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DESCRIPCION
Método de suministro de células progenitoras del foliculo piloso a la piel
Antecedentes de la invencion

El desarrollo de técnicas apropiadas de suministro de células es importante para muchas aplicaciones. No solo
deben las células suministrarse a la parte apropiada del sujeto, sino que la morfologia de las células debe
mantenerse. La morfologia de las células puede ser importante en muchos contextos. La morfologia celular indica el
estado de la célula, tanto en términos de la salud de las células como en términos del estado de diferenciacion de la
célula. Los cambios de la forma celular, o morfogénesis, es importante para la funcion, desarrollo y patologia
celulares. En las células los procesos fisiolégicos a menudo estan acompafiados de cambios en la morfologia
celular. Los ejemplos incluyen cambios en el emplazamiento intracelular, la disposicién y la estructura de los
constituyentes celulares, tales como los organulos, los agregados macromoleculares o el citoesqueleto, los cambios
en la morfologia de toda la célula, tales como su forma y superficie, los cambios en la separacién y la proximidad
entre células, y las propiedades de las colonias multicelulares tales como su forma, tamafio y emplazamientos
celulares.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere al uso de células formadoras de piel para la fabricacién de un medicamento y de
células formadoras de piel para su uso en un método de tratamiento, reparacion o mejora de una afeccion
seleccionada del grupo que consiste en Ulceras de la piel, tlceras de pie diabético, escaras de decubito, heridas por
quemaduras, infecciones microbianas y cicatrices, donde el método comprende hacer una herida en la piel con un
instrumento punzocortante de forma que la herida sea lo suficientemente superficial como para que el sujeto no
sangre; y colocar las células formadoras de piel sobre la herida, donde se forma nueva piel.

La invencion se divulga en las reivindicaciones.
Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 muestra una rejilla de cortes superficiales en la superficie de la piel de un raton desnudo y excrecencia
pilosa (recuadro) observado a las dos semanas posadministracion de células de piel de raton negro recién
nacido.

La FIG. 2 muestra una hoja de bisturi utilizada para hacer una herida punzante superficial en la superficie de la
piel de un ratén desnudo y la excrecencia pilosa (recuadro) observado a las dos semanas posadministracion de
células de piel de ratdn negro recién nacido en la herida.

Descripcion detallada de la invencién

Se ha descubierto que las células pueden suministrarse en la piel superficial sin alterar las caracteristicas inherentes
de las células al hacer una herida en un area en donde se desean las células y colocar las células sobre la herida.
Se espera que las células se orienten por si mismas de forma apropiada para formar la estructura deseada tras el
suministro con el método de la presente invencion. Convenientemente, las células pueden colocarse sobre la
superficie de la piel sobre la parte superior de la herida o en la propia herida.

El método de suministro de células de la presente divulgacion puede utilizarse para formar tallos de pelo que salen.
El método de suministro de células también puede utilizarse para formar nueva piel para tratar, reparar o mejorar
afecciones que incluyen, pero sin limitacion, Ulceras de la piel, Ulceras del pie diabético, escaras de decubito, heridas
por quemaduras, infecciones microbianas y cicatrices tales como las que son el resultado de cirugias, acné o
enfermedades tales como la varicela. El suministro de células apropiadas mediante los métodos de la presente
divulgacién también podria utilizarse para formar glandulas sudoriparas, ufas, cejas, pestafias y otros pelos. El
método de la presente divulgacion también podria utilizarse para formar la dermis o epidermis utilizando células
autdlogas o alogénicas genéticamente modificadas. Convenientemente, el método de suministro de células puede
utilizarse para formar tanto la capa dérmica como la epidérmica de la piel. Como alternativa, las capas dérmica o
epidérmica pueden formarse mediante el método divulgado.

La herida puede formarse mediante cualquier técnica que rompa la superficie externa del area donde se desean las
células, tal como punzando, cortando o arafiando el area con un instrumento punzocortante, incluyendo, pero sin
limitacion, una hoja de bisturi o una aguja. La herida también puede formarse erosionando el area con, por ejemplo,
agujas hipodérmicas tales como microagujas o agujas acanaladas.

Para determinadas realizaciones, el instrumento punzocortante puede modificarse para formar una herida con una
profundidad medida. Por ejemplo, la herida puede ser al menos aproximadamente de 10 um de profundidad, al
menos aproximadamente 200 um de profundidad, no mas de aproximadamente 500 um de profundidad o no mas de
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aproximadamente 250 um de profundidad. La herida puede ser de aproximadamente 10 ym a aproximadamente
500 um de profundidad. La herida puede tener una longitud maxima ilimitada. En determinadas realizaciones de la
invencion, la profundidad de la herida puede ajustarse para suministrar las células en la subepidermis, la dermis
papilar, la dermis reticular superior o en los mismos niveles del lecho ungueal de la piel de las partes acras (piel
palmar-plantar). La herida es lo suficientemente superficial como para que el sujeto no sangre. La herida se cura
adecuadamente sin formar una cicatriz.

Después de colocar las células sobre la herida, la herida puede cubrirse con un vendaje o apésito; por ejemplo, un
aposito no adherente o un aposito plastico transparente tal como Tegaderm® (3M, St. Paul, MN) o un apésito para
quemaduras a base de gel. También puede aplicarse a la herida vaselina o similares. El apésito puede dejarse en su
lugar durante aproximadamente 3 a aproximadamente 7 dias. Convenientemente, el aposito puede ser
sustancialmente impermeable al agua.

Las células pueden comprender células dérmicas, células epidérmicas, células madre epidérmicas, células basales,
queratinocitos, fibroblastos o combinaciones de los mismos. Las células pueden obtenerse de fuentes foliculares,
ecrinas o ungueales. Convenientemente, las células son células formadoras de piel o células progenitoras del
foliculo piloso. Para determinadas realizaciones de la presente invencién, la proporcion de células epidérmicas con
respecto a las dérmicas es, convenientemente, aproximadamente de 10:1 a aproximadamente 1:10.
Convenientemente, la proporcién puede ser de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 5:1.

Las células pueden, convenientemente, proporcionarse en una suspension en un vehiculo fisiolégicamente
aceptable, por ejemplo, solucién salina estéril. También pueden afiadirse a la suspension celular componentes
adicionales. Los componentes adicionales adecuados incluyen factores de crecimiento, moléculas nutritivas o
moléculas estabilizantes.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ayudar a una mayor comprension de la invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1. Excrecencia pilosa a partir de células inductoras de foliculo administradas a cortes superficiales en la
superficie de la piel de ratdén (no de acuerdo con la invencion).

Se anestesié un ratén atimico desnudo (nu/nu) (Charles River, Inc.) y se hicieron cortes superficiales en forma de
cuadricula (Figura 1) en la piel dorsal con el uso de una hoja de bisturi nimero 11. Los cortes fueron lo
suficientemente superficiales como para no extraer sangre. Se preparé como sigue una mezcla de células de piel de
ratéon negro recién nacido aisladas recientemente que comprendia 100.000 células epidérmicas y 200.000 células
dérmicas. Se retiré piel troncal de ratones recién nacidos y se lavo en PBS sin Ca®" y Mg?** La piel se extendio plana
en PBS que contenia dispasa (2,5 mg por ml, Invitrogen, Carslbad, CA) a 4 °C durante una noche o a 37 °C durante
2 horas. Las células dérmicas y epidérmicas inductivas se aislaron como se describe en Weinberg et al., J. Invest.
Dermatol., 100: 229-236 (1993). Mediante una pipeta se suministrd a la cuadricula de cortes una suspension de las
células en 2 microlitros de solucién salina tamponada estéril. La piel se separé cuidadosamente durante unos pocos
segundos para permitir que el fluido se extienda por toda la rejilla. Se aplicé a la herida un apdsito no adherente,
hidréfobo (gasa recubierta de vaselina) y se vendé adicionalmente al ratén con una envoltura elastica para impedir el
desprendimiento del vendaje tras la recuperacion de la anestesia. El apdsito se retir6 tras 10 dias. Tras 2 semanas,
se observo el crecimiento de pelo (Figura 1, recuadro) principalmente dentro del patrén de la cuadricula. Después,
se sacrificd al raton y se retird la piel cuidadosamente. La observacion de la parte inferior de la piel reveld que casi
no habia pelos encarnados y la presencia de bulbos foliculares que correspondian al pelo visible observado en la
superficie de la piel.

Ejemplo 2. Excrecencia pilosa de células inductoras de foliculo administradas a la herida punzante superficial en la
superficie de la piel del ratén (no de acuerdo con la invencion).

Se anestesié un ratén atimico desnudo (nu/nu) (Charles River, Inc.) y se hizo una herida punzante en la piel
perforando con la punta de una hoja de bisturi nimero 11 mantenida a un angulo bajo con respecto a la superficie
de la piel (Figura 2). Se prepar6 como se describe anteriormente una mezcla de células de piel de raton negro recién
nacido aisladas recientemente que comprendia 100.000 células epidérmicas y 200.000 células dérmicas. Mediante
una pipeta se instilé en el corte una suspension de las células en 2 microlitros de solucién salina tamponada estéril.
Se aplico a la herida un apdsito no adherente, hidrofobo (gasa recubierta de vaselina) y se vendé adicionalmente al
ratén con una envoltura elastica para impedir el desprendimiento del apdsito tras la recuperacién de la anestesia. El
aposito se retird tras 10 dias. Tras 2 semanas, se observo el crecimiento del pelo (Figura 2, recuadro) precisamente
en el sitio de la incisidon punzante. Después, se sacrificod el raton y se retird la piel cuidadosamente. La observacion
de la parte inferior de la piel reveld que casi no habia pelos encarnados y la presencia de bulbos pilosos que
correspondian con el pelo visible observado sobre la superficie celular.
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Ejemplo 3. Uso de distintos apdsitos para heridas (no de acuerdo con la invencion).

Los Ejemplos 1y 2 se repitieron utilizando distintos tipos de apésito para heridas, como se muestra en la Tabla 1.

TABLA 1
Suministro superficial de células de ratén en Ratones Desnudos
Método de Tipo de N.° de células suministradas de piel de Vol. (u) Numero de Tasa de
suministro aposito ratéon negro recién nacido i\ repeticiones | excrecencias
Eiemolo 1 Ninquno 1x10° epidérmicas mezcladas con 2 x 10° 2 8 0
jemp 9 dérmicas
Eiemolo 1 |No adherente 1x10° epidérmicas mezcladas con 2 x 10° 2 6 6
jemp dérmicas
Eiemplo 1 Parche para |1 x 10° epidérmicas mezcladas con 2 x 10° 2 4 3
jemp quemaduras dérmicas
5 . gz . 5
Ejemplo 1 | Tegaderm™ 1x10 epldermlca§ m'ezcladas con2x10 2 5 2
dérmicas
5 . gz . 5
Ejemplo 2 Ninguno 1x10 epldermlc;§ m'ezcladas con2x10 2 12 5
érmicas
5 . gz . 5
Ejemplo 2 |No adherente 1x10 epldermlca§ m'ezcladas con2x10 2 16 9
dérmicas
Eiemolo 2 Parche para |1 x 10° epidérmicas mezcladas con 2 x 10° 2 5 5
jemp quemaduras dérmicas
5 . gz . 5
Ejemplo 2 | Tegaderm™ 1x10 epldermlc;§ mezcladas con 2 x 10 2 5 2
érmicas

Ejemplo 4. Nuevo crecimiento de pelo en cuero cabelludo calvo mediante la aplicacién de células autdlogas en
incisiones superficiales (no de acuerdo con la invencion).

Se crean heridas superficiales en la cabeza de un sujeto humano con una cuchilla quirdrgica o bisturi, como
cuadriculas, multiples cruces, lineas paralelas y patrones de tipo similar para conseguir el efecto estético deseado
para el crecimiento del pelo. Después, se extienden sobre la parte superior de los cortes superficiales células
dérmicas y epidérmicas tricogénicas autélogas humanas (mezcladas de forma opcional con melanocitos de foliculo
piloso, si es necesario para reestablecer la pigmentacion del pelo) en suspension, con puntas de pipeta o jeringas, y
se cubre la herida durante 2-3 dias para evitar que las células se sequen antes de incorporarse en la piel. Después
se forman foliculos pilosos que salen.

Ejemplo 5. Nuevo crecimiento de pelo en cuero cabelludo calvo mediante la aplicacion de células dérmicas en
incisiones superficiales (no de acuerdo con la invencién).

Se crean heridas en la cabeza de un sujeto humano con una cuchilla quirdrgica o bisturi, como cuadriculas,
multiples cruces, lineas paralelas y patrones de tipo similar para conseguir el efecto estético deseado para el
crecimiento del pelo. Después, se extienden sobre la parte superior de los cortes superficiales solo células dérmicas
tricogénicas humanas (mezcladas de forma opcional con melanocitos de foliculo piloso, si es necesario para
reestablecer la pigmentacion del pelo) en suspension, con puntas de pipeta o jeringas, y se cubre la herida durante
2-3 dias para evitar que las células se sequen antes de incorporarse en la piel. Después se forman foliculos pilosos
que salen.

Ejemplo 6. Formacion de piel nueva para tratar un sujeto con una ulcera de pie diabético.

Se anestesia un sujeto con una ulcera de pie diabético con anestesia local o general, y se hacen una serie de cortes
superficiales en la ulcera. Los cortes son lo suficientemente superficiales como para no extraer sangre. Mediante
una pipeta se suministra a los cortes una suspension de células basales en 2 microlitros de soluciéon salina
tamponada estéril. Se separa cuidadosamente la piel durante unos pocos segundos para permitir que el fluido se
extienda por toda la cuadricula. Se aplica a la herida un apésito no adherente, hidréfobo (venda recubierta de
vaselina). El apdsito se retira tras 10 dias. Se forma piel nueva y la ulcera se cura.
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Ejemplo 7. Formacion de piel nueva para tratar un sujeto con escaras de decubito.

Se anestesia un sujeto con escaras de decubito con anestesia local o general, y se hacen una serie de cortes
superficiales en la escara de decubito. Los cortes son lo suficientemente superficiales como para no extraer sangre.
Mediante una pipeta se suministra a los cortes una suspension de células basales en 2 microlitros de solucién salina
tamponada estéril. La piel se retira cuidadosamente durante unos pocos segundos para permitir que el fluido se
extienda por toda la cuadricula. Se aplica a la herida un apdsito no adherente, hidréfobo (gasa recubierta de
vaselina). Tras 10 dias se retira el apdsito. Se forma piel nueva y la escara de decubito se cura.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de células formadoras de piel para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento, reparacién o mejora
de un trastorno seleccionado del grupo que consiste en Ulceras de la piel, Ulceras de pie diabético, escaras de
decubito, heridas por quemaduras, infecciones microbianas y cicatrices,

donde el tratamiento, reparacion o mejora de la afeccion comprende hacer una herida en la piel con un
instrumento punzocortante de forma que la herida sea lo suficientemente superficial como para que el sujeto no
sangre; y colocar las células formadoras de piel sobre la herida, donde se forma piel nueva.

2. El uso de la reivindicacién 1, donde las células comprenden células basales.

3. El uso de la reivindicacién 1, donde las células se colocan en la piel subepidérmica, o en la piel dérmica papilar, o
en la piel dérmica reticular superior.

4. El uso de la reivindicacién 1, donde la herida es al menos aproximadamente de 10 um de profundidad, o al menos
aproximadamente de 200 um de profundidad, o no mas de aproximadamente 500 um de profundidad, o no mas de
aproximadamente 250 um de profundidad.

5. Células formadoras de piel para su uso en un método de tratamiento, reparaciéon o mejora de una afeccion
seleccionada del grupo que consiste en Ulceras de la piel, tlceras de pie diabético, escaras de decubito, heridas por
quemaduras, infecciones microbianas y cicatrices,

donde el método comprende hacer una herida en la piel con un instrumento punzocortante de forma que la
herida sea lo suficientemente superficial como para que el sujeto no sangre; y colocar las células formadoras de
piel sobre la herida, donde se forma piel nueva.

6. Las células formadoras de piel para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, donde las células comprenden
células basales.

7. Las células formadoras de piel para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, donde las células se colocan en la
piel subepidérmica, o en la piel dérmica papilar, o en la piel dérmica reticular superior.

8. Las células formadoras de piel para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, donde la herida es al menos
aproximadamente de 10 ym de profundidad, o al menos aproximadamente de 200 um de profundidad, o no mas de
aproximadamente 500 um de profundidad, o no mas de aproximadamente 250 um de profundidad.
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