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DESCRIPCION

Procedimiento para el aislamiento de células madre mesenquimaticas del foliculo piloso.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para el aislamiento de células madre mesenquimaticas del
foliculo piloso.

Dejando de lado la mucosa, las palmas de las manos y las plantas de los pies, se encuentran foliculos pilosos en todo
el integumento del ser humano, que representan una unidad funcional compleja autocontenida, un 6rgano en miniatu-
ra. Se diferencian de modo topografico-anatémico cuatro porciones: a) infundibulo: seccién entre el ostio del foliculo
piloso y la desembocadura de las gldndulas sebéceas en el canal piloso; b) istmo: seccion entre la desembocadura de
las glandulas sebaceas y el punto de insercién del musculo erector del pelo; ¢) infrainfundibulo (parte suprabulbar)
seccion entre el punto de insercidon del musculo erector del pelo hasta el bulbo y d) bulbo piloso incluyendo las pa-
pilas. Se estima que una cabeza con pelo alberga aproximadamente 100.000 foliculos pilosos que se distribuyen por
el cuero cabelludo en grupos de 3-5 foliculos pilosos, las denominadas unidades foliculares. Estas unidades folicu-
lares estan rodeadas por una trama de fibras de coldgeno finas y estdn separadas entre si por fibras de coldgeno mas
anchas.

El bulbo piloso en forma de cebolla forma el extremo proximal del foliculo piloso en crecimiento y, en los cabellos
terminales, llega hasta el tejido graso subcutdneo (Figura 2a. recuadro). Las células de matriz pilosa situadas en el
bulbo piloso se diferencian y forman asi el tallo. Las células de la matriz son las denominadas “células amplificadoras
transitorias”, es decir, una poblacién de células que mueren después de una fase de crecimiento proliferativo elevado.
En el bulbo piloso proximal la papila pilosa dérmica (Fig. 2b y c), que estd alimentada por una fina trama de nervios
y vasos, se curva hacia dentro como una cebolla. La papila pilosa dérmica se diferencia de la dermis a ese respecto en
que estd embebida en una matriz extracelular que es igual en su composicién a una membrana basal. Durante la fase
de crecimiento del foliculo piloso (denominada anagenia) pueden por tanto entrar en contacto directo los fibroblastos
individuales de las papilas pilosas dérmicas mediante extensiones celulares con queratinocitos de matriz. En la cabeza
de la papila dérmica se asientan melanocitos que, dependiendo del ciclo capilar, presentan actividad de melanogénesis
desde el estado de anagenia I'V hasta el inicio de la catagenia (fase de regresion). Mediante las células papilares pilosas
especializadas, se regula la actividad de los queratinocitos de matriz mediante sefiales morfogénicas y mitogénicas. Si
aparecen disfunciones en este segmento capilar, termina la fase de crecimiento (anagenia) y el foliculo entra en la fase
de regresion, la catagenia. Asi, se observa claramente que los procesos que destruyen los queratinocitos de matriz y
la regién protuberante suprayacente (zona protuberante) conducen a una pérdida capilar irreversible, mientras que los
agentes nocivos que afectan Gnicamente a la funcién de las células papilares, determinan el tamafio de las papilas y
el grosor de los tallos pilosos para formar. Por tanto, las papilas pilosas mayores se encuentran en pelos de la barba y
cada vez mds pequefias en el caso de una alopecia androgénica.

La vaina radicular capilar de tejido conjuntivo (DS= vaina dérmica en inglés), el denominado foliculo piloso, esta
compuesta por dos capas de fibras de coldgeno, en las que la interna estd dispuesta circularmente alrededor del tallo
piloso. La parte externa mas gruesa de la vaina radicular mesenquimatica contiene fibras eldsticas y de coldgeno que
discurren paralelas al tallo piloso. Adicionalmente, se encuentran como sefial de la funcién tactil del pelo tramas
circulares de fibras nerviosas que penetran hasta la membrana cristalina. Las vainas de raiz capilar mesenquimaticas
se contindan en el extremo proximal en los denominados acolchamientos papilares.

El tallo piloso estd rodeado por vainas radiculares epiteliales encajadas telescépicamente en forma de envoltura.
A la altura de la formacién y pigmentacién del tallo piloso intrafolicular pueden delimitarse facilmente, en seccién
transversal, una vaina radicular interna (VRI) y una vaina radicular externa (VRE). La VRI se forma a partir de la capa
de Henle externa mayoritariamente doble, la capa de Huxley media multicapa, asi como la cuticula. Las tres capas
se generan a partir de las células de matriz situadas en el borde exterior del bulbo. Mientras que la vaina radicular
externa se continda directamente en la capa de células basales de la epidermis, la VRI termina aproximadamente a la
altura del infundibulo. Por tanto, la zona distal de paso al recubrimiento epidérmico del ostio folicular piloso presenta
un cornificacién epidérmica. Directamente por debajo de la desembocadura de las gldndulas sebaceas, la VRE limita
con la VRI. Un lugar importante de la VRE es el punto de insercién del musculo erector del pelo, la denominada
protuberancia. En esta region, asi como en posicién proximal a ella, se supone el sitio de las células madre epiteliales
del foliculo piloso. Mediante un corte horizontal a la altura del istmo, se reconocen los cabellos terminales por su tallo
piloso mds grueso en comparacion con la VRI y las vellosidades por sus tallos pilosos finos que son mds finos que la
VRI.

El foliculo piloso estd compuesto por dos tipos de células primarias. Un tipo de células se incorpora al inicio de la
morfogénesis del foliculo piloso a partir del ectodermo embrionario/epidermis, y el otro a partir de la porcién meso-
dérmica. Aunque las células madre epiteliales del foliculo piloso se encuentran significativamente dentro de la regién
denominada “protuberante” (insercién del musculo del foliculo piloso) del foliculo piloso, era la doctrina aceptada
que las células madre mesenquimaticas residian en la papila dérmica. A este respecto, investigaciones anteriores han
mostrado que pueden implantarse papilas dérmicas preparadas en segmentos de piel sin pelo y que esto induce la for-
macién de nuevos foliculos pilosos (Oliver 1970, Jahoda et al. 1984, Reynolds et al. 1999). Asi, el lugar de extraccién
de las células papilares determina el tipo de cabellos formados (por ejemplo, papilas de pelo de bigote forman de
nuevo pelos de bigote en una oreja de ratén). Pueden ponerse también papilas dérmicas (DP en inglés) en los medios
de cultivo para elevar el recuento celular. Estas células de DP cultivadas pueden implantarse en zonas de piel sin pelo
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(por ejemplo, las palmas de las manos) y son capaces incluso aqui de inducir la formacién de nuevos foliculos pilosos
(Messenger 1984). Las células de DP son ciertamente capaces de inducir cabellos, pero no repueblan la regién de DSC
o DS. DSC significa “copa de vaina dérmica” y reproduce la situacion de las células. Ademads, los cabellos formados
mediante las células de DP tienen sélo una corta vida ttil.

En el documento WO 99/03505, se muestra que estdn presentes células madre mesenquimaéticas en el bulbo piloso.
El documento WO 99/03505 no ensefia sin embargo que las células madre mesenquimaticas del bulbo piloso presenten
una actividad de fosfatasa alcalina.

La pérdida de cabello es por una parte una etapa del proceso de envejecimiento (alopecia senil), el resultado de
mecanismos patoldgicos activos como en alopecia androgénica, alopecia areata y alopecias cicatrizante/traumadtica, o
la consecuencia de una quimioterapia. La pérdida de cabello se contempla en general en la sociedad bajo una 6ptica
negativa. La gran demanda de terapias para evitar la pérdida de cabello o para reemplazar cabellos ha conducido
al desarrollo de una pluralidad de distintos medicamentos, productos y técnicas. En la investigacion bioldgica del
cabello, se ha identificado a las papilas dérmicas dentro de la unidad del foliculo piloso como una estructura clave que
determina el desarrollo y diferenciacion del foliculo piloso en la embriogénesis y que controla tanto el crecimiento
de las fibras pilosas como el ciclo del foliculo piloso. En muchas enfermedades de pérdida de cabello, incluyendo la
alopecia mds conocida, la androgénica, afectan a la papila dérmica factores externos que conducen a que la papila
dérmica no pueda mantener erguida la unidad del foliculo piloso. Parece ser atribuible en parte a una reduccién del
tamaiio y a la pérdida de células de la papila dérmica. El tamaiio reducido de la papila dérmica estd en relacion directa
con el tamafo reducido de los foliculos pilosos.

Pueden definirse de manera simplificada las enfermedades del cabello como de “demasiado pelo” (hipertrico-
sis/hirsutismo) o de “poco pelo” (todas las formas de alopecia como alopecia areata, alopecia androgénica, pseudope-
lada de Brocq, alopecias por liquen planopilaris, lupus eritematoso, hipotricosis hereditaria y atriquias (atriquia papular
entre otras), pérdida difusa del cabello en el marco de una enfermedad metabdlica como, por ejemplo, una disfuncién
de la glandula tiroidea, alopecias después de quemadura o traumas, alopecias después de quimioterapia y otras). Para
estas distintas alopecias, estdn a disposicion Unicamente para la alopecia androgénica dos principios activos admitidos
(finasterida, minoxidilo). Ningtin principio activo afecta a las células madre y ningtn principio activo puede garanti-
zar un crecimiento de cabello cosméticamente aceptable en todos los casos. El tratamiento de hipertricosis se realiza
esencialmente de forma fisica, es decir, destruccién del foliculo piloso mediante terapia de laser. También aquf seria
efectiva la inhibicion de la funcién de células madre.

Existe por tanto una necesidad justificada de agentes para tratar un crecimiento insuficiente del cabello.
Se consigue el objetivo de la presente invencién mediante el objeto descrito en las reivindicaciones.
Las siguientes figuras ilustran la invencién.

La Figura 1 es una representacién esquemaética de un foliculo piloso terminal.

La Figura 2A muestra en corte histolégico un cabello anagénico. El recuadro reproduce la seccién representada en
las Figuras 2B y C. DSC significa “copa de la vaina dérmica” y reproduce la posicién de las células. Las células de
DSC se definen claramente de modo anatémico-topografico por su posicion en el foliculo piloso y se encuentran en el
polo inferior del bulbo piloso en una posicién acetabular que rodea al bulbo piloso. DP significa “papila dérmica”. DS
significa “vaina dérmica”.

Las Figuras 3 (a) a (i) ilustran las etapas individuales de un esquema de diseccién para la obtencidn de células ace-
tabulares pilosas (DSC). Se preparan cabellos anagénicos intactos (a) bajo el estereomicroscopio. La vista aumentada
en (b) muestra el nivel de diseccién: se realiza un corte transversal del cabello en el polo superior de la zona pigmen-
tada; el bulbo piloso dispuesto de forma acetabulaer (DSC) puede retirarse con la papila pilosa dérmica (c). Se evierte
este trozo de tejido (d) y se separa la papila dérmica (e) del bulbo piloso (f); permanecen las porciones epiteliales (h)
del foliculo piloso y la cubierta de tejido conjuntivo (i) = vaina dérmica =DS.

Las Figuras 4 (a) a (c) muestran en una representacion el resultado de un implante de células de DSC en la oreja
de un ratén. Se multiplicaron tejidos de DSC aislados en el cultivo celular y se implantaron células en una oreja de
ratén inicialmentre sin pelo. Después del implante de células de DSC de pelo de bigote en la oreja derecha, crecieron
pelos de bigote en esta oreja de raton. La oreja izquierda no tratada no mostrd crecimiento capilar de pelos de bigote.
Las Fig. 4b y 4c muestran los respectivos aumentos.

Las Figuras 5 (a) a (f) muestran en histogramas la actividad de fosfatasa alcalina. Esas figuras muestran la alta
expresion de la fosfatasa alcalina en la papila pilosa dérmica, mientras que las células de DSC presentan s6lo una baja
expresion. La expresion termina bruscamente en la transiciéon de DSC a DS (Fig. 3by c, Fig. 5a-c). In vitro, las células
cultivadas de DP (Fig. 5f) y DSC (Fig. 5¢) muestran un patrén de crecimiento idéntico que tiende a la formacion de las
denominadas seudopapilas. Las células de DS tienden a un patrén de crecimiento con células muy alargadas, en una
disposicién en forma de haces musculares de los peces (Fig. 5d). Las células de DP (Fig. 5f) muestran una actividad
de fosfatasa alcalina alta, las de DSC (Fig. 5e) baja y las de DS (Fig. 5d) nula.
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La Figura 6 muestra papilas pilosas dérmicas inducidas y repobladas después del implante de células de DSC. Se
cultivaron como se ha descrito células de DSC fluorescentes de ratones TgN-GFPX y se implantaron en orejas de
ratones SCID. Después de 6 meses, se mostr6 claramente un nuevo crecimiento capilar (Fig. 4). En microscopio laser
confocal, se encontraron después del implante células fluorescentes tanto en las papilas pilosas dérmicas como en la
region de DSC y en parte en la vaina dérmica (a, b). Aunque todas las células de las papilas recién formadas presentan
en parte fluorescencia, se muestran otras células fluorescentes individualizadas (c, d) como sefial de que las células de
DSC pueden repoblar una papila preexistente para formar asi un cabello mas grueso.

La Figura 7 muestra el resultado de una transferencia Western para proteina MSP: Se separaron por cromatografia
(PAGE-SDS: 12% de poliacrilamida) extractos de proteina MSP de células cultivadas de papila dérmica pilosa (citosol
= carril 1, unida a membrana = carril 4); células acetabulares dérmicas (citosol = carril 2, unida a membrana = carril
5) y fibroblastos foliculares (citosol = carril 3, unido a membrana = carril 6) y se transfirieron a una membrana de
nailon (Hybond ECL, Amersham Biosciences GmbH, Friburgo, Alemania). Se bloquearon las membranas con leche
desnatada en polvo al 5% y se lavaron con Tween 20 al 0,5% (Sigma-Aldrich GmbH, Munich, Alemania) en PBS. Se
empled un anticuerpo policlonal de cabra anti-MSP humana contra MSP (HGFL (N-19), sc-6088, Santa Cruz) en un
sistema de deteccién por ECL (Amersham) segtn los datos del fabricante. Se reconoce claramente una banda fuerte a
56 kDa, particularmente en las células de papilas dérmica.

Las células madre mesenquimadticas adultas del foliculo piloso (DSC) tienen la propiedad de formar un foliculo
piloso completamente nuevo, migrar a una papila pilosa existente, formar una parte de la cubierta de tejido conjuntivo
y tener menor actividad de fosfatasa alcalina que las células de papila dérmica. Preferiblemente, las células de DSC
proceden de un mamifero, particularmente de un ratén, rata, conejo, conejillo de Indias, cabra, cerdo, vaca o ser
humano. Las células de DSC son capaces o poseen la propiedad, a diferencia de las células de la cubierta de tejido
conjuntivo folicular (DS) y de papila dérmica (DP), de formar un foliculo piloso completamente nuevo o de migrar
a una papila pilosa existente para producir asi un cabello mayor o més grueso. Ademds, estas células son capaces o
poseen la propiedad de formar una parte de la cubierta de tejido conjuntivo dérmico. Estas dos caracteristicas no se
dan en células de DS ni en células de DP. Las células madre mesenquimadticas adultas del foliculo piloso, citadas en
adelante también como células madre de DSC o células de DSC, se encuentran en una disposicion de forma acetabular
alrededor del polo inferior del bulbo piloso, y se citan por tanto como células acetabulares del bulbo piloso (en inglés
“copa de la vaina dérmica” = DSC). El término “adulto” aqui usado en relacién con células madre mesenquiméticas
significa que en el caso de las células madre mesenquimaticas no se trata de células madre embrionarias, sino de
células madre mesenquimadticas aisladas de organismos adultos.

Las células de DSC pueden caracterizarse bioquimicamente. Para ello, se aprovechd su expresién de fosfatasa
alcalina. En contraposicién con las células de DP, las células de DSC muestran s6lo una baja actividad de fosfatasa
alcalina. Las células de DP se caracterizan por que en el marco del ciclo capilar completo muestran una pronunciada
actividad de fosfatasa alcalina. La actividad de la fosfatasa alcalina en las células de DSC es significativamente menos
pronunciada. Las células de DS no muestran actividad de fosfatasa alcalina. En el marco de la invencién, una baja
actividad de fosfatasa alcalina significa que la actividad de las células de DSC frente a las células de DP es hasta
aproximadamente un 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% 6 50% menor. Ademads, una baja actividad de
fosfatasa alcalina significa que la actividad de las células de DSC es al menos aproximadamente un 10% menor,
preferiblemente al menos aproximadamente un 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% 6 50% menor que la actividad
pronunciada de la fosfatasa alcalina en DP.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para el aislamiento de células madre mesenquimaticas del
foliculo piloso que comprende las siguientes etapas:

a) preparacion de cabellos vitales;

b) escision del cabello preparado en la etapa a);

¢) aislamiento del bulbo piloso unido de forma acetabular junto con la papila pilosa dérmica;
d) separacion de la papila pilosa dérmica del bulbo piloso;

e) cultivo del bulbo piloso obtenido en la etapa d);

f) agrupamiento de las células confluentes.

Preferiblemente, los foliculos pilosos proceden de un mamifero, particularmente de un ratén, rata, conejo, conejillo
de Indias, cabra, cerdo, vaca o ser humano. La presente invencion se refiere ademds a células madre mesenquimaticas
del foliculo piloso, que pueden obtenerse segtin el procedimiento segin la invencion.

Las células de DSC pueden aislarse con ayuda del siguiente procedimiento. Se separa en primer lugar mediante
microdiseccién un foliculo piloso en sus porciones del modo siguiente. Se preparan cabellos vitales, por ejemplo
cabellos anagénicos intactos, bajo un microscopio de diseccion. En cabellos pigmentados, se hace un corte transversal
del cabello en el polo superior de la zona pigmentada (Fig. 3b, flechas) y se retira el bulbo piloso unido de forma

acetabular (DSC) junto con la papila pilosa dérmica (DP) (Fig. 3c). Se evierte este trozo de tejido (Fig. 3d) y se
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separa la papila pilosa dérmica (Fig. 3e) del bulbo piloso (Fig. 3f). Este procedimiento puede aplicarse no sélo para
la preparacion de células madre mesenquimadticas del foliculo piloso, sino también para la preparaciéon de células
madre mesenquimaticas de células de ufias y sistema dental. El procedimiento puede aplicarse a todos los organismos
eucaridticos, por ejemplo a mamiferos, particularmente a seres humanos.

El bulbo piloso obtenido se multiplica en el cultivo celular en condiciones estdndar. Por ejemplo, puede cultivarse
del modo siguiente. Como medio se usa el medio basal AmnioMax C 100 (Gibco) y el suplemento AmnioMax C100.
En este medio, se cultivan en condiciones estériles los DSC en primer lugar en placas de cultivo de 24 pocillos (Falcon,
Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) en condiciones estandar (37°C, 5% de CO,, 500 ul de medio). Al cabo de pocos dias,
crecen espontaneamente células y, después de alcanzar un cultivo confluente, se desprenden con 200 ul/pocillo de
tripsina-EDTA (detencion de la tripsinacién con 260 ul de medio Amniomax/pocillo después del desprendimiento de
todas las células) y se transfieren a matraces de cultivo de 25 ml (Greiner, Frickenhausen). Para ello, se combinan las
células, se centrifugan durante 10 minutos a 1.000 rpm, se desecha el sobrenadante y se recoge en 5 ml de Amniomax.
Se cambia el medio cada 3 dias. Como confirmacién de que las células obtenidas son las células madre mesenqui-
madticas segln la invencidn, puede llevarse a cabo una deteccion de fosfatasa alcalina. Para ello, pueden cultivarse
las células en cubreobjetos de vidrio estériles, fijarse con acetona y analizarse como se describe en los ejemplos. El
tiempo de incubacién de la deteccién in vitro correspondiente a los ejemplos descritos es en condiciones estdndar de
aproximadamente 30 minutos hasta aproximadamente 1,5 horas, preferiblemente aproximadamente 1 hora.

Con el mismo procedimiento, pueden aislarse y multiplicarse tanto las células madre mesenquimadticas de ufias
como del sistema dental.

Las células de DSC pueden propagarse mediante cultivo celular y los cultivos celulares pueden cultivarse durante
varios pases. Las células de DSC muestran propiedades tanto morfoldgicas como bioquimicas que pueden diferenciar-
se claramente entre si. Los fibroblastos de la cubierta de tejido conjuntivo dérmico (DS) muestran morfolégicamente
un patrén de crecimiento tipico que recuerda a un patrén similar a haces musculares de los peces. Las células de DSC
crecen mas compactas, no forman estas estructuras similares a haces musculares de los peces y muestran una tendencia
a la formacion de las denominadas seudopapilas, es decir, en las placas de cultivo celular forman colonias celulares
pequeilas que recuerdan morfolégicamente a una papila pilosa dérmica. Como ya se ha mencionado anteriormente,
los fibroblastos de cubierta de tejido conjuntivo folicular (DS) no expresan fosfatasa alcalina, las células de DSC sélo
una actividad muy baja, mientras que las células de DP in vitro e in vivo presentan en cambio una actividad alta de la
fosfatasa alcalina.

Las células de tejido conjuntivo en el polo inferior de la vaina de tejido conjuntivo, las denominadas células de
bulbo piloso= DSC, pueden regenerar todas las estructuras relevantes de la unidad de foliculo piloso generadas por la
dermis. Mediante esta propiedad, posibilitan la formacién de nuevo crecimiento de cabello, o mediante la repoblacién
de una papila pilosa pequefia, la formacion de un cabello més grueso. La vida util del cabello recién formado no esta
asf limitada en el tiempo, sino que puede ser en principio de por vida. Dicha capacidad regenerativa de por vida no
se ha descrito en cambio después del implante de células de DP. Todos los ensayos con células de DP son sélo de
naturaleza temporal, mientras que, mediante el implante de células madre genuinas de células de DSC, se aporta una
posibilidad de proliferacién de por vida a la piel.

Las células madre mesenquiméticas del foliculo piloso referidas pueden usarse como agente para terapia y profila-
xis, asf como para tratamientos cosméticos. Las células madre de DSC pueden usarse para la preparacion de un agente
para la terapia o la profilaxis de alopecia o para terapia génica.

Las células obtenibles con el procedimiento segin la invencién pueden usarse para el tratamiento de una alopecia,
particularmente alopecia areata, alopecia androgénica, pseudopelada de Brocq, alopecia por liquen planopilaris, lupus
eritematoso, hipotricosis hereditaria y atriquias, pérdida difusa del cabello en el marco de una enfermedad metabdlica,
alopecia después de quemadura o traumas o alopecia después de quimioterapia, asi como para terapia génica. La
administracién puede realizarse, por ejemplo, mediante inyeccion de las células en solucién (por ejemplo, solucién
fisiologica de sal comtn) o implante, es decir, embebidas en una matriz (por ejemplo coldgeno) o empaquetadas
en liposomas. Si no es suficiente una sola inyeccién o implante, son posibles tratamientos posteriores. Si se prefieren
determinados modos de administracion para zonas de la piel individuales, pueden administrarse correspondientemente
las células de DSC.

Las correspondientes células madre mesenquimaticas de uflas y sistema dental poseen propiedades correspon-
dientes (Chuong et al., 2001, Thesleff, 2000). Una causa de ello podria consistir en que tienen origenes ontogénicos
comunes, y puesto que durante la embriogénesis se repiten todas las estructuras morfoldgicas esenciales comunes,
se reproduce la posicion de las células madre mesenquimaticas del foliculo piloso también en ufas y dientes. Por
tanto, también los dientes se pueden regenerar con células cultivadas del sistema dental peribulbar. Mediante el apro-
vechamiento de las propiedades morfogénicas, puede inducirse andlogamente al cabello una ufia o diente nuevo o més
grueso.

Con la capacidad de las células de DSC de producir nuevos foliculos pilosos, o de sustituir los foliculos pilosos dér-
micos ya presentes en la piel, es por tanto posible tratar todas las formas de pérdida de cabello y miniaturizacién pilosa.
A esto se afiaden la prolongada capacidad de supervivencia de las células de DSC y su capacidad de poder implantarse
sin mds y permanecer asi totalmente funcionales. Las células de DSC del foliculo piloso, ufias o el sistema dental
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pueden encontrar igualmente uso en la terapia génica, en la que es necesaria la produccién de sustancias secretoras.
Estas células podrian modificarse genéticamente de modo que fueran capaces, por ejemplo después de transfeccion de
las células, de secretar el producto deseado. A través de la piel, el producto podria distribuirse sistémicamente por la
sangre. Como ejemplo, se cita aqui la transfeccion de células de DSC con un gen de insulina. Después del implante
de estas células ahora productoras de insulina, seria posible el tratamiento de diabetes sacarina. Son conocidos mu-
chos otros ejemplos de falta de un producto de secrecion (hormonas, proteinas, citocinas, quimiocinas, factores de
crecimiento, mediadores lipidicos).

Microdiseccion: mediante microdiseccidon se separaron primero las partes de un foliculo piloso de pelo de bigote
de un ratén. Como resulta evidente por la Figura 3a, se prepararon en primer lugar cabellos anagénicos intactos bajo
un microscopio de diseccion. En cabellos pigmentados, se hizo un corte transversal del cabello en el polo superior
de la zona pigmentada (Fig. 3b, flechas) y se retiré el bulbo piloso unido de forma acetabular (DSC) junto con la
papila pilosa dérmica (Fig. 3c). Se evirti6 este trozo de tejido (Fig. 3d) y se separ6 la papila pilosa dérmica (Fig. 3e)
del bulbo piloso (Fig. 3f). Después de la diseccion, permanecieron la vaina radical epitelial (Fig. 3h) y la cubierta de
tejido conjuntivo (Fig. 3i).

Cultivo celular: Se multiplicé después el bulbo piloso diseccionado en el cultivo celular. Como medio se uso
medio basal AmnioMax C 100 (Gibco) AmnioMax C 100 (Gibco) y suplemento AmnioMax C100. En este medio,
se cultivaron en condiciones estériles los DSC en primer lugar en placas de cultivo de 24 pocillos (Falcon, Franklin
Lakes, NJ, EE.UU.) en condiciones estandar (37°C, 5% de CO,, 500 ul de medio). Al cabo de pocos dias, crecieron
espontaneamente células y, después de alcanzar un cultivo confluente, se desprendieron con 200 ul/pocillo de tripsina-
EDTA (detencién de la tripsinacién con 260 ul de medio Amniomax/pocillo después del desprendimiento de las
células) y se transfirieron a matraces de cultivo de 25 ml (Greiner, Frickenhausen). Para ello, se combinaron las células,
se centrifugaron durante 10 minutos a 1.000 rpm, se desechd el sobrenadante y se recogié en 5 ml de Amniomax. Se
cambid el medio cada 3 dias. Como medio se usé medio basal AmnioMax C 100 (Gibco) y suplemento AmnioMax
C100. En este medio, se cultivaron en condiciones estériles los DSC en primer lugar en placas de cultivo de 24 pocillos
(Falcon, Franklin Lakes, EE.UU.). Al cabo de pocos dias, crecieron espontdneamente células, se multiplicaron y
pudieron subcultivarse con procedimientos estdndar en matraces de cultivo de 25 ml (Greiner, Frickenhausen).

Deteccion de fosfatasa alcalina: Para anélisis in vivo, se liofilizaron tejidos, se embebieron en reactivo OCT (Tissue
tec, Sakura, Zoeterwounde, Holanda) y se prepararon cortes congelados de 6 ym de grosor. Se detect6 la fosfatasa
alcalina con solucién de sustrato de fosfatasa alcalina “fast red TR” (compaiifa Pierce, Rockford, IL, EE.UU.: 10 mg
de “fast red TR” como se suministra, 10 ml de tamp6n de sustrato, 1,5 ml de concentrado de fosfato Naphthol AS-MX
como se suministra) pH 8,1 segtin los datos del fabricante. Se desarrollé durante 30 minutos en ausencia de levamisol.
Para la deteccion de la fosfatasa alcalina in vitro, se cultivaron las células en cubreobjetos de vidrio estériles, se fijaron
con acetona y se uso el reactivo para la medida de la fosfatasa alcalina como se ha descrito. El tiempo de incubacién
ascendié a 1 hora.

Induccion del crecimiento capilar: Después de pocos pases celulares, las células eran todavia capaces de inducir un
nuevo cabello. Después de una pequefa herida (rasgufio), se inyectaron en una oreja de ratén 3-5 x 10° células en 0,1
ml de PBS en la dermis con una cénula de calibre 16 aproximadamente a 2 mm de la herida. Para estos experimentos,
se anestesio el animal con 1,66 ml de clorhidrato de xilazina (Rompun, Bayer Vital Leverkusen, Alemania) en 10 ml
de clorhidrato de ketamina (Hexal, Holzkirchen, Alemania). Después, se observéd en el transcurso de varias semanas
si se mostraba nuevo crecimiento capilar. Después de 2 meses, se observé crecimiento capilar después del implante de
DP y DSC, pero no después del implante de células de DS. El crecimiento capilar continué durante el intervalo de 6
meses, lo que indica que estas observaciones clinicas no son un fenémeno temporal. Ademas, pudo observase que los
cabellos ya presentes se volvian mds gruesos después del implante (Fig. 6).

Microscopia ldser confocal: Ademds de la propiedad biolégica de induccién del crecimiento capilar por células
de DSC, se observé la migracion de las distintas células después del implante. Para ello, se prepararon tejidos de
las tres zonas capilares morfolégicas descritas (DP, DS, DSC) de ratones (STOCK TgN(GFPX)4Nagy). Se eligieron
estos ratones ya que todas las células nucleadas de estos ratones portan proteina fluorescente verde. Se cultivaron
a partir de estos tejidos células y se sometieron a pases durante un intervalo de 6 semanas. Se inyectaron los tres
distintos tipos de células en la oreja de ratones inmunoincompetentes CbySmm.CB17-Pi-kdc**¢/J. Adicionalmente,
se inyectaron células de ratones GFP STOCK TgN(GFPX)4Nagy, C3H/HeJ no fluorescentes y ratas PVG/OlaHsd
de igual modo. Se observé si se mostraba nuevo crecimiento capilar o un engrosamiento de cabellos ya existentes.
Después de 2-6 meses, se sacrificaron los animales y se embebieron las orejas. Para ello, se fijaron los tejidos en
paraformaldehido al 4% (Sigma, Deisenhofen) en PBS™~ durante 2 horas, después se aclararon varias veces con
PBS™/~. Se embebid el tejido en “Tissue Tek” a temperatura ambiente y se dispuso durante 24 horas en la oscuridad a
+4°C. A continuacion, se liofilizaron lentamente a -70°C los tejidos en una caja de Styropor acolchada con celulosa (la
denominada “técnica de congelacion lenta”). Se calent6 el bloque de tejido al inicio durante 30 minutos a -20°C. Se
prepararon entonces en criostatos cortes de entre 20 y 40 um, que se montaron en portaobjetos pretratados con poli-L-
lisina al 1% (Sigma, Deisenhofen, Alemania). Se realizé el secado a temperatura ambiente. Después, se aclararon los
cortes 1 x con PBS™~, antes de recubrir los cortes con PBS™~ 0 medio de recubrimiento que contiene agua, por ejemplo
glicerol. Se grabaron los tejidos con un microscopio laser de la compafiia Zeiss (Gotinga, Alemania), de tipo LSM 410,
a longitudes de onda de 488 nm de excitacién y 500-520 nm de emisidn, eje Z, a intervalos de 2 ym con laser de argén-
criptén.
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Acto seguido, se prepararon cortes en serie (20-40 um) y se analizé en microscopio laser confocal la presencia de
células que expresaran GFP (= proteina fluorescente verde). Con estos ensayos, pudieron confirmarse investigaciones
previas de que era posible un nuevo crecimiento capilar mediante el implante de células de DP y que sélo las células
implantadas forman el nuevo cabello, mientras que las células DS implantadas no conducian a la formacién de cabello,
aunque mediante microscopio confocal eran visibles de forma difusa en la dermis en forma de una poblacién de células
que expresaban GFP. Las células de DP implantadas conducian s6lo a la formacidn de una nueva papila pilosa dérmica,
pero no a la formacion de una cubierta de tejido conjuntivo folicular. Las células de DSC en cambio formaban tanto
una nueva papila pilosa dérmica como parte de la cubierta de tejido conjuntivo folicular. Debido a que las células de
bulbo piloso pueden regenerar todas las estructuras capilares dérmicas, mientras que las células de las papilas dérmicas
capilares ya no pueden, se deduce que las DSC son algo mds indiferenciadas y mds pluripotentes que las células de la
papila dérmica capilar. Por tanto, las células de DSC son células madre mesenquimadticas adultas del foliculo piloso.
En la Fig. 4, se ilustra la propiedad inductiva de las células de DSC. En resumen, ha podido observarse como resultado
que las DSC son las células madre putativas a partir de las que se forman las papilas dérmicas y las vainas de tejido
conectivo folicular.

Ha podido mostrarse que, después del implante de DSC, se forma nuevo cabello y que las células de DSC im-
plantadas forman tanto una nueva papila dérmica como una nueva cubierta de tejido conectivo. Esto era visible con
microscopio confocal mediante fluorescencia verde tanto en la zona acetabular capilar como en la papila dérmica y la
cubierta de tejido conjuntivo. A partir de los andlisis, que se hicieron 6 meses después de la inyeccion de las células,
resulté que las células que expresaban GFP en las estructuras de foliculo piloso relevantes seguian estando presentes.
Las células inyectadas tienen un ciclo celular muy lento tipico de células madre y presentan capacidad regenerativa. No
hubo agrupamiento de células dérmicas que no expresaran GFP por parte del hospedador. Ademas, no pudieron obser-
varse células fluorescentes verdes individuales en cabellos preexistentes, sefial de que las células de DSC implantadas
colonizan las papilas dérmicas capilares existentes y conducen asi a un cabello mas grueso.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el aislamiento de células madre mesenquimadticas del foliculo piloso, que comprende las
siguientes etapas:

a) escision de un cabello previamente preparado;
b) aislamiento del bulbo piloso unido de forma acetabular junto con la papila pilosa dérmica;
¢) separacién de la papila pilosa dérmica y del bulbo piloso;

d) cultivo del bulbo piloso obtenido en la etapa c) para producir células madre mesenquimaticas, presentando
las células madre mesenquimaticas una actividad de fosfatasa alcalina;

e) agrupamiento de las células confluentes.
2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, en el que el foliculo piloso procede de un mamifero.

3. Procedimiento segin la reivindicacién 2, en el que el mamifero es un ratén, rata, conejo, conejillo de Indias,
cabra, cerdo, vaca o ser humano.
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