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DESCRIPCION
Fibroblastos dérmicos para el tratamiento de enfermedad discal degenerativa
CAMPO TECNICO

El campo de la presente invencién incluye los campos de la medicina, cirugia, anatomia, biologia, biologia celular
y/o biologia molecular.

En ciertas realizaciones, el campo de la invencién se refiere a métodos y composiciones para el tratamiento de
afecciones médicas asociadas a parte(s) del cuerpo en necesidad de cartilago, tales como la columna vertebral o las
articulaciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los discos intervertebrales, que pueden denominarse fibrocartilago intervertebral, estan situados entre vértebras
adyacentes en la columna vertebral, y cada disco forma una articulacién cartilaginosa para permitir el ligero
movimiento de las vértebras, que actian como un ligamento para mantener juntas las vértebras. Los discos
intervertebrales comprenden placas de fibrocartilago que se corresponden con la forma de las superficies de la placa
terminal de los cuerpos vertebrales. Los discos desempefian una funcién considerable en el soporte de peso. Los
discos intervertebrales comprenden un anillo fibroso externo que rodea el nicleo pulposo gelatinoso interno. El anillo
fibroso se inserta en los bordes redondeados lisos en las superficies de placa terminal de los cuerpos vertebrales. El
nacleo pulposo pone en contacto las placas de cartilago hialino, que estan unidas a las superficies rugosas de los
cuerpos vertebrales.

La enfermedad de los discos intervertebrales, que puede denominarse trastorno de los discos intervertebrales e
incluye enfermedad degenerativa discal (EDD), es una afeccion médica en la que hay disfunccién del disco, que
incluye deterioro y/o hernia, por ejemplo. En la EDD, existe una deshidratacion gradual del nucleo pulposo. Tras
esto, las cargas normalmente absorbidas por el nicleo pulposo son en su lugar transferidas no uniformemente a
través del anillo fibroso, que puede sufrir deterioro estructural progresivo. Los discos herniados (que pueden
denominarse disco desplazado, hernia discal, o un abombamiento discal) se producen cuando el anillo fibroso se
rompe debido a una lesién o debido al envejecimiento, tras lo que el nicleo pulposo puede empezar a sufrir prolapso
a través del desgarro.

El documento US 2009/068270 Al desvela el tratamiento de discos degenerados con células autblogas. Se
necesitan en la materia métodos y composiciones que sean eficaces y tengan invasividad minima y/o tiempo de
preparacion para tratar la enfermedad de los discos intervertebrales.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

La presente divulgacion se refiere a sistemas, métodos y composiciones para el tratamiento de un individuo en
necesidad de los mismos, que incluyen tratamiento de un individuo en necesidad de reparacion de cartilago. La
presente divulgacion se refiere a métodos y composiciones para la reparacion biolégica de cualquier tipo de
cartilago, que incluye cartilago intervertebral y articular, por ejemplo. En aspectos patrticulares, la presente invencion
se refiere a los campos de la reparacién de cartilago, tal como reparacion de cartilago articular. Otros aspectos
descritos en el presente documento incluyen métodos de crecimiento, proliferacion y/o diferenciacién de células en
células similares a condrocito bajo esfuerzo mecanico.

En ciertos aspectos, la invencion genera tejido natural in vivo a partir de fibroblastos dérmicos humanos.
Especificamente, la presente invencién proporciona fibroblastos dérmicos para su uso en un método de tratamiento
de un individuo en necesidad de reparacion de cartilago, comprendiendo el método diferenciar fibroblastos dérmicos
humanos en células similares a condrocito in vivo administrando fibroblastos dérmicos a una articulacion de un
individuo, en los que antes de la administracion los fibroblastos dérmicos no se someten a factores de crecimiento,
moléculas de matriz, deformacién mecanica, o una combinacion de los mismos. También se describe en el presente
documento un método de crecimiento y diferenciacion de fibroblastos humanos en células similares a condrocito, por
ejemplo. Las células pueden ser aut6logas o alégenas o una mezcla de las mismas, en ciertas realizaciones.

La invencion emplea la diferenciacion de ciertas células en células similares a condrocito. Especificamente, los

fibroblastos dérmicos humanos (FDH) se diferencian en células similares a condrocito en condiciones particulares.
La diferenciacién de células en condrocitos o células similares a condrocito se produce in vivo tras la implantacion.
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Aspecto especificos descritos en el presente documento proporcionan un método para la regeneracion in vivo de
una articulacion, tal como un disco intervertebral, codo, rodilla, hombro, cadera, articulacién temporomandibular, etc.

En ciertas realizaciones, el cartilago que es el foco de la solicitud de la invenciéon es cartilago de disco intervertebral.
En aspectos particulares de la invencion, las células utilizadas en la invencién se someten a deformacién mecanica
in vivo para la diferenciacion condrogénica.

Es un objeto a modo de ejemplo de la presente divulgacién proporcionar un método previsto para reparar un disco
intervertebral degenerado, por ejemplo, restaurar la anatomia del disco intervertebral y mejorar su funcionamiento.
Aspectos particulares descritos en el presente documento proporcionan un método de reparacién de disco dafiado.
En un aspecto descrito en el presente documento, existe un método de reparacion de cartilago dafiado en una
articulacion (tal como un disco intervertebral) de un individuo, que comprende administrar fibroblastos segun la
invencion a la articulacién respectiva (tal como disco intervertebral) del individuo. En aspectos especificos descritos
en el presente documento, se administran fibroblastos al disco intervertebral en ausencia de quitar parte o todo el
disco degenerado.

Bajo esfuerzo mecanico, las células proporcionadas adquiriran las caracteristicas de células de nucleo en la parte
central y células de anillo en la periferia, por ejemplo. Pueden recogerse células de fibroblasto a modo de ejemplo de
piel, tal como por una biopsia, por ejemplo.

En ciertos aspectos descritos en el presente documento, un individuo se provee de otra terapia, ademéas de los
métodos descritos en el presente documento. Por ejemplo, antes, durante y/o después de la administracion de las
células de fibroblasto, el individuo puede recibir uno o mas antibiéticos. Terapias posoperativas a modo de ejemplo
incluye farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), simples calmantes (analgésicos) y/o relajantes musculares
segun se necesite, y puede ir seguido de una rehabilitacion funcional posoperatoria, tal como después de la primera,
segunda, tercera 0 mas semana posoperatoria, por ejemplo. En aspectos especificos, el individuo puede proveerse
de uno 0 més de un antibibtico, agente antifingico o agente antiviral.

En ciertos aspectos de la invencion, las células se diferencian en células de condrocito o células similares a
condrocito, tales como en los que las células de condrocito o células similares a condrocito secretan una molécula
seleccionada del grupo que consiste en agrecano, colageno de tipo I, proteina Sox-9, proteina de unién a cartilago,
perlecano, y combinaciones de los mismos. En casos particulares, las células se diferencian a partir de células de
fibroblasto, y células de fibroblasto a modo de ejemplo incluyen fibroblastos dérmicos, fibroblastos de tendon,
fibroblastos de ligamento, fibroblastos sinoviales, fibroblastos de prepucio, o una mezcla de los mismos.

En realizaciones especificas, no se proporcionan factores de crecimiento a los fibroblastos antes, durante o después
de la administracion in vivo al individuo en necesidad de los mismos, que incluye factores de crecimiento tales como
proteina morfogénetica 6sea 2 (BMP-2), BMP-4, BMP-6, BMP-7, proteina morfogénetica derivada de cartilago
(CDMP), factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), factor de crecimiento de insulina uno (IGF-), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), FGF-2, factor de crecimiento
derivado de plaqguetas (PDGF), y una mezcla de los mismos.

En el presente documento se describe ademas un kit que comprende fibroblastos que se alojan en uno o mas
recipientes adecuados. En aspecto especificos, el kit comprende ademas uno o mas reactivos adecuados para
potenciar la diferenciaciéon in vivo de fibroblastos a condrocitos o células similares a condrocito. En algunos
aspectos, el kit incluye uno o méas aparatos para la administracién de fibroblastos a un individuo.

En algunas realizaciones de la invencion, existen fibroblastos dérmicos para su uso en métodos relacionados con la
administracion de fibroblastos a un sitio in vivo en un individuo en necesidad de los mismos. En realizaciones
especificas, el sitio es in vivo y en necesidad de condrocitos, que incluye en necesidad de cartilago. Por ejemplo, un
sitio en necesidad de condrocitos incluye articulaciones, por ejemplo articulaciones cartilaginosas (por ejemplo,
vértebras). En algunas realizaciones, los fibroblastos se obtienen del individuo en necesidad de cartilago. En
realizaciones especificas, los fibroblastos se administran a al menos un disco intervertebral en un individuo. En
algunos casos, los fibroblastos se manipulan tras ser obtenidos, tanto si se obtienen como si no del individuo en
necesidad de los mismos o tanto si se obtienen como si no de una tercera parte o comercialmente, por ejemplo. Los
fibroblastos pueden ser expandidos en cultivo. En ciertas realizaciones, los fibroblastos no se proveen de factores de
crecimiento, moléculas de matriz, deformacion mecanica, o una combinacion de los mismos, antes o durante o tras
la implantacién en una vértebra.

En algunas realizaciones, existen tanto fibroblastos como células condrociticas en el disco. En algunas
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realizaciones, no todos los fibroblastos que se administran in vivo se diferenciaran a condrocitos en el disco, incluso
los tejidos fibrosos que se producen en el disco son, sin embargo, Utiles en mejorar la altura del disco y la funcién
biomecanica.

En el presente documento se describe un método de diferenciacion de fibroblastos dérmicos humanos en células
similares a condrocito in vivo, que comprende la etapa de administrar fibroblastos a una articulaciéon de un individuo,
en el que antes de administrar los fibroblastos no se someten a factores de crecimiento, moléculas de matriz,
deformacién mecanica, o una combinacién de los mismos. En casos especificos, el individuo tiene enfermedad de
los discos intervertebrales. En algunos casos, la articulaciéon es un disco invertebral.

En algunas realizaciones, algunos de los fibroblastos no diferenciados y células similares a condrocito diferenciadas
en el disco se definen ademéas como células que producen moléculas de matriz fibrosa, moléculas de matriz
cartilaginosa, o0 ambas. En ciertos aspectos, las células similares a condrocito se definen ademéas como células que
producen moléculas de matriz, tales como colageno I, colageno I, proteoglicano, o una combinacion de los mismos.
En realizaciones especificas, el colageno comprende colageno de tipo | y tipo Il. En algunos casos, uno de los
proteoglicanos es agrecanos.

En casos particulares, los fibroblastos se administran entre discos invertebrales. En ciertos casos, los fibroblastos se
administran entre o en el nicleo pulposo y fisuras en el anillo fibroso interno. Los fibroblastos pueden administrarse
entre discos invertebrales, que incluyen nudcleo pulposo y fisuras en el anillo fibroso interno, por ejemplo.

Algunos aspectos de los métodos descritos en el presente documento incluyen obtener fibroblastos del individuo. La
obtencién puede englobar la eliminacion de fibroblastos de un cuerpo o puede englobar recuperar los fibroblastos ya
obtenidos, tales como de una tercera parte, que incluye comercialmente, o de almacenamiento, por ejemplo. En
ciertos aspectos, los fibroblastos se expanden, por ejemplo durante al menos un dia. En algunos casos, los
fibroblastos obtenidos se someten a pases, por ejemplo, mas de una vez. En aspectos particulares, los fibroblastos
tanto se expanden como se someten a pases.

En el presente documento se describe un método de produccion de tejido fibroso y/o tejido condrocitico en una
articulacion de un individuo, que comprende la etapa de administrar fibroblastos a la articulacion, en el que los
fibroblastos no han sido expuestos a factores de crecimiento, moléculas de matriz, deformacion mecénica, o una
combinacién de los mismos, in vitro antes de o durante o tras la administracion a la articulacién. En un aspecto
especifico, el tejido fibroso y/o condrocitico comprende células que tienen marcadores bioquimicos particulares, tales
como tanto colageno de tipo | como de tipo I, y/o varios proteoglicanos encontrados en tejidos cartilaginosos y
fibrosos, por ejemplo.

En ciertas realizaciones de la invencion, la presencia de los fibroblastos y/o la muerte de los fibroblastos antes y/o
después de la administracion a la articulacion del individuo desencadenan la respuesta de una o mas células. En
casos especificos, la presencia de los fibroblastos y/o la muerte de los fibroblastos desencadenan la respuesta de
otras células en la articulacion, y las otras células pueden ser de cualquier tipo, que incluye las células endégenas
del individuo, tales como condrocitos, fibroblastos, células madre de disco, etc. En aspectos particulares, la
respuesta de células enddgenas incluye la estimulacion del crecimiento, por ejemplo, ya que al menos algunos
fibroblastos mueren en la articulacién. Asi, en realizaciones especificas, la mera presencia de los fibroblastos y/o la
liberacion de factores intracelulares tras la muerte de células pueden estimular una respuesta de crecimiento celular
de células existentes en el disco. En casos particulares, la respuesta de crecimiento celular produce el re-
crecimiento del disco (o la reparacion de la articulacién).

En realizaciones particulares de la invencién, como resultado indirecto o directo de la administracion de los
fibroblastos a la articulacion, puede formarse tejido cicatricial en la articulacion. En al menos casos especificos, tal
formacion de tejido cicatricial es beneficiosa para la articulacién, por ejemplo, cuando la articulacion es un disco,
proporcionando estabilidad, resistencia, amortiguamiento, sellado de fisura(s) anular(es), etc.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Como se usa en la presente memoria descriptiva, "un" o "una" puede significar uno o mas. Como se usa en el
presente documento en la(s) reivindicacion (reivindicaciones), cuando se usa conjuntamente con la palabra "que
comprende"”, las palabras "un" o "una" pueden significar uno o0 mas de uno. Como se usa en el presente documento,
"otro" puede significar al menos un segundo o mas.

En realizaciones especificas, aspectos de la invencion pueden "consistir esencialmente en" o "consistir en" uno o
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mas elementos o etapas de la invencién, por ejemplo.

Se contempla que cualquier método o composicion descrito en el presente documento puede implementarse con
respecto a cualquier otro método o composicién descrito en el presente documento.

El término "células similares a condrocito”, como se usa en el presente documento, se refiere a células que no son
condrocitos primarios, pero derivan de fibroblastos, por ejemplo. Estas células similares a condrocito tienen un
fenotipo de condrocito (células de cartilago) que incluyen una forma de condrocitos (células poligonales y/o
romboidales, por ejemplo) y/o son capaces de agregarse y producir componentes de matriz de cartilago, tales como
proteoglicano sulfatado y colageno de tipo Il, por ejemplo. Asi, marcadores a modo de ejemplo de células similares a
condrocito incluyen uno o mas de agrecano, que es un sulfato de condroitina y el proteoglicano de queratan sulfato,
colageno de tipo Il, proteina Sox-9, proteina de union a cartilago, y perlecan, que es un proteoglicano de heparan
sulfato, por ejemplo.

El término "articulacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a una region en el cuerpo en la que se
unen dos huesos de un esqueleto.

Aunque cualquier tejido puede ser reparado al menos en parte por los métodos descritos en el presente documento,
que incluye cualquier tejido de cartilago, en una realizacion a modo de ejemplo particular, se repara cartilago de
disco intervertebral o cartilago de articulacion. Una realizacion general de la invencién es usar FDH como fuente de
células para manipular nuevo cartilago para el disco intervertebral, debido a que estas células son faciles de recoger
y cultivar. La invencion engloba la diferenciacion de estas células en células similares a condrocito.

I. Células utilizadas en la invencion

En ciertos aspectos descritos en el presente documento, puede emplearse cualquier célula, mientras que la célula
sea capaz de diferenciarse en un condrocito o célula similar a condrocito. Sin embargo, en aspectos especificos, la
célula es una célula de fibroblasto, tal como un fibroblasto dérmico, fibroblasto de tendén, fibroblasto de ligamento, o
fibroblasto sinovial, por ejemplo. Pueden utilizarse células autdlogas, aunque en realizaciones alternativas se
emplean células alégenas; en realizaciones especificas, las células alégenas han sido ensayadas para enfermedad
y se consideran adecuadas para transmision humana. En ciertos aspectos de la invencion, la célula o células son
autdlogas, aunque en realizaciones alternativas las células son alégenas. En casos en los que las células no sean
autdlogas, antes de uso en la invencion, las células pueden procesarse por medios estandar en la materia para
eliminar materiales potencialmente peligrosos, patdgenos, etc.

La l6gica para usar FDH autélogas como medio de fuente de células se deduce de lo siguiente: 1) los FDH pueden
ser no invasivamente recogidos de una biopsia en sacabocados de solo un espécimen de piel circular de 3,0 mm de
diametro, por ejemplo; 2) no existe el riesgo de contaminacion de otro donante (tal como virus de la hepatitis B, virus
de la inmunodeficiencia humana, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, etc.); y 3) los FDH pueden expandirse
facilmente en cultivo y diferenciarse en células similares a condrocito en condiciones de cultivo particulares. Podrian
usarse otras poblaciones de fibroblastos, tales como tenddn o ligamento, por ejemplo. En una realizacion, se
prefieren fibroblastos autdlogos. Algunos aspectos de la invencion pueden emplear FDH comprados
comercialmente, tales como de laboratorios (tales como Cascade Biologics). Las células pueden ser FDH adultos o
FDH neonatales. Los fibroblastos de prepucio neonatal son una fuente muy conveniente de células, por ejemplo.
Estas células se usan comercialmente y estan facilmente disponibles y son faciles de cultivar.

Como se describe en el presente documento, se recogen FDH aut6logos de biopsia en sacabocados de tejido de
piel (6 mm) del individuo. En el laboratorio, pueden diseccionarse la grasa subcutanea y dermis profunda con tijeras.
El tejido restante puede ser troceado e incubado durante la noche en 0,25 % de tripsina a 4 °C. Entonces, pueden
separarse fragmentos dérmicos y epidérmicos, tal como separarse mecanicamente. Los fragmentos dérmicos de la
biopsia puede ser troceados y los trozos pueden usarse para iniciar cultivos de explante. Los fibroblastos recogidos
de los explantes pueden cultivarse en MEM de Dulbecco (DMEM) con 10 % de suero de ternero a 37 °C en 8 % de
CO,. Estas células pueden ser expandidas antes de ser diferenciadas en condrocitos, en aspectos particulares.

En aspectos particulares, la diferenciacion similar a condrocito de fibroblastos dérmicos humanos puede facilitarse
empleando deformacidon mecanica. En realizaciones especificas de la invencién, tras la diferenciacién de
fibroblastos, las células resultantes comprenden in vivo la expresién de ciertos marcadores bioquimicos indicativos
de colageno de tipo | y Il y proteoglicanos.

En aspectos particulares, puede producirse diferenciacion similar a condrocito de fibroblastos dérmicos humanos in
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vivo, en la que el micro-entorno del disco intervertebral es propicio para la diferenciacion condrocitica. La carga
hidrostatica, hipoxia, interaccién célula con célula con células condrocitias residentes en el disco y otros entornos
bioquimicos en el disco intervertebral pueden facilitar la diferenciacion de fibroblasto a células condrociticas, en
realizaciones particulares. En realizaciones especificas de la invencién, las células en el disco intervertebral tras el
trasplante de células seran una combinacion de células fibrociticas y condrociticas que producen tanto tejidos
fibrosos como condrociticos con marcadores bioquimicos de tanto colageno de tipo | como de tipo Il y/o varios
proteoglicanos encontrados en tejidos cartilaginosos vy fibrosos.

Il. Aspectos de métodos a modo de ejemplo de la divulgacion, que incluyen métodos de reparaciéon de
cartilago dafiado

La presente invencion se refiere a fibroblastos dérmicos para su uso en un método de tratamiento de un individuo en
necesidad de reparacion de cartilago, comprendiendo el método diferenciar fibroblastos dérmicos humanos en
células similares a condrocito in vivo administrando fibroblastos dérmicos a una articulacién de un individuo, en la
que antes de la administracion los fibroblastos dérmicos no se someten a factores de crecimiento, moléculas de
matriz, deformacién mecéanica, o una combinacion de los mismos.

En el presente documento se describen métodos de diferenciacion de células, que incluyen fibroblastos (por
ejemplo, humanos) en células similares a condrocito in vivo. Los métodos pueden comprender la etapa de
administrar fibroblastos a una articulacién de un individuo, en los que antes de la administracién de los fibroblastos
no se someten a factores de crecimiento, moléculas de matriz, deformacién mecanica, o una combinacion de los
mismos. Los fibroblastos pueden o pueden no exponerse a condiciones hipdxicas antes de la administracion in vivo.

El esfuerzo / deformacién mecanica son factores importantes para la condrogénesis. EI método descrito en el
presente documento usa deformaciones mecanicas in vivo y, en aspectos particulares, usa presién inherente de la
columna vertebral para proporcionar deformacion mecénica. En algunos aspectos, el método se produce en
ausencia de otros tipos de presion, que incluye presién hidrostatica intermitente, tension por fluidos de cizallamiento,
etc. En algunos aspectos, el método se produce en ausencia de presion distinta de presion espinal inherente,
tensiéon de bajo oxigeno, factores de crecimiento, cultivo en una matriz, etc. En algunos aspectos, la carga de
presion de la columna vertebral se emplea para inducir la diferenciacion de fibroblastos a otras células.

Pueden obtenerse fibroblastos de fuente de donante (aldgenos) o biopsia de piel autdloga. Puede emplearse
aislamiento de células de la piel y expandirlas en cultivo, y en ciertos casos las células no se manipulan o se
manipulan minimamente (por ejemplo, se exponen a suero, antibidticos, etc.). Estas células pueden ponerse en un
dispositivo (por ejemplo, una jeringa que tiene células resuspensas en medio de un cultivo de monocapa) e
inyectarse en el individuo. El suero que se usa para alimentar las células para la multiplicacién puede lavarse con
medios tales como DMEM para evitar que cualquier suero extrafio se inyecte en el individuo. En aspectos de este
sistema, no se emplea matriz, que no incluye alginato. En aspectos descritos en el presente documento, se inyectan
las células solo (o una cantidad minima de fluido para suspender las células para inyeccion) y no se inyecta medio,
por ejemplo. La suspension de fluido que contiene las células puede comprender tampdn, aminoéacidos, sales,
glucosa y/o vitaminas que son componentes de DMEM. Moléculas de matriz a modo de ejemplo para la
manipulacion de células que no son empleadas en etapas de método descritas en el presente documento incluyen
polimeros (incluyendo PGA, PLGA y PCL, por ejemplo); hidrogeles naturales tales como coladgeno, 4cido hialurénico,
alginato, agarosa, quitosano, por ejemplo; e hidrogeles sintéticos tales como PEO, PVA, PAA, etc.).

En aspectos especificos de la invencion, se inducen células para experimentar diferenciacién en condrocitos o
células similares a condrocito. Tal diferenciacién se produce posterior a la administracion in vivo. En realizaciones
especificas de la invencion, el esfuerzo mecanico estimula la diferenciacion condrogénica de FDH.

En aspectos de la invencion, puede mejorarse la biomecanica de la matriz y biologia del disco aumentando el
tamafio del disco, contenido de colageno y/o nivel de ciertas moléculas biologicas. Las células en los discos, en
tanto que no se fuguen del especio y no mueran, producen moléculas de matriz tales como colageno, proteoglicano,
etc., en realizaciones de la invencién. En ciertos aspectos, las moléculas biolégicas proporcionan propiedades
biomecanicas beneficiosas, tales como resistencia a las cargas de compresion/tension. Las células sometidas a
carga con posicion normal/caminar/flexion de la columna vertebral se diferenciaran en células cartilaginosas o
células similares a cartilaginosas in vivo. Tanto los fibroblastos como las células condrociticas en el disco pueden
producir matriz fibrosa y/o de cartilago o tejido que puede mejorar la altura y volumen del disco intervertebral y
potenciar las propiedades biomecanicas.

En algunos métodos descritos en el presente documento, tras obtenerse las células de fibroblasto, puede expandirse

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2653 679 T3

el nimero de células, aunque en realizaciones alternativas los fibroblastos se proporcionan in vivo a un individuo en
necesidad de las mismas en ausencia de cualquier expansion previa. El experto reconoce que las células en cultivo
requieren nutricion y las células pueden ser alimentadas con medios, tales como FBS (suero bovino fetal). Puede
prevenirse la contaminacion o infeccion (por ejemplo, afiadiendo antibiéticos), en algunos casos. Antes de la
inyeccion de las células al individuo, las células se lavan con medio DMEM para eliminar FBS y antibioticos, por
ejemplo, y las células en suspension se usaran para inyeccion. La suspension de fluido puede contener una
pequefia cantidad de medios que incluyen tampén, aminoacidos, sales, glucosa y/o vitaminas, por ejemplo. El
crecimiento in vitro de las células de fibroblasto puede comprender al menos uno o mas dias para el crecimiento
antes del uso in vivo. En ciertos casos, las células pueden comprobarse o monitorizarse para garantizar que al
menos algunas de las células estén dividiéndose. Pueden eliminarse las células que no estan dividiéndose.

En ciertos aspectos, mejora la altura del disco y/o ciertos marcadores bioquimicos se presentan en las células
implantadas. La altura del disco puede medirse usando simples radiografias, comparando antes y después de la
terapia, por ejemplo. En al menos casos especificos, también puede emplearse imagen por resonancia magnética
(IRM), ensayo de marcador bioquimico y/o histologia. La restauracion de la altura del disco mejora el espacio para
los nervios espinales que estan cruzando la columna vertebral, y tiene un beneficio indirecto de esta forma, ademas
de mejorar la biomecanica del disco y la biologia del area. Cambios histologicos tras el trasplante de los fibroblastos
pueden mostrar una combinacién de células fibrosas y cartilaginosas y matriz con elevada altura de disco debido a
tejido méas abundante, en realizaciones particulares.

En algunos aspectos, se inyectan células de fibroblasto entre las vértebras o discos intervertebrales, y las células en
el nucleo pulposo pueden migrar a las fisuras en el anillo asociado a la degeneracién del disco. Estas células
potenciaran la formaciéon de matriz en tanto nicleo pulposo como anillo fibroso para ayudar en la reparacién y
regeneracion de tejido. Las células en el ndcleo pulposo se diferenciardn mas hacia condrociticas y las células en el
anillo fibroso seran mas fibrociticas debido a entornos mecéanicos y bioquimicos del nicleo pulposo y anillo fibroso.

En algunos aspectos, la diferenciacion de las células de fibroblasto no empieza hasta la implantacion in vivo y no
todas de las células trasplantadas pueden diferenciarse en células condrociticas debido a los entornos biomecanicos
y bioquimicos variables.

En aspectos descritos en el presente documento, se obtienen fibroblastos, por ejemplo del individuo que esta
tratandose, se obtienen de otro individuo (incluyendo un cadaver o donante vivo, por ejemplo), o se obtienen
comercialmente. Puede tomarse una biopsia de piel y en algunas realizaciones puede manipularse la biopsia de piel.
Por ejemplo, puede digerirse el tejido de piel durante la noche para conseguir fibroblastos, cultivar las células para
expandirlas, y proporcionarlas al individuo que incluye inyectarlas al individuo. Antes de la administracién al
individuo, las células pueden ser sometidas a pases una o mas veces dependiendo del niumero de células
necesarias, que incluye 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas veces, por ejemplo. La realizacion de pases puede
producirse durante el transcurso de uno o més dias, que incluye 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 dias, 0 1, 2, 3, 4, 0 mas
semanas, por ejemplo. En algunas realizaciones, las células se someten a pases durante 5-7 dias, por ejemplo.

En aspectos de la invencion, la enfermedad de los discos intervertebrales se previene proporcionando fibroblastos in
vivo a un individuo en necesidad de los mismos, que incluye un individuo susceptible a la enfermedad, por ejemplo
un individuo en envejecimiento. En algunas realizaciones, el individuo es un adulto. Un individuo en riesgo de
enfermedad incluye un atleta (profesional o aficionado), fumadores, individuos obesos, y/o aquellos cuyas
ocupaciones o estilo de vida requieren trabajo fisico, que incluye levantamiento excesivo, por ejemplo.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos estan incluidos para demostrar realizaciones preferidas de la invencién. Debe ser apreciado
por aquellos expertos en la materia que las técnicas desveladas en los ejemplos que siguen representan técnicas
descubiertas por el inventor para funcionar bien en la practica de la invencién, y asi puede considerarse que
constituyen modos preferidos para su practica.

EJEMPLO 1
INYECCION DE FIBROBLASTOS Y DIFERENCIACION IN VIVO
En aspectos de la invencién descritos en el presente documento, se administran fibroblastos a vértebras de

mamifero para mejorar la degeneracién de discos intervertebrales, por ejemplo. En algunos aspectos, se administran
fibroblastos a vértebras de mamifero para inducir la diferenciacion de condrocitos o para continuar la diferenciacion
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de condrocitos.

Se emple6 un modelo de conejo que implicaba perforar el anillo, que reduce la altura del disco (debido a la pérdida
de matriz y degeneracion, por ejemplo) hasta aproximadamente el 70 % de la altura normal aproximadamente 4
semanas después de la lesién. El trasplante de células en este modelo se realiza 4 semanas tras la perforacion del
anillo, y la altura del disco aumenta gradualmente, por ejemplo durante las siguientes 3-4 semanas. Las células que
se inyectaron estan contenidas en el disco y estan vivas para producir mas matriz (tejido fibroso y cartilaginoso) para
aumentar la altura del disco. Cuanta mas matriz y aumento de la altura de disco se produzca, mejor funcion
biomecanica y menos dolor para el individuo. En realizaciones especificas, por ejemplo basadas en IRM, el tejido
regenerado es principalmente fibrocartilago en vez de cartilago de tipo hialino con altos proteoglicanos y agua. En
ciertos aspectos, el andlisis bioquimico muestra que se expresa colageno de tipo | y tipo I, que muestra que hay
componente cartilaginoso, que indica que al menos en algunos casos hay tejido cartilaginoso (si fuera todo fibroso
(tejido cicatricial), el colageno de tipo | sin colageno de tipo Il se expresaria principalmente, pero el tejido
cartilaginoso expresaria colageno de tipo Il).

Tras la manipulacién del modelo de conejo anteriormente referenciado, la altura de disco aumenta tras el trasplante
de los fibroblastos.
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REIVINDICACIONES

1. Fibroblastos dérmicos para su uso en un método de tratamiento de un individuo en necesidad de
reparacion de cartilago, comprendiendo el método diferenciar fibroblastos dérmicos humanos en células similares a
condrocito in vivo administrando fibroblastos dérmicos a una articulacién de un individuo, en los que antes de la
administracion los fibroblastos dérmicos no se someten a factores de crecimiento, moléculas de matriz, deformacioén
mecanica, o una combinacion de los mismos.

2. Los fibroblastos para el uso de la reivindicacion 1, donde:

(a) el individuo tiene enfermedad de los discos intervertebrales; y/o
(b) la articulacién es un disco intervertebral.

3. Los fibroblastos dérmicos para el uso de la reivindicacién 1, donde que los fibroblastos dérmicos se
administran entre discos intervertebrales, opcionalmente en los que los fibroblastos dérmicos se administran entre o
en el nacleo pulposo vy las fisuras en el anillo fibroso interno.

4. Los fibroblastos dérmicos para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde
los fibroblastos dérmicos se obtienen del individuo.

5. Los fibroblastos dérmicos para el uso de la reivindicacion 4, donde:

(a) los fibroblastos dérmicos obtenidos se expanden, opcionalmente durante al menos un dia; y/o
(b) los fibroblastos dérmicos obtenidos se someten a pases, opcionalmente mas de una vez.

6. Los fibroblastos dérmicos para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde
tras la administracion de los fibroblastos dérmicos a la articulaciéon del individuo mueren una pluralidad de
fibroblastos dérmicos.

7. Los fibroblastos dérmicos para el uso de la reivindicacion 6, donde la muerte de los fibroblastos
dérmicos produce una respuesta celular de células articulares enddgenas del individuo opcionalmente donde la
respuesta celular comprende la estimulacion del crecimiento de las células articulares endogenas del individuo.

8. Los fibroblastos dérmicos para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde
tras la administracion de los fibroblastos dérmicos a la articulacién, los fibroblastos dérmicos desencadenan una
respuesta celular de las células articulares enddégenas del individuo, opcionalmente donde la respuesta celular
comprende la estimulacion del crecimiento de las células articulares enddgenas del individuo.

9. Los fibroblastos para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la
administracion de los fibroblastos a la articulacion del individuo produce indirectamente o directamente el desarrollo
de tejido cicatricial en la articulacion.
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