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ES 2 265 146 T3

DESCRIPCION

Proteinas morfogenéticas 6seas humanas para uso en regeneracion nerviosa.
La presente invencidn se refiere a estos objetos:

(i) un método para inducir la formacién de astrocitos “in vitro” que consiste en administra a las células idéneas
una proteina morfogenética 6sea mezclada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable;

(i) el uso de una proteina morfogenética para la fabricacién de una composicién para la induccién del crecimiento
o de la regeneracién de células de astrocitos;

(iii) el método del apartado anterior (i) o el uso del apartado anterior (ii), en el que la proteina morfogenética dsea
es la BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7 o un heterodimero de la BMP-2/6 o de 1a BMP-2/7;

(iv) un dispositivo para inducir la regeneracién de nervios periféricos “in vivo” que consiste en un recipiente
artificial, que contiene proteina morfogenética dsea, elegida entre la BMP-2, BMP-4 o0 un heterodimero de BMP-
2/6 O BMP-2/7, adsorbida sobre una matriz que contiene coldgeno, adhesivos de tejido de fibrina, laminina, dcido
hialurénico o condroitina-sulfato-proteoglucanos;

(v) el dispositivo del anterior apartado (iv), en el que dicha matriz contiene coldgeno en forma de una esponja;

(vi) el dispositivo del anterior apartado (iv) o (v), en el que el recipiente artificial contiene una tuberia de Silastic
con respiradero;

(vii) el uso de una proteina morfogenética dsea, elegida entre la BMP-2, BMP-4 y un heterodimero de BMP-2/6 O
BMP-2/7 en un tuberia de Silastic con respiradero para la fabricacién de un dispositivo médico para la induccién de
la regeneracion de nervios periféricos “in vivo™;

(viii) el uso del anterior apartado (vii), en el que dicha proteina morfogenética 6sea se adsorbe en una matriz que
contiene coldgeno, adhesivos de tejido de fibrina, laminina, dcido hialurénico o condroitina-sulfato-proteoglucanos
dentro de dicha tuberia de Silastic con respiradero.

Antecedentes

Las proteinas morfogenéticas 6seas de 2 a 10 son miembros de la superfamilia de factores de crecimiento trans-
formantes 8 (TGF-B). Las BMP se descubrieron inicialmente como proteinas osteogénicas capaces de inducir la
formacién de hueso “in vivo”. Los factores de crecimiento transformantes se identificaron inicialmente en base a
su capacidad para inducir la transformacion fenotipica de células de mamiferos cultivadas en un cultivo de tejido,
un fenémeno que tradicionalmente se ha asociado con los cambios “in vivo” del crecimiento celular de normal a
tumoral.

Los astrocitos son un tipo de células gliales que se ha encontrado en el sistema nervioso, cuya funcién es la guia
de axones, la estimulacién del crecimiento de neuritas, la morfogénesis y la migracién de neuronas. Los astrocitos
intervienen ademads en la induccidn de la barrera hemato-encefélica endotelial vascular y en el transporte de sangre a
las neuronas. Los astrocitos expresan una proteina de filamento intermedio del citoesqueleto, la proteina 4cida fibrilar
glial (GFAP), un marcador muy especifico de los astrocitos.

Se han descrito cldsicamente dos tipos de astrocitos en base a su ubicacién y a su morfologfa. Los astrocitos
protoplasmicos se han encontrado por ejemplo en la sustancia gris y tienen procesos de ramificacion extensa densa,
mientras que los astrocitos fibrosos se hallan en la sustancia blanca y tienen procesos lineales largos. Los astrocitos
aislados de nervio Optico se han descrito en sentido antigénico como tipo 1 y tipo 2 en base a su tincién de las GFAP y
el marcador superficial A2B5. Procedentes de dos linajes de desarrollo diferentes y de tiempos separados, los astrocitos
de tipo 1 solamente tifien las GFAP, mientras que los astrocitos de tipo 2 tifien tanto el A2BS5 como las GFAP. Los
astrocitos proporcionan un entorno conducente para el crecimiento de los axones, que es un aspecto importante de la
regeneracion nerviosa. Por lo tanto, la supervivencia y la diferenciacion de los astrocitos son factores importantes de la
capacidad de las células y de los tejidos nerviosos para sobrevivir y regenerarse. Silver y col. en la patente de Estados
Unidos n° 5 202 120 describen un método que utiliza astrocitos activados para promover la regeneracidon de axones.
Sin embargo, este método tiene el inconveniente de que requiere una aportacién de astrocitos, por ejemplo mediante
un trasplante autélogo.

Resumen de la invencion
Un objeto de la presente invencidn consiste en proporcionar composiciones capaces de inducir el crecimiento

de células nerviosas. Otro aspecto de la presente invencién consiste en proporcionar composiciones idéneas para la
generacion de células nerviosas y tejido nervioso y para la reparacion de defectos nerviosos.
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En sus varias formas de ejecucion, la presente invencion se refiere a los siguientes objetos:

(1) un método para inducir la formacién de astrocitos “in vitro” que consiste en administra a las células idéneas
una proteina morfogenética 6sea mezclada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable;

(ii) el uso de una proteina morfogenética para la fabricacién de una composicién para la induccién del crecimiento
o de la regeneracién de células de astrocitos;

(iii) el método del apartado anterior (i) o el uso del apartado anterior (ii), en el que la proteina morfogenética dsea
es la BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7 o un heterodimero de la BMP-2/6 o de 1a BMP-2/7;

(iv) un dispositivo para inducir la regeneracién de nervios periféricos “in vivo” que consiste en un recipiente
artificial, que contiene proteina morfogenética dsea, elegida entre la BMP-2, BMP-4 o0 un heterodimero de BMP-
2/6 O BMP-2/7, adsorbida sobre una matriz que contiene coldgeno, adhesivos de tejido de fibrina, laminina, dcido
hialurénico o condroitina-sulfato-proteoglucanos;

(v) el dispositivo del anterior apartado (iv), en el que dicha matriz contiene coldgeno en forma de una esponja;

(vi) el dispositivo del anterior apartado (iv) o (v), en el que el recipiente artificial contiene una tuberia de Silastic
con respiradero;

(vii) el uso de una proteina morfogenética dsea, elegida entre la BMP-2, BMP-4 y un heterodimero de BMP-2/6 O
BMP-2/7 en un tuberia de Silastic con respiradero para la fabricacién de un dispositivo médico para la induccién de
la regeneracién de nervios periféricos “in vivo™;

(viii) el uso del anterior apartado (vii), en el que dicha proteina morfogenética 6sea se adsorbe en una matriz que
contiene coldgeno, adhesivos de tejido de fibrina, laminina, dcido hialurénico o condroitina-sulfato-proteoglucanos
dentro de dicha tuberia de Silastic con respiradero.

En lo tocante a la matriz del dispositivo para inducir la regeneracion de nervios periféricos, dicha matriz consta de
un material id6neo, elegido entre el grupo formado por el coldgeno, los adhesivos de tejido de fibrina y los componen-
tes de las vainas endoneuriales normales, la laminina, el 4cido hialurénico y los condroitina-sulfato-proteoglucanos,
incluido el versicano, véase Tona y col., J. Histochemistry and Cytochemistry 41, 593-599, 1993. En la forma mas
preferida de ejecucidn, la matriz consta de coldgeno reticulado. El coldgeno puede estar presente en cualquier forma
apropiada, pero tiene con preferencia forma de esponja. El coldgeno puede presentarse en cualquier forma idénea para
la regeneracion del tejido nervioso. La matriz adsorbida en BMP puede aplicarse a un recipiente de reemplazo nervioso
artificial, que contenga la matriz y la BMP. El recipiente de reemplazo nervioso artificial se presenta con preferencia
en forma de una tuberia o un “stent” (dispositivo para mantener abierto un orificio), por ejemplo una tuberia de Silastic
con respiradero.

Descripcion detallada de la invencion

Los inventores presentes han encontrado de modo sorprendente que las BMP, en particular la BMP-2, la BMP-
4 y los heterodimeros de BMP-2/6 y BMP-2/7 pueden utilizarse para favorecer la regeneracién nerviosa. Las células
nerviosas normalmente no proliferan después de una lesién y la reparacion fisiolégica empleando técnicas microqui-
rirgicas a menudo da lugar a resultados funcionales imperfectos, a pesar de darse un cuidado éptimo. Los tejidos
nerviosos tienen que neovascularizarse antes de repararse. Sin embargo, la neovascularizacion tiene lugar posterior-
mente en los nervios que en los demas sistemas biolégicos, retardando la reparacién inicial de los axones y a menudo
facilitando la atrofia irreparable y dependiente del tiempo de la placa terminal motora. Ademads, la formacién més rapi-
da de tejido fibrético de la cicatriz puede impedir el éxito de la regeneracion nerviosa de tipo natural. Por consiguiente,
el uso de las BMP para favorecer o acelerar la reparacion nerviosa proporciona un método de mejora la reparacién
nerviosa cuando no existe otra posibilidad de realizarla.

Las secuencias de DNA de las BMP son conocidas y se han descrito en los lugares siguientes: la BMP-2 (algunas
veces denominada BMP-2A) y la BMP-4 (algunas veces denominada BMP-2B) en la patente US-5 013 649; la BMP-
3, en la patente US-5 116 738; la BMP-5, en la US-5 106 748; la BMP-6, en la patente US-5 187 076; la BMP-7, en
la patente US-5 141 905; la BMP-8, en la publicacién PCT n°® WO 93/00432; 1la BMP-9, en la WO 95/33830.

También son conocidos en la técnica los heterodimeros y la BMP-10.

La BMP recombinante humana, por ejemplo la thBMP-2, puede obtenerse para utilizarse en el método de la
invencién por expresion de las secuencias de DNA que codifican a una BMP en una célula hospedante transformada
idénea. Por ejemplo, empleando métodos conocidos puede unirse el DNA que codifica a la BMP-2 a un vector de
expresion, por ejemplo el pED (Kaufman y col., Nucleic Acids Res. 19, 4484-4490, 1991), transformarse en una célula
hospedante y puede inducirse y maximizarse la expresién de la proteina. Obviamente, las secuencias degeneradas
de DNA que codifican a una BMP humana pueden emplearse también para producir una thBMP, por ejemplo las
secuencias de DNA que codifican a variantes alélicas de las BMP.
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Puede emplearse cualquier vector de expresién idéneo para producir las thBMP, por ejemplo la thBMP-2, que
pueden utilizarse en la presente invencidn. La expresion en mamiferos se conocen numerosos vectores de expresion
ademds del vector pED, ya mencionado antes, por ejemplo el pEF-BOS (Mizushima y col., Nucleic Acids Res. 18,
5322, 1990); el pXM, el pJL3 y el pJL4 (Gough y col., EMBO J. 4, 645-653, 1985) y el pMT?2 (derivado del pMT2-
VWF, A.T.C.C. n° 67122; véase TCT/US-87/00033). Ya se conocen vectores de expresiéon idoneos para el uso en
levaduras, insectos y células bacterianas. La construccion y el uso de estos vectores de expresion son bien conocidos
de los expertos en la materia. Las BMP recombinantes, por ejemplo la thBMP-2, pueden producirse empleando una
secuencia de DNA quimérico que codifique a una BMP madura, unida operativamente a un propéptido de una BMP
diferente. Véase por ejemplo la US-5 168 050, cuya publicacién se incorpora a la presente como referencia.

Las células hospedantes idéneas para la produccién de BMP ftitiles para la presente invencién incluyen, por ejem-
plo, las células de mamiferos, tales como las células de ovarios de hamster chino (CHO), las células COS de monos, las
células 3T3 de ratén, las células L de ratén, las células de mieloma, por ejemplo las NSO (Galfre y Milstein, Methods
in Enzymology 73, 3-46, 1981) y similares. Las rhBMP pueden producirse también por transformacién de células de
levadura, de insectos y de bacterias con secuencias de DNA que codifiquen a las BMP, por induccién y amplificacién
de la expresién de proteinas, empleando método ya conocidos. Cuando se produce en células bacterianas, puede ser
necesario solubilizar la proteina morfogenética dsea.

Las BMP producidas por métodos recombinantes, por ejemplo la rhBMP-2, tienen que purificarse de su medio de
cultivo o extractos celulares para poder utilizarse en la presente invencion. El medio de cultivo o los extractos celula-
res que contienen las hBMP pueden concentrarse empleando un filtro de concentracion de proteinas comercialmente
asequible, por ejemplo una unidad de ultrafiltracién de Amicon o de Millipore Pellicon. Después del paso de concen-
traciéon puede aplicarse el concentrado a una matriz de purificacion, por ejemplo un medio de filtracién de tipo gel.
Como alternativa puede emplearse una resina de intercambio aniénico, por ejemplo una matriz o un sustrato que tenga
grupos dietilaminoetilo (DEAE) libres. Las matrices pueden ser de acrilamida, de agarosa, de dextrano, de celulosa o
de otros tipos, que se emplean habitualmente en las purificaciones de proteinas. Como alternativa puede emplearse un
paso de intercambio catiénico. Los intercambiadores catiénicos idéneos incluyen varias matrices insolubles que con-
tienen grupos sulfopropilo o carboximetilo. La purificacién de las BMP a partir del liquido sobrenadante del cultivo
puede incluir también uno o varios pasos en columna a través por ejemplo de resinas de afinidad, como son la lectina-
agarosa, la heparina-Toyopearl® o la Cibracom Blue 3GA Sepharose®; o por cromatografia de interaccién hidréfo-
ba, empleando resinas del tipo fenil-éter, butil-éter o propil-éter; o por cromatografia de inmunoafinidad. Finalmente,
pueden emplearse uno o varios pasos de cromatografia liquida de alta eficacia en fase inversa (RP-HPLC) en fase in-
versa empleando medios RP-HPLC hidréfobos, p. €j. gel de silice, que tengan grupos metilo u otros grupos alifaticos
libres, para seguir purificando las BMP que se van a utilizar en los métodos presentes. Algunos o todos los métodos
de purificacién anteriores, en varias combinaciones, pueden emplearse para proporcionar una proteina recombinante
aislada sustancialmente homogénea.

Las BMP, por ejemplo la thBMP-2, pueden utilizarse para la preparacién de composiciones de la presente inven-
cion para el tratamiento “in vivo” de mamiferos por parte de los médicos, cuando aquellos sufren una gran variedad de
estados patoldgicos. Estos estados patoldgicos incluyen las enfermedades del sistema nervioso periférico, por ejemplo
las lesiones de nervios periféricos, la neuropatia periférica y las neuropatias localizadas, y las enfermedades del siste-
ma nervioso central, por ejemplo la enfermedad de Alzheimer, la de Parkinson, la de Huntington, la esclerosis lateral
amiotréfica y el sindrome de Shy-Drager. Otros estados patolégicos que pueden tratarse con arreglo a la presente in-
vencién son los trastornos mecdnicos y traumaticos, por ejemplo los trastornos de la médula espinal, el traumatismo
craneal y las enfermedades cerebrovasculares, por ejemplo la apoplejia. Las BMP pueden utilizarse para aumentar la
regeneracion de las células nerviosas y el tejido nervioso con el fin de mejorar o acelerar la curacidn de tales trastornos.

Segtn la invencién, una BMP, por ejemplo la rhBMP-2, pueden administrarse solas, en combinacién con otras
BMP o en combinacidn con otras terapias. Por ejemplo, la rhBMP-2 puede combinarse eficazmente con una citocina,
una linfocina, un factor de crecimiento o un factor que estimule las colonias, para el tratamiento de enfermedades
neurolégicas. Los ejemplos de citocinas, linfocinas, factores de crecimiento y factores que estimulan la formacién
de colonias que pueden utilizarse en combinacién con las BMP con arreglo al método de esta invencion incluyen,
pero no se limitan a: el EGF, FGF, interleucinas de 1 a 12, M-CSF, G-CSF, GM-CSF, factor de células germinales, la
eritropoyetina y similares. Ademads, las BMP pueden combinarse con factores neurotréficos, tales como el CNTF, LIF,
IL-6 y los factores de crecimiento similares a la insulina [IFG]. Ademas, con arreglo a la presente invencién pueden
afladirse proteinas que se encuentran normalmente en el entorno nervioso a las BMP. Estas pueden incluir la laminina,
el 4cido hialurénico y los condroitina-sulfato-proteoglucanos, incluido el versicano.

Las BMP de la presente invencién pueden administrarse empleando una matriz capaz de mantener las BMP en una
ubicacidn y orientacién deseadas para permitir la regeneracion del tejido nervioso. Las BMP pueden con preferencia
adsorberse sobre dicha matriz. La matriz estd hecha de coldgeno, adhesivos de tejido de fibrina y componentes de las
vainas normales de endoneuro, incluidos la laminina, el 4cido hialurénico y los condroitina-sulfato-proteoglucanos,
incluido el versicano. La matriz puede ser con preferencia porosa, para permitir el influjo, la migracién, la diferencia-
cién y la proliferacion de las células que se requieren para la regeneracion del tejido nervioso. En una forma preferida
de ejecucion, la matriz consta de coldgeno reticulado. El coldgeno puede adoptar cualquier forma idénea, pero esta
con preferencia en forma de esponja. El coldgeno puede moldearse en cualquier forma geométrica idénea para la re-
generacion del tejido nervioso. La matriz puede contener materiales que faciliten la formacién de tejido nervioso, por
ejemplo fibrina, o injerto de vena.
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La matriz, sobre la que estd adsorbida la BMP, puede aplicarse a un recipiente artificial de reemplazo nervioso,
con preferencia en forma de tuberia o de “stent”, por ejemplo una tuberfa de Silastic con respiradero. El recipiente
artificial de reemplazo nervioso puede estar formado por cualquier material que mantendra en su sitio la matriz sobre
la que estd adsorbida la BMP y permitird la regeneracion del tejido nervioso. En una forma de ejecucion puede
utilizarse como recipiente de reemplazo nervioso un injerto de vena autéloga. El recipiente artificial de reemplazo
nervioso puede contener material resorbible, por ejemplo polimeros. En algunas formas preferidas de ejecucion, la
matriz puede servir ademds como recipiente artificial de reemplazo nervioso.

Las composiciones farmacéuticas idéneas para el uso en el método de la presente invencién pueden contener,
ademas de las BMP, vehiculos, diluyentes, cargas de relleno, sales, tampones, estabilizadores y/u otros materiales bien
conocidos de la técnica que sean farmacéuticamente aceptables. El término “farmacéuticamente aceptable” indica
un material no téxico que no interfiere en la eficacia de la actividad biolégica del o de los principios activos. Las
caracteristicas del vehiculo o de otros materiales dependerdn de las via de administracion.

La administracién de las BMP, por ejemplo la thBMP-2, puede efectuarse por un gran niimero de vias conven-
cionales. Para la regeneracién de tejidos nerviosos, para el tratamiento de defectos nerviosos o de lesiones nerviosas
es preferida la aplicacién tépica de las BMP. En el modo de administracién mds preferido, la BMP se adsorbe sobre
una matriz biocompatible y se aplica a un recipiente artificial de reemplazo nervioso. La matriz biocompatible esta
hecha con preferencia de coldgeno y puede adoptar la forma de esponja, de ldminas o de alfombras, o de particulas
estrechamente empaquetadas. El recipiente artificial de reemplazo nervioso puede adoptar la forma de un tubo o de
un “stent”. Los expertos en la materia comprenderdn que hay otros materiales idéneos que pueden utilizarse para el
recipiente artificial de reemplazo nervioso. En una forma preferida de ejecucion, el recipiente artificial de reemplazo
nervioso, contiene una tuberia de Silastic con respiradero, que contiene la matriz en la que esta adsorbida la BMP. En
otra forma preferida de ejecucion, el recipiente artificial de reemplazo nervioso estd formado por un injerto de vena
aut6loga. En algunas formas preferidas de ejecucion, el mismo material puede servir a la vez de matriz y de recipiente
artificial de reemplazo nervioso.

La cantidad de BMP titil para la presente invencién dependerd de la naturaleza y de la gravedad del estado pato-
l16gico a tratar y de la naturaleza de los tratamientos anteriores, a los que se ha sometido el paciente. Finalmente, el
facultativo que atiende al paciente decidird la cantidad de BMP con la que se va a tratar cada paciente individual. Se
contempla que las diversas composiciones farmacéuticas de la presente invencién contengan de 0,1 ug a 100 mg, con
preferencia de 0,1 ug a 100 ug de BMP por kg de peso corporal. El facultativo que atiende al paciente determinaré el
régimen actual de dosificacién tomando en consideracion varios factores que modifican la accién de los farmacos, p.
¢j. la enfermedad, el peso corporal, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad de la enfermedad, el tiempo y el método
de administracion y otros factores clinicos.

Para llevar la invencion a la practica se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de BMP a un mamifero que
sufra un estado patoldgico. El término “cantidad terapéuticamente eficaz” indica la cantidad total de cada componente
activo del método que es suficiente para desplegar un beneficio significativo para el paciente, es decir, la curacion de
estados patolégicos crénicos o el aumento de velocidad de curacién. Por ejemplo, una cantidad regeneradora nerviosa
de una proteina morfogenética 0sea es una cantidad de proteina que, cuando estd adsorbida sobre un vehiculo matriz
idéneo y se implanta en un sitio donde hay una lesién, defecto o deplecién nerviosos, permite la regeneracién del
tejido nervioso y/o la mejora de la lesion, defecto o deplecidon nerviosos. Cuando se aplican a un ingrediente activo
individual, que se administra solo, el término se refiere a este ingrediente solo. Cuando se aplica a una combinacion, el
término se refiere a las cantidades combinadas de los ingredientes activos que producen el efecto terapéutico, tanto si
se administran en combinacion, en serie o simultineamente. Una dosis terapéuticamente eficaz de BMP para la puesta
en prictica del método de esta invencidn estd contemplada dentro del intervalo de 0,1 ug a 100 mg por kg de peso
corporal por aplicacién. En general, la administracion se iniciard desde el punto mas bajo del intervalo de dosificacion
y se incrementard la dosis a lo largo de un periodo de tiempo predeterminado hasta que se observe un efecto positivo.
A continuacién se realizardn aumentos incrementales de la dosificacién limitando dichos aumentos incrementales a
niveles tales que produzcan el correspondiente incremento del efecto, al tiempo que se toman en consideracién los
posibles efectos adversos que puedan surgir.

Cuando se utiliza el método de la presente invencidn, la duracién de la terapia intravenosa variard en funcién de
la gravedad del estado patolégico a tratar y de la potencial respuesta idiosincratica de cada paciente individual. Se
contempla que la duracién de cada aplicacion de la BMP se situard en el intervalo de 12 a 24 horas de administracién
continua. En dltimo término serd el facultativo que atiende al enfermo quien decida la duracién apropiada de la terapia
empleando el método de la presente invencion.

Con arreglo a esta invencidn, la regeneracion nerviosa puede lograrse en mamiferos con la administracién de
una cantidad neurorregeneradora de BMP, por ejemplo de la rhBMP-2, mezclada con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Para los fines de esta invencion, una cantidad neurorregeneradora de BMP, por ejemplo de la thBMP-2,
con arreglo a la presente invencién es la cantidad de proteina necesaria para producir la regeneracioén del nervio. La
regeneracién del nervio puede medirse por el peso o por el volumen del tejido nervioso presente. Se contempla que
las células hospedantes idoneas, transformadas para expresar las BMP, pueden administrarse también al paciente con
el fin de mejorar el crecimiento o la supervivencia de las células o del tejido nerviosos.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de la presente invencion.
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Las formulaciones parenterales de BMP pueden presentarse en forma de soluciones acuosas libres de pirégenos y
parenteralmente aceptables. La fabricacion de tales soluciones de proteina parenteralmente aceptables, habida cuen-
ta del pH, isotonia, estabilidad y similares, estd dentro de la habilidad de los técnicos. Una formulacién parenteral
preferida deberia contener, ademés de la BMP, un vehiculo isoténico, por ejemplo una solucion inyectable de cloruro
sddico, una solucién inyectable de Ringer, una solucién inyectable de dextrosa, una solucién inyectable de dextrosa
y cloruro sédico, una solucidén inyectable de Ringer lactada u otro vehiculo ya conocido en la técnica. Las compo-
siciones farmacéuticas segtn la presente invencién pueden contener también estabilizantes, conservantes, tampones,
antioxidantes u otros aditivos, que los expertos en la materia ya conocen.

Cuando se administran tépicamente, las BMP de la presente invencién pueden adoptar la forma de una formulacién
liquida o semisélida libre de pirégenos y tépicamente aceptable, por ejemplo un ungiiento, una crema, una locién, una
espuma o un gel. La fabricacion de tales formulaciones aplicables tépicamente ya es conocida de los expertos en la
materia.

Ejemplo I

Efectos de las BMP en las células nerviosas
Ejemplo TA
Cultivo de células

Se adquieren las células Balb ¢/SFME (de embrién de ratén libre de suero) a la American Type Culture Collection
(CRL 9392) y se cultivan del modo descrito anteriormente (Sakai y col., PNAS:USA 87, 8378-8382, 1990) en medio
DME/F12 (1:1) que contiene insulina bovina, 10 ug/ml (Eli Lilly); transferrina humana, 25 pg/ml (Collaborative
Research); lipoproteina humana de alta densidad, 20 pg/ml (Sigma); factor de crecimiento epidérmico humano, 100
ng/ml (Peprotech); fibronectina de plasma bovino, 20 ug/ml (GIBCO); selenito sédico, 10 nM (GIBCO); penicilina-
estreptomicina (10 U/ml); L-glutamina (4 mM); y 4cido 4-(2-hidroxi-etil)-piperazina-etanosulfénico, pH 7,4 (15 mM).

Se pasan las células empleando un inhibidor de tripsina/EDTA y soja-tripsina (1 mg/ml) en una proporcién volu-
métrica de 1:2, que se aplica entre los pasajes 19 y 50. Se cuentan las células, a menos que se indique lo contrario, con
un contador de Coulter Diagnostics.

Ejemplo IB

Factores de crecimiento y diferenciacion

Todas las proteinas recombinantes humanas tienen una pureza superior al 90%. El EGF se adquiere a PeproTech
(NJ); la activina A recombinante humana es un gentil regalo de Helen New; el TGF-81 se adquiere a R&D Systems;
las BMP se purifican en un medio acondicionado con CHO mediante varios pasos de purificacion realizados en el
Genetics Institute.

Ejemplo IC

Estudios de diferenciacion

Para todos los andlisis de inmunofluorescencia y FACS, a menos que se indique lo contrario, se introducen las
células en placas a razén de 2,5 - 5 x 10* /cm? y se afiade la BMP-2 al cabo de 16-20 h en las concentraciones y
durante la duracién temporal que se indican.

Ejemplo ID

Estudios de supervivencia

Se lavan las células dos veces en medio sin EGF y se introducen en placas a razén de 0,8 - 1 x 10° /cm?® en el
mismo medio suplementado con varios factores de crecimiento. Estos incluyen la BMP-2, la BMP-4, la BMP-5, la
BMP-6, la BMP-7, el heterodimero de BMP-2/6, el heterodimero de BMP-2/7 y el TGF-S1. Se determina la viabilidad
porcentual y el nimero de células por duplicado por exclusién con colorante azul tripano en un hemocitémetro al cabo
de 44-48 h, contando un minimo de 400 células por muestra. Se calcula la viabilidad porcentual en forma de células
vivas totales divididas por el nimero total de células en el punto final, ya que la proliferacion celular se realiza en las
mismas condiciones.

Ejemplo IE

Tincion inmunofluorescente con anticuerpo

Se quita el medio de las células de los recipientes de vidrio de cuatro hoyos o de las cimaras deslizantes de plastico
(Lab Tek) y se lavan dos veces con PBS, exento de Ca+2 y de Mg+2 (CMF). Para la tincién superficial con el anticuerpo
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A2B5 (Boehringer-Mannheim) se fijan inicialmente las células con paraformaldehido del 4% durante 10 minutos, se
lavan con PBS y después se incuban con suero de conejo al 1% en PBS para bloquear la fijacién no especifica. Se
diluye el anticuerpo en suero de conejo al 1% en PBS y se incuba durante 1 hora, después se lavan las células con suero
de conejo al 1% en PBS y a continuacién se realiza la deteccion con un anticuerpo de conejo anti-raton biotinilado y
después con un conjugado de estreptavidina-FITC (Zymed). Para los ensayos ulteriores de doble tincién o de tincién
interna tinica del GFAP se fijan las células en acetona/metanol (50:50) a -20°C durante 10 minutos. Se efectdan la
permeabilizacién y el bloqueo con Triton X-100 del 0,2% y con suero de cabra o de conejo al 1% en PBS, dependiendo
del reactivo del segundo paso. Los anticuerpos primarios son policlonales de conejo (1:200) o monoclonales de ratén
(5 pg/ml), segin se indica, diluido en suero de cabra o de ratén al 1% en PBS, respectivamente, y se incuban durante
una hora. La deteccidn se realiza con un anticuerpo biotinilado secundario (Zymed) y estreptavidina-ficoeritrina (PE)
(Zymed) o un conjugado de anticuerpo anti-IgG1-PE (Zymed). Se examinan las células con un aparato Axiophot
de Zeiss o con un microscopio BH2-RFC de Olympus equipado con sistema dptico epifluorescente y se fotografian
empleando una pelicula Ektachrome 1600 ASA.

Ejemplo IF
Andlisis FACS

Para estos ensayos se lavan las células una vez con PBS y una vez con EDTA/sales antes de la incubacion con ED-
TA/sales a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después se separan las células por pipeteo suave de la superficie
de las placas. Se lavan las placas con EDTA/sales y se combinan con las células que seguidamente se centrifugan, se
lavan una vez con PBS y después se cuentan. Se utilizan 1 x 10° células para cada incubacion de anticuerpos. Para
la tincidn superficial con A2BS5 a 4°C se incuba en primer lugar el culote de las células con 50 ul de suero de conejo
inactivado para bloquear la fijacién no especifica y después con el anticuerpo A2B5 (Boehringer-Mannheim) o IgM
especifico de grupo de control a razén de 5 pg/ml, diluido en suero de conejo al 1% en PBS durante una hora. La
deteccion se realiza con un conjugado directo de anti-IgM-PE (Zymed). Para los ensayos posteriores de tincion doble
o de tincién tnica interna del GFAP, se fijan las células en paraformaldehido del 0,25 a 4°C durante una hora, se
centrifugan y después se suspenden de nuevo en 1 ml de Tween 20 al 0,2% en PBS/azida y se incuban a 37°C durante
15 minutos. Se afiade 1 ml de suero de conejo inactivado por calor al 2% en PBS y se centrifugan las células. Se sus-
pende de nuevo el culote en 50 ul de suero de conejo y entonces se diluyen los anticuerpos primarios y los controles
especificos de grupo con 100 ul de suero de conejo al 1% en PBS arazén de 5 ug/ml. La deteccién final se realiza con
anticuerpo anti-IgG1-FITC conjugado directamente (Zymed, Fisher Biotech). Se lavan las células con suero de conejo
al 1%, Tween 20 al 0,2% en PBS/azida, después con PBS y finalmente se suspenden de nuevo en paraformaldehido
del 1%. Se realiza el andlisis FACS en un aparato FACScan (Becton Dickinson, San José, Ca) empleando un ldser de
argoén de 15 mw, 488 nm, enfriado con aire, para la excitacion del fluorcromo. La emisién de fluorescencia se mide en
una configuraciéon FACScan estandar: 530 nm (FITC), 585 nm (PE) y >650 nm (fluorescencia roja).

Se registran y analizan los datos con un sistema computerizado Hewlett Packard 340C, empleando un programa
informético LYSYS II (Becton Dickinson, San José, Ca). Se realizan controles de isotipos para cada muestra y se
establecen limite para los ensayos de tincién unica, por ejemplo que no incluyan mas del 3% de células.

Ejemplo IG
Andlisis “western”

Se introducen las células en placas de 6 hoyos, en hoyos duplicados, a razén de 2,5 x 10* /cm? y se afiade la BMP
o el TGF-g1 apropiado arazén de 1, 10 y 100 ng/ml a cabo de 16 horas. Pasadas 44 horas se recolectan las células. Se
tripsiniza un hoyo y se cuenta y se lava el segundo con PBS, se raspan las células y se vierten sobre PBS enfriado con
hielo que contiene Prefabloc 1 mM (inhibidor de proteasa soluble en agua, de Boehringer-Mannheim) y se centrifugan
a 400 rpm. Se afiaden al culote de las células y se mezclan 1-2 volimenes de Triton X-100 al 0,1%, Prefabloc 1
mM, Tris-base 0,125 M, pH 6,8, DNAsa a 250 U/ml. Finalmente se afiade a cada uno SDS del 0,5% y DTT 20 mM.
Basandose en el recuento de las células de los hoyos duplicados se carga el volumen equivalente, que contiene 5 x
10° células de cada condicién en cada carril de un mini-gel Laemlli del 12%, 1 mm (Novex). Se carga GFAP bovino
arazén de 10 y 100 ng. Después de la operacion se transfiere el gel a 300 mAmp x 1 hora en presencia de SDS del
0,05% a 0,45 ug de nitrocelulosa. Se seca la mancha con aire, se fija con KOH del 1%, se lava y se bloquea con
Tween 20 al 0,5% en TBS (Tris 10 mM, NaCl 500 mM, pH 8,5), después se incuba en una dilucién 1:1000 de GFAP-
antisuero (BTI) durante una noche. Se lava la mancha con Tween 20 al 0,5% en TBS, se incuba en una dilucién 1:3000
de cabra anti-conejo conjugado con HRP durante 1 hora y después se revela con quimioluminiscencia ampliada (kit
de Amersham). Resumiendo, se lava la mancha con TBS-Tw20 y después con TBS, se incuba en una mezcla 1:1 de
los reactivos A y B durante 1 minuto y se expone a una pelicula y se revela.

Resultados

El tratamiento de las células SFME con el TGF-B1 o suero se traduce en distintos cambios morfolégicos acom-
pafiados de la expresion del marcador de diferenciacion GFAP especifico de astrocitos (Sakai y col., lugar citado).
El tratamiento con TGF-B1 da lugar a un tipo de células bipolares elongadas con procesos citopldsmicos en ambos
extremos, que se tifien con el GFAP. A diferencia de ello, las células tratadas con el suero fetal bovino (FCS) son de
tamafio mayor, con una reticula filamentosa muy ramificada, que se tifie muy intensamente con el GFAP.
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El tratamiento de las células SFME con la BMP-2, 4, 5, 6, 7 y el heterodimero BMP-2/6 y 2/7 a razén de
10 ng/ml da lugar a un cambio morfolégico muy acusado en su aspecto, acompaiiado de la expresiéon del GFAP.
Las células adquieren procesos citoplasmicos muy largos, tipicos de los astrocitos primarios del cultivo. En conjunto,
la intensidad de la tincién GFAP observada con las BMP y suero bovino es mucho mayor que la observada con el
TGF-B. La BMP-2 y el heterodimero BMP-2/7 inducen un tipo de célula de morfologia mayor, similar al observado
con el suero bovino, mientras que la BMP-7 induce una morfologia de naturaleza mas fibrosa. Es posible que estas
morfologias reflejen diferencias de fenotipo en el tipo de célula inducido (astrocitos de tipo 1 frente a los de tipo 2)
o niveles variables de GFAP o de otras proteinas citoesqueletales. Las células de control tienen un aspecto parecido a
los fibroblastos y no se tifien con el GFAP.

Con el fin de medir cuidadosamente el nivel de expresiéon del GFAP inducida por las BMP y de comparar la
actividad con la del TGF-S se realiza un ensayo cuantitativo de clasificacién de células activadas por fluorescencia. Se
tratan las células con 10 ng/ml de cada uno de los siguientes: BMP, TGF-81 y activina y suero bovino del 10%. Se
analizan los datos por el porcentaje de poblacién que responde y por la intensidad media de la fluorescencia.

El porcentaje de la poblacién que responde refleja el nimero de células que expresan el GFAP, con independencia
del nivel de expresion. Las BMP-2, 4, 5, 6, 7, los heterodimeros 2/6 y 2/7, el TGF-f y el suero bovino inducen de
modo significativo la expresién del GFAP si se compara con el control. La activina y otros miembros de la superfamilia
TGF-g no tienen efecto. En este pardmetro, los mds eficaces son los heterodimeros BMP-2/6 y 2/7, resultando de ello
aproximadamente del 75 al 72% de células que responden. Los tratamientos con la BMP-2, 4, el TGF-81 y suero fetal
bovino dan lugar aproximadamente del 53 al 58% de células que responden; los tratamiento con BMP-5, 6 y 7 dan
lugar aproximadamente del 30 al 40% de células que responden.

La intensidad de fluorescencia media (MFI) es un indicativo del nivel de la expresiéon del GFAP; cuanto mayor
es la fluorescencia media, tanto mayor es el nivel del GFAP expresado. Las células inducidas con los heterodimeros
BMP-2/6 y 2/7 tienen una fluorescencia media aproximadamente 8 veces mayor que la de las células inducidas con el
TGF-B1. Las células inducidas con la BMP-2, 4, 5, 6 y 7 tienen una fluorescencia media aproximadamente de 2 a 4
mayor que la de las inducidas con suero bovino. Tanto el TGF-8 como el suero bovino dan valores significativamente
mayores que el control.

Con el fin de comparar la capacidad de las BMP y del TGF-81 de inducir el GFAP, se ensayan la BMP-2, la BMP-
6, el heterodimero BMP-2/6 y el TGF-£1 en un intervalo de concentraciones de 0 a 10 ng/ml y se aplica el ensayo
FACS para cuantificar la expresiéon del GFAP. Se recurre a la concentracidn, en la que cada factor da un valor de
fluorescencia media GFAP de 5 (10 veces mayor que el control, que es de 0,5), para comparar las actividades relativas.
En términos de actividad relativa comparada con el TGF-£1, el heterodimero BMP-2/6 es aproximadamente 18 veces
mas activos y la BMP-2 y la BMP-6 son aproximadamente 3-4 veces mds activos. La BMP-2 y la BMP-2/6 inducen
niveles detectables de GFAP en el intervalo de 0 a 0,08 ng/ml, mientras que el primer incremento de GFAP detectable
con el TGF-f1 se sitda en el intervalo de 0,4 a 2 ng/ml.

El andlisis “western” confirma también los niveles mas elevados del GFAP producido por células SFME después
de la exposicién a las BMP. En los extractos celulares tratados con BMP o TGF-£1, el anticuerpo policlonal GFAP
empleado para la deteccién reconoce especificamente una proteina de 40-50 kD que se sitia ligeramente por debajo de
los 52 kD del GFAP bovino estdndar. El amplio abanico de pesos moleculares observado probablemente es el resultado
de la protedlisis. Hay un aumento dependiente de la dosis en los niveles de proteina con el tratamiento con la BMP-
2 y la BMP-6 de 1 a 100 ng/ml. El GFAP inducido por el tratamiento con el TGF-f es maximo para una dosis de 10
ng/ml y es aproximadamente igual al observado con solo 1 ng/ml de la BMP-2. Este nivel no pudo aumentarse ni con
una dosis de 100 ng/ml. Las BMP inducen niveles mds altos de GFAP que el TGF-g1.

El tratamiento de células SFME con las BMP se traduce en la conversion de las células de tipo “fibroblasto” en
dos morfologias distintas, positivas de GFAP. Un tipo de células grandes y planas con pocos procesos es reminiscente
de un tipo protopldsmico de astrocitos; otro de procesos citopldsmicos muy largos es caracteristico de astrocitos
fibrosos.

Estas células se caracterizan ademas por la tincién doble de anticuerpo inmunofluorescente con A2BS y GFAP. En
la poblaciéon de BMP-2/6 estan presentes tanto las células del linaje de astrocitos de tipos 1 como las del tipo 2. La
mayoria de células, que se tifien con el GFAP pero no con el A2B5, son del linaje de astrocitos de tipo 1, mientras
que las células que se tifien tanto con el A2B5 como con el GFAP son del linaje de astrocitos de tipo 2. Las células de
control se tifien con A2B5 en su superficie, pero no se tifien con el GFAP.

Con el fin de cuantificar la poblaciones observadas en la tincién inmunofluorescente hemos utilizado anélisis FACS
de doble tincion. Los datos de la tabla 1 se expresan en forma de promedio de por lo menos tres ensayos + la desviacién
estandar. Las células de control son aproximadamente un 37% positivas con A2B5. Las células de control no se tifien
positivamente con los marcadores de linajes de astrocitos. Las células tratadas con la BMP-2, 6 y 2/6 no se tifien
unicamente con el A2B5, pero estdn formadas por poblaciones de los dos linajes de astrocitos. Mds del 60% son
positivas del GFAP solo, lo cual indica que son del linaje del tipo 1 y un 18% son positivas tanto del A2B5 como del
GFAP, lo cual indica que son del linaje de tipo 2. El tratamiento con el TGF-81 produce también una poblacién de tipo
similar de células del linaje de tipo 2 (aproximadamente el 14%), pero solo aproximadamente el 40% de la poblacién
positiva de células de linaje del tipo 1. Queda ademds una pequefia poblacién de células (aproximadamente el 7%),
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que se tifien solamente con el A2B5. En conjunto, el tratamiento de la células SFME con las BMP o con el TGF-51 da
como resultado una pérdida de la expresion del A2BS5 que no puede atribuirse totalmente a la poblacién A2B5/GFAP.

TABLA 1
Astrocitos
Tipo 1 Tipo 2

A2B5 GFAP A2B5/GFAP
Control 37,13 + 18,66 0,15 +£0,19 1,18 £ 0,67
BMP-2 0,39 + 0,54 60,49 + 3,71 19,89 + 3,31
BMP-6 0,25 + 0,43 59,28 + 1,28 17,89 + 3,19
BMP-2/6 0,42 + 0,38 65,07 £ 7,33 18,37 £ 5,49
TGF-g1 7,05 £ 1,02 39,72 +£ 3,02 14,23 + 3,04

Estudio de supervivencia de las células SFME

Se requiere el EGF para la supervivencia de las células SFME vy otros factores, como el FGF y el TGF-3, no
pueden sustituirlo. En ausencia del EGF, las células SFME se tratan con la BMP-2, 7, el heterodimero 2/7, el TGF-
1y la activina. Se ha observado que la activina es una molécula de supervivencia de células nerviosas P19 (Schubert
y col., Nature 344, 868-870, 1990). Después de 48 horas de ausencia del EGF solamente queda un 30% de células
supervivientes y una disminucién general del nimero de células. La adicién del EGF se traduce en aproximadamente
un 95% de supervivencia celular, acompafiado de un aumento de 5 veces del nimero de células. Las células tratadas
con la BMP-2, la BMP-7 y el heterodimero BMP-2/7 mantienen el nimero de células aproximadamente en el 70-80%
de la densidad de siembra. Sin embargo, las células no proliferan. Las células tratadas con la BMP-2 no solamente
sobreviven, sino que parece que se han diferenciado. El indice de supervivencia se sitia aproximadamente en el 80-
85%. El tratamiento de las células con el TGF-£1 o con la activina da lugar a indices de supervivencia de < 10% y
una disminucién por lo menos de 10 veces en el nimero de células. Las concentraciones mds elevadas del TGF-£1 no
aumentan la supervivencia.

Ejemplo II
Regeneracion nerviosa periférica en mamiferos empleando la BMP-2
A. Preparacion de una esponja de coldgeno

Se cortan las esponjas de coldgeno (Collastat®, Vitaphore Wound Healing, Inc.) en rebanadas de dimensiones
aproximadas 2 x 2 x 18 mm, se lavan ampliamente en agua destilada en vidrio estéril, se liofilizan, se esterilizan con
oxido de etileno y se desgasifican antes de la adicién de la BMP-2.

Sobre la longitud de cada esponja preparada se reparten a lo ancho 0,5 pg de la BMP-2 en acetonitrilo del 45%,
con un 0,1% de 4cido trifluoracético. Después se colocan las esponjas en un tubo, se congelan en nitrégeno liquido y
se liofilizan. Se preparan los implantes de control del mismo modo, excepto que se emplea un tamp6n de acetonitrilo
del 45% y acido trifluoracético del 0,1% sin la BMP-2.

Después de la liofilizacién se carga la BMP-2 y se colocan las esponjas de control dentro de una tuberia de Silastic
con respiradero estéril de dimensiones aproximadas 1,6 x 20 mm. Todas las manipulaciones se realizan en condiciones
estériles. Se corta el exceso de tuberia en cada extremo del implante dentro de la sala de operaciones antes de la cirugia.

Se secciona el nervio cidtico de 6 ratas Lewis. Se insertan “stents” de Silastic o biodegradables con respiradero, de
1,6 mm de didmetro interno x 20 mm de longitud. Los “stents” contienen un vehiculo de matriz de coldgeno con o sin
la rhBMP-2. El vehiculo de matriz de coldgeno se compone de una esponja de coldgeno (Collastat) (aproximadamente
1,5 mm x 15 mm). Los animales con el nervio cidtico seccionado y recogido, para evitar que se pueda volver a unir,
sirven como controles positivos. La extremidad trasera no operada sirve como control negativo de unién retardada.

Se aplican los “stents” microscépicamente y se anastomosan a los extremos nerviosos seccionados del nervio
cidtico. Se insertan los extremos nerviosos en el “stent” por 1 mm de cada extremo, quedando una brecha de 15 mm.
Se ensaya el retorno eléctrico de la funcién de los animales al cabo de 6, 8 y 12 semanas de la implantacién. Se
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examinan los potenciales de accién muscular mixta (CMAP), que proporcionan un procedimiento transcutineo fiable
y reproducible, que es un procedimiento cuidadoso de determinacién del grado de retorno funcional. La amplitud y
la latencia son dependientes de la edad y directamente proporcionales al niimero de axones/placas terminales motoras
reinervados.

Se sacrifican los animales para realizar el examen patoldgico al cabo de 12 semanas de la intervencion. Las tincio-
nes incluyen H&E, plata, azul s6lido Luxol y S100. Se realiza la cuantificacion insesgada de los elementos proximales,
centrales y distales dentro del “stent”. Como controles de las tinciones se emplean los “stents” colocado dentro de los
tejidos subcutaneos de diversas ratas.

Los resultados indican buena regeneracion nerviosa a lo largo de los 15 mm de nervio roto después de 12 semanas

en 4 de los 6 animales tratados con 0,6 ug de BMP-2 por dispositivo, depositados en una esponja de Collastat. Los
controles sin la BMP-2 no presentan crecimiento a lo largo de los 15 mm de nervio roto.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para inducir la formacién de astrocitos “in vitro”, que consiste en administrar a las células idéneas
una proteina morfogenética 6sea mezclada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. Uso de una proteina morfogenética 6sea para la fabricacién de una composicién para la induccién del creci-
miento o regeneracion de células de astrocito.

3. El método de la reivindicacion 1 o el uso de la reivindicacién 2, en los que la proteina morfogenética sea es la
BMP-2, la BMP-4, la BMP-5, 1la BMP-6, la BMP-7 o un heterodimero de BMP-2/6 o de BMP-2/6.

4. Un dispositivo para inducir la regeneracion de nervios periféricos “in vivo” que consta de un recipiente artificial
que contiene una proteina morfogenética 6sea elegida entre la BMP-2, la BMP-4 y un heterodimero de BMP-2/6
o de BMP-2/7, adsorbida sobre una matriz que contiene coldgeno, adhesivos de tejido de fibrina, laminina, dcido
hialurénico o condroitina-sulfato-proteoglucanos.

5. El dispositivo de la reivindicacion 4, en el que la matriz contiene coldgeno en forma de esponja.

6. El dispositivo de la reivindicacién 4 6 5, dicho recipiente artificial contiene una tuberia de Silastic con respira-
dero.

7. Uso de una proteina morfogenética dsea elegida entre la BMP-2, la BMP-4 y un heterodimero de BMP-2/6 o
BMP-2/7 en una tuberia de Silastic con respiradero para la fabricacion de un dispositivo médico destinado a inducir la
regeneracion de nervios periféricos “in vivo”.

8. El uso de la reivindicacién 7, en el que dicha proteina morfogenética 6sea esta adsorbida sobre una matriz que

contiene coldgeno, adhesivos de tejido de fibrina, laminina, dcido hialurénico o condroitina-sulfato-proteoglucanos
contenidos dentro de una tuberia de Silastic con respiradero.
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