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FUNDACIÓN MARCELINO BOT́IN

k43 Fecha de publicación de la solicitud: 01.04.2003 k72 Inventor/es: Jorcano Noval, José Luis;
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k54 T́ıtulo: Piel artificial autóloga secretora de leptina y método de obtención.

k57 Resumen:
Piel artificial autóloga secretora de leptina y método
de obtención.
Incorpora queratinocitos modificados genéticamente
mediante su infección con un vector retroviral por-
tador del gen codificante de la leptina humana sobre
una dermis artificial autóloga obtenida, básicamente,
por la gelificación con Ca++ de plasma con plaque-
tas.
El método de obtención comprende las etapas de:
- Obtención del plasma con plaquetas mediante cen-
trifugación ligera.
- Cultivo de células dérmicas a partir de una biopsia.
- Gelificación del plasma con plaquetas mediante sa-
les de calcio, sembrando en el interior de la matriz
de fibrina las células dérmicas cultivadas.
- Cultivo de queratinocitos a partir de una biop-
sia. -Modificación genética de los queratinocitos me-
diante infección con un vector retroviral portador del
gen codificante de la leptina humana.
- Cultivo de los queratinocitos modificados genética-
mente hasta confluencia.
- Selección de los queratinocitos modificados genéti-
camente mediante un gen marcador.
- Sembrado de los queratinocitos seleccionados so-
bre la dermis artificial obtenida tras las tres primeras
etapas.
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DESCRIPCION

Piel artificial autóloga secretora de leptina y
método de obtención.

La presente invención se refiere a una piel ar-
tificial utilizable para el tratamiento de las pa-
toloǵıas causadas por una deficiencia permanente
de la hormona proteica leptina.
Antecedentes de la invención

La Leptina es una hormona proteica esen-
cial secretada mayoritariamente por los adipoci-
tos encargada de regular tanto la ingesta como
la función neuroendócrina a través de recepto-
res hipotalámicos. Se han recogido hasta el mo-
mento, además, datos experimentales que eviden-
cian un claro efecto de la leptina sobre la función
celular actuando directamente sobre tejidos pe-
riféricos entre los que se incluyen el páncreas
endócrino, la glándula pituitaria, el ovario, el
músculo esquelético e h́ıgado. La leptina podŕıa
jugar también un papel clave en procesos relacio-
nados con la angiogénesis y en la remodelación
ósea. La deficiencia congénita de leptina ha sido
identificada como el agente etiológico de una pa-
toloǵıa, de baja incidencia en la población, que
cursa con la aparición temprana de una obesi-
dad severa (Montague, C.T., Farooqi, I.S., Whi-
tehead, J.P., Soos, M.A., Rau, H., Wareham,
N.J., Sewter, C.P., Digby, J.E., Mohammed, SN.,
Hurst, J.A., Cheetham, C., Earley, A., Barnett,
A., Prins, J. And O’Rahilly S. (1997) Congenital
leptin deficiency is associated with severe early-
onset obesity in humans. Nature 387, 903-908).
Niveles bajos de leptina circulante se han obser-
vado también en pacientes afectados por distintas
formas de diabetes lipoatrófica generalizada. Los
pacientes afectados por esta enfermedad presen-
tan una importante involución del tejido adiposo
(fuente de la hormona) aśı como hiperglucemia y
una resistencia severa a la insulina. Otras mani-
festaciones cĺınicas de esta patoloǵıa incluyen la
aparición de un śındrome anabólico caracterizado
por organomegalia y cardiomiopat́ıa hipertrófica
(Pardini, V.C., Victoria, I.M., Rocha, S.M., An-
drade, D.G., Rocha, A.M., Pieroni F.B., Milagres
G., Purisch, S. and Velho, G. (1998) Leptin le-
vels, beta-cell function, and insulin sensitivity in
families with congenital and acquired generalized
lipoatropic diabetes. J Clin Endocrinol Metab.
83, 503-508).

Esta última es la principal causa de muerte
entre los pacientes afectados de diabetes lipo-
distrófica generalizada. La administración de lep-
tina ha demostrado ser capaz de incrementar el
metabolismo glućıdico y restablecer la sensibili-
dad a la insulina en dos modelos animales de lipo-
distrofia congénita generalizada con lo que queda
establecido el papel cŕıtico de la hormona en la fi-
siopatoloǵıa de estos desordenes. Actualmente se
están llevando a cabo distintos estudios cĺınicos en
los que se trata a pacientes afectados tanto por de-
ficiencia congénita de la hormona (Farooqi, I.S.,
Jebb, S.A., Langmack, G., Lawrence, E., Chee-
tham, C.H., Prentice, A.M., Hughes, I.A., Mc-
Camish, M.A. and O’Rahilly S. (1999) Effects of
recombinant leptin therapy in a child with con-
genital leptin deficiency. N Engl J Med 341, 879-
884) como a pacientes que sufren de diabetes li-
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podistrófica con inyecciones diarias de leptina re-
combinante. Los resultados que se están obte-
niendo son muy alentadores y subrayan el poten-
cial terapéutico de leptina para el tratamiento de
dichas patoloǵıas.

La terapia génica sistémica consiste en una
intervención médica en la que células del propio
paciente, o de otra fuente apropiada, son modifi-
cadas genéticamente para tratar o curar cualquier
patoloǵıa, independientemente de su etioloǵıa, de-
rivada de una deficiencia en los niveles circulan-
tes de una protéına determinada. Por tanto se
puede considerar a la terapia génica sistémica
como un método de producción y suministro in
situ de protéınas. En el caso de enfermedades
en las que la protéına debe ser administrada du-
rante toda la vida del paciente, es necesario ase-
gurar el mantenimiento tanto de la funcionalidad
del gen incorporado como la supervivencia de la
célula diana de la modificación genética. Los en-
foques actualmente disponibles para una terapia
génica sistémica y permanente hacen uso de vec-
tores virales del tipo de adenovirus y AAV en
células normalmente quiescentes tales como hepa-
tocitos y músculo esquelético. La administración
en estos casos es in vivo, es decir, el vector viral
se inyecta directamente en el tejido o en el to-
rrente sangúıneo. Dichas aproximaciones tienen
serias limitaciones que restringen su aplicabilidad
terapéutica., tales como la posibilidad de gene-
rar respuestas inmunes no deseadas (adenovirus),
una capacidad muy limitada de clonación en el
vector viral (virus asociados a adenovirus: AAV)
o la dificultad para acceder al tejido modificado
genéticamente en caso de una reacción adversa al
gen introducido.

El documento de patente ES 2 106 891 des-
cribe una técnica que utiliza células transfectadas
con un ADN exógeno que codifica una protéına te-
rapéutica. La información genética se transfiere
por métodos no virales del tipo: electroporación,
microinyección o recombinación homóloga, pero
estos métodos son mucho menos eficientes que
la utilización de vectores retrovirales. Esto es
particularmente cierto al trabajar con la piel,
en donde es necesario alcanzar porcentajes altos
de células modificadas genéticamente para ase-
gurar la transferencia también a las células ma-
dre epidérmicas. La obtención de células ma-
dre epidérmicas modificadas es el paso obligado
cuando se trata de generar en el paciente una
producción permanente, a partir de la piel, de la
protéına terapéutica. Hasta el momento, la mo-
dificación genética de células madre epidérmicas
ha sido conseguida únicamente con el empleo de
vectores retrovirales.

La piel representa un sistema exportador de
protéınas exógenas muy atractivo (Fenjves, E.S.,
Smith, J., Zaradic, S. and Taichman LB. (1994)
Systemic delivery of secreted protein by grafts
of epidermal keratinocytes: prospects for kera-
tinocyte gene therapy. Hum Gene Ther. 5,
1241-1248). Además, en la piel del propio pa-
ciente existen células madre (stem) epiteliales
cuya manipulación genética ex vivo (expresión
de la protéına deficiente) y posterior reimplan-
tación aseguraŕıan la regeneración en el paciente
de su propia piel modificada, ahora secretora de
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la protéına terapéutica, cuya producción se man-
tendŕıa durante toda la vida (De Luca, M. and
Pellegrini, G. (1997) The importance of epider-
mal stem cells in keratinocyte-mediated gene the-
rapy. Gene Therapy 4, 381-383). Las células
epiteliales de la piel, incluidas las células ma-
dre o stem, se pueden aislar, cultivar, y modifi-
car genéticamente empleando vectores retrovira-
les aśı como trasplantar nuevamente al paciente.
El epitelio regenerado a partir de una célula ma-
dre modificada genéticamente daŕıa como resul-
tado una piel que expresa el factor de forma con-
sistente en todos sus estratos y por tiempo ili-
mitado. Por último la piel es nuestra cobertura
más externa por tanto representa un órgano que
puede monitorizarse cĺınicamente aśı como reti-
rarse de forma poco traumática en caso de efec-
tos adversos. Resultaŕıa por tanto muy valioso
disponer de un método en el que la producción
y suministro in vivo de leptina se lleve a cabo a
partir de un trasplante autólogo de queratinoci-
tos que incluyese células madre epiteliales modi-
ficadas genéticamente, secretoras de la protéına,
para el tratamiento/curación de enfermedades de
cursen con niveles deficientes de leptina.

En los documentos de patente P9701533 y
P200100494 se describen dos métodos para la pre-
paración de pieles artificiales, en las que los que-
ratinocitos se cultivan sobre una matriz dérmica
de fibrina, obtenida por bioprecipitado o direc-
tamente del plasma, resultando ser la matriz de
fibrina un sustrato óptimo para la proliferación
de los queratinocitos. La proliferación (amplifi-
cación de los queratinocitos) es un paso cŕıtico
cuando se pretende emplear esta piel para el tra-
tamiento de grandes quemados, pero no lo es en
el caso de terapia génica. Aqúı lo importante es
que la fibrina mantiene todas las propiedades de
la célula madre modificadas genéticamente, ase-
gurando la reimplantación de las células madre
funcionales que perpetuarán la producción de la
protéına terapéutica. La utilización de un tipo de
piel artificial en el caso que nos ocupa aprovecha
fundamentalmente la capacidad de la fibrina de
mantener en estado funcional las células madres
epidérmicas alteradas genéticamente, en lugar de
buscar grandes expansiones de biopsia autóloga.

El objetivo de la invención es, en consecuen-
cia, el disponer de una piel artificial autóloga con
capacidad de secretar y mantener in vivo, tras
un trasplante, niveles terapéuticos de leptina que
actúen, en el individuo receptor de dicho tras-
plante, como fuente alternativa de la hormona
perdida, perpetuándose el efecto por el resto de
la vida del paciente.
Descripción de la invención

La piel artificial autóloga utilizada en la pre-
sente invención está constituida por un compo-
nente dérmico y un componente epidérmico al que
se le ha transferido el gen codificante para leptina.
Un aspecto básico de esta invención consiste en
el desarrollo de un procedimiento eficaz para la
obtención y mantenimiento in vivo de células ma-
dre epidérmicas modificadas genéticamente. Este
procedimiento consiste en la transferencia efi-
ciente (>50 % células transfectadas) del gen codi-
ficante para la leptina mediante el empleo de un
vector retroviral seguido de un enriquecimiento
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del cultivo en células que producen la protéına
terapéutica y de una recuperación del cultivo en-
riquecido en una matriz de fibrina y fibroblastos
que protege a las células madre epidérmicas de
una posible diferenciación y pérdida de sus pro-
piedades. La incorporación, en la piel artificial a
trasplantar, de células madre epidérmicas secreto-
ras de leptina asegura una corrección permanente
del defecto con una única intervención.
Breve descripción de las figuras

Para complementar la descripción que ante-
cede y con objeto de ayudar a una mejor com-
prensión de las caracteŕısticas de la invención, se
va a realizar una descripción detallada de una rea-
lización preferida, en base a un juego de dibujos
que se acompañan a esta memoria descriptiva y
en donde, con carácter meramente orientativo y
no limitativo, se ha representado lo siguiente:

La figura 1 muestra el efecto del trasplante de
piel humana secretora de leptina sobre los niveles
de glucemia en ratones ob/ob.

La figura 2 muestra el efecto del trasplante de
piel humana secretora de leptina sobre la ingesta
diaria en ratones ob/ob.

La figura 3 muestra el efecto del trasplante
de piel humana secretora de leptina sobre el peso
corporal en ratones ob/ob.

La figura 4 muestra el efecto del trasplante de
piel humana secretora de leptina sobre los niveles
de leptina en ratones ob/ob.
Descripción detallada de una realización
preferida

La realización que se describe se refiere al de-
sarrollo de un método para el tratamiento de pa-
toloǵıas caracterizadas por una deficiencia perma-
nente de la hormona proteica leptina. El método
consiste en el trasplante de una piel artificial
autóloga que actúe, en el individuo receptor de
dicho trasplante, como fuente alternativa de la
hormona perdida y que ese efecto se perpetúe por
el resto de la vida del paciente.

La obtención del principal componente de la
piel artificial, queratinocitos modificados genéti-
camente para producir y secretar leptina, se des-
cribe a continuación.

Los queratinocitos se obtienen a partir de una
biopsia de piel por incubación con la enzima tri-
psina. Una vez aislados se siembran sobre células
3T3-J2 o Swiss 3T3 letalmente irradiadas. La
transducción viral se lleva a cabo sobre colonias
de queratinocitos de 8 a 16 células del primer pase
de un cultivo primario. Los queratinocitos se in-
cuban entonces bien con sobrenadantes retrovira-
les generados por transfección transitoria en la
ĺınea 293T o a partir de una productora esta-
ble como por ejemplo la ĺınea PA317 o la ĺınea
PG13. La infección con sobrenadantes retrovira-
les generados a partir de las ĺıneas 293T, PG13
o PA317 se lleva a cabo en dos d́ıas consecutivos
en cada uno de los cuales las células son expues-
tas a dos ciclos de infecciones. La modificación
genética se puede realizar también por co-cultivo
con las ĺıneas PG13 o PA317 previa irradiación
letal de las mismas.

La modificación genética de los queratinoci-
tos, comprende las siguientes etapas:

1. Primer ciclo de modificación genética que,
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partiendo de colonias con un número de
células entre 8 y 16 del cultivo de queratino-
citos obtenido a partir de la biopsia de piel,
y sembrados sobre la ĺınea celular 3T3-J2 o
Swiss 3T3 letalmente irradiadas, comprende
una centrifugación a 3.500 r.p.m. y 30◦C
durante una hora en presencia de un vec-
tor retroviral portador del gen codificante
de la leptina humana y en presencia de una
solución de polibreno de concentración 60
µg/ml. A este primer contacto de los que-
ratinocitos con el retrovirus le sigue una in-
cubación durante un tiempo de 4 horas en
un medio fresco exento de retrovirus. Sor-
prendentemente ni la centrifugación a ve-
locidades mayores de las habituales ni las
altas concentraciones de polibreno emplea-
das en el primer ciclo alteraron la viabili-
dad o la funcionalidad de las células madre
epidérmicas.

2. Segundo ciclo de modificación genética, que
comprende una incubación durante 2 horas
de los queratinocitos en presencia de un vec-
tor retroviral portador del gen codificante
de la leptina humana y en presencia de una
solución de polibreno de concentración 8
µg/ml, cambio del medio de cultivo por otro
exento de retrovirus e incubación durante
un tiempo de 16 horas.

3. Tercer ciclo de modificación genética, que
comprende una incubación durante 4 horas
de los queratinocitos en unión de un vec-
tor retroviral portador del gen codificante
de la leptina humana y en presencia de una
solución de polibreno de concentración 8
µg/ml, cambio del medio de cultivo por otro
exento de retrovirus e incubación durante
un tiempo de 4 horas.

4. Cuarto ciclo de modificación genética, que
comprende una incubación durante 4 horas
de los queratinocitos en unión de un vec-
tor retroviral portador del gen codificante
de la leptina humana y en presencia de una
solución de polibreno de concentración 8
µg/ml, y cambio del medio de cultivo por
otro exento de retrovirus.

Entre los vectores virales se pueden emplear
vectores que además de portar una secuencia
de ADN que codifique y exprese leptina por-
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ten también una secuencia que codifique para
un gen marcador (por ejemplo: pLZRS leptin-
IRES-EGFP) en donde el marcador es el gen de
la protéına verde fluorescente (EGFP) o pLZRS-
leptin-IRES-GHR en donde el marcador es el re-
ceptor de la hormona de crecimiento (GHR).

Cuando los queratinocitos alcanzan el 60-
80 % de confluencia, se despegan de los frascos
de cultivos por tripsinización, se resuspenden en
PBS/2 % suero fetal bovino, se analizan por ci-
tometŕıa de flujo y se seleccionan en base a por
ejemplo la fluorescencia de la protéına verde. Esta
manipulación no altera la funcionalidad de las
células madre epidérmicas comprendida entre la
población transducida por el virus. La población
aśı purificada formada únicamente por células que
recibieron el gen marcador y el gen codificante
para la leptina son sembradas ahora sobre una
matriz de fibrina como la descrita en el docu-
mento de patente ES 200100494.
Ejemplo 1

Los modelos animales deficientes en leptina
constituyen herramientas de gran valor para el
seguimiento de los efectos inducidos por diver-
sos protocolos tales como la administración de la
protéına recombinante o de otros posibles ago-
nistas. Para el seguimiento de la presente in-
vención, se llevaron a cabo trasplantes de pieles
artificiales humanas secretoras de leptina en rato-
nes ob/ob inmunosuprimidos o inmunodeficientes
capaces de aceptar el xenotrasplante. El ratón
ob/ob es un ratón mutante deficiente en leptina
(Coleman, D.L. (1978) Obese and diabetes: two
mutant genes causing diabetes-obesity syndromes
in mice. Diabetologia 14, 141 -148). En estos ani-
males la falta de leptina conduce a un fenotipo
caracterizado por obesidad severa, debida a un
incremento importante de la ingesta diaria, hiper-
glucemia con hipeinsulinemia (diabetes tipo II) e
infertilidad.

Sobre una población de ratones ob/ob defi-
cientes en leptina se aplico un trasplante de piel
artificial realizado de acuerdo con la presente in-
vención. Los niveles circulantes de glucosa y
leptina aśı como la ingesta diaria y el peso se
monitorizaron en relación a una población tes-
tigo que recibió un trasplante de piel no modi-
ficada genéticamente, observándose la normali-
zación progresiva de los mismos y su manteni-
miento en el tiempo, tal como se muestra en las
figuras 1 a 4.
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REIVINDICACIONES

1. Método de obtención de una piel artificial
autóloga secretora de leptina, caracterizado por
comprender las siguientes etapas:

• obtención de plasma con plaquetas me-
diante centrifugación ligera de sangre total
de un humano y congelación subsiguiente

• cultivo de células dérmicas a partir de una
biopsia de piel por métodos conocidos

• gelificación del plasma con plaquetas, pre-
viamente descongelado, mediante la adición
de sales de calcio para obtener una matriz
de fibrina, sembrando las células dérmicas
cultivadas en el interior de la matriz de fi-
brina

• cultivo de queratinocitos a partir de una
biopsia de piel por métodos conocidos

• modificación genética de los queratinocitos;
de tal manera que los mismos sean suscep-
tibles de expresar leptina de forma perma-
nente

• cultivo de los queratinocitos genéticamente
modificados hasta que están confluentes

• selección de los queratinocitos modificados
genéticamente en base a un gen marcador

• sembrado de los queratinocitos selecciona-
dos sobre la dermis artificial obtenida tras
las tres primeras etapas descritas.

2. Método de obtención de una piel artificial
autóloga productora de leptina, de acuerdo con la
reivindicación 1, caracterizado porque la modi-
ficación genética de los queratinocitos, comprende
las siguientes etapas:

• primer ciclo de modificación genética que,
partiendo de colonias con un número de
células entre 8 y 16 del cultivo de quera-
tinocitos obtenido a partir de la biopsia de
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piel, comprende una centrifugación a 3.500
r.p.m. y 30◦C durante una hora en unión
de un vector retroviral portador del gen co-
dificante de la leptina humana y en presen-
cia de una solución de polibreno de concen-
tración 60 µg/ml, cambio del medio de cul-
tivo por otro exento de retrovirus, e incu-
bación durante un tiempo de 4 horas,

• segundo ciclo de modificación genética, que
comprende una incubación durante 2 horas
de los queratinocitos en unión de un vec-
tor retroviral portador del gen codificante
de la leptina humana y en presencia de una
solución de polibreno de concentración 8
µg/ml, cambio del medio de cultivo por otro
exento de retrovirus e incubación durante
un tiempo de 16 horas,

• tercer ciclo de modificación genética, que
comprende una incubación durante 4 horas
de los queratinocitos en unión de un vec-
tor retroviral portador del gen codificante
de la leptina humana y en presencia de una
solución de polibreno de concentración 8
µg/ml, cambio del medio de cultivo por otro
exento de retrovirus e incubación durante
un tiempo de 4 horas,

• cuarto ciclo de modificación genética, que
comprende una incubación durante 4 horas
de los queratinocitos en unión de un vec-
tor retroviral portador del gen codificante
de la leptina humana y en presencia de una
solución de polibreno de concentración 8
µg/ml, y cambio del medio de cultivo por
otro exento de retrovirus.

3. Piel artificial autóloga secretora de lep-
tina, caracterizada por incorporar queratinoci-
tos genéticamente modificados susceptibles de ex-
presar leptina de forma permanente.

4. Piel artificial autóloga secretora de lep-
tina, caracterizada por incorporar queratino-
citos modificados genéticamente mediante su in-
fección con un vector retroviral portador del gen
codificante de la leptina humana.
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