iniloxi)fenil|naftalen-2-carboxilico; acido 5-[(E)-3-0x0-3-(5,5,8,8-

tetrahidronaftalen-2-il)propenil Jtiofen-2-carboxilico; y enantiomeros, derivados,

. profarmacos, y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

El kitde cualquiera de las reivindicaciones59-68, ademds comprendeinstrucciones

de uso.
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RESUMEN

La invencion proporcionamétodos parala regeneracion o reparacion muscularque
comprenden la administracion de unacantidad terapéuticamente efectiva de unagonista de
RARs o célula madres que han sido pre-tratadas mediante contacto con un agonista de
RARa un sujetoen el sitio de la lesion muscular. De forma adicionalla invencion
proporcionacomposicionesque comprenden célula madres tratadascon un agonista de RARy
métodospara el uso de dichas células parala regeneracion o reparacion muscular. En una
realizacion, la célula madres son células madre mesenquimales. En una realizacion, el
agonista de RARes un agonista de RARy. En una realizacién, la administraciondel
agonista de RARes iniciadadurante elperiodode incremento delasefializacion del retinoide

endogenoen el sujeto, lo que ocurre a partir de la lesion del tejido muscular.
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