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PALABRAS CLAVE Resumen Las células madre son células que se caracterizan por su capacidad para autorreno-
Células madre del varse y diferenciarse hacia células de todos los linajes que constituyen su tejido de origen. El
adulto; descubrimiento de las células madre en un organismo adulto, y la descripcion de los marcadores
Células madre que han permitido aislar de forma especifica estas células, han abierto nuevas perspectivas y
epidérmicas; nuevos horizontes en la investigacion biomédica y también nuevas esperanzas en el tratamiento
Revision; de muchas enfermedades. En este articulo se revisan de forma detallada las principales caracte-
Dermatologia; risticas de las células madre que dan origen a las distintas células de la piel humana, incluyendo
Aplicaciones las células madre epidérmicas, mesenquimales y melanociticas, y sus potenciales implicacio-
terapéuticas nes y aplicaciones en las enfermedades cutaneas. La primera parte de este articulo revisa las

células madre epidérmicas, con sus principales caracteristicas y sus potenciales aplicaciones
en dermatologia.
© 2015 Elsevier Espana, S.L.U. y AEDV. Todos los derechos reservados.
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sz?:w. al stem cells; Abstract Stem cells are characterized by their ability to self-renew and differentiate into the

different cell lineages of their tissue of origin. The discovery of stem cells in adult tissues,
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together with the description of specific markers for their isolation, has opened up new lines

Dermatology; of investigation, expanding the horizons of biomedical research and raising new hope in the
Therapeutic treatment of many diseases.

applications

In this article, we review in detail the main characteristics of the stem cells that produce the

specialized cells of the skin (epidermal, mesenchymal, and melanocyte stem cells) and their
potential implications and applications in diseases affecting the skin.
Part 1 deals with the principal characteristics and potential applications of epidermal stem

cells in dermatology.

© 2015 Elsevier Espana, S.L.U. and AEDV. All rights reserved.

Las células madre se definen por 2 caracteristicas funda-
mentales: 1) su capacidad de autorrenovarse; y 2) dar lugar
a células diferenciadas de todos los linajes celulares que
constituyen su tejido de origen'. En la edad adulta se han
identificado células madre en distintos drganos, incluyendo
la piel, el intestino, el musculo, el sistema hematopoyé-
tico e incluso en el cerebro humano?. Estas células son las
responsables de mantener la homeostasis del tejido donde
se localizan y también de reparar el daio cuando este se
produce.

El descubrimiento de las células madre en un organismo
adulto y la descripcion de los marcadores que han permi-
tido aislar de forma especifica estas células han abierto
nuevas perspectivas y nuevos horizontes en la investigacion
biomédica, y también nuevas esperanzas en el tratamiento
de muchas enfermedades. En este sentido, las células
madre epidérmicas son especialmente atractivas, debido a
su numero relativamente elevado, y también por su accesi-
bilidad y relativa facilidad en su obtencion. En la primera
parte de esta revision hemos intentado sintetizar los princi-
pales hallazgos de los estudios de investigacion basica en el
campo de las células madre epidérmicas, y a continuacion
discutimos sus potenciales aplicaciones en la dermatologia
clinica.

En la capa basal de la epidermis interfolicular coexisten 2
tipos de progenitores: las células madre a6+CD34-, carac-
terizadas por su division lenta (4-6 veces al afno) y una vida
larga, y las células progenitoras de la capa basal K14+Inv+3,
también posiblemente Axin2+*, caracterizadas por su divi-
siobn mas rapida (una vez por semana) y vida mas corta,
ya que después de un nimero determinado de divisiones
estas células experimentan diferenciacion terminal hacia
los queratinocitos diferenciados, perdiendo su capacidad de
division. La tabla 1 resume las principales caracteristicas de
los marcadores.

El foliculo piloso evoluciona en 3 fases: anagena o fase
de crecimiento (que dura en promedio 3 afos), catagena o
fase de involucion (que dura varias semanas) y telégena o
fase de reposo (que dura varios meses). Las células madre

responsables de la regeneracion del foliculo piloso durante
la fase anagena se localizan en el bulge (parte inferior de
la porcion permanente del foliculo piloso) y se caracterizan
por la expresion de los marcadores CD34, Lgr5 y K15. Estas
son células multipotentes®, ya que tienen la capacidad de
diferenciarse en todas las lineas celulares que componen
la unidad pilosebacea. Durante la fase anagena las células
madre del bulge daran lugar a las llamadas células amplifi-
cadoras de transito, que se localizan en el bulbo del foliculo
piloso y que proliferan rapidamente de forma transitoria
antes de embarcarse en 7 programas de diferenciacion, que
finalmente daran lugar al foliculo piloso maduro. Cuando las
células de la matriz agotan su capacidad proliferativa, el
crecimiento del pelo se detiene y el foliculo entra en la fase
catagena®, que lleva a la degeneracion de los 2/3 inferio-
res del foliculo, mientras que la zona del bulge permanece
intacta.

En la parte inferior del foliculo piloso se encuentra el
bulbo piloso, que corresponde a la progenie comprome-
tida de las células madre del bulge, y que apoya sobre la
papila dérmica. La papila dérmica contiene fibroblastos dér-
micos especializados, fibras nerviosas y un bucle capilar, y
desempefia un papel fundamental en el desarrollo del foli-
culo piloso y en el control del ciclo del pelo en la edad
adulta’. Las células de la papila dérmica tienen la capacidad
de diferenciarse hacia linajes neuronales y mesodérmicos®”°.
En un estudio reciente, Rahmani et al. eliminaron las célu-
las madre de la papila dérmica y observaron un retraso en la
regeneracion del foliculo piloso, y una alteracion en la espe-
cificacion del tipo del pelo, sugiriendo que la papila dérmica
ejerce un papel fundamental en la restauracion del creci-
miento del pelo después del daio, de la enfermedad o en el
proceso del envejecimiento’®.

Al menos otros 3 tipos de células madre epiteliales
han sido identificadas recientemente: las localizadas en
las glandulas sebaceas, en el infundibulo y en las glandu-
las sudoriparas. Las glandulas sebaceas son mantenidas por
células madre unipotentes Lgré6+, que se originan a partir
de los progenitores Blimp1+''. Ademas, las células madre
del istmo expresan el marcador MTS234'? y, si se tras-
plantan a un raton inmunodeficiente, sorprendentemente
son capaces de dar lugar a las lineas celulares epidér-
mica, folicular y sebacea, lo que sugiere que puede tratarse
de células multipotentes'. Las células madre del infundi-
bulo se caracterizan por expresar el marcador Lrig1, son
multipotentes' y se piensa que también pueden contribuir
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Tabla 1 Resumen de las principales caracteristicas de los marcadores de las células madre epidérmicas de distintos
compartimentos
Marcador Nombre completo Células que lo expresan Patron de expresion
ab Integrina a6 CM de la epidermis Membrana
interfolicular
Axin2 Axin-like proteina ¢Progenitores de la epidermis Citoplasmatico
interfolicular?
CD34 CD34 CM del bulge Membrana
Inv Involucrina Progenitores de la epidermis Citoplasmatico
interfolicular
K5 Queratina 5 CM de la epidermis Citoplasmatico
interfolicular
K14 Queratina 14 CMy progenitores de la Citoplasmatico
epidermis interfolicular
K15 Queratina 15 CM del bulge Citoplasmatico
Lgr5 Leucine-rich repeat-containing CM del bulge Citoplasmatico
G-protein-coupled receptor 5
Lgré Leucine-rich repeat-containing CM del istmo Citoplasmatico/membrana
G-protein-coupled receptor 6
Lrig5 Leucine-rich repeats e CM del infundibulo Citoplasmatico
immunoglobulin-like domain
protein 1
MTS24 MTS24 CM del istmo Membrana

CM: células madre.

a la homeostasis de las glandulas sebaceas'. Por Gltimo, y
aunque tradicionalmente se consideraba que las glandulas
sudoriparas son quiescentes en la edad adulta, un estudio
publicado recientemente sugiere la existencia de 4 tipos

diferentes

de progenitores en el epitelio de la glandula

sudoripara'®. La figura 1 muestra una microfotografia del
foliculo piloso (fig. 1 A) y un esquema de los diferentes com-
partimientos en el epitelio de la piel y la localizacion de
las células madre, asi como un resumen de sus marcadores

(fig. 1B).
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Figura 1

Estructura del foliculo piloso y distintos tipos de células madre epidérmicas.
La figura 1 muestra (A) microfotografia del foliculo piloso (H-E, x 20) y (B) ilustracion de los distintos tipos de células madre y
células progenitoras en la epidermis, asi como sus marcadores especificos.
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La figura 2 A muestra el concepto de la division celular simétrica y asimétrica.

Durante el desarrollo embrionario (B) la mayoria de las divisiones son simétricas, y el eje de la division es paralelo a la membrana
basal, lo que asegura aumento de la superficie del embrion durante el crecimiento. Durante la estratificacion del epitelio, que se
produce en la morfogénesis y en la edad adulta (C), la mayoria de las divisiones son asimétricas. Durante la division asimétrica el
eje puede ser perpendicular a la mebrana basal (al dividirse, una célula hija al perder el contacto con las integrinas y los factores
de crecimiento que secreta la membrana basal sufre el fendmeno de diferenciacion, y la segunda célula hija al permanecer en
contacto con la membrana basal mantiene sus caracteristicas de célula madre), pero también puede ser paralelo a la membrana
basal (en este caso la diferenciacion de una de las células hijas se induce por otro mecanismo).

Tal y como veniamos comentando, las células madre tie-
nen capacidad para dar lugar a células diferenciadas, pero
también tienen que autorrenovarse para mantener un pool
constante de células madre, pudiéndose dividir de forma
simétrica o asimétrica. Asi, durante el proceso de division
asimétrica, una célula madre da lugar a una célula hija con
fenotipo original, y a otra célula hija que estara destinada
a diferenciarse. Por otro lado, en la division simétrica una
célula madre da lugar a 2 células hijas idénticas, ambas con
el fenotipo diferenciado o poco diferenciado (fig. 2 A).
Durante el desarrollo embrionario, la mayor parte de las
divisiones de las células basales son simétricas y paralelas al
eje de la membrana basal (fig. 2 B), lo que permite el creci-
miento de la superficie del embrion y mantiene el epitelio
en una sola capa. En cambio, durante la estratificacion del
epitelio, alrededor del 70% de las divisiones son asimétricas
(fig. 2C)®"7, lo que permite el desarrollo de las células supra-
basales y el establecimiento de la barrera cutanea durante
el desarrollo y la homeostasis epidérmica en la edad adulta.

Homeostasis es el proceso fisioldgico por el que el nUmero
de células en los 6rganos con capacidad de regeneracion se
mantiene constante. En la homeostasis cutanea las células
madre de cada compartimento son las responsables de reem-
plazar a las células diferenciadas que mueren en el mismo.
Sin embargo, durante el proceso evolutivo, las células madre
han adquirido la capacidad de participar en la reparacion
de los compartimentos vecinos en el caso de que las células
madre de estos estén danadas.

La forma en la que las células madre responden al dafno
varia drasticamente, dependiendo no solo del comparti-
mento en el que se localizan, sino también de la proximidad
a la herida'®. La técnica de in vivo lineage tracing nos
ofrece informacion funcional de gran valor sobre el compor-
tamiento de las células madre en la homeostasis y durante
la reparacion tisular, puesto que permite seguir en el tiempo
la evolucion de las células en su ambiente natural (fig. 3).

Durante la reparacion del dafio de la epidermis interfo-
licular se produce un reclutamiento masivo de las células
madre interfoliculares al area de la herida, pudiendo obser-
varse clones derivados de estas células migrando desde
la periferia de la herida hacia el centro, persistiendo alli
durante mucho tiempo tras la cicatrizacion®. Sin embargo,
el numero de células Inv+ (progenitores de vida corta) que
migran hacia la zona dafiada es mucho menor, los clones son
mucho mas pequenos y 35 dias después del daio la mayoria
de los mismos desaparece’®. Es decir, parece que los pro-
genitores de vida corta son los responsables de mantener la
homeostasis de la epidermis en condiciones normales, mien-
tras que las células madre, que normalmente se encuentran
en estado quiescente, se activan al producirse una agresion
(herida o administracion de un farmaco)'.

Ademas, tanto las células madre del bulge como del
infundibulo pueden migrar hacia la epidermis en respuesta a
una herida, y participar en la reparacion del daio. De forma
sorprendente, y por mecanismos todavia no bien conoci-
dos, cuando estas células migran hacia la epidermis pierden
sus marcadores especificos de foliculo piloso, y adoptan un
fenotipo mas similar al de las células madre de la epidermis
interfolicular. Sin embrago, una vez en la epidermis, no per-
sisten mucho tiempo y desaparecen poco tiempo después de
la reparacion del dafio?®?'.

Otro fendmeno de gran interés, que se observo al eliminar
mediante laser las células madre de un compartimento espe-
cifico de la epidermis, fue que los nichos vacios eran capaces
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Concepto de lineage tracing.

La figura 3 muestra un esquema de la informacion que nos permite obtener los experimentos de lineage tracing. Consiste en
introducir un gen reporter asociado al marcador de las células que nos interesa (A), obteniendo senal fluoresente en el subgrupo
de células de nuestro interés. Todas las células hijas de las células marcadas también tendran la sefal fluorescente (B), pero la
intensidad de la sefal ira disminuyendo conforme las células se van dividiendo. De esta forma, por un lado, nos permite identificar
las células que descienden de las células inicialmente marcadas, y por otro lado, valorar la velocidad de division (las células que
a lo largo del tiempo mantienen la sefal fluorescente intensa seran las células quiescentes que se dividen muy lentamente —las
células madre—), mientras que aquellas células que van perdiendo la intensidad del color son progenitores comprometidos (C).

de reclutar células diferenciadas normales de dicho compar-
timento e inducir su proliferacion y desdiferenciacion hacia
un estado similar al de las células madre??23.

La identificacion de las células que dan el origen al cancer
sigue siendo un reto en la mayoria de los tumores malignos.
Teéricamente, dichas células adquieren las primeras altera-
ciones genéticas o epigenéticas que culminan en la iniciacion
del proceso maligno?*. Parece logico pensar, que por sus
caracteristicas (la capacidad para autorrenovarse durante
un periodo de tiempo prolongado) las células madre tienen
un riesgo incrementado de acumulacion de las mutaciones
oncogénicas, y por tanto podrian ser las células en las que
se inicia el cancer?>%¢,

Utilizando ratones modificados genéticamente mediante
el sistema inducible CreER-LoxP (CreER hace referencia a
la enzima Cre-recombinasa asociada al receptor de estroge-
nos [ER], de tal modo que la administracion de tamoxifeno
induce la recombinacion de Cre, con la consiguiente activa-
cion o delecion del gen de nuestro interés) se ha demostrado
que en el caso del carcinoma basocelular la activacion de la
mutacion SmoM2 en las células madre del bulge o en las célu-
las de amplificacion de transito del foliculo piloso no inducia
la formacion del tumor. De hecho, los autores demostra-
ron que el 90% de los carcinomas basocelulares superficiales
tienen su origen en las células madre de la epidermis inter-
folicular, y el restante 10% se origina en el infundibulo?’-%8.

En el caso del carcinoma espinocelular de raton, la expre-
sion de la mutacion KRas en las células madre del bulge y en
la epidermis interfolicular, pero no en las células amplifica-
doras de transito, induce la formacion de tumores benignos,
pero para la progresion hacia carcinoma es necesaria la com-
binacion de la mutacion KRAS y la delecion de gen supresor
de tumores p53%°.

Para el tratamiento de las quemaduras cutaneas extensas
se ha utilizado con éxito la epidermis generada in vitro a
partir de las células madre epidérmicas autologas, proce-
dentes de una biopsia de la piel no dafiada del paciente.
La biopsia de piel se disocia con tripsina®' y se aislan las
células madre epidérmicas. Estas a continuacion se expan-
den sobre una base de fibroblastos irradiados, que secretan
matriz extracelular y factores de crecimiento, convirtiendo
el ambiente en particularmente adecuado para la prolife-
racion de los queratinocitos®?, que se mantienen en cultivo
hasta la formacion de epitelio estratificado que puede ser
utilizado para cubrir la herida. Sin embargo, esta técnica
tiene 2 principales inconvenientes: el primero es el tiempo
que requiere la expansion in vitro de los queratinocitos, y
la segunda es el elevado coste del procedimiento®.

Es interesante destacar que la piel obtenida por este
método no tiene anejos (foliculos pilosos ni glandulas sudo-
riparas). En una quemadura de tercer grado la desaparicion
del los foliculos pilosos se debe no solo a la destruccion de
las células madre multipotentes del foliculo, sino también
a la destruccion de la dermis (la papila dérmica). Asi, para
poder lograr la regeneracion de los foliculos pilosos se debe
trasplantar, junto con los queratinocitos, las células de la
papila dérmica**. En un estudio publicado recientemente los
autores lograron trasplantar las células humanas de la papila
dérmica en un raton nude (inmunodeficiente y sin pelo), y
describieron la regeneracion de los foliculos pilosos®. Para
conseguir un color de piel similar al original del paciente, un
grupo de investigadores suizos ha ahadido melanocitos ais-
lados de la biopsia cutanea al cultivo de los queratinocitos,
consiguiendo resultados favorables, tanto en pacientes con
fototipos claros como oscuros®.
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Como alternativa al trasplante de laminas de querati-
nocitos cultivados sobre base de fibroblastos irradiados, se
ha utilizado cultivo de queratinocitos sobre una base de
fibroblastos humanos embebidos en una matriz de plasma,
que permite restaurar tanto el compartimento epidérmico
como el dérmico®. En 24-26 dias de cultivo los autores
consiguieron una expansion 1.000 veces la zona de cul-
tivo, y trasplantaron con éxito la piel artificial obtenida
de 2 pacientes con quemaduras graves. Investigadores de
la Universidad de Granada han utilizado biomateriales de
fibrina-agarosa como base para generar sustitutos de piel
a partir de fibroblastos y queratinocitos humanos. La piel
artificial obtenida se trasplantdé en el raton nude y se
tomaron muestras para analisis histoldgico y con microsco-
pia electronica a los 10, 20, 30 y 40 dias, demostrando
que la estructura de la piel obtenida mediante ingenie-
ria tisular era muy similar a la de la piel normal del
raton®,

Dos estudios en modelo murino publicados reciente-
mente plantean una alternativa al método tradicionalmente
utilizado. Asi, la estimulacion de las células madre del
bulge del foliculo piloso en quemaduras de tercer grado
en el raton mediante alfa-defensina-5 humana derivada
del intestino acelerd la cicatrizacion de la herida y, de
forma llamativa, indujo la regeneracion del pelo®. De
forma similar, el trasplante de las células madre Lgré6+
aisladas mediante fluorescence-activated cell sorting admi-
nistradas por medio de inyecciones en el lugar de la
herida promueve la reepitelizacion, crecimiento del pelo y
angiogénesis®.

En los ultimos afos el coste de la secuenciacion génica se
ha reducido de forma significativa, y como consecuencia
se ha producido un incremento exponencial del volumen
de datos sobre el genoma humano en diferentes con-
textos y enfermedades. Estos avances de conocimiento
han generado enormes expectativas sobre sus potencia-
les aplicaciones terapéuticas en enfermedades genéticas.
Aunque la terapia génica todavia no se aplica en la prac-
tica clinica diaria de los dermatoélogos, en los Ultimos afos
se han hecho grandes y prometedores avances en este
campo.

Hasta la fecha las 2 tecnologias genéticas terapéuticas
mas poderosas son la terapia génica, que permite el rees-
tablecimiento de la funcion perdida de un gen determinado
mediante la expresion de un transgén que se incorpora en
el genoma mediante vectores viricos*', y los ARN de interfe-
rencia, que permiten suprimir la expresion del gen defectivo
mediante la inhibicion del ARN mensajero*. En los Ulti-
mos anos, ademas, se han desarrollado nuevas tecnologias
con un potencial prometedor para el futuro de la terapia
génica, basadas en el uso de las nucleasas programables,
que son capaces de editar el genoma de las células o tejidos
enfermos, resultando en la eliminacion o correccion de las
mutaciones perjudiciales o en la insercion de las mutaciones
protectoras®~,

Desde el punto de vista teorico, para el tratamiento
de las enfermedades genéticas de la piel existirian

Biopsia de piel de un
paciente con EB

i X—\/ Cultivo de las celulas madre con la mutacién

Transferencia génica de las células del
paciente con un vector virico que expresa
Colageno 7

Seleccion de las células que producen
colageno 7 (transfeccion correcta) y expasion
in vitro

Valoracién de la integridad del genoma y del
potencial oncogénico de las células obtenidas
mediante la transfeccion (en modelo murino)

Produccién de hojas epidérmicas in vitro y
de la epit is genéti
corregida al paciente con epidemolisis bullosa

Ejemplo de aplicacion de terapia génica en una
enfermedad dermatoldgica.
La figura 4 muestra un esquema del estudio llevado a cabo
por Droz-Georget Lathion et al. en epidermolisis bullosa, como
ejemplo de la eficacia y seguridad de la terapia génica en una
enfermedad dermatoldgica.

2 posibilidades (fig. 4). La terapia ex-vivo consistiria en
extraer las células madre epidérmicas con alteracion gené-
tica (como por ejemplo el déficit de la laminina 5% o del
colageno 7“8 en el caso de los pacientes con la epidermo-
lisis bullosa) de la biopsia cutanea, corregir la mutacion
in vitro mediante transferencia génica, seleccionar las célu-
las en las que la transferencia se ha realizado con éxito y el
defecto se ha corregido, y volver a trasplantar los quera-
tinocitos en la piel del paciente. En un estudio publicado
recientemente, antes de volver a trasplantar las células
madre epidérmicas corregidas a los pacientes con epidermo-
lisis bullosa, los autores evaluaron la integridad del genoma
y también el potencial oncogénico de dichas las células,
demostrando que se trata de un procedimiento seguro (al
tratarse de una transfeccion mediante vectores virales, una
de las mayores preocupaciones e inconvenientes es la posi-
ble mutagénesis)***°. La terapia in vivo consistiria en hacer
llegar los vectores viricos o nucleasas programables direc-
tamente a las células afectadas en su entorno natural,
mediante inyeccion intravenosa del farmaco o en el mismo
organo. Este abordaje presenta varias dificultades técnicas
y de seguridad, que no vamos a discutir en esta revision,
pero que han impedido su utilizacion en los pacientes con
enfermedades dermatologicas con alteraciones genéticas.
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Las caracteristicas de las células madre de autorrenovarse y
para dar origen a diferentes tipos celulares, junto con el des-
arrollo asombroso de la bioingenieria, plantean un horizonte
de posibilidades apasionante. Las células madre epidérmicas
tienen un atractivo especial, por su nUmero relativamente
elevado, proporcional a la superficie corporal, y su accesibi-
lidad. Aunque de momento se trate de técnicas complejas y
con un coste elevado, es probable que en los proximos anos
los conocimientos sobre la biologia de las células madre,
asi como la seguridad de las técnicas utilizadas, se incre-
menten, permitiendo que su aplicacion se generalice en
medicina, y en dermatologia en particular.
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