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DESCRIPCION
Procedimiento para aislamiento y purificacion de células madre epiteliales de la piel
CAMPO TECNICO

La invencion pertenece al campo técnico de un procedimiento para aislar células madre multipotentes,
preferentemente derivadas de muestras epiteliales. La invencién también se refiere a composiciones celulares que
comprenden dichas células madre, uso de las mismas y células diferenciadas derivadas de estas células madre.

ANTECEDENTES

Se estan estudiando diferentes tipos de células madre debido a su capacidad de formar o regenerar 6rganos y
tejidos cuando se producen lesiones. A diferencia de las células madre embrionarias, las células madre somaticas
se pueden recuperar de tejidos adultos autdlogos, disminuyendo de este modo el riesgo de rechazo del injerto. Por
lo tanto, el aislamiento y caracterizacion de células madre de diferentes tejidos, tales como médula 6sea, tejido
adiposo, sangre periférica y cordon umbilical (sangre) son bien conocidos. Sin embargo, el porcentaje de células
madre es muy bajo en cada drgano o tejido y, por lo tanto, también la purificacion es un aspecto muy importante de
la investigacién con células madre.

Puesto que la regeneracion constante de la piel se logra debido a la diferenciacion de las células madre sométicas
dentro de la epidermis y el foliculo piloso, la piel puede servir como una excelente fuente de células madre epiteliales
(EpSC) (Grandi et al., 2012; Staniszewska et al., 2011). Por lo tanto, se ha propuesto que las EpSC podrian ser
utiles en el tratamiento de varias enfermedades, tales como quemaduras, heridas cronicas y Ulceras (Draheim y
Lyle, 2011). Ademas, las displasias ectodérmicas, moniletrina, sindrome de Netherton, enfermedad de Menkes,
epidermdlisis ampollosa hereditaria y alopecias también se podrian beneficiar de estas EpSC (Draheim y Lyle,
2011).

Por lo tanto, se han descrito diferentes intentos de separar las EpSC a partir de piel de mamifero (Fujimori et al.,
2009; Nowak y Fuchs, 2009). Fujimori inform6 del aislamiento de células madre/progenitoras epidérmicas humanas
por medio de la separacién celular asistida por gravedad. Sin embargo, la separacion de las células en base a su
diametro es bastante controvertida, ya que también existen muchas células distintas a las células madre con un
diametro pequefio. Nowak y Fuchs describieron la separacion celular activada por fluorescencia (FACS) como una
técnica para aislar EpSC de ratones. Desafortunadamente, la separacion celular se realizd en base a un marcador
de superficie celular que también esta presente en otros tipos de células. En ambos estudios, no se llevé a cabo una
caracterizacion completa que pudiera haber confirmado el origen de las poblaciones de células mixtas.

Marcelo et al., 2012, describen un procedimiento para producir cultivos celulares primarios a partir de piel
epidérmica, mucosa oral y uréter por el uso de una etapa de tripsinizacion. Sin embargo, las células obtenidas son
queratinocitos primarios. De forma similar, Liu et al. (1978) también describen el aislamiento y crecimiento de
queratinocitos, Katwa et al. (2003) describen el aislamiento de miofibroblastos y Rosen et al. (1999) esta relacionado
con adipocitos, tipos celulares que han alcanzado todos un determinado estado de diferenciacién y, por lo tanto, han
perdido su multipotencia, lo que los hace menos atractivos de usar.

Recientemente, se informd del aislamiento de células equinas con capacidades de células madre/progenitoras
mamarias (Spaas et al., 2012) aislando tejido de glandula mamaria y haciendo uso de condiciones de preparacion
en placas no adherentes. Sin embargo, el procedimiento divulgado en el presente documento tiene varias lagunas,
lo que da como resultado una poblacion mixta de células madre mamarias, su progenie y células progenitoras
distintas a células madre, como también se describe previamente por Stingl en 2009. Una conclusién similar se
puede extraer del procedimiento para aislar y cultivar células madre epiteliales mamarias bovinas, como se describe
por Li et al. (2008).

El documento EP 1 414 947 describié igualmente un procedimiento para obtener poblaciones altamente puras de
poblaciones de células madre en base a su propiedad de poder sobrevivir en condiciones no adherentes. Sin
embargo, la poblacion de células madre obtenidas solo consisti6 en células madre dérmicas, mientras que se
descubrié que no se pudo purificar ninguna célula madre viable de la epidermis. Sin embargo, las células madre
dérmicas son restrictivas para la regeneracion de tipos de células dérmicas (por ejemplo, adipocitos para tejido
graso o fibroblastos para tejido conjuntivo). Las células madre epidérmicas son mas ventajosas cuando se busca
regenerar tejido epidérmico, por ejemplo como tratamiento para quemaduras u otros dafios cutaneos (por ejemplo,
Ulceras).

El documento WO 2005/071063 Al describe una metodologia para el aislamiento especifico de células madre
dérmicas, preferentemente derivadas de papilas dérmicas. Las células que se aislan surgen especificamente en la
dermis durante la embriogénesis y son precursores relacionados con la cresta neural de nichos de papilas dérmicas.
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Actualmente, los investigadores también se enfrentan a problemas para identificar las EpSC, y en especial de las
diferenciacion de EpSC de MSC o células madre mamarias. Aunque son conocidos algunos marcadores (por
ejemplo, Spaas et al., 2012; Li et al., 2009; Marcelo et al., 2012; Juxue Li et al., 2008 y Sharifullina et al., 2005), no
se encuentra ninguno especificamente adecuado para distinguir con certeza las poblaciones celulares mencionadas
anteriormente. Mas en particular, tanto Spaas et al. (2012) como Li et al. (2009) se refieren al aislamiento de células
madre del tejido de glandula mamaria. Juxue Li et al. (2008) describen una metodologia para enriquecer EpSC a
partir de un cultivo de queratinocitos que da como resultado una subpoblacién de queratinocitos adherentes que
comprenden las EpSC. Sharifullina et al. (2005) proporcionan una visién general de sistemas de cultivo para células
madre epidérmicas humanas, sin embargo, no se describen procedimientos de aislamiento especificos. Como la
pureza de una poblacion celular aislada es fundamental para aplicaciones posteriores, las herramientas de
identificacion adecuadas son un requisito.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad en la técnica de obtener un procedimiento mejorado para el aislamiento
de una poblacién pura de células madre epiteliales, que proporcionen preferentemente una poblacién pura de
células madre de origen epidérmico, asi como proporcionar un conjunto de marcadores adecuado para identificar las
EpSC. La invencion tiene como objetivo para ello proporcionar un procedimiento optimizado para aislar, purificar y
caracterizar EpSC derivadas de piel de mamifero, que se pueden usar, por ejemplo, con propésitos cosméticos y/o
terapéuticos.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona un procedimiento para obtener una composicion celular que comprende células
madre epiteliales (EpSC) de piel de mamifero de acuerdo con la reivindicaciéon 1. En un modo de realizacion de la
presente invencion, el procedimiento para obtener una composicion celular que comprende células madre epiteliales
(EpSC) de piel de mamifero, por lo que dichas EpSC se derivan de la capa epidérmica, comprende las etapas de:

. obtener una muestra de piel de mamifero;
. separar al menos parcialmente la capa epidérmica de la capa dérmica;
. obtener una suspension celular de dicha capa epidérmica realizando al menos una etapa de disociacion

enzimatica; y
. cultivar dicha suspension celular en condiciones de fijacion baja.

El procedimiento permite la regeneracion especifica de tejido epidérmico, por ejemplo, como tratamiento para
quemaduras u otros dafios cutaneos.

Ademas, el procedimiento incluye preferentemente una etapa de seleccion, por lo que las células de la suspension
celular se seleccionan en base a su didmetro celular, antes del cultivo de la suspension celular. Preferentemente, las
células seleccionadas comprenden un diametro de entre 5 y 150 um, mas preferentemente de entre 10 y 100 pm.
Esto ultimo permite seleccionar células individuales, lo que dara lugar después a una poblacion pura de EpSC. Al
seleccionar el didmetro, la contaminacion por células adultas se reduce al minimo.

Preferentemente, las EpSC se purifican de células contaminantes a través de una etapa de seleccién en condiciones
de fijacion baja, por lo que se seleccionan células no adherentes que forman cuerpos esféricos (epidermoesferas).
Dichas epidermoesferas tienen preferentemente un radio de entre 10 y 1000 um, mas preferentemente de entre 25y
250 um. Cada esfera contendra preferentemente entre 2 y 50 EpSC a los 7 dias después del cultivo.

La caracterizacion de la composicion celular obtenida que comprende EpSC se produce preferentemente evaluando
la expresion de un marcador molecular elegido del grupo de CD29, CD44, CD49f, CD90, Ki67, p63 y caseina cinasa
2. En otro modo de realizacién, la composicién celular comprende EpSC que son negativos para el marcador
molecular CD105, Pan CK, Wide CK y/o CK18. Como tal, se puede verificar la naturaleza de las EpSC, asi como la
pureza de las células proporcionadas.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona una composicion celular de acuerdo con la reivindicacion
9. Dicha composicidn celular comprende al menos un 90 % de EpSC viables derivadas de la capa epidérmica de piel
de mamifero. Las células madre expresan p63 y al menos un marcador molecular elegido del grupo de CD29, CD44,
CD49f, CD90, Ki67 y caseina cinasa 23 y son negativos para al menos un marcador molecular seleccionado de
CD105, CK18, Pan CK y/o Wide CK.

En un modo de realizacion preferente, las células son derivadas de equino. El sistema equino ha demostrado ser un
sistema modelo excelente para propdsitos de investigacion y terapéuticos, ya que se parece mucho al sistema
humano. Por lo tanto, en situaciones donde el uso de EpSC humanas especificas no se desea 0 no es posible, las
EpSC derivadas de equino pueden proporcionar una alternativa adecuada.
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En un aspecto final, la presente invencién también se refiere a la composicién celular o células diferenciadas de la
misma para el tratamiento de lesiones de tejidos y/u 6rganos y/o para la regeneracion de tejidos y/u 6rganos.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 representa las EpSC purificadas de acuerdo con la presente invencion, en un estado de suspension
(figura 1A y 1B), cuando se siembran en condiciones de fijacion ultrabaja y como células adherentes, cuando se
preparan en placas en condiciones normales (figura 1C y 1D).

La figura 2 representa los resultados de un ensayo de unidad formadora de colonias (UFC) con EpSC purificadas de
acuerdo con un protocolo de la presente invencion.

La figura 3 representa los resultados de un ensayo de amplificacion con EpSC purificadas de acuerdo con un
protocolo de la presente invencion.

Las figuras 4, 5 y 6 muestran los resultados de un ensayo de diferenciacion de queratinocitos con EpSC purificadas
de acuerdo con la presente invencién. Las EpSC antes de la diferenciacion fueron predominantemente negativos
para marcadores de queratinocitos especificos (figura 4A, C y E). Después del cultivo en un medio inductor de
diferenciacion de queratinocitos especifico, las células diferenciadas mostraron una morfologia alterada y fueron
positivas para los marcadores de queratinocitos (figura 4B, D y F). El mismo cambio en la expresion de citoqueratina
se pudo observar en las epidermoesferas después de 1 hora de adherencia (A) o en citospinas (B) (figura 5).
Algunas de las células diferenciadas se identificaron como miocitos (figura 6).

La figura 7 muestra los resultados de cultivar las EpSC obtenidas de acuerdo con la presente invenciéon en un medio
inductor de diferenciacion adipogénico.

La figura 8 muestra que la inmunocitoquimica con una caseina cinasa 2B en la composicion celular obtenida
confirma la naturaleza epitelial de las células madre.

La figura 9 representa la propagacion de las epidermoesferas de acuerdo con un modo de realizacion de la
presente invencion, después de transferir desde una placa celular en condiciones de fijacion baja (primer pocillo) a
una placa de cultivo normal (pocillos posteriores) lo que permite la adherencia de las células. Las células muestran
una velocidad de proliferacién notable cuando se siembran en condiciones que permiten la fijacion a un sustrato.

La figura 10 representa experimentos de inmunocitoquimica de citoqueratina 18 (CK18) y Wide CK en EpSC
humanas tanto indiferenciadas (negativas) como diferenciadas (positivas) purificadas de acuerdo con un modo de
realizacién de la presente invencion.

La figura 11 representa la presencia de caseina cinasa 23, vimentina y Ki67 en EpSC epiteliales aisladas de una
muestra humana de acuerdo con un modo de realizacion de la presente invencion.

La figura 12 muestra la presencia de vimentina y la ausencia de citoqueratina 18 (CK 18) en EpSC derivadas de
humano y equino aisladas de acuerdo con la presente invencion.

La figura 13 muestra la presencia de vimentina y citoqueratina 18 (CK18) en células madre mesenquimales
derivadas de humano y equino.

La figura 14 muestra la evaluacion de heridas macroscopicas tratadas con o sin composiciones celulares de
acuerdo con un modo de realizacion de la presente invencion. Imagenes macroscopicas del sitio de herida en
diferentes puntos temporales (d = dia) después de tratamiento con plasma rico en plaquetas (PRP) con (B,Dy F) y
sin (A, C y E) células madre epiteliales derivadas de la piel (EpSC). En cada punto temporal, la imagen izquierda
representa las heridas A-C en el lado izquierdo del caballo y la imagen derecha las heridas D-F en el lado derecho.
La tabla | representa el porcentaje de llenado de herida, calculado después de medir las &reas antes del tratamiento
(después de induccion de herida a d0) y 30 dias después (d30). En las heridas tratadas con EpSC/PRP, se llen6 un
area significativamente mayor en d30.

La figura 15 muestra tinciones de hematoxilina-eosina (A-C y G-l) y Van Gieson (D-F) en muestras cutaneas
intactas (A y D), grupo tratado con PRP (B y E) y grupo tratado con EpSC/PRP (C y F). La inflamacién crénica se
evalud por una infiltracion de células plasmaticas y linfocitos leve (G), moderada (H) o abundante (l). Las barras de
escala representan 1 mm (A-C), 200 um (D-F) y 100 pum (G-I).

La figura 16 representa la tincion inmunohistoquimica en las muestras cutaneas intactas (columna izquierda: A, D,
G, J, M, P), grupo tratado con PRP (columna central: B, E, H, K, N, Q) y grupo tratado con EpSC/PRP (columna
derecha: C, F, I, L, O, R). La caseina cinasa 2 (A-C) y Ki67 (D-F) indican la localizacién de las EpSC, mientras que
la citoqueratina Pan (CK) y Wide CK (G-I) muestran la localizaciéon de queratinocitos adultos. La neovascularizacion
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se visualiza después de la tincién con el factor Von Willebrand (J-L). También se evaluaron la produccion de elastina
(M-0) y miofibroblastos positivos de actina del musculo liso (SMA) (P-R). Ademas de las barras de escala de "A, J, K
y L", que son 100 pm, todas las barras representan 20 pm.

La figura 17 muestra la expresion de Ki67 y caseina cinasa 23 en EpSC indiferenciadas de acuerdo con la presente
invencion en cultivos adhesivos (A), epidermoesferas después de 1 hora de adherencia (B) y epidermoesferas en
citospinas (C). Las barras representan 50 um.

La figura 18 muestra la expresion de p63 en células madre epiteliales indiferenciadas (EpSC) y queratinocitos
diferenciados en cultivos adhesivos (A), epidermoesferas después de 1 hora de adherencia (B) y epidermoesferas
en citospinas (C). Las barras representan 50 um.

La figura 19 muestra la expresion (aunque baja) de MHCI y la ausencia de expresion de MHCII en las EpSC. La
expresion se analizé por medio de citometria de flujo. Los experimentos se realizaron en tres veces y con células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) como control positivo. La figura 19 muestra el promedio de los
experimentos realizados.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a un procedimiento para obtener una composicion celular que comprende células
madre epiteliales (EpSC) de piel de mamifero, por lo que dichas EpSC se derivan de la capa epidérmica. Debido a
su naturaleza proliferativa y diferenciadora, estas composiciones se pueden usar para diversas aplicaciones, tales
como el tratamiento de quemaduras, reconstruccion mamaria o generacion de tejido.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos usados en divulgar la invencion, incluyendo términos
técnicos y cientificos, tienen el significado que se entiende comdnmente por un experto en la técnica a la que
pertenece esta invencion. Por medio de una guia adicional, se incluyen definiciones de términos para apreciar mejor
las ensefianzas de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, los siguientes términos tienen los siguientes significados:

"Un", "una"y "el/la", como se usan en el presente documento, se refieren a referentes tanto singulares como plurales
a menos que el contexto lo indique claramente de otro modo. A modo de ejemplo, "un compartimento” se refiere a
uno o mas de un compartimento.

"Aproximadamente" como se usa en el presente documento en referencia a un valor medible tal como un parametro,
una cantidad, una duracion temporal y similares, pretende englobar variaciones de +/-20% 0 menos,
preferentemente +/-10 % o menos, mas preferentemente +/-5 % o menos, incluso mas preferentemente +/-1 % o
menos, y aun mas preferentemente +/-0,1 % o menos de y desde el valor especificado, en la medida en que dichas
variaciones sean apropiadas para realizar en la invencion divulgada. Sin embargo, se debe entender que el valor al
que se refiere el modificador "aproximadamente” también se divulga por si mismo especificamente.

"Comprender"”, "que comprende" y "comprende” y "compuesto de" como se usa en el presente documento son
sinbnimos de "incluir", "que incluye", "incluye" o "contener", "que contiene", "contiene" y son términos inclusivos o
abiertos que especifican la presencia de lo que sigue, por ejemplo, el componente y no excluyen ni impiden la
presencia de componentes, rasgos, elementos, miembros, etapas adicionales no enumerados, conocidos en la

técnica o divulgados en la misma.

La enumeracion de intervalos numéricos por criterios de valoracion incluye todos los numeros y las fracciones
subsumidos dentro de ese intervalo, asi como los criterios de valoracién enumerados.

La expresion "% en peso" (porcentaje en peso), aqui y a lo largo de la descripcién, a menos que se defina de otro
modo, se refiere al peso relativo del componente respectivo basado en el peso global de la formulacion.

En un primer aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para obtener una composicion celular que
comprende células madre epiteliales (EpSC) de piel de mamifero, por lo que dichas EpSC se derivan de la capa
epidérmica, que comprende las etapas de:

. obtener una muestra de piel de mamifero;
. separar al menos parcialmente la capa epidérmica de la capa dérmica;
. obtener una suspension celular de dicha capa epidérmica realizando al menos una etapa de disociacion

enzimatica; y
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. cultivar dicha suspension celular en condiciones de fijacion baja.

Preferentemente, las células madre epiteliales se derivan de la capa epidérmica. Por lo tanto, dependiendo de la
naturaleza de la muestra de piel, el procedimiento incluye preferentemente una etapa de separacioén, por lo que la
dermis se separa al menos parcialmente de la epidermis. Esta separacion se puede producir solo mecanicamente,
por el uso de, por ejemplo, férceps, bisturi o pinzas o por el uso de agentes de disociacién tales como enzimas. En
un modo de realizacion, ambos procedimientos se pueden combinar.

Como se usa en el presente documento, el término "epitelio" quiere decir el recubrimiento celular de las superficies
corporales internas y externas (cutanea, mucosa y serosa), incluyendo las glandulas y otras estructuras derivadas
de ellas, por ejemplo, queratocitos, células esofagicas, epidérmicas y células epiteliales del foliculo piloso. Otro tejido
epitelial ejemplar incluye: epitelio olfativo, que es el epitelio pseudoestratificado que recubre la region olfativa de la
cavidad nasal, y que contiene los receptores para el sentido del olfato; epitelio pulmonar, que recubre el interior de
los pulmones y los alvéolos; epitelio glandular, que se refiere al epitelio compuesto de células secretoras; epitelio
pavimentoso, que se refiere al epitelio compuesto de células similares a placas planas. El término epitelio también se
puede referir a epitelio de transicién que se encuentra recubriendo caracteristicamente las visceras huecas que se
someten a un gran cambio mecanico debido a contraccion y distensién, por ejemplo, el tejido que representa una
transicion entre epitelio cilindrico y pavimentoso estratificado. El término "epitelizacion" se refiere a la cicatrizacion
por el crecimiento de tejido epitelial sobre una superficie desnuda.

Por "piel" se entiende la cubierta protectora externa del cuerpo, que consiste en la epidermis, la membrana basal y la
dermis, y se entiende que incluye glandulas sudoriparas y sebéaceas, asi como estructuras del foliculo piloso. En
toda la presente solicitud, el adjetivo "cutdneo" se puede usar, y se debe entender que se refiere en general a
atributos de la piel, segun sea apropiado para el contexto en el que se usa.

Por "muestra cutanea" se entiende una muestra o biopsia de la piel, comprendiendo dicha muestra epidermis (que
comprende estrato cérneo, estrato lucidico, estrato granuloso, estrato espinoso y estrato basal), la membrana basal
y la dermis.

Por "epidermis" se entiende la capa méas externa y no vascular de la piel, derivada del ectodermo embrionario, que
varia en espesor de 0,07-1,4 mm. En las superficies palmar y plantar comprende, desde el exterior, cinco capas:
capa basal compuesta por células cilindricas dispuestas perpendicularmente; capa espinosa o de células espinosas
compuesta de células poliédricas planas con procesos cortos 0 espinas; capa granulada compuesta de células
granulares planas; capa transparente compuesta de varias capas de células claras transparentes en las que los
nucleos estan mal definidos o ausentes; y capa cornea compuesta de células no nucleadas, planas y conificadas. En
la epidermis de la superficie corporal general, la capa clara normalmente estd ausente. Un "epidermoide"” es una
célula o tejido que se parece a la epidermis, pero también se puede usar para referirse a cualquier tumor que se
produce en un sitio no cutaneo y se forma por inclusién de elementos epidérmicos. Por "dermis" se entiende la capa
mas interna de la piel en animales vertebrados. La dermis se encuentra debajo de la epidermis y contiene
terminaciones nerviosas y vasos sanguineos y linfaticos. En mamiferos, la dermis también contiene foliculos pilosos
y gléandulas sudoriparas.

Por "diferenciacion” se entiende la formacion de células que expresan marcadores que se sabe que estan asociados
con células que son mas especializadas y estan mas préximas a convertirse en células diferenciadas terminalmente
incapaces de una mayor division o diferenciacion.

Por "célula de linaje diferenciado" se entiende una célula progenitora que ya no es pluripotente pero se ha inducido
para diferenciarse en un tipo de célula especifico.

Por "proliferacién” se entiende un incremento en el nimero de células.

Por "agrupaciones no adherentes" se entiende que las células de la invencion se pueden adherir entre si y formar
agrupaciones con un incremento en el tamafio a medida que proliferan las células, pero estas células no se adhieren
al sustrato y crecen en suspension, en la que el sustrato es plastico de cultivo tisular no recubierto o un recipiente de
cultivo recubierto con un recubrimiento neutro tal como agar o gelatina.

Por "disociar una muestra" se entiende separar el tejido en células individuales, agrupaciones celulares mas
pequefias o piezas de tejido mas pequenias.

De forma ideal, la epidermis se separara completamente de la dermis. En la préactica, esto es bastante dificil de
realizar, ya que es dificil evitar un cierto grado de contaminaciéon con células madre dérmicas. En un modo de
realizacién de la presente invencion, la proporcion entre células madre epidérmicas epiteliales y células madre
dérmicas en la composicion celular obtenida estara preferentemente entre 80:20 y 100:0, mas preferentemente entre
90:10 y 100:0. Mas preferentemente, la presencia total de las células madre epidérmicas en la composicién celular
sera mas de un 95 %. La presencia o ausencia de células dérmicas en la composicion celular obtenida se puede
discernir por el uso de marcadores apropiados tales como, por ejemplo, pero sin limitacién a citoqueratina (negativo
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para células madre epidérmicas, positivo para células madre dérmicas), subunidad 23 de caseina cinasa (Deshiere
et al., 2012), p63 y CD105. Los resultados de la citometria de flujo con el marcador CD105 en una composicion
celular obtenida a través de la presente invencion muestran un porcentaje de células positivas para CD105 de un
5% + 3 % (resultados no mostrados). Esto se corresponde con la sefial de fondo ya que las células negativas
mostraron un resultado similar. Las figuras 11-12 muestran la presencia de la subunidad 2@ de caseina cinasa
(figura 11) asi como vimentina (figura 12) en EpSC derivadas de una muestra epidérmica humana. Las EpSC
derivadas de humano y equino fueron negativas para citoqueratina 18 (CK18) (figura 12). Se demostré que las
células madre mesenquimales eran positivas tanto para citoqueratina 18 como para vimentina (figura 13). Ademas,
las EpSC equinas fueron positivas para p63 (figura 18), mientras que se ha informado de que las MSC son negativas
para p63 (Lim et al., 2012; Reinshagen et al., 2011).

Los resultados demuestran la naturaleza distinta de las EpSC purificadas de acuerdo con la presente invencion y
muestran que se derivan predominantemente de la capa epidérmica.

El término "etapa de disociacion enzimética" se debe entender como cualquier etapa, que impligue una enzima o
solucién que comprende una enzima, que da como resultado una desconexion completa o parcial de las células
normalmente presentes dentro de una estructura bidimensional o tridimensional dispuesta geométricamente, por
ejemplo una muestra de tejido. Como resultado final, se obtiene finalmente una solucién celular, que principalmente
consiste preferentemente en células individuales y/o agrupaciones celulares. La disociaciéon se produce
preferentemente por rotura de los enlaces de adherencia intercelular de las células.

En un modo de realizacion de la presente invencién, dicha etapa de disociacion enzimatica implica una etapa de
tripsinizacion. Dicha etapa de tripsinizacién se debe realizar en condiciones que permitan una liberacion de las
uniones dermoepidérmicas seguido del desprendimiento de la epidermis de la dermis. La tripsinizacion se puede
realizar a temperatura ambiente (20-25 °C) o a una temperatura menor o mayor (por ejemplo, 37 o 38 °C), durante
un periodo de tiempo suficientemente largo para destruir las conexiones célula-célula.

Preferentemente, dicha etapa de disociacion enzimética va seguida de una separaciébn mecénica de la capa
epidérmica de la dérmica. Después de dicha separacion mecénica de la capa epidérmica de la dérmica, se puede
obtener una suspension celular, preferentemente por medio de una 0 mas etapas de disociacién enzimética.

En un modo de realizacién més preferente, dicha etapa de disociaciéon enzimatica incrementara el porcentaje de
aislamiento de las células madre. Las soluciones enzimaticas adecuadas que se pueden usar para esta segunda
etapa de disociacion enzimatica pueden comprender colagenasa tipo I, colagenasa tipo Il, colagenasa tipo I,
papaina y dispasa. Preferentemente, dicha segunda etapa de disociacién enzimatica comprende colagenasa tipo lIl.

En otro modo de realizacion, se incorpora una etapa de selecciéon que permite seleccionar y aislar ese conjunto de
células que finalmente dara lugar a la composicion celular de las células madre epiteliales. Preferentemente, dicha
seleccién presente en la suspension celular se basa en el didmetro celular. La etapa de seleccion se produce antes
del cultivo de la suspension celular. En un modo de realizacion preferente, el didmetro celular de las células
seleccionadas estara entre 5 y 150 um, mas preferentemente entre 10 y 100 um. En un modo de realizacion, la
seleccion se produce a través de la filtracion de la solucion celular con un filtro que tiene un tamafio de poro
adecuado para la seleccion de células dentro del intervalo de diametro celular deseado. En otro modo de realizacion,
se puede realizar la seleccién a través de medios de separacion de células, tales como un separador celular o
citometro de flujo. En general, se debe evitar la presencia de agrupaciones celulares, para eliminar el riesgo de
contaminacion con células adultas. Las agrupaciones celulares de células adultas pueden sobrevivir a las
condiciones de baja adherencia durante la purificacion.

El procedimiento de la presente invencion incluye igualmente una etapa de cultivo de la solucidon celular en
circunstancias de baja adherencia. Dichas "circunstancias de baja adherencia" se deben entender como las
condiciones que permiten cultivar células en suspension, preferentemente para la propagacion de dichas células, por
lo que la adherencia de las células a un sustrato se reduce al minimo. Mas especificamente, se refiere al uso de
equipo de cultivo de tejidos especialmente disefiado, tal como placas o matraces, que evita las interacciones
hidréfobas e ionicas de las células con un sustrato. Dichas condiciones se pueden obtener, por ejemplo,
proporcionando al equipo de cultivo de tejidos una capa de hidrogel que es hidréfila y con carga neutra. Por lo tanto,
cuando se cultivan en estas condiciones, las células se mantendran en suspension. Las placas de fijacion ultrabaja
son facilmente conocidas y estan disponibles comercialmente. Las células madre, mucho mas que otras células,
tienen la capacidad de sobrevivir y proliferar en estas condiciones de fijacién ultrabaja. Poco después del cultivo, las
células madre comenzaran a formar agrupaciones de células esféricas en el medio celular, llamadas
epidermoesferas (cfr. cuerpos embrioides de células madre embrionarias). Dichas epidermoesferas tienen
preferentemente un radio de entre 10 y 1000 um. Preferentemente, dichas epidermoesferas contienen de 2 a 50
EpSC a los 7 dias de cultivo.

Preferentemente, las células se sembraran en un medio (medio EpSC), especificamente optimizado para el cultivo y
la proliferacion de EpSC. En un modo de realizacion de la presente invencién, este medio celular comprendera
factores de crecimiento, seleccionados del grupo que comprende FGF, bFGF y/o EGF. El enriquecimiento y la
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seleccidn de las células no adherentes resultantes se producen por la obtencion del medio EpSC que comprende las
epidermoesferas, la centrifugacion y la retirada de sobrenadante (junto con células muertas y restos), resuspension
de las células en el medio EpSC y posterior siembra en placas de fijacion ultrabaja. Al repetir esta ronda de
purificacién, finalmente se obtendra una poblacién altamente pura de EpSC. Dependiendo del nivel de pureza
deseado de las EpSC, se pueden desear varias rondas de multiplicacion.

En un modo de realizacién preferente, el cultivo en condiciones de adherencia ultrabaja se produce durante un
minimo de 7 dias.

En general, la poblacién obtenida de células no adherentes comprende al menos un 90 % de células madre
epiteliales. Mas preferentemente, la poblacion celular obtenida comprendera al menos un 95 % de células madre
epiteliales, incluso mas preferentemente al menos un 99 %. En un modo de realizacion mas preferente, la poblacién
celular obtenida consistira en células madre epiteliales puras al 100 %.

Si es deseable (por ejemplo, cuando el rendimiento de las células madre es bajo), se puede producir multiplicacion
de la composicion celular obtenida de EpSC al sembrar las células en condiciones adherentes. Esto Ultimo permite
la multiplicacion de las células. La figura 9 muestra la placa de propagacién y proliferacion notable de
epidermoesferas cuando se transfiere a una placa de fijacion baja a una placa que permite la adherencia de las
células. La propagacion y proliferacion celular se pueden discernir después de no menos de 3 horas.

Para determinar que de hecho se ha obtenido una composicién celular pura de EpSC, la composicion celular
obtenida se someter4 a prueba por el uso de marcadores adecuados. En un modo de realizacion de la presente
invencién, la composicién celular comprende EpSC que expresan al menos un marcador molecular elegido del grupo
de CD29, CD44, CD49f, CD90, Ki67, p63 y caseina cinasa 23. Ademas, en otro modo de realizacion, la composicion
celular comprende EpSC que son negativas para el marcador molecular CD105, Pan CK, Wide CK y/o CK18.

Preferentemente, dichas EpSC son ademas ligeramente positivas para MHCI y negativas para MHCII (véase la
figura 19).

En el modo de realizacion mas preferente, se somete a prueba una combinacion de marcadores tanto positivos
como negativos para llegar a un resultado concluyente. Esto Gltimo permite distinguir la naturaleza de las EpSC
aisladas y purificadas, y establecer la pureza de la muestra obtenida. Las células que no cumplen con la presencia
y/o ausencia de los marcadores mencionados anteriormente no se deben considerar como EpSC (pero pueden ser,
por ejemplo, MSC o células adultas). Por el procedimiento de acuerdo con la presente invencion, se puede obtener
un rendimiento muy alto de poblacion EpSC pura (hasta un 100 %). Esto ultimo es de crucial importancia para
cualquier aplicacién posterior.

En otro modo de realizacién, las EpSC de la composicion celular se pueden diferenciar hacia queratinocitos,
miofibroblastos y adipocitos.

El procedimiento de acuerdo con la presente invencion se puede realizar en todos los tipos y origenes del tejido
epidérmico. Preferentemente, la piel de mamifero sera la base de la composicion celular obtenida. Dicha piel de
mamifero se puede obtener, por ejemplo, a partir de, pero sin limitarse a, humanos, ratones, perros, gatos, ovejas,
vacas, cerdos, caballos, conejos, ratas, cobayas, otros roedores, etc.

En uno de los modos de realizacion preferentes, las EpSC se aislan y se purifican de un sujeto humano. En otro
modo de realizacion preferente, el aislamiento se produce a partir de muestras derivadas de equino. Diversas
razones favorecen el uso de muestras de piel equina para el protocolo de aislamiento y purificacién, con o sin
extrapolacion del protocolo a otras especies animales después. En primer lugar, la piel de los caballos tiene un gran
parecido con la piel humana, mucho méas que otros animales. A diferencia de caballos y humanos, los ratones no
poseen glandulas sudoriparas apocrinas (Sundberg, 2004), las vacas tienen una capa dérmica bastante gruesa y los
perros tienen un subcutis mas desarrollado. Ademas, se descubrié por los inventores que todos los protocolos
desarrollados para el aislamiento y purificacion de EpSC de humano o equino se podian extrapolar facilmente a las
otras especies (de humano a equino y viceversa). En segundo lugar, las muestras de piel equina son faciles de
obtener a través de recogida en matadero. En tercer lugar, en caballos asi como en humanos, la cicatrizacion por
segunda intencion consiste en 4 fases comparables (inflamacion-granulacion-contraccion-epitelizacion) (Singer y
Clarck, 1999; Wilmink et al., 1999a&b). Por ultimo, en lo que se refiere al uso de las EpSC derivadas de equino: las
heridas extendidas de las extremidades distales son una de las patologias dermatolégicas mas comunes en caballos
y tienden a tener un largo periodo de recuperacion y una respuesta mala a tratamientos convencionales (Wilmink et
al., 1999a). Por todos estos motivos, se considero el caballo como uno de los modelos ideales para la investigacion
de células madre epiteliales y posibles ensayos clinicos posteriores en general, y para aislar EpSC de acuerdo con
la presente invencidon. La muestra obtenida se puede derivar de diversas partes del cuerpo, por ejemplo,
extremidades, el tronco, el prepucio, la cabeza, epitelio pulmonar e intestinal, epitelio olfativo, etc.

En otro aspecto, la composicion celular o células diferenciadas de la misma pueden servir como tratamiento de
lesiones de tejidos y/u 6rganos y/o para regeneracion de tejidos y/u érganos. Preferentemente, dicho tejido u 6rgano
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es de origen ectodérmico, mesodérmico o ectomesodérmico. Los ejemplos de posibles tejidos u érganos son, pero
no se limitan a, tejido cutaneo, tejido mamario, glandula mamaria, nervios, tejido 6seo, tejido cartilaginoso, tejido
muscular, tejido de tendén o ligamento. La composicion celular o células diferenciadas de la misma obtenidas por la
presente invencion permitiran, por ejemplo, intervenciones de medicina regenerativa y cosmética, por ejemplo, para
la regeneracion tisular y/o regeneracion capilar. Otros propositos podrian incluir la revitalizacion de tejido cicatricial o
tratamiento de quemaduras. En otro aspecto, la composicién celular o células diferenciadas de la misma de acuerdo
con la presente invencion se pueden usar en el tratamiento de una gran cantidad de enfermedades. La disfuncion
del epitelio de las vias respiratorias, por ejemplo, puede dar lugar a diferentes patologias pulmonares; se han
sugerido las células madre como posible tratamiento para bronconeumonia bacteriana, fibrosis quistica, sindrome de
dificultad respiratoria aguda, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y fibrosis pulmonar, hipertensién pulmonar y
edema pulmonar (Roomans, 2010). Puesto que en el pasado las células madre epiteliales eran demasiado dificiles
de obtener e identificar, los investigadores prefirieron tratar estas enfermedades con células madre mesenquimales,
porque son bien conocidas y estan ampliamente caracterizadas. También se han puesto células madre intestinales
(epiteliales) en el origen de patologias intestinales, tales como enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa (Gersemann
et al., 2011), pero hasta la fecha solo se ha informado de tratamientos con células madre mesenquimales para estas
enfermedades (Dalal et al., 2012). Ademas, el uso de células madre mesenquimales incluso se ha descrito para la
reparacion de la epidermis durante cicatrizacion en ratones (Chen et al.,, 2012). Sin embargo, para regenerar
completamente todo tipo de tejidos epiteliales, el aislamiento, purificacion y después las aplicaciones clinicas de las
células madre epiteliales son indispensables.

Otros campos de aplicacion de la presente invencién implican el tratamiento de displasias ectodérmicas, moniletrix,
sindrome de Netherton, enfermedad de Menkes, epidermdlisis ampollosa hereditaria y alopecias. Ademas, los
aumentos o reconstituciones de pecho se podrian tratar por la composicion celular descrita en la presente invencion.
Otra posible aplicacion terapéutica implica el tratamiento de trastornos cartilaginosos y musculares (lineas
mesodérmicas).

Por lo tanto, la composicion celular de acuerdo con la presente invencion o células diferenciadas de la misma se
pueden usar para la fabricacibn de un medicamento frente a las enfermedades y afecciones mencionadas
anteriormente. La composicion de EpSC se puede diferenciar en células de linaje diferenciado, tales como
queratinocitos, miocitos, melanocitos o adipocitos, dependiendo de la adicibn de medio celular especifico
complementado con factores de crecimiento y agentes de diferenciacion adecuados.

En un modo de realizacion, dichas EpSC de la composicién celular se pueden diferenciar hacia queratinocitos,
miofibroblastos, melanocitos y adipocitos. Por lo tanto, la presente invencién se refiere igualmente a queratinocitos,
melanocitos, adipocitos y/o miofibroblastos derivados de una composicion celular de acuerdo con la presente
invencion, por lo que la composicion celular es obtenible preferentemente de acuerdo con el procedimiento de la
presente invencion.

Dichos queratinocitos se pueden caracterizar porque expresan CK18, Pan CK, Wide CK y p63. Preferentemente,
dichos queratinocitos presentan una morfologia adoquinada. Ademads, la presencia del marcador CK2(3
(normalmente presente en las EpSC) disminuye considerablemente tras diferenciacion (figura 17). Dichos adipocitos
se pueden caracterizar por que presentan una morfologia redonda o redondeada con la presencia de gotitas de
lipidos en las células (visualizadas por tincion con Oil Red O, figura 7). Dichos miofibroblastos de acuerdo con la
presente invencion son positivos para los marcadores moleculares vimentina y actina del muasculo liso (figura 6).
Preferentemente, presentan una morfologia tubular o similar a tubular.

Esto prueba la naturaleza multipotente de las células madre obtenidas. Como tal, la composicién celular de acuerdo
con la presente invencion permite la regeneracion de una amplia gama de tipos celulares que se puede usar en una
gran cantidad de aplicaciones.

La invencion se describe ademas por los siguientes ejemplos no limitantes que ilustran ademas la invencion, y no se
pretende, ni se debe interpretar, que limiten el alcance de la invencion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1:
Aislamiento y purificacion de células madre epiteliales cutaneas, por ejemplo, aisladas del cuello

Protocolo de aislamiento

. Tomar al menos 1 cm? de piel de mamifero, después del recorte y la preparacion quirtrgica (lavado con
yoduro y desinfeccion con etanol al 70 %) del sitio de muestreo.
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o Tratar la muestra de tejido con una solucién de tripsina-EDTA al 0,25 % a una temperatura igual a
o inferior a la temperatura ambiente, durante un minimo de 1 hora o hasta que las células hayan obtenido el intervalo
de disociacion deseado (suspension celular individual, liberacién de uniones dermoepidérmicas).

. Pelar la piel (retirar la epidermis de la dermis) y retirar el pelo si esta presente
. Cortar la epidermis en piezas pequefias
. Opcionalmente: segunda etapa de disociacién enzimatica con colagenasa Ill al 0,2 % -2 % (168,000

unidades/g). Esto incrementara el porcentaje de aislamiento.

. Inactivar la colagenasa |l afladiendo medio celular (por ejemplo, medio EpSC: DMEM/F12, 20 % FBS, 2 %
P/S/F, 10-20 ng/ml hr-bFGF, 10-20 ng/ml EGF) Filtrar la suspension a través del filtro con un intervalo de diametro
de 210 um y <100 pum. La seleccion basada en el didmetro mejora la pureza de la suspension celular.

. Lavar las células con medio EpSC. Repetir varias veces si se desea.

Protocolo de purificacion

. Filtrar la solucion celular con un filtro que varia en diametro de 210 ym y <100 pum.

. Contar y sembrar las células (aproximadamente 10° células) directamente en un pocillo de una placa de
fijacién ultrabaja en medio EpSC para la purificacion de las EpSC (pocillo A) (figura 1, suspension).

. El dia 2:

= Actualizar el medio EpSC por centrifugacién a 350G durante 7 minutos y retirar el sobrenadante.
= Resuspender las células y sembrar en placa de fijacion ultrabaja

= Repetir al menos una vez

= Si no hay suficientes EpSC después de la purificacion, cultivar todas las EpSC directamente en una placa de
cultivo de tejido para la multiplicaciéon de las EpSC antes de poder realizar mas experimentos (figura 1, adherencia).
De otro modo, disociar las epidermoesferas usando tripsina-EDTA al 0,25 % y posteriormente filtrarlas a través de
un filtro estéril con un intervalo de diametro de 210 pm y <100 um para experimentos adicionales.

Caracterizacion de EpSC derivada de piel

1) Reactivos necesarios para la diferenciacion

. Medio de diferenciacién de queratinocitos:
o DMEM/F12

o) 20 % FBS

o 2 % PISIF

o 5 pg/ml insulina

o 1 pg/ml hidrocortisona 0,1 mM beta-mercaptoetanol
. Medio inductor adipogénico:

o DMEM

o Suero de conejo al 15 %

o 2 % PISIF

o) Dexametasona 10 uM

10
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o 0,5 mM 3-isobutil-1-metil-xantina 10 pg/ml insulina humana recombinante (rh)
e} 0,5 mM indometacina

2) Crear suspensién de células sueltas

. Llevar las epidermoesferas de la placa de fijacién ultrabaja a un tubo de 15 ml. Las siguientes pruebas se
pueden realizar con o sin amplificacion en un recipiente de cultivo adherente primero para incrementar el nUmero de
células si hubiera una escasez de EpSC. La figura 9 representa la tasa de proliferacion notable de EpSC cuando se
cultiva en condiciones normales que permiten la unién del sustrato. Simplemente después de 3 horas de cultivo, la
propagacion de las células es observable.

. Si existen suficientes epidermoesferas:
o Tripsinizar las EpSC con tripsina-EDTA al 0,25 % durante 10 minutos a 37 °C.
o Pasar las células a través de un filtro estéril con un intervalo de didmetro de = 10um y < 100um

para experimentos adicionales.
o Contar las células para su uso posterior

2a) Ensayo de UFC

Cultivar 10 EpSC/6 pocillos en 3 pocillos de un recipiente de cultivo adherente y 10 EpSC/6 pocillos en 3 pocillos de
una placa de fijacion ultrabaja Corning (placa ULA).

. Para las UFC adheridas: fijar y tefiir con violeta cristal si se desea visualizacion.
° Para las UFC tanto adheridas como esféricas: contar las UFC.
° Frecuencia de UFC = n.° UFC / n.° células cultivadas x100.

Al sembrar un pequefio numero de células (10-100, pero en este caso 10) en una superficie relativamente grande,
después de aproximadamente 1 semana (6-9 dias) es posible contar el nimero total de unidades formadoras de
colonias (UFC) que se formaron. Puesto que se supone que cada célula madre puede formar una UFC, el nimero
total de UFC representa el indice de autorrenovacién de las EpSC y el nimero de células madre presentes. Para
cultivar 10 EpSC se descubrié que aproximadamente 10 UFC se formaron en adherencia (figura 2: el comienzo de
una UFC arriba a la izquierda, y la fase final abajo a la izquierda), asi como en suspension. Estas pruebas se
realizaron en tres mamiferos, cada una por triplicado. Las barras presentan 100 pm.

2b) Ensayo de amplificacién

Cultivar 1000 células/6 pocillos en 3 pocillos de una placa de fijacion ultrabaja Corning (placa ULA). Evaluar
(recuento de epidermoesferas/pocillo y recuento de EpSC/epidermoesfera) los dias 1, 4y 7.

Se propone un procedimiento para potenciar la proliferacion de las EpSC derivadas de epidermoesferas en un
recipiente de cultivo no recubierto. Después de cultivar 1000 EpSC, el primer dia, ya se notd un gran namero de
epidermoesferas y cada esfera contenia varias EpSC (figura 3). Aunque el nimero promedio de esferas permanecio
igual durante el periodo de cultivo de una semana, el nimero de EpSC varié considerablemente (figura 3). Al
sembrar las epidermoesferas en superficies recubiertas de cultivos celulares, las esferas se unieron y parecieron
multiplicarse de forma mas rapida que en suspension (figura 9).

2c) Diferenciacién

. Diferenciacién hacia células epiteliales adultas y miocitos

. Cultivar 5000 células por placa de cultivo de 4 o 24 pocillos (esto también se puede realizar en recipientes
de cultivo mas pequefios o0 mas grandes, siempre y cuando la concentracion inicial permanezca igual).

o A) CONTROL EPITELIAL

= Cultivar durante 10 dias y actualizar dos veces por semana con el medio EpSC en la
placa de 4 o 24 pocillos.

J B) DIFERENCIACION DE QUERATINOCITOS
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o Cultivar durante 10 dias y actualizar dos veces por semana con medio de diferenciacion de
queratinocitos en la placa de 4 o 24 pocillos.

. Inmunocitoquimica

= PanCK (ratén, 1:50)

= Wide CK (conejo, 1:50)

= CK18 (ratén, 1:30)

= SMA (rat6n, 1:200)

= Vimentina (ratén, 1:100)

= Caseina cinasa 2p (conejo, 1:50)

= p63 (conejo, 1:200)

= |sotipo PRRSV (ratén, 1:50)

= |sotipo HSA (conejo, 1: 200)

La inmunocitoquimica realizada en las EpSC indiferenciadas mostré una monocapa confluente de células fusiformes
sin una sefial positiva convincente para citoqueratina (CK)18, PanCK y Wide CK (figura 4A, C y E) y una sefal
positiva fuerte para caseina cinasa 23 (figura 8).

Los controles de isotipos relevantes también fueron negativos. Las barras presentan 50 pm.

Después del cultivo en el medio inductor de diferenciacion de queratinocitos, las células adquirieron una forma mas
estrellada con una fuerte positividad para los marcadores de células epiteliales adultas, CK18, PanCK y Wide CK
(figura 4B, D y F). En suspension, se pudo notar la misma tendencia (figura 5). Después de la diferenciacion de
queratinocitos, la expresion de Ki67 y caseina cinasa 2f disminuyd claramente (figura 17). Se ha informado
previamente de que las células madre embrionarias regulan por incremento fuertemente la expresion de CK18
durante la diferenciacion epitelial. En el presente estudio, las EpSC vy las células diferenciadas expresaron p63, que
es un factor de transcripcién esencial para el desarrollo epitelial, la proliferacion y la diferenciacion (figura 18). El
control de isotipos relevantes permanecié negativo lo que indicé una union especifica de los anticuerpos
mencionados anteriormente. Las barras presentan 50 um.

En el medio de diferenciacion de queratinocitos, algunas EpSC se estiraron longitudinalmente con la presencia de

actina del masculo liso (SMA) y vimentina (Vim), probablemente debido a la adicion de beta-mercaptoetanol. Estos
marcadores confirmaron que estas células eran probablemente miocitos (figura 6). Las barras presentan 50 um.

. Diferenciacion hacia adipocitos

. Cultivar 5 x10* células/cm? en 4 pocillos de una placa de cultivo de 4 pocillos.

o A) CONTROL EPITELIAL

. Cultivar durante 3 dias en medio EpSC en la placa de 4 o0 24 pocillos.

. B) DIFERENCIACION ADIPOGENICA

o Cultivar durante 3 dias en medio inductor adipogénico en la placa de 4 o 24 pocillos.

El cultivo en un medio inductor de diferenciacion adipogénico, transformé las EpSC en células redondas con muchos
granulos que ya se podian observar con luz microscopica (LM). Después de realizar una tincién con Oil Red O
(ORO), se confirmd la presencia de lipidos (figura 7). Como control, las EpSC se cultivaron en su medio de
mantenimiento normal durante el mismo periodo y también se realizé el mismo procedimiento de tincion (figura 7).

2d) Citometria de flujo
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Cultivar al menos 5 x10* EpSC/matraz T7s en un matraz.

. Tripsinizar a una confluencia de un 70-80 % vy realizar la CITOMETRIA DE FLUJO con los siguientes
MARCADORES: Ki67, CD29, CD44, CD49f, CD90, MHC |, MHC Il y CD105

Las células derivadas de epidermoesferas fueron considerablemente positivas (aproximadamente 99 + 1 %) para los
siguientes marcadores de EpSC: CD29, CD44, CD49f y CD90. Puesto que estos marcadores también pueden estar
presentes en las células madre mesenquimales (MSC), se sometieron a prueba con un marcador especifico para
MSC, CD105. Este marcador fue negativo en nuestras EpSC. Las EpSC también fueron negativas para MHC II,
bajas en MHC | (figura 19) y positivas para el marcador de proliferacién Ki67, lo que indic6 la baja inmunogenicidad
de las células aisladas y el estado de alta division en que estaban las células aisladas. Todos los marcadores se
sometieron a prueba en paralelo a los controles de isotipos relevantes para excluir una unién especifica de
anticuerpos.

Ejemplo 2: Purificacion de EpSC de una muestra de piel de caballo de las extremidades

Al usar el procedimiento como se explica en la presente invencion y el protocolo detallado en el ejemplo 1, las EpSC
se podrian purificar de una muestra de piel equina. Las capas de células epiteliales y dérmicas se separaron antes
de la disociacion de las células. Se obtuvo un rendimiento puro de EpSC, como se confirmd por la presencia de los
marcadores de células madre epiteliales Ki67, CD29, CD44, CD49f, CD90, p63 y/o CK2B. Las células fueron bajas
en MHC | y negativas para los marcadores CD105, MHC Il y CK18 que reaccionaron de forma cruzada con células
madre mesenquimales equinas. Por otra parte, se descubrié que el marcador p63, tipicamente ausente en las MSC,
estaba presente en las EpSC (figura 18). Por lo tanto, esto Ultimo demostrd6 nuevamente la naturaleza epitelial
especifica de las células aisladas.

Ejemplo 3: Purificacion de EpSC de tejido epitelial olfativo de ratones y ratas adultos

Las EpSC se pueden purificar a partir de 6rgano vomeronasal y epitelio olfativo de ratones y ratas adultos usando
los procedimientos descritos en los ejemplos 1y 2.

Los ratones y ratas adultos se anestesiaron con una sobredosis de somnitol y a continuacién se decapitaron. Los
epitelios de 6rganos olfativos y vomeronasales se extrajeron del cornete y tabique nasal y se incubaron en medio
EpSC antes del resto del procedimiento de purificacion. Los epitelios se disociaron enzimatica y mecanicamente
como se describe en el ejemplo 1. Las células se sembraron en placas en condiciones de fijacion ultrabaja. Se
formaron pequefias agrupaciones de epidermoesferas y se vieron flotando en el medio. Las células purificadas de
epitelios olfativos adultos son autorrenovadoras y multipotentes, y por tanto son EpSC.

Ejemplo 4: Purificacion de EpSC de lengua de raton

Las EpSC también se podrian derivar de los epitelios de la lengua. La lengua se diseccioné para retirar la capa
epitelial que contiene los receptores sensitivos y sus células basales subyacentes. Esta capa de tejido se disocio
para producir células individuales y las células individuales se sembraron en matraces que contenian medio EpSC,
como se describe en el ejemplo 1. Después de dos a tres dias en una estufa de incubacion de cultivos de tejido con
CO, al 5 % a 37 °C, mas de un 99 % de las células en el cultivo estaban muertas o muriendo. Finalmente, se obtuvo
una composicién pura de EpSC. Estas EpSC se pueden pasar usando las mismas técnicas que se usan para las
células madre multipotentes derivadas de la piel de mamiferos como en el ejemplo 1.

De manera similar, las EpSC se pueden diferenciar en queratinocitos o adipocitos usando las técnicas descritas en
el presente documento.

Ejemplo 5: Purificacion de EpSC de piel de ratén

Se aisl6 piel de ratones neonatales de 3-15 dias, la capa epidérmica se retird de la capa dérmica, se disoci6 y se
cultivé en matraces de fijacion ultrabaja con medio EpSC. Una pequefia poblacion de células proliferé y formé
agrupaciones celulares pequefias que crecian en suspension, las epidermoesferas.

Posteriormente, estas agrupaciones mas grandes se aislaron, se disociaron y se pasaron. Por este proceso de
adherencia selectiva, se obtuvieron poblaciones sustancialmente puras de agrupaciones flotantes. Estas
agrupaciones finalmente dieron lugar a una poblacion pura de EpSC como se confirmé por algunos de los
marcadores como se analiza en el ejemplo 1. Se obtuvieron resultados similares usando piel de ratones adultos.
Ejemplo 6: Purificacién de EpSC de piel humana adulta

Las EpSC se purificaron de la piel de un antebrazo humano y del cuero cabelludo humano o piel abdominal. Se
usaron muestras cutaneas de un total de 1 cm? o menos de cada uno de los ocho individuos. La piel incluy¢ tejido
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dérmico y epidérmico. Antes de la purificacion, la capa epidérmica se separ6 de la capa dérmica. Las EpSC se
purificaron especificamente de la capa epidérmica.

El tejido se cortd en piezas mas pequefias y se disocié enzimaticamente de acuerdo con el ejemplo 1. Las células se
sembraron en condiciones de fijacion ultrabaja y se aislaron las epidermoesferas resultantes. La presencia de EpSC
en la suspension celular resultante se confirmé por los marcadores apropiados como se describe en la presente
invencién. Las células se pudieron diferenciar, por ejemplo, en queratinocitos y adipocitos, confirmando el estado
multipotente de las EpSC purificadas. Las figuras 10 a 12 representan la deteccion de marcadores de EpSC
derivadas de humano acuerdo con la presente invencién. Se demostré que las EpSC humanas fueron positivas para
caseina cinasa 23, vimentina y Ki67 (figura 11, figura 12 para vimentina solo) y para p63 (datos no mostrados). Se
demostrd que las EpSC purificadas fueron negativas para citoqueratina 18 (figura 12) y CD105, al contrario que con
las células madre mesenquimales (figura 13). Las células madre mesenquimales fueron positivas tanto para
citoqueratina 18 como para vimentina (figura 13).

Ejemplo 7: Estudio in vivo
a) Administracion de EpSC

Después de la anestesia local y la preparacion quirdrgica, se indujeron 6 heridas cutdneas de espesor total de
aproximadamente 4 cm? en un caballo castrado de 5 afios dorsalmente desde el musculo gluteo medio (3 en el lado
izquierdo y 3 en el lado derecho). Tres heridas asignadas aleatoriamente recibieron EpSC putativas alogénicas
(derivadas de una muestra de piel de caballo de acuerdo con el ejemplo 1) en combinacién con PRP plasma rico en
plaquetas autologo (tratamiento EpSC/PRP) como vehiculo, y las tres heridas restantes se trataron exactamente de
la misma forma, pero sin EpSC putativas (inyeccion de PRP solo). El tratamiento EpSC/PRP consistié en 2
enfoques: primero, se realiz6 una inyeccion intradérmica (0,5 ml en cada uno de los 4 bordes de herida) de 1 ml de
DMEM que contenia 8x10° de EpSC putativas recién preparadas en el paso 3 en combinacién con 1 ml de PRP
(preparado como se describe previamente (Beerts et al., 2013; Broeckx et al., 2012)). Inmediatamente después, se
realiz6 una aplicacion topica de 0,5 ml de DMEM que contenia 4x10°de EpSC putativas y 0,5 ml de PRP. La
aplicacion topica se repitié después de la absorcion del liquido, que fue después de 24 horas. El tratamiento PRP se
realiz6 exactamente de la misma forma; sin embargo, el DMEM no contenia EpSC en este grupo. Las heridas no se
suturaron, sino que se cubrieron con un plastico adhesivo no absorbible en el que se hicieron microporos para
permitir el acceso de oxigeno. El caballo estuvo atado en su establo durante 24 horas para evitar que se revuelque y
se tomaron fotografias cada 3-4 dias. Las heridas se midieron y las superficies se calcularon justo antes de los
tratamientos y 30 dias después del tratamiento por un veterinario con enmascaramiento doble. El disefio
experimental se aprobé por el comité de ética.

b) Histologia de secciones de tejido

El dia 30, se tomaron muestras de tejido con una biopsia por punciéon de 8 mm en el centro de la herida (que cubre
toda el area de herida). Posteriormente, las muestras se fijaron en formalina neutra tamponada al 10 %, se
incluyeron en parafina, se seccionaron a un espesor de 4 um y se tifieron con tinciones de hematoxilina y eosina,
Van Gieson y elastina de acuerdo con los protocolos estandar.

Todas las muestras se analizaron con enmascaramiento por un anatomopatélogo (SM) certificado por ECVP usando
un sistema de puntuacién modificado, adaptado de Abramov (2007) y Babaeijandaghi (2010). En resumen, la
epidermis se puntud de acuerdo con el espesor (0-3), formacién de costra (0-1), separacién dermoepidérmica (0-2) y
la reepitelizacion completa (0-3) (tabla I). Las secciones de piel de control positivo se originan en el mismo caballo y
se hicieron a partir de muestras obtenidas en el momento de la induccion de la herida (y deberian obtener una
puntuacion maxima). La dermis se evaludé usando 6 parametros principales: (i) edema (0-3); (ii) cantidad y
morfologia del estroma (espesor medido y puntuado 0-3, cantidad de colageno y morfologia de fibras de colageno
(finas/inmaduras, intermedias o gruesas/maduras) usando tincion de Van Gieson (VG) y puntuada 0-2, cantidad de
elastina usando tinciéon elastica de Van Gieson (eVG) y puntuada 0-1), (iii) grosor y morfologia del tejido de
granulacion (espesor medido y puntuado 0-3, maduracion de fibroblastos puntuada 0-3), (iv) neovascularizacién
(puntuada 0-3 y numero promedio de capilares contados por 200 aumentos en el campo en la tincion
inmunohistoquimica para el factor von Willebrand (VWF), (v) inflamacién aguda/infiltrado neutréfilo (0-3), y (vi)
inflamacién cronica/infiltrado linfoplasmocitario (0-3). De nuevo, las muestras de control positivo obtendrian una
puntuacién maxima. El promedio de 3 campos se uso para evaluar diferentes parametros histopatolégicos y todas
las mediciones se realizaron con un programa basado en ordenador (LAS V4.1, Leica Microsystems).

Tabla 1 Diferentes parametros de cicatrizacion que se puntuaron en el presente estudio (adaptado de
Abramov y Babaeijandaghi)

PARAMETRO PUNTUACION
EPIDERMIS | Acantosis 0 = grave (> 15 capas) o

14



ES 2701 799 T3

PARAMETRO PUNTUACION
moderado irregular,
1 = moderado regular (10-15
capas),
2 = leve (5-10 capas),
3 = ninguno
Costra 0 = presente,
1 = ausente
Separacion 0 = multifocal a difusa,
dermoepidérmica
1 = focal,
2 = ninguna
Reepitelizacion 0 = ninguna,
1 = escasa,
2 = completo pero
inmadura/fina,

3 = completa y madura

DERMIS Edema 0 = grave,
1 = moderado,
2 = leve,
3 = ninguno
Estroma Cantidad de colageno |0 = muy elevado,

(tincibn VG) + espesor

dermis

1 = moderadamente
elevado,

2 = levemente elevado,

3 =normal
Morfologia del colageno |0 = mayormente amorfo,
(tincion VG) .
1 = mayormente fino
ondulado,
2 = mayormente grueso
ondulado
Cantidad de elastina |0 = no/escaso en tejido en
(tincién eVG) reparacion,
1 = poco en tejido en
reparacion/reparado,
2 = distribucion normal y
cantidad
Fibroblastos en |0 = ninguno,
maduracién
1 =leve,
2 = moderado,
3 =total
Tejido de granulacion |Cantidad +  espesor |0 = abundante,
medido
1 = moderado,
2 =leve,
3 = ninguno
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PARAMETRO PUNTUACION

Neovascularizacion Numero de capilares por |0 = abundante (25-35 por
200x de campo, (VWF |200x),

HQ) 1 = moderado (15-25 por

200x),
2 = leve (hasta 15 vasos por
200x),
3 = ninguno

Inflamacién aguda 0 = abundante,
1 = moderada,
2 = leve,
3 = ninguna

Inflamacién crénica 0 = abundante,

1 = moderada,
2 =leve,
3 = ninguna

VG = Van Gieson; VWF = Factor de Von Willebrand

¢) Inmunohistoquimica en secciones de tejido

Para localizar las células epiteliales dentro de la epidermis, se usaron glandulas cutaneas y foliculos pilosos, Pan CK
y Wide CK. La caseina cinasa 2@ y Ki67 indicaron dénde se localizaron las células epiteliales en proliferacion. Para
examinar el papel de las EpSC en la produccion de elastina y la neovascularizacion, se tifieron secciones de tejido
con anti-lgG1 elastina bovina de ratdon (Leica, clon BA-4, 1: 100) y anti-"WF humano de conejo (Dako, 1: 6400),
respectivamente. Finalmente, se usaron vimentina y actina del misculo liso (SMA) para localizar los miofibroblastos.
El inmunomarcado se logré con un kit de diaminobencidina de raton o conejo de peroxidasa de rabano picante de
alta sensibilidad (Envision DAB + kit, Dako) en un dispositivo de autoinmunotinciéon (Cytomation S/N S38-7410-01,
Dako). Este kit también bloqued la peroxidasa enddgena. Se us6 un diluyente de anticuerpo disponible
comercialmente (Dako) con componentes reductores de fondo para bloquear las interacciones hidr6fobas. Todas las
muestras cuténeas (incluyendo controles positivos y negativos) se enviaron a la misma tincion inmunohistoquimica.

d) Analisis estadistico

Los datos se analizaron usando la prueba de la t de Student bilateral para las comparaciones de grupo de variables
distribuidas normalmente. Los valores se dan como medias *+ desviacion estandar (barras). Los valores de p se
calcularon usando una hoja de calculo de Excel (2007; Microsoft Corp., Redmond, WA, EE. UU.), y P <0,05 se
considerd una probabilidad de diferencia significativa entre grupos de muestras comparados.

f) Resultados

Las heridas se midieron el dia de la induccién y de nuevo 30 dias después (figura 14). A pesar de que el veterinario
no percibié ninguna diferencia, se realizaron céalculos de superficie dividiendo el tejido de reparacién restante en mm?
entre el area de herida inicial en mm? x100. Esto revelé un promedio de un 79 % (100 % - calculo de superficie) de la
superficie de la herida que se llend (granulacién y epitelizacion) en el grupo tratado con EpSC/PRP, lo que fue
significativamente diferente (P = 0,0083) de un 72 % para el grupo tratado con PRP (figura 14).

En todas las muestras cutaneas se constituyé una epidermis madura acantética de normal a leve, con formacion de
costra (figura 15B, C, E y F) el dia 30. Las mediciones de longitud basadas en imagenes revelaron una cantidad
considerablemente mayor de colageno y una dermis significativamente mas gruesa (P = 0,017) en las muestras
tratadas con PRP (7,4+0,6 mm, figura 15B y E) en comparacion con las muestras tratadas con EpSC/PRP
(5,6+£0,9 mm, figura 15C y F) y de control positivo (5,7£0,4 mm, figura 15A y D). Las heridas tratadas con PRP
también contenian una cantidad considerablemente mayor de tejido de granulacion (6,4+0,4 mm) en comparacion
con las heridas tratadas con EpSC/PRP (5,1+0,8 mm). En todas las muestras cutaneas, estaba presente una
inflamacién aguda leve (células polimorfonucleares) y en 5 de 6 casos se observo una inflamacion crénica de leve
(figura 15G) a moderada (figura 15H) (linfocitos y células plasmaticas) que se limitd principalmente a la region
perivascular, aunque en algunos casos se extendid a las regiones intersticiales. En una muestra del grupo tratado
con PRP, se pudo observar un nimero abundante de células inflamatorias en un area localizada (figura 151). No
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existieron diferencias significativas en la puntuacién histopatologica en relaciéon con el grado de edema y la
morfologia del estroma dérmico o tejido de granulacion.

Cuando se evalud la caseina cinasa 2B y Ki67 (que fueron positivas en las EpSC y disminuyeron durante la
diferenciacion) solo algunas células en la capa de células basales epidérmicas y la transicion de la papila dérmica a
las regiones protuberantes del foliculo piloso se tifieron positivamente (figura 16A y D). Ademas, las heridas tratadas
con EpSC/PRP revelaron areas con muchas EpSC potenciales que se tifieron positivamente para caseina cinasa 23
(figura 16C) y Ki67 (figura 16F), mientras que las heridas tratadas con PRP contenian a lo sumo una Unica célula
positiva por 400x de aumento de campo (figura 16B y E). Al evaluar diferentes marcadores de queratinocitos (Wide
CK y Pan CK) en las secciones cutaneas intactas, las células epidérmicas y las células del foliculo piloso y glandula
anexial se tifieron sin duda positivas (figura 16G). Al evaluar estos marcadores en estructuras similares a foliculos,
quedé claro que estas estructuras estaban més desarrolladas en el grupo tratado con EpSC/PRP (figura 16l) que en
el grupo tratado con PRP (Figura 16H). La neovascularizacion se evalué por medio de tincién del factor de Von
Willebrand y, de forma considerable, pero no significativa (P = 0,26), se observé un mayor promedio de 31+4 vasos
sanguineos por 200x de aumento de campo en las heridas tratadas con EpSC/PRP (figura 16L) en comparacion con
23+4 vasos en las heridas tratadas con PRP (figura 16K).

Mientras que la tincién con elastina general no revel6 diferencias considerables entre las muestras cutaneas tratadas
con EpSC/PRP y PRP (datos no mostrados), la inmunohistoquimica revel6 una produccion de elastina notablemente
mayor alrededor de estructuras foliculares, que se parecen mucho a las estructuras de piel intactas (figura 16M) en
el grupo tratado con EpSC/PRP (figura 160), en comparacion con una cantidad escasa de elastina en el grupo
tratado con PRP (figura 16N). La tincién de actina del muasculo liso (SMA) revel6 una linea fina de células miégenas
alrededor de los foliculos pilosos y los vasos sanguineos (figura 16P). Sorprendentemente, las heridas tratadas con
PRP contenian areas densas de células positivas para SMA en la dermis (figura 16Q), mientras que las heridas
tratadas con EpSC/PRP solo revelaron una lamina fina de células miogénicas alrededor de las estructuras similares
a foliculos (figura 16R). La tincidon de vimentina (datos no mostrados) confirmé que estas areas positivas para SMA
en el grupo tratado con PRP probablemente representaban &reas ricas en miofibroblastos.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para obtener una composicion celular que comprende células madre epiteliales (EpSC) de piel
de mamifero, por lo que dichas EpSC se derivan de la capa epidérmica, que comprende las etapas de:

- separar al menos parcialmente la capa epidérmica de la capa dérmica; de una muestra cutanea

- obtener una suspension celular de dicha capa epidérmica realizando al menos una etapa de disociacién
enzimatica; y

- cultivar dicha suspensién celular en condiciones de fijacion baja.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende la etapa de seleccionar células en dicha
suspension celular en base al diametro celular, antes de dicho cultivo de la suspensién celular.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por que dicho diametro celular de las células
seleccionadas esté entre 5 y 150 um, mas preferentemente entre 10 y 100 pm.

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que dicha suspension
celular se cultiva en medio celular que comprende factores de crecimiento, elegidos del grupo que comprende FGF,
bFGF y/o EGF.

5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende la etapa de seleccionar
células no adherentes.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado por que dichas células no adherentes
comprenden al menos un 90 % de células madre epiteliales.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacibn 5 o 6, que comprende la etapa de amplificar las células
seleccionadas en condiciones adherentes.

8. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que dicha composicién
celular comprende EpSC que expresan al menos un marcador molecular elegido del grupo de CD29, CD44, CD49f,
CD90, Ki67, p63 y caseina cinasa 2p y/o son negativas para el marcador molecular CD105, Wide CK, PAN CK y/o
CK18.

9. Composicion celular que comprende al menos un 90 % de EpSC viables derivadas de la capa epidérmica de piel
de mamifero, caracterizada por que dichas células madre expresan p63 y al menos un marcador molecular elegido
del grupo de CD29, CD44, CD49f, CD90, Ki67 y caseina cinasa 2B y por lo que dichas EpSC son negativas para al
menos un marcador molecular seleccionado de CD105, CK18, Pan CK y/o Wide CK.

10. Composicion celular de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizada por que dichas células madre epiteliales
comprenden un diametro de entre 5 y 150 um, mas preferentemente entre 10 y 100 pum.

11. La composicioén celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10 para su uso en el tratamiento de
lesiones de tejidos y/u 6rganos y/o para la regeneracion de tejidos y/u érganos.

12. La composicion celular para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, por lo que dichas EpSC se diferencian
hacia queratinocitos, adipocitos o miofibroblastos antes de dicho tratamiento o regeneracion.

13. Epidermoesferas que comprenden EpSC, dichas EpSC expresan p63 y al menos un marcador molecular elegido
del grupo de CD29, CD44, CD49f, CD90, Ki67 y caseina cinasa 2B y por lo que dichas EpSC son negativas para al
menos un marcador molecular seleccionado de CD105, CK18, Pan CK y/o Wide CK, por lo que dichas
epidermoesferas forman cuerpos esféricos con un radio entre 10 y 1000 pm.

14. Epidermoesferas de acuerdo con la reivindicacién 13, por lo que dichas epidermoesferas comprenden de 2 a 50
EpSC por epidermoesfera el dia 7 del cultivo.
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