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1. FUNDAMENTO.



La composicidn, la funcidn, la estructura y las caracteristicas fundamentales de la piel
varian segun la regidon anatémica en la que se encuentre, es decir, la piel no es un
6rgano homogéneo. Las dreas anatdmicas de piel localizadas en la palma de las manos
y la planta de los pies, posee unas caracteristicas muy especificas, tanto por su
estructura como por su funcién. De esta forma, se tiende a diferenciar
histolédgicamente la piel en dos subtipos, la piel palmoplantar (piel gruesa, lampifia o
glabra) y la piel fina que cubre el resto de la superficie corporal. Es por ello, por lo que
las patologias generales de la piel, en el drea palmoplantar suelen mostrar diferencias
clinicas e histopatoldégicas. Ademas de estas patologias comunes a la piel fina,
encontramos unas patologias propias de la piel palmoplantar. Por lo tanto, ademas de
las diferencias fisiolégicas entre la piel fina y palmoplantar, se encuentran diferencias
patolégicas.

Después de realizar una busqueda sobre las patologias y la histofisiologia de la piel
palmoplantar, se aprecia la escasa y antigua bibliografia. Debido a esto y a la cantidad
de patologias encontradas en la clinica diaria, es de gran interés ahondar en el
conocimiento de las caracteristicas especificas de la piel palmoplantar. Para este
propdsito, en esta Tesis Doctoral, se plantea el estudio histoldgico, histoquimico e
inmunohistoquimico de la piel palmoplantar por medio de su comparaciéon con la piel
fina humana de un mismo individuo.

Mediante un mejor conocimiento de la estructura y funcién de la piel palmoplantar
podremos avanzar en nuestra practica clinica diaria, para un mejor tratamiento de
lesiones hiperqueratdsicas y cicatrices, para mejorar y acelerar el proceso de curacion
de heridas (Ulceras diabéticas y vasculares) o actuar frente a la pérdida de piel
palmoplantar con un buen sustituto (traumatismos, quemados, Ulceras, iatrogenias).



2. INTRODUCCION.



2.1. GENERALIDADES DE LA PIEL.

La piel es un drgano complejo que recubre la superficie corporal, pesa
aproximadamente el 15% del peso total del organismo y posee un grosor de entre 1y
4 mm (Kanitakis 2002). Dentro de las funciones de la piel destaca la proteccion
mecanica e inmune, termorregulacion, excrecion, sensorial y metabdlica, permitiendo
asi una adecuada relacion e intercambio con el ambiente que nos rodea. No se puede
hablar de la piel como un todo homogéneo, ya que cada parte corporal tiene unas
peculiaridades que la hacen unica (cuero cabelludo, cara, palmas, genitales).
Tradicionalmente, se diferencian dos tipos de piel atendiendo a su grosor, la piel de Ia
planta de los pies y palma de las manos se la conoce como piel gruesa, mientras que al
resto de la piel se la considera fina (Geneser 2006). En la piel se distinguen tres capas,
la mas superficial es la epidermis, subyacente a ésta se encuentra la dermis y a un
nivel mds profundo estd la hipodermis (figura 1).
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Figura 1. Esquema grdfico representativo de la estructura general de la piel, donde se aprecian las tres
capas de la piel, su vascularizacion, inervacion y parte de los anejos cutdneos. Procedente de recurso
electrénico https.//www.cancer.gov/espanol/tipos/piel/paciente/tratamiento-celulas-de-merkel-pdq.



2.1.1. EPIDERMIS.

La epidermis, es un epitelio de revestimiento estratificado cuyo origen embrioldgico es
el ectodermo, su funcion principal es actuar como barrera frente al medio externo y
estd constituida por cinco estratos donde la célula que predomina en nimero es el
queratinocito (95% de las células epidérmicas) (figura 2A). Ademas, de los
gueratinocitos, se encuentran otros tipos de células como los melanocitos que se
encargan de secretar melanina, las células de Langerhans cuya funcién principal es la
proteccién inmunoldgica y las células de Merkel muy importantes en la percepcion
tactil de la piel (Geneser 2006; Kanitakis 2002).

En este contexto y tal como se menciond anteriormente, el queratinocito (figura 2B)
es el componente celular mds abundante de la epidermis (figura 2A), es de origen
ectodérmico y desde la capa basal epidérmica va ascendiendo por los diferentes
estratos de la epidermis hasta llegar al estrato cdrneo donde se descama y se elimina.
La principal funcion de los queratinocitos es formar la barrera epidémica que separa el
individuo del medio externo (Kanitakis 2002). Los marcadores queretinociticos mas
relevantes estudiados en la presente Tesis Doctoral fueron las citoqueratinas (CK),
5/6, 7, 9, 10, marcadores de unién celular claudina-1y desmoplakina 1/2 y marcadores
de diferenciacion epitelial como involucrina y filagrina.

Por otra parte, el melanocito se origina en la cresta neural y migra hacia la epidermis,
localizandose en el estrato basal y manteniendo asi, contacto con la membrana basal
(1 por cada 4-10 queratinocitos), su densidad varia entre 500-2000 melanocitos por
mm?, variando seguln la zona anatémica (maximo en zona genital). El melanocito posee
un cuerpo celular redondeado y ligeramente pigmentado, del que parten
prolongaciones hacia los queratinocitos circundantes (figura 2B). El conjunto del
melanocito y los queratinocitos con los que hace contacto, se denomina unidad
meldnica epidérmica. Ademas, carecen de desmosomas y hemidesmosomas que
proporcionen un sistema de fijacién a células vecinas y la membrana basal (figura 2A).
Una vez descritas las principales caracteristicas histoldgicas del melanocito es
importante destacar su funcidn principal, la producciéon de melanina. Dicha produccidn
de melanina, es acumulada en unas organelas especificas llamadas melanosomas que
serdn trasmitas hacia el citoplasma de los queratinocitos adyacentes sobre el nucleo
celular por medio de la penetracidon de las prolongaciones de los melanocitos. Este
cumulo melanico sobre el nucleo celular del queratinocito, proporciona una proteccién
sobre los efectos nocivos de la radiacion ultravioleta solar. En el interior del melanocito
se encuentran melanosomas en diferentes estadios evolutivos y son identificables
mediante técnicas de tincién con plata (Fontana-Masson) o por reaccion
histoenzimatica DOPA. Su principal marcador antigénico es MART1/Melan-A detectado
mediante inmunohistoquimica en la presente Tesis Doctoral. Ademas es importante
destacar la presencia de otros marcadores como S100ab y vimentina. En este sentido,
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es destacable que las diferencias raciales vienen dadas por la diferente actividad
melanocitica, no por el nimero de melanocitos (Kanitakis 2002).

Una vez descrito el queratinocito y el melanocito es de gran importancia resaltar la
Célula de Langerhans. La célula de Langerhans proviene, al igual que los macréfagos,
de precursores de la médula dsea que llegan a la piel por medio del torrente
sanguineo, donde se diferencian a células de Langerhans maduras. Estas células, son
células presentadores de antigeno pertenecientes al sistema inmune de la piel y su
localizacién mas frecuente es en el estrato espinoso (figura 2A), aunque se pueden
observar en todos los estratos de la epidermis. Al igual que los melanocitos, no poseen
uniones a las células circundantes, pero poseen prolongaciones que discurren entre los
gueratinocitos, formando asi un entramado reticular cerrado a través de toda la
epidermis suprabasal (figura 2B). Una vez que la célula de Langerhans capta un
antigeno puede presentdrselos a linfocitos T cercanos o migrar al ganglio linfatico. La
célula de Langerhans posee en su citoplasma granulos de Birbeck, cuya morfologia es
discoide (a veces con forma de raqueta) y es positiva para marcadores de superficie
CD1A, usado en la presente Tesis Doctoral y S100 (Kanitakis 2002).

Por ultimo, y no menos importantes se encuentran las Células de Merkel las cuales
poseen caracteristicas neuroendocrinas y epiteliales, lo que hace dudar de su origen,
atribuyéndole segun autores dos posibles origenes: la cresta neural (Tweedle 1978) y
las células madre epidérmicas (Compton et al. 1990; Moll et al. 1990). La célula de
Merkel es un mecanoceptor de adaptacion lenta responsable del tacto superficial y
también se le atribuye una funcién endocrina o paracrina. La localizacién de las células
de Merkel se restringe al estrato basal (figura 2A), su nimero es bajo, y varia segun la
localizacién anatémica, pero es mas abundante en piel palmoplantar y en los foliculos
pilosos. En su citoplasma, poseen granulos neurosecretores y pequefios desmosomas
gue las unen a los queratinocitos cercanos (figura 2B). Las células de Merkel expresan
la citoqueratina 20 (CK20) tal y como se ha demostrado en la presente Tesis Doctoral,
enolasa especifica neuronal, cromogranina, sinaptofisina y molécula de adhesién
celular neural (N-CAM) (Kanitakis 2002; Tilling et al. 2014).
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Figura 2. En el grdfico A se muestra de la estructura general de la epidermis donde se aprecian los
diferentes estratos y la localizacion de los tipos celulares que en ella se encuentran. En el grdfic B se
aprecia con mds detalle la estructura de las células epidérmicas y sus grdnulos de secrecion.
Imdgenes procedentes de recurso electrénico https://www.pinterest.es/pin/673358581761007197/
y http.//danifisiomed.blogspot.com/2017/10/celulas-de-la-epidermis.htmi.

Las células epiteliales se unen entre si con el objetivo de formar la barrera epidérmica,
esta unidn se lleva a cabo a partir de diversos mecanismos moleculares de unién. Estos
mecanismos se definen como complejos de unién. Los complejos de unidén potencian
la adhesidn entre células vecinas y se clasifican en uniones adherentes, comunicantes y
ocluyentes. En primer lugar, las uniones adherentes circundan toda la célula, los
puntos concretos de anclaje se denominan desmosomas o maculas adherentes y que
contribuyen a la unién intercelular. Las uniones adherentes se relacionan con los
filamentos de actina y filamentos intermedios del citoesqueleto, ademds favorecen la
unién entre células epiteliales y la membrana basal denominandose hemidesmosomas.
En segundo lugar, las wuniones comunicantes permiten el movimiento
transcitoplasmatico de iones y moléculas pequefias, acoplando su carga y su
metabolismo. Finalmente, las uniones ocluyentes suelen localizarse en la zona mas
apical de la célula, rodean el contorno celular y cierran el espacio intercelular. Forman
una barrera impermeable selectiva que impide el paso de compuestos a través de la
membrana de dos células epiteliales adyacentes.

En la presente Tesis Doctoral se ha analizado la expresién de proteinas de unién de
tipo adherente como la desmoplaquina (DSPK1/2) y proteinas de unidn de tipo
ocluyente como la Claudina-1. La desmoplaquina es una proteina de alto peso
molecular predominante en la formacién de los desmosomas que participa en la
formacion de los complejos cadherina-placoglobina de la membrana plasmatica y en el
anclaje de filamentos intermedios a los desmosomas. Por otra parte, la Claudina-1 se
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requiere para prevenir la difusién paracelular de pequenas moléculas a través de
uniones estrechas en la epidermis y es necesaria para la funcién de barrera normal de
la piel. La Claudina-1 es de gran importancia para la homeostasis normal del agua y
para prevenir la pérdida de agua excesiva a través de la piel, probablemente a través
de un efecto indirecto en los niveles de expresidn de otras proteinas, ya que la
Claudina-1 en si parece ser prescindible para la formacién de barrera de agua en las
uniones estrechas de queratinocitos.

La epidermis se encuentra apoyada sobre la membrana basal. En este contexto, la
membrana basal cumple un papel fundamental de soporte de la epidermis, permite el
intercambio entre el tejido epitelial (epidermis) y el tejido conjuntivo (dermis) e
interviene en procesos de diferenciacién celular.

En concreto en la epidermis se diferencian cinco estratos paralelos a la membrana
basal (figura 2A), el mas interno, se sitla sobre esta membrana, es el estrato basal o
germinativo. El estrato basal se compone de una capa de células cilindricas bajas o
cubicas (6-10um de grosor) con nucleos ovalados, citoplasma baséfilo con gran
numero de tonofibrillas donde predomina la expresidon positiva de CK5, CK14 y se
aprecian cumulos de melanosomas sobre los nucleos. A este nivel, las células de la
epidermis se renuevan debido a la presencia de células madre queratinociticas
(expresan Ki67 y PCNA), y se encuentran ancladas a la membrana basal por medio de
uniones hemidesmosdmicas y al resto de queratinocitos por medio de desmosomas,
uniones ocluyentes o estrechas y comunicantes o tipo GAP (Kanitakis 2002; Welsch
and Sobotta 2008). Ademas de los queratinocitos, en este estrato se localizan los
melanocitos y las células de Merkel (figura 2A).

Superficial al estrato basal se encuentra el estrato espinoso, constituido por células
con forma poligonal, con ligero aplanamiento horizontal en las capas superiores, los
nucleos centrales son redondos, citoplasma de caracteristicas baséfilas, cuenta con 5-
15 capas y un espesor de entre 10-15 um. Las células del estrato espinoso poseen un
mayor contenido de tonofibrillas (filamentos de queratina) que las del estrato
germinativo y predominan la expresién positiva de CK1 y CK10. Por otra parte, su
citoplasma posee prolongaciones en forma de espinas, estas prolongaciones son
uniones desmosomicas y de ahi que se denomine este estrato como espinoso. Asi
mismo, contiene granulos ovales de 10nm de longitud denominados granulos
laminados con numerosas laminas trasversales en su interior de contenido lipidico que
serd vertido al espacio pericelular donde actuard como barrera hidrofilica. Los
queratinocitos del estrato espinoso se encargan de la sintesis de involucrina, una
proteina empaquetadora que posteriormente serd depositada sobre la superficie
interna de la membrana plasmatica (Kanitakis 2002; Welsch and Sobotta 2008). Es de
destacar, que las células de Langerhans detalladas previamente se localizan en el
estrato espinoso.



Descrito el estrato basal y el estrato granuloso en sentido ascendente se encuentra el
estrato granuloso, el cual se compone de 3-5 capas de células aplanadas y un grosor
de 25 um. El queratinocito que se ubica en este estrato, deja de producir queratina e
involucrina y su citoplasma empieza a almacenar gran cantidad de granulos basoéfilos
denominados granulos de queratohialina junto con haces densos de filamentos de
gueratina. Los granulos de queratohialina contienen profilagrina que se transforma en
filagrina en el estrto cérneo. La filagrina tiene como funcién la condensacién y unién
de los haces de filamentos de queratina. Por otra parte, los granulos laminados que se
encuentran en la periferia del citoplasma, vacian su contenido lipidico al espacio
extracelular, mientras que la involucrina se deposita en la superficie interna de la
membrana plasmatica. Por ultimo, se produce una liberacidon de enzimas lisosémica
gue degrada todas las organelas, salvo los filamentos y queratohialina (Kanitakis 2002;
Welsch and Sobotta 2008).

Superficial al estrato granular se identifica el estrato lucido, propio de la piel
palmoplantar. Este estrato se distingue por ser una zona muy delgada de
caracteristicas eosindéfilas y escasas capas de células aplanadas densamente
empaquetadas donde no se aprecian los nucleos. El estrato lucido posee dos capas, 1)
capa intermedia de Ranvier (supragranulosa), en esta capa los queratinocitos no

contienen granulos de queratohialina y no muestra refringencia propia de la queratina,
2) estrato lucido propio (subcorneo), los queratinocitos muestran unos contornos

degenerados, aplanados y translicidos, de citoplasma con contenido homogéneo. El
estrato lUcido se observa en humanos y animales, cuando la epidermis posee un
estrato granular grueso, asi mismo, en este estrato se encuentran enzimas vy
compuestos sulfurados procedentes del interior celular del estrato granuloso. La
conjuncidén de enzimas y compuestos sulfurados forman una barrera bioquimica
semipermeable de moléculas frente a agentes quimicos y bioldgicos, un tampdn
bioquimico que actua de filtro selectivo entre las células vivas y el medio que nos
rodea (barrera epipldsmica) (Zirra 1976).

Por ultimo, el estrato mas superficial de la epidermis es el estrato corneo, donde las
células son anucleadas, planas, hexagonales, contienen una gran densidad de
gueratinas y tienen un grosor de aproximadamente 30-40 um. En el estrato cérneo los
gueratinocitos reciben el nombre de corneocitos y se distingue por ser un estrato mas
grueso y eosindfilo (Kanitakis 2002; Welsch and Sobotta 2008).

Hasta el momento se han descrito las diferentes poblaciones celulares de la epidermis,
junto con los estratos o capas que la componen. En este contexto, es importante poner
de relieve que el 90% de la poblacion celular de la epidermis esta compuesta por
queratinocitos y un 10% restante corresponde a poblaciones celulares constituidas por
células de melanocitos, Langerhans y Merkel. Los queratinocitos de la epidermis
experimentan un proceso evolutivo que vas desde el estrato basal al cérneo
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denominado proceso de queratinizacion (figura 3). En esta evolucién por los cinco
estratos epidérmicos, se produce una diferenciacion del queratinocito que conlleva
unos cambios morfolédgicos y bioquimicos. Los cambios morfoldgicos incluyen la
aparicion de diferentes granulos, contorno celular, desaparicion del nucleo y demas
organelas. Los cambios bioquimicos estan representados por deshidratacidn,
expresion de diferentes queratinas, proteinas de unidon y otras proteinas como es el
caso de la filagrina y la involucrina. En concreto, la filagrina se une a los filamentos
intermedios de queratina y promueve la formaciéon de enlaces disulfuro entre los
filamentos intermedios durante la diferenciacién terminal de la epidermis. Unido al
proceso de diferenciacidon terminal de los queratinocitos, la expresion de involucrina
en los estratos apicales marca el proceso de diferenciacién terminal de queratinocitos
ya que participa en la formacién de la envoltura insoluble de los queratinocitos del
estrato cérneo. En general, el proceso de queratinizacion finaliza con la descamacién
como consecuencia de la pérdida gradual de desmosomas que evolucionan hasta
convertirse en corneodesmosomas los cuales son degradados por enzimas con el
objeto de llegar descamacién final (Ishida-Yamamoto and Igawa 2014; Pavelka and
Roth 2005).

A TIEMPO DE
DESCAMACION A7 TRANSITO
AL
14 DiAS

ESTRATO CORNEO

14 DIAS

Figura 3. Esquema grdfico representativo del proceso de queratinizacion y la posterior
descamacion de los queratinocitos epidérmicos. Imagen procedente de recurso
electrénico http.//www.dhermaestetica.com/category/antiarrugas/page/2/.

2.1.2. UNION DERMOEPIDERMICA.

El tejido epitelial (epidermis) estd separado del tejido conjuntivo (dermis) subyacente
por una capa extracelular de sostén denominada membrana basal. Ambos tejidos
interaccionan gracias a la uniéon dermoepidérmica formada por la membrana basal
sintetizada por los queratinocitos del estrato basal y los fibroblastos de la dermis. La
interaccion epidermis y dermis permite el intercambio de nutrientes e interviene en
los procesos de diferenciacion y maduracidon de ambos tejidos, ademas de permitir el
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paso celular durante procesos inflamatorios e inmunolégicos. La membrana basal tiene
forma ondulada, de esta manera la epidermis emite invaginaciones hacia la dermis
llamadas crestas epidérmicas y a su vez, la dermis emite evaginaciones hacia la
epidermis llamadas papilas dérmicas. La membrana basal esta constituida por la
[dmina basal cercana al epitelio y la lamina reticular en contacto con el tejido
conjuntivo. A su vez la lamina basal esta formada por la [damina lucida en contacto con
la membrana celular y subyacente la |lamina densa, compuesta por coldgeno IV
formando un reticulado filamentoso, y otras proteinas de notada importancia como la
laminina, encargada de fijar las células epiteliales a la membrana basal, la glicoproteina
entactina que une el colageno IV con la laminina y por el proteoglicano perlecano. En
la lamina reticular se encuentran abundantes fibras reticulares rodeadas de proteinas
y polisacaridos (Welsch and Sobotta 2008). Finalmente, en la membrana basal se
distinguen numerosos antigenos que podemos identificar por medio de técnicas
inmunohistoquimicas, entre los mas representativos destacan en la [dmina licida,
varios tipos de laminina (5, 6 y 10), y en la lamina densa resalta la presencia de
coldgeno IV y laminina 5 (Kanitakis 2002).

o ° o o o Queratinocitos
basales

Hemidesmosoma .
\u/ \u/\n f\ “J\ “}

Laminina Lémina lucida

Colégena tipo IV Lamina densa

Fibrillas de anclaje

Dermis superficial]
Colagena

Figura 4. Grdfico representativo de la estructura de la membrana basal y su
localizacion en la union dermoepidérmica. Imagen procedente de recurso electrénico
http.//reader.digitalbooks.pro/book/preview/35923/chap03.

2.1.3. DERMIS.

Subyacente a la membrana basal se encuentra la dermis, una capa de tejido conjuntivo
de origen mesodérmico que sirve de soporte estructural a la epidermis, le proporciona
un adecuado aporte vascular para el intercambio metabdlico y una abundante
inervacién nerviosa. La dermis esta compuesta por diversas poblaciones celulares
donde destacan principalmente los fibroblastos, células dendriticas y mastocitos.
Ademds de su componente celular, destaca la presencia de matriz extracelular, cuya
composicion es de caracter fibrilar y no fibrilar. EI componente fibrilar (fibras
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coldgenas, eldsticas y reticulares) se encarga principalmente de otorgar las
propiedades fisicas y mecdanicas a la piel. Por otra parte, el componente no fibrilar
(proteoglicanos, glicosaminoglicanos y glicoproteinas multiadhesivas) permite la
adhesidn de las células a la matriz extracelular y mantiene el equilibrio acido-basico en
la dermis.

El componente celular de la dermis (Kanitakis 2002) estd representado principalmente
por los fibroblastos, son las células fundamentales del tejido conectivo, encargadas de
sintetizar los componentes fibrilares y no fibrilares de la matriz extracelular. Desde el
punto de vista macroscépico y microscépico, los fibroblastos tienen forma estrellada y
un abundante reticulo endoplasmatico, ademas de poseer proteinas tales como la
vimentina, FibAS o prolina-4 hidroxilasa. En cuanto al proceso de diferenciacion celular
de los fibroblastos, se denomina fibrocito a su forma quiescente y mas pequeiia,
fibroclasto cuando poseen actividad fagocitaria y miofibroblasto cuando poseen
capacidad contractil. Otra de las poblaciones celulares a destacar en la dermis son las
células dendriticas, de forma estrellada, son macroéfagos presentadores de antigeno

con funcidn inmunitaria. Las células dendriticas se distinguen en dos tipos, el tipo | que
se encuentran rodeando a los capilares de la dermis papilar, rodeando a los
adendmeros de las glandulas sudoriparas y en los septos de la hipodermis; expresan
marcadores mesenquimales como vimentina y el tipo Il que se localizan en la dermis
media y profunda y en foliculos pilosos, y expresan CD34. Otras células frecuentes en
la dermis son los mastocitos, mediadores en procesos inflamatorios y alérgicos, son
células mononucleares producidas en la médula dsea que se distribuyen via hematica
hasta llegar al tejido conjuntivo. Los mastocitos contienen numerosos granulos
citoplasmaticos con contenido de histamina, heparina y serotonina, y son visibles en la
técnica de azul de Toluidina o con inmunohistoquimica (triptasa y quimasa, proteina c-
KIT).

Tras la descripcion del componente celular, cabe resaltar la matriz extracelular con su
componente fibrilar y no fibrilar. En lo que respecta al componente fibrilar, contiene
un 90% de colageno, principalmente del tipo | y |Ill, detectados por
inmunohistoquimica en la presente Tesis Doctoral. Se encuentra agrupados en forma
de haces verticales en la dermis papilar y horizontales de mayor grosor en la dermis
reticular. Las propiedades mecdnicas de la piel estan determinadas por la orientacion
de las fibras de coldgeno (Fontanella et al. 2014) y son visibles con la técnica
histoquimica de Picrosirius, utilizada en este estudio. Otro de los componentes
fibrilares de la matriz extracelular de la dermis son las fibras eldsticas responsables de

la capacidad retractil de la piel, son delgadas en la dermis papilar y de mayor grosor en
la dermis reticular donde estdn mas horizontalizadas. La visualizacién histoldgica de las
fibras elasticas se lleva a cabo mediante la técnica de la Orceina como se muestra en el
desarrollo de esta Tesis Doctoral y muestran variaciones dependientes de la edad y de
las areas corporales. En menor proporcidn se encuentran las fibras reticulares
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compuestas principalmente por coldgeno tipo lll, visibles con tinciones histoquimicas
de plata como la reticulina de Gomori o bien, técnicas inmunohistoquimicas de
deteccién de colageno Ill, ambas usadas en la presente Tesis Doctoral.

Por otra parte, el componente no fibrilar de la dermis consiste en macromoléculas
existentes entre las fibras y células de la dermis, dentro de dichos componentes
destaca la presencia de proteoglicanos (Decorina, Versicano y Biglicano) los cuales se
han identificado mediante técnicas inmunohistoquimicas e histoquimicas mediante la
tincion de azul alciano, asi como glicosaminoglicanos y glicoproteinas. Estos
componentes facilitan la difusién de oxigeno y nutrientes entre los vasos y el
componente celular del tejido.

Una vez descritos los principales componentes dérmicos cabe destacar que el grosor
de la dermis varia segln su localizaciéon anatémica, siendo mads gruesa en la espalda y
la regién palmo-plantar (Kanitakis 2002; Landsman et al. 2009). La dermis
topograficamente estd compuesta por dos regiones, la dermis papilar y la dermis
reticular. La dermis papilar es la mas superficial, constituida por tejido conectivo laxo
adulto destacando la presencia de componente no fibrilar de la dermis y en menor
cantidad el componente fibrilar, en forma de digitaciones ascendentes (papilas
dérmicas) que se alternan con digitaciones descendentes de la epidermis (crestas
epidérmicas). Este sistema alternado de interdigitaciones produce un aumento en la
superficie de contacto entre dermis y epidermis. En la dermis papilar destaca la
presencia de vasos (asas capilares), terminaciones nerviosas, haces de coldgeno (tipo
[l principalmente) y delgadas fibras elasticas, ambas perpendiculares a la membrana
basal. A nivel de las papilas dérmicas se concentra la mayor parte de mecanoceptores.
Por otro lado, la dermis reticular es mds profunda, y estd compuesta por tejido
conectivo denso adulto no modelado que a diferencia de la dermis papilar, estd
principalmente constituida por una mayor cantidad de componente fibrilar
representado mayoritariamente por coldgeno (tipo 1), haces de mayor tamaio y
paralelos a la membrana basal, junto con fibras elasticas de mayor grosor.

—
ESTRATO BASAL EPIDERMICO ‘X
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MEMBRANA BASAL

DERMIS PAPILAR
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HIPODRMIS %

Figura 5. El grdfico A representa la estructura de las dos regiones de la dermis, la dermis papilar y la

dermis reticular. Seguidamente se muestran las células mds representativas que podemos encontrar en
la dermis como son el dendrocito B, el mastocito C y el fibroblasto D. Imdgenes procedente de recurso
electrénico https.//accessmedicina.mhmedical.com/Content.aspx?bookid=1434&sectionid=94945701 y
https.//jaldun.com/la-dermis.
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2.1.4. HIPODERMIS.

Por ultimo, la capa mas profunda de la piel es la hipodermis o tejido subcutaneo, de
origen mesodérmico, formado por tejido conjuntivo laxo y adiposo cuyas funciones
principales son las de proteccion mecdnica, aislamiento térmico y reserva energética
mediante el almacenaje lipidico. Los adipocitos suelen aparecer vacios por el
tratamiento histolégico con xileno de las muestras y expresan la proteina S100 y
vimentina la cual ha sido estudiada en la presente Tesis Doctoral. Los adipocitos se
rednen en ldbulos primarios y secundarios dejando septos de tejido conjuntivo entre
ellos, en los que se pueden encontrar plexos vasculonerviosos (Kanitakis 2002;
Geneser 2006).

Fibras z
reticulares™

Adipocitos

Figura 6. Grdfico representativo de la estructura de la hipodermis, donde se aprecian los
adipocitos rodeados y empaquetados por septos fibrosos de coldgeno y reticulina, los cuales
los agrupan en Idbulos primarios y secundarios. Imagen procedente de recurso electrénico
https.//tuniaf.com/?h=206101011_478c69ed94e_5&h |=&h_5=sub_id_2&h 2=14399615#.

2.1.5. VASCULARIZACION.

La dermis esta ampliamente vascularizada para permitir un correcto aporte nutritivo,
termorregulacion, curaciéon de heridas, reaccion inmune y control de la presion
arterial. La piel en su porcién dérmica consta de dos plexos arteriovenosos
horizontales unidos por numerosos vasos comunicantes dispuestos verticalmente. En
primer lugar, el plexo profundo se sitda en la unién dermis-hipodermis y proporciona

nutricién a los foliculos pilosos y las gldndulas sudoriparas. En segundo lugar, el plexo
superficial se encuentra en la unién de la dermis papilar-reticular y proporciona
vascularizacion a las papilas dérmicas por medio de un asa vascular, asciende la
arteriola que llega al capilar, de donde posteriormente va descendiendo la vénula. El
asa vascular en determinadas zonas anatémicas como en los dedos, el lecho ungueal,
nariz y oreja, posee unas comunicaciones entre la arteriola y la vénula, llamado shunt
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arteriovenoso (o cuerpo glomico neuromioarterial) controlado por fibras amielinicas.
El shunt arteriovenoso, permite el paso sanguineo desde la arteriola a la vénula sin
pasar por el capilar. A nivel de la hipodermis en el plexo profundo (diametro de entre
50-100um) las arteriolas y vénulas son de mayor tamafio que en el plexo superficial
(diametro de unos 25um). En este sentido, gran parte de los capilares que se alojan en
la dermis papilar son de tipo fenestrado (didmetro de entre 5-15um) con una capa
externa de periocitos (contractiles y con miofilamentos) discontinua rodeada de una
membrana basal. El endotelio que reviste dichas estructuras vasculares presente
expresion positiva de CD31, un marcador especifico que interviene en la adhesion y
sefalizacion celular. Ademas de la expresién de CD31, las células endoteliales de la piel
poseen grandes haces de vimentina y filamentos de actina, los cuales se pueden
detectar mediante el uso de técnicas inmunohistoquimicas utilizando marcadores
como la actina de musculo liso (SMA-ACT) y esmotelina.

ASAS VASCULAR
EPIDERMIS —

DERMIS PAPILAR—__/ @\ 9 WY/ /£
PLEXO SUPERFICIAL— **‘ > g2 / /f*g?’i
P (i /] Ny
DERMIS RETICULAR -~ & S/ /]
VASO COMUNICANTE=—7

PLEXO PROFUNDO A% S

HIPODERMIS

Figura 7. Grdfico representativo de la estructura de la red arteriovenosa de la piel, donde se
diferencian los plexos superficial y profundos, las asas vasculares a nivel de la dermis papilar y
los vasos comunicantes entre los dos plexos. Procedente de recurso electrénico
https.//www.elenaconde.com/diferencias-los-injertos-epidermicos-dermo-epidermicos-sello/.

Ademas del sistema vascular arteriovenos anteriormente descrito, se encuentra el
sistema vascular linfatico, que juega un importante papel en la regulacion de la
presion del liquido intersticial, el drenaje del liquido extracelular y la reaccién inmune.
El sistema linfatico inicia en los capilares linfaticos ciegos que forman un plexo linfatico
superficial a nivel subpapilar y otro plexo linfatico profundo inferior al plexo profundo
vascular. El entramado linfatico estd muy desarrollado a nivel digital, palmoplantar y
en el escroto. En concreto, los vasos linfaticos son apreciables mediante la técnica
histoquimica de orceina ya que permite marcar su capa elastica. Por otra parte, el
endotelio linfatico expresa podoplanina (D2-40), proteina detectable gracias a las
técnicas inmunohistoquimicas como las usadas en este estudio. A excepcion de los
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vasos linfaticos mas superficiales, los vasos linfaticos mds profundos poseen valvulas
con capacidad de movimiento y estan desprovistos de lamina basal y pericitos. Los
vasos linfaticos de la dermis profunda (principalmente en miembros inferiores) poseen
ocasionalmente capa muscular y no eldstica y sus células endoteliales estan unidas a
las fibras de coldgeno y elastina cercanas por medio de filamentos de anclaje que se
extienden por el aumento de presidn tisular y favorece el drenaje del exceso de liquido
intersticial (Kanitakis 2002).

2.1.6. INERVACION.

La piel es ricamente inervada y consta de una porcion aferente (sensitiva) que da
informacién al sistema nervioso central (SNC) sobre las percepciones del exterior
(tacto, presién, vibracidn, dolor, temperatura, picor). Esta informacion es mediada por
sensores mielinizados, fibras amielinicas, terminaciones libres y corpusculos tactiles. La
porcion eferente (motora) esta compuesta por fibras amielinicas simpaticas que
regulan la vasodilatacion, la secrecidn de sudor y la piloereccidn. El tejido nervioso en
la piel es dificil de ver mediante la utilizacién de técnicas rutinarias por lo que es
necesario usar técnicas de inmnohistoquimica como deteccidn de proteina de
neurofilamento para ver los axones, proteina S100 para las células de Schwann, y
vimentina para fibroblastos perineurales, mientras que para identificar las
terminaciones libres es necesaria la deteccién de proteina N-CAM y PGP9.5 (Kanitakis
2002).

Cada tipo de piel (fina y palmoplantar) estd inervada por unos tipos de
mecanorreceptores e inervacion diferente, esto hace que cada tipo de piel tenga
percepciones diferentes las cuales se representan y procesan en la médula espinal y el
cerebro, permitiendo la riqueza de las percepciones tdactiles (Zimmerman et al. 2014).
En la piel destacan cuatro tipos de terminaciones sensoriales especializadas
identificadas histolégicamente: corpusculos de Meissner y Pacini y los complejos de
neuronas celulares de Merkel y terminaciones de Ruffini. La estructura histoldgica de
cada tipo de terminacion le confiere diferentes caracteristicas mecdnicas, para
producir una sefial nerviosa aferente ante una estimulacidn especifica (Zimmerman et
al. 2014; Hall and Guyton 2016; Macefield 2005). En este contexto, los diferentes tipos
de mecanoreceptores sensoriales (Meissner, Pacini, Merkel y Ruffini) se pueden
clasificar de dos formas, En primer lugar, seguin su mecanismo de adaptacion (receptor
de adaptacién rapida o lenta) y en segundo lugar, segin su campo receptivo (campo
receptivo pequefio y grande), es decir, la extensidon del area sensible a inducir la
activacion del mecanoreceptor.
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Segun el mecanismo de adaptacion:

- Receptores de adaptacion rapida (fasicos): detectan cambios en la intensidad
del estimulo, pero dejan rapidamente de transmitir el impulso hasta que el
estimulo aumente o disminuya. Los corpusculos de Meissner y Pacini se excitan
durante unos milisegundos con la presidén brusca y a continuacién termina su
excitacion, aunque siga el estimulo, luego vuelve excitarse si cede la presién.
Los receptores de adaptacién rapida no responden a estimulos constantes, solo
responden ante modificaciones dicho estimulo.

- Receptores de adaptacion lenta (tdnicos): frente a un estimulo constante, se
lleva a cabo la trasmision de la sefial nerviosa hacia el sistema nervioso central
(SNC), manteniendo al SNC en constante alerta sobre la situacion del cuerpoy
su relacién con el medio. Un ejemplo de estos receptores de adaptacién lenta
son las células de Merkel, los corpusculos de Ruffini y los receptores para el
dolor.

Segun el tamafio del campo receptivo:

- Receptores con campo receptivo pequefio: son mecanorreceptores circulares u
ovoides de sensibilidad maxima, destacan los corpusculos de Meissner y las
células de Merkel (los mecanoceptores mds externos tienen mayor
discriminacion).

- Receptores con campo receptivo grande: son mecanorreceptores con bordes
grandes y poco definidos, como los corpusculos de Pacini y de Ruffini (los
mecanorreceptores mds internos tienen menor discriminacion).

.

EPIDERMIS

DERMIS

Figura 8. Esquema grdfico representativo de la estructura de los receptores sensitivos de la piel: A)
Terminaciones de Ruffini, B) terminaciones nerviosas libres, C) Receptor sensorial del cabello, D)
Células de Merkel, E) Corpusculo de Pacini, F) Corpusculo de Meissner. Imagen procedente de recurso
electrénico http.//elorganodeltactoct.blogspot.com/p/tema-3.htmi.
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Respecto a la transmisidn de sefales nerviosas, las sensibilidades mas discriminativa
usan fibras rdpidas, mientras que las sensaciones mads groseras (como el cosquilleo y el
tacto poco localizado) usan fibras mas lentas y pequefas (Hall and Guyton 2016). En
este sentido, los tipos de fibras de conduccién nerviosa que destacan en la piel
humana son en primer lugar, las fibras mielinicas gruesas y rapidas (30-70 m/s) tipo
Aa y AB presentes en los corpusculos de Meissner, Pacini, terminaciones de Ruffini y
en los receptores pilosos. En segundo lugar, destacan las fibras mielinicas tipo Ad (5-
30 m/s) y fibras mielinicas mas finas tipo C (1-2 m/s) en las terminaciones libres.

Una vez descritas las caracteristicas de excitacién y conduccién de los principales
receptores de la piel, en el siguiente apartado de la presente Tesis Doctoral se
describirdn con detalle los receptores que se encuentran en la piel humana (fina y
palmoplantar), destacando principalmente las terminaciones libres, las células de
Merkel, el corpusculo de Meissner, corpusculo de Pacini, corpusculo de Ruffini y el
6rgano terminal del pelo.

1) Terminaciones libres: En la epidermis estas terminaciones finalizan en el estrato
granuloso, son terminaciones no encapsuladas que carecen de capsula de tejido
conectivo, tienen multiples modalidades sensoriales como tacto y temperatura, sin
distincion morfoldgica aparente. Estas terminaciones libres, rodean la mayoria de los
foliculos pilosos y se fijan a las vainas radiculares externas (Ross and Pawlina 2016; Hall
and Guyton 2016) (figura 8, B)

2) Células de Merkel: Hay dos hipdtesis sobre el origen de las Células de Merkel, la
cresta neural (Tweedle 1978) o de la epidermis (Moll et al. 1990; Compton et al. 1990).
Histolégicamente, las células de Merkel son células claras del estrato basal del epitelio,
de unas 10um de didmetro que se localizan en la piel y mucosa (figura 8, D). Las células
de Merkel cuentan con tejido nervioso cercano y estan especializadas en la percepcién
nerviosa de la presion. Las células de Merkel aparecen ancladas a la membrana basal y
poseen protrusiones con forma de espinas de longitudes variables que se anclan a los
queratinocitos cercanos, ademds poseen unos desmosomas pequeiios que las unen a
queratinocitos proximos (figura 9). Las células de Merkel poseen unos granulos de
secrecién (de unos 100nm) cerca de la unidn con el nervio y cuentan con melanosomas
procedentes de los melanocitos, se diferencia de otras células no-queratinociticas por
la falta de dendritas (Munde et al. 2013). Las células de Merkel estan concentradas en
la cresta de las glandulas ecrinas de la piel palmoplantar, en racimos cerca de los
foliculos pilosos en la piel fina y en ciertas mucosas. La densidad de las células de
Merkel varia segun la zona anatdmica de la piel, dependiendo de lo involucradas que
estén en la percepcién tactil. Los pulpejos de los dedos de pies y manos es donde
mayor densidad de células de Merkel podemos encontrar. Dichas células son
abundantes en los labios, parte anterior del paladar duro y la encia (Munde et al.
2013), en yemas de los dedos y con menor nimero en zonas pilosas, (Lacour et al.
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1991). Las células de Merkel presentan patrones diferentes de distribucién en la
epidermis: a) en grupos, b) disposiciones lineales y arciformes, c) dispersas.

. w i

Hemi- \
desmosoma

Dermis

' \

Figura 9. Grdfico representativo de una célula de Merkel donde se aprecia su localizacién a nivel
del estrato basal de la epidermis y su relacion con las células vecinas (Zimmerman et al. 2014).

Desde el punto de vista funcional, las células de Merkel permiten percibir un estimulo
de manera continua. Las células de Merkel junto con los receptores del corpusculo de
Meissner cumplen funciones importantes en la localizacién de sensaciones tactiles y en
la determinacién de texturas (Hall and Guyton 2016; Macefield 2005). Para identificar
histologicamente las células de Merkel es necesaria la utilizacién de técnicas
inmunohistoquimicas con marcadores especificos como la citoqueratina 20 (CK20)
(Munde et al. 2013). En la presente Tesis doctoral, se ha utilizado este marcador para
determinar la presencia de células de Merkel en la piel humana.

3) Corpusculo de Meissner: Desde el punto de vista histoldgico, los corpusculos de
Meissner presentan una estructura encapsulada, de morfologia ovalada de
aproximadamente 30-75 um de ancho y 150 um de largo (Dillon et al. 2001) o una
longitud de entre 80-150 um y 20-40 um de didmetro (Vega et al. 2012). Desde el
punto de vista de su localizacién, los corpusculos de Meissner se alojan en las papilas
dérmicas a nivel subepidérmico. Los corpusculos de Meissner exteriormente contienen
uniones de coldgeno que van desde su cdpsula hasta los hemidesmosomas de los
gueratinocitos basales de la epidermis, los cuales trasmiten las presiones desde la
epidermis hasta los corpusculos de Meissner (Dillon et al. 2001). El corpusculo de
Meissner estd compuesto de células lamelares aplanadas (figura 10) que forman una
estructura elipsoide perpendicular a la superficie de la piel, con uno o mas axones
tortuosos (Zimmerman et al. 2014), rodeadas de matriz extracelular en el nucleo
interno y una membrana basal (laminina, coldgeno IV y perlacano) en la capsula
externa (Vega et al. 2009). Cada unidad en forma de disco, consiste en una dilatacién
terminal axonal amielinica rodeada por células lamelares derivadas de células de
Schwann. Estas unidades discoides estdn dentadas en sus superficies externas y son
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lisas en sus superficies internas. Durante la estimulacién, la fuerza se transfiere a
través de fibras de colageno conectadas a los bordes dentados de las células lamelares,
lo que conduce a la flexidn de los terminales del axdon hasta que se comprime el centro
de la célula laminar lisa. Esta compresidon genera potenciales de accion durante el
inicio del estimulo y produce una respuesta de adaptacion rapida (Zimmerman et al.
2014). El corpusculo de Meissner consta de tres partes: a) un axon central derivado de
una fibra nerviosa mielinizada Aa o AB, aunque también ha sido descritos axones
accesorios lo que hace pensar otras posibles funciones como la nociceptora; b) células
gliales no mielinicas procedentes de la modificacién y especializaciéon de células de
Shwann llamadas células lamelares, que se distribuyen paralelos a la superficie de la
piel, poseen membrana basal y su matriz extracelular contiene colageno; c) capsula
fibroblastica incompleta de origen endoneural y perineural (Vega et al. 2012). Los
corpusculos de Meissner de la piel palmoplantar poseen fibras nerviosas aferentes Aaf
mecanoceptoras, pero ademds poseen fibras C nociceptoras. Los corpusculos de
Meissner poseen tres tipo de inervacién: 1) axén de gran calibre mielinificado que
expresan neurofilamento y proteina mielinica basica (MBP), 2) axdn fino que expresan
CGRP y sustancia P, 3) axdn fino que expresa VR1 (Vega et al. 2009).

FIBRAS DE

COLAGENO, CELULAS LAMELARES

Figura 10. Grdfico reprensentativo del corptsculo de Meissner donde se aprecia su union a la membrana
basal por medio de fibras de coldgeno y las células lamelares que lo forman (Zimmerman et al. 2014).

Segun diferentes autores los corpusculos de Meissner se localizan en las partes
lampifas y especialmente abundantes en las yemas de los dedos y los labios (Hall and
Guyton 2016), dentro de las papilas dérmicas de la piel palmoplantar (Zimmerman et
al. 2014) y mds especificamente en los dermatoglifos de los pulpejos (Dillon et al.
2001). Diferentes autores han descrito la mayor densidad corpuscular en los dedos del
pie, aproximadamente 33-45 /mm? y 2,7 en el pulpejo de los dedos de la mano y en
1,33 /mm? en la palma de la mano. En cuanto a la relacion entre la edad y la densidad
corpuscular no existen resultados concluyentes que demuestren su estrecha relaciéon
(Vega et al. 2009; Vega et al. 2012).
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Los corpusculos de Meissner son muy sensibles al movimiento de los objetos sobre la
superficie de la piel y a la vibracion de baja frecuencia (2-80 Hz), produciendo
informacién sobre el tacto y vibracion (Hall and Guyton 2016; Zimmerman et al. 2014;
Macefield 2005). Los corpusculos de Meissner son mecanoceptores de bajo umbral de
adaptacion rapida sensible a las deformaciones dinamicas y con un campo receptivo
de unos 3-5mm. Ademas, se piensa que los corpusculos de Meissner pueden tener
capacidad nociceptiva debido a su posible poliinervacén y multiples funciones
(mecanoreceptor y nociceptor) (Vega et al. 2012).

4) Corpusculos de Pacini: Los corpusculos de Pacini son los mdas grandes, se
encuentran en la profundidad de la dermis de la piel palmoplantar. Tienen forma
ovalada, contienen laminillas en capas y alcanzan hasta 3 a 4 mm de longitud en
manos humanas adultas. La forma y el tamafio pueden variar dependiendo de la
ubicacion anatdmica de un individuo. Histolégicamente, el corpusculo de Pacini
contiene laminas no neuronales dispuestas en capas concéntricas y forman un nucleo
interno, una capa intermedia o zona de crecimiento y una zona externa. El nucleo
interno estd compuesto de células hemilaminares estrechamente empaquetadas,
bilateralmente simétricas distribuidas a ambos lados del terminal del axon AB, con
fibras de colageno de didametro pequefio que cursan longitudinalmente entre las
hendiduras. El nucleo interno rodea a una uUnica fibra nerviosa mielinizada que corre a
lo largo del eje longitudinal del corpusculo. Las células del nucleo interno se derivan de
las células de Schwann y pueden desempefiar un papel en la respuesta neuronal del
corpusculo de Pacini a la presién mecdnica sostenida. El nucleo interno esta rodeado
por la zona de crecimiento o capa intermedia constituida fundamentalmente por

coldgeno tipo V que varia con la edad y contiene células que eventualmente se
incorporan a una de las otras dos zonas. Finalmente, la zona externa contiene
aproximadamente 30 lamelas de colageno tipo |l principalmente dispuestas
concéntricamente, asi como decorina. Estas lamelas contienen células planas de tipo
epitelial, con espaciamiento laminar radialmente creciente y fibrillas colagenas
dispuestas en la superficie externa (figura 11). De igual forma, las lamelas estdn
separadas por fluido. Un Unico axén altamente mielinizado penetra en cada corpusculo
y sus ramas axonales no mielinizadas, o filopodios, se proyectan radialmente dentro de
las hendiduras entre las células del nucleo interno (Quindlen et al. 2016; Zimmerman
et al. 2014).

Funcionalmente, la transmisién de la presién en este corpusculo depende de su alta
viscoelasticidad debida a su composicion de glicoproteinas, glicosaminoglicanos y
proteoglicanos (Vega et al. 2009). En el corpusculo de Pacini también pueden
encontrarse ademas del axdén mecanorreceptor sensitivo mielinizado, otro no
mielizado que podria ser también sensitivo o simpatico. El corpusculo de Pacini es un
mecanorreceptor cutdneo de adaptacién rdpida en la dermis profunda de la piel
palmoplantar, especialmente de las manos. Estos corpusculos detectan las vibraciones
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de alta frecuencia 20-1000Hz (Quindlen et al. 2016) o 30-800Hz (Macefield 2005) y
cambios de presiones rapidas. Se cree que las células lamelares del nucleo externo del
corpusculo de Pacini y el fluido circundante actian como un filtro de paso,
amortiguando los estimulos mecanicos de baja frecuencia mientras permite que la mas
minima vibracion de alta frecuencia alcance los filopodios axonales a través de fibras
de colageno interconectadas. Por lo tanto, la ultraestructura de capas cilindricas de
corpusculos de Pacini facilita la sensibilidad de alta frecuencia (Zimmerman et al.
2014). La tensién inducida por un estimulo vibratorio se amplifica por un factor de 8-
12 desde la superficie externa del corpusculo hasta la neurita central (Quindlen et al.
2016). Los corpusculos de Pacini son muy sensibles a los estimulos mecanicos
enérgicos, responden vigorosamente al soplar sobre el campo receptivo, respondiendo
al roce del flujo de aire generado por el experimentador soplando con los labios sobre
el area del campo receptivo, se pueden estimular tocando sobre areas remotas desde
el sitio de mdaxima mecanosensibilidad. Ademas, responden a estimulos mecdanicos
enérgicos, distantes, vibratorio, y no responden a un estimulo sostenido (Macefield
2005).

FIBRAS DE
COLAGENO

= :

CELULAS

Figura 11. Grdfico representativo del corpusculo de Pacini donde se aprecian las diferentes
capas de coldgeno y de células lamelares que lo componen (Zimmerman et al. 2014).

5) Organos terminales de Ruffini: Es un corpusculo con didmetro de unos 50pum y un
axon mielinizado de 4-6um. Histoldégicamente, los terminales del axén de dicho
corpusculo, poseen dilataciones focales y pequenas protuberancias digitiformes
proyectadas en el tejido conectivo endoneural. Las terminaciones se caracterizan por
la presencia de abundantes mitocondrias, numerosas vesiculas, particulas de
glucégeno y material lipidico (Halata and Munger 1981). El corpusculo de Ruffini se
localiza en la piel profunda y en las capsulas articulares de los mamiferos.
Funcionalmente hablando, el corpusculo de Ruffini es de adaptacion lenta y responde
a tensiones aplicadas sobre el tejido, tiene umbrales muy altos para las tensiones
compresivas aplicadas perpendicularmente. Asi mismo, estos corpusculos responden
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a las fuerzas directas y también al estiramiento lateral de la piel, sensibilidad
direccional (Macefield 2005).

El corpusculo de Ruffini se encuentra en la piel fina, mientras que su presencia en la
piel palmoplantar es discutida. Numerosos autores defienden su ausencia, mientras
gue otros dicen encontrar estructuras parecidas a los Corpusculos de Ruffini. En este
sentido, Pare y colaboradores defienden la existencia de muy pocos Corpusculos de
Ruffini en la piel palmoplantar humana (Pare et al. 2003).

6) Organo terminal del pelo: El 6rgano terminal del pelo es un mecanorreceptor como
los que se han descrito anteriormente. Sin embargo, su particularidad radica en Ia
complejidad de su estructura, ya que estd compuesto de fibras nerviosas las cuales se
localizan en la base del pelo, inferior a la glandula sebacea. Histolégicamente, el
6rgano terminal del pelo esta constituido por células de Schwann rodeadas por fibras
de colageno orientadas longitudinalmente alrededor de cada célula formando una
unidad. Esta unidad, posee numerosos hemidesmosomas que se distribuyen a lo largo
de las membranas de las células epiteliales del foliculo piloso y que a su vez, contactan
con las terminaciones nerviosas y los procesos terminales de células de Schwann. El
6rgano terminal del pelo esta compuesto por tres tipos de terminales longitudinales de
conduccidn distinta. En este sentido, dos de los terminales longitudinales se adaptan
rapidamente y son sensibles al movimiento y la vibracion de baja frecuencia, mientras
gue el otro terminal se adapta de forma intermedia y esta relacionado con el tacto
emocional y placentero de las caricias. Todos los terminales longitudinales tienen
forma de cilindros aplanados y se intercalan entre dos o tres células Schwann.
Resumiendo, la funcidn bdsica del érgano terminal del pelo es detectar el movimiento
y contacto de objetos sobre la superficie del cuerpo (Zimmerman et al. 2014;
Macefield 2005).

Figura 12. Grdfico que representa las conexiones nerviosas que rodean a los
foliculos pilosos a nivel de la dermis (Zimmerman et al. 2014).
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2.1.7. ANEJOS CUTANEOS

Ademas de las tres capas descritas anteriormente (epidermis, dermis e hipodermis) y
los sistemas de vascularizacidon e inervacidn, en la piel existen otras estructuras
denominadas anejos cutaneos, que incluyen las glandulas sudoriparas (ecrina y
apocrina), unidad pilosebacea (los musculos piloerectores, glandulas sebdceas y el
pelo) y las uiias.

Las glandulas sudoriparas ecrinas estan presentes en toda la piel, con mayor densidad
a nivel palmoplantar (300/cm?), axilas y antebrazos. Su porcion secretora estd inervada
por fibras amielinicas colinérgicas y se sitian a nivel de la dermis profunda y la unién
dermoepidérmica. Son glandulas tubulares simples cuya porcién secretora forma un
ovillo a nivel mas profundo. La porcidon secretora esta formada por células claras
(eosindfilas) y otra oscuras (basdfilas) rodeadas por una capa de células mioepiteliales
delgadas por dentro de la membrana basal. La porcidn excretora esta formada por un
conducto constituido por una doble capa de células cubicas que expresan CK6 y CK16.
La porcion excretora en su zona mas profunda tiene forma de ovillo donde se mezcla
con la parte secretora y en su zona mas superficial adopta una forma recta hasta que
sale al exterior (figura 13). La capa basal del conducto tiene alta actividad mitética y es
responsable de la renovacién de las células del acrosiringio. Las glandulas sudoriparas
desempefian funciones importantes en el metabolismo hidroclorado, en Ia
termorregulacion por la evaporacion del sudor y humedad de la superficie cutdnea que
también esta relacionada con la prension de los objetos con las manos. El control de la
produccidon del sudor por las glandulas sudoriparas ecrinas lo realiza el sistema
nervioso vegetativo simpdtico; al aumentar la actividad del sistema simpatico,
aumenta la cantidad de secrecion de sudor (Kanitakis 2002; Geneser 2006). Por otro
lado, las glandulas sudoriparas ecrinas, junto con los foliculos pilosos, influyen en la
entrada de quimicos en la piel (Tagami 2008) y en ambos también, se encuentran
células madre capaces de regenerar la epidermis (ademads de la capa basal epidérmica)
(Biedermann et al. 2010).
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Figura 13. Grdfico representativo de la forma de las gldndulas de la piel y su
relacion histolégica con el pelo en la piel fina. Imagen procedente de recurso
electrénico http.//anatomiacamilarojas.blogspot.com/2014/04/histologia.html.

Por otra parte, las glandulas sudoriparas apocrinas estan formadas por un gran ldbulo
secretor y un conducto excretor dérmico que desemboca en el foliculo pilosebaceo
saliendo al exterior su contenido junto con el sebo (figura 13). Se localizan
en axila, periné, pubis, conducto auditivo externo y en el parpado. Estas glandulas son
estimuladas por las hormonas sexuales desde la adolescencia al igual que las glandulas
sebaceas. La glandula sudoripara apocrina es una glandula tubular simple con una
porcion secretora con forma de ovillo y constituida por un epitelio simple cubico o
cilindrico circundadas por células mioepiteliales en forma de huso y ramificadas. La
porcion excretora esta constituida por un epitelio de dos capas y sin células
mioepiteliales que desemboca en la parte superior del foliculo piloso. Las glandulas
sudoriparas apocrinas producen el sudor apocrino de consistencia lechosa inodoro,
gue al ser descompuestas por bacterias son las responsables del olor caracteristico de
zonas como las axilas y los érganos sexuales (Geneser 2006).
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La unidad pilosebacea es parte constitutiva de los anejos cutdaneos y esta compuesta
por el musculo erector del pelo, la glandula sebacea, y el pelo.

a) El musculo erector del pelo o piloerector estd compuesto por fibras musculares lisas

y recibe inervacidn del sistema nervioso simpatico. Se inserta en la vaina dérmica del
foliculo piloso y el otro extremo en la dermis papilar, con una direccién oblicua (figura
14). Cuando se contrae, por una parte tensa el pelo y lo pone de punta, mientras que
por otra, produce una pequeia umbilicacién de la superficie de la piel. La contraccion
del musculo es por lo tanto involuntaria y responde a estimulos como el frio o el miedo
(Geneser 2006).

b) Las glandula sebdcea se encuentran en toda la piel excepto a nivel palmoplantar y

del dorso del pie. Hay dos tipos de glandulas sebaceas, las que estan conectadas a los
foliculos capilares en las unidades pilosebaceas que depositan sebo sobre el tallo
capilar (figura 13 y 14) y aquellas que existen aisladas en dareas sin pelo de los
parpados, nariz, pene, labio menor, la mucosa interna de la mejilla y pezones, las
cuales vierten su contenido de excrecién directamente al exterior. La gldndula sebdacea
posee una porcidn secretora y una porcién excretora al igual que las demas glandulas
descritas en la presente Tesis Doctoral. La porcién secretora se compone de saculos
redondeados en forma de racimo de uvas que vierten su contenido a un conducto de
excrecion corto. Las células basales situadas en el exterior del adenémero, son
pequefas, aplanadas y muy basoéfilas y se van desplazando al centro a la vez que se van
llenando de gotas lipidicas para finalmente ser excretadas y formar el producto de
secrecion, el sebo. El sebo, es una mezcla de diferentes lipidos cuya funcién es la de
"lubricar" y proteger la superficie de la piel ya que forma el manto acido en la
superficie de la piel que actia como barrera contra bacteria, virus y otros
contaminantes potenciales que pueden penetrar la piel. La proteccion del manto acido
permite mantener los niveles de pH idéneos en la piel (4.5-6.2) y esta acidez ayuda a
neutralizar la naturaleza alcalina de los contaminantes (Geneser 2006).

c) El pelo, es un elemento constitutivo de la unidad pilosebacea se aloja dentro de una
invaginacion tubular epidérmica que se extiende por la dermis llamada foliculo piloso.
El pelo contiene dos porciones, una porcion externa denominada tallo y una porcion
interna ubicada dentro del foliculo denominada raiz del pelo. Cada foliculo piloso se
relaciona con un musculo piloerector y una glandula sebacea. El foliculo piloso consta
de una vaina radicular interna y otra externa derivadas de la epidermis, que son
rodeadas por tejido conectivo dérmico llamada vaina dérmica. La porcién mas
profunda del foliculo piloso estd engrosada y se denomina bulbo piloso, inferior al
bulbo piloso se encuentra la papila dérmica compuesta de tejido conectivo laxo (figura
14). Las células epiteliales que rodean la papila carecen de diferenciacidn y constituyen

26



la matriz. Las células de la matriz poseen alta capacidad mitdtica y en su proceso de
divisidon celular ascendente forman el pelo y la vaina radicular interna. El pelo en su
ascenso va sufriendo el proceso de queratinizacion y muerte celular propias del tallo
piloso. En el pelo, podemos distinguir tres zonas histoldgicas, una parte interna
llamada médula, una zona media llamada corteza donde el pelo contiene la melanina y
la parte mas externa llamada cuticula del pelo con células totalmente planas (Geneser
2006).

TALLO PILOSO

GLANDULA SEBACEA

MUSCULO PILOERECTOR

RAIZ PILOSA

BULBO PILOSO

PAPILA DERMICA

Figura 14. Grdfico representativo de la estructura la unidad pilosebdcea, donde se
aprecian sus estructuras principales: el musculo piloerector, la glandula sebdcea y el
pelo con sus zonas mds relevantes (tallo, raiz, bulbo y la papila dérmica). Imagen
procedente de recurso electronico http://www.centralx.es/p/anatomia/sistema-
tegumentario/piel.
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Finalmente, la uia esta formada por una parte visible distal, la placa ungueal y otra
interna proximal no visible, la raiz ungueal. En la superficie podemos distinguir una
zona proximal donde se continta con la piel llamado eponiquio y la linula. En la zona
distal y superficial, se localiza el borde libre que debemos cortar regularmente, e
inferior a él, se encuentra el hiponiquio, mientras que en los laterales, distinguimos los
canales ungueales. La placa ungueal se compone de varias capas de células claras
gueratinizadas con grandes haces de tonofilamentos, aplanadas y con nucleos
degenerados. La ufia se encuentra sobre el lecho ungueal, compuesto por el epitelio
de la dermis subyacente. Inferior a la raiz ungueal se encuentra la matriz de la uia,
donde se encuentran las células mitéticas que generan la ufia y la hacen crecer
(Geneser 2006) (figura 14).

Lanula Pliegue lateral
de la ufia
Perioniquio
o borde
periungiieal

Borde libre Placa g \ "
de la ufia ungeal Cuticula Raiz de la ufia

Pliegue | Matriz
proximal | ungiieal

Eponiquic ‘ = i

e S

/ e = -
Hiponiquio A L'!
Lecho ungleal Falange (hueso)

Figura 15. Grdfico representativo de la estructura de la ufia donde se muestran todas sus
partes. Imagen procedente de recurso electrénico http://productosnails.com/salud/las-unas/.
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2.2. LA PIEL PALMOPLANTAR

Una vez descritas la composicion, la funcidn y las caracteristicas histoldgicas
fundamentales de la piel, es importante poner de relieve las variaciones macroscopicas
e histolégicas segln la regién anatdmica que se estudie. En este sentido, en la
presente Tesis Doctoral se han considerado las posibles diferencias anatomicas e
histoldgicas entre la piel fina y la piel palmoplantar (piel gruesa, lampifia o glabra),
motivo por el cual es de gran importancia el estudio en profundidad de ambos tipos de
piel. A lo largo del siguiente apartado se describiran con detalle las caracteristicas
anatdmicas, histoldgicas y funcionales de la piel palmoplantar, ademas de los recientes
hallazgos bibliograficos que abarcan este tema.

La piel palmoplantar es una de las regiones del cuerpo humano que posee
caracteristicas singulares, ocupa aproximadamente el 5% del total de la piel y es
descrita por numerosos autores como una piel especial por su estructura y funcién.
Ademas de poseer las mismas funciones que tiene el resto de la piel, a nivel
palmoplantar también podemos destacar la enorme resistencia a la presion,
inexistente en otras areas anatémicas. A nivel plantar, la superficie de la piel tampoco
es homogénea en su totalidad. Se pueden distinguir dos zonas bien diferenciadas
(figura 16), una zona que recibe presion (pulpejos de los dedos, apoyo de las cabezas
metatarsales, arco longitudinal externo y talén) y otra zona que no recibe presién (el
arco longitudinal interno) que parece ser zona de transicion entre piel fina vy
palmoplantar (Kelikian et al. 2011). Funcionalmente estas zonas varian de un individuo
a otro dependiendo del tipo de apoyo del pie (pie plano o cavo).

Figura 16. Fotografia de la planta del pie normal (A) y otra donde se muestran las zonas que soportan
diferentes presiones (B) en amarillo las zonas de mdxima presion y en rojo las que soportan poca presion.

29



2.2.1. DIFERENCIAS ANATOMICAS DE LA PIEL PALMOPLANTAR.

Teniendo en cuenta las diferencias anatdémicas, histoldgicas y funcionales en la piel
palmoplantar cabe destacar que dichas diferencias se asocian principalmente a su
configuracion histoldgica. En concreto, desde el punto de vista anatdomico se pueden
encontrar diferencias identificables a nivel macroscépico, entre ellas, destaca la
ausencia de pelos en la piel palmoplantar, diferencias de coloracidn y la presencia de
dermatoglifos, que serdn descritas en profundidad en el presente apartado.

2.2.1.1. Ausencia de pelos en la piel palmoplantar.

Una de las diferencias identificables a nivel macroscépico es la ausencia de pelos a
nivel palmoplantar. Esta carencia, conlleva a la ausencia de todo el complejo
pilosebaceo anteriormente descrito (Geneser 2006; Biedermann et al. 2015) (figura
17). Esta particularidad macroscopica podria considerarse una de las mas notorias, ya
gue se aprecia a simple vista y estaria asociada al exceso de presién y roce continuo al
gue se ve sometida la piel palmoplantar.

2.2.1.2. Diferencias de coloracion de la piel palmoplantar.

La coloracion de la piel estda determinada por diferentes componentes celulares y
proteicos tanto de la epidermis como de la dermis. En este contexto, en la epidermis
destaca la presencia de melanocitos cuya funcion es secretar uno de los pigmentos que
aportan coloracién a la piel, la melanina. La escasa pigmentacion meldnica podria estar
asociada a dos factores. En primer lugar, a una inferior actividad melanocitica
(Hasegawa et al. 2008; Biedermann et al. 2015) y en segundo lugar, a un menor
numero de melanocitos en la epidermis palmoplantar (Yamaguchi et al. 2009). En este
sentido, cabe destacar que la densidad de melanocitos en piel palmoplantar es cinco
veces menor que en piel fina debido a que durante la embriogénesis los melanocitos
disminuyen su migracién hacia la piel palmoplantar (Yamaguchi et al. 2004). Por otra
parte, los rasgos de coloracién también estan determinados por factores vinculantes a
la dermis, en concreto, al lecho vascular el cual determina el color rojizo
proporcionado por el contenido de hemoglobina dentro de los eritrocitos circulantes
(Rook and Fonseca Capdevila 1988). Ademdas de los pigmentos mencionados
anteriormente (melanina y hemoglobina) que aportan coloracién a la piel, se ha
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relacionado la ingesta de carotenos en la dieta como un factor coadyuvante que
aporta un color amarillento a la piel (Geneser 2006). Todos los factores determinantes
de la coloracién, entre ellos, la concentracién de melanina y el lecho vascular
establecen caracteristicas de coloracidn especificas en la piel fina con respecto a la piel
palmoplantar. En la piel palmoplantar es destacable una coloracidn mas clara y rojiza
con respecto a la piel fina (figura 17).

Figura 17. Fotografia externa de la piel fina del dorso de la mano (A) y plantar (B) de un
mismo individuo, donde se aprecian diferencias como la coloraciéon mds clara, ausencia
de pelos y presencia de dermatoglifos en paralelo de la piel palmoplantar.

2.2.1.3. Presencia de dermatoglifos en la piel palmoplantar.

Otra caracteristica exclusiva de la piel palmoplantar que se puede apreciar
macroscopicamente es la existencia de surcos paralelos en la superficie de la piel
(Sangiorgi et al. 2005) (figura 17B y 18), al contrario que en la piel fina donde se
aprecian surcos en forma poligonal (figura 17A). Esta distribucion en paralelo forma los
denominados dermatoglifos, sélo presentes en simios superiores y humanos (Rook
and Fonseca Capdevila 1988). Aunque los dermatoglifos son estructuras observables a
nivel macroscépico, a nivel histoldégico se pueden identificar en la regién de la
epidermis. Dichas caracteristicas histoldgicas de los dermatoglifos se describirdn en el
apartado de la unién dermoepidérmica.
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Figura 18. A) Fotopodograma donde se aprecia el drea de piel plantar donde se ejerce
presion en posicion bipeda y se distinguen dibujadas las lineas dermatoglifas en
paralelo. B) Esquema donde se representa de forma general, la forma y orientacion
que suelen tener las lineas dermatoglifas a nivel plantar.

2.2.2. DIFERENCIAS HISTOLOGICAS DE LA PIEL PALMOPLANTAR

Una vez descritas las principales diferencias anatdmicas de la piel palmoplantar con
respecto a la piel fina, se describiran las principales diferencias histoldgicas
palmoplantares a nivel de las tres capas tisulares que componen la piel (epidermis,
dermis e hipodermis) tal y como lo demuestra la revision de la literatura (Moore and
Jolly 2000; Oh et al. 2011; Ledoux and Blevins 2007).

2.2.2.1. Diferencias histoldgicas de la piel palmoplantar en la epidermis

La piel palmoplantar, a nivel de la epidermis revela importantes diferencias
histoldgicas relacionadas con el grosor epidérmico, la morfologia y disposicién de los
queratinocitos, la presencia de estrato lucido y la expresidn de citoqueratinas, las
cuales se detallaran en profundidad en el presente apartado.
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2.2.2.1.1. Grosor Epidérmico.

Una de las principales diferencias histoldgicas a nivel de la piel palmoplantar es el
mayor grosor de la epidermis sobre todo a expensas del estrato cérneo (Oh et al.
2011) (figura 19), esta diferencia se visualiza con microscopia dptica y con la ecografia,
donde también se aprecian unas estructuras muy ecogénicas paralelas al eco de
entrada. Los grosores medios de la epidermis en piel fina son de unos 0,1 mm y en piel
palmoplantar varian entre 1 mm y 1,4 mm (Thoolen et al. 2000). El grosor total de la
epidermis palmoplantar es mayor debido a que todos los estratos epidérmicos tienen
mas numero de capas (Geneser 2006). Este aumento en el nimero de capas de los
estratos viene asociado a que las células suprabasales de la piel palmoplantar también
tienen capacidad de division (Rook and Fonseca Capdevila 1988), lo cual representa un
incremento en la proliferacién y divisién celular.

Figura 19. Tincion de H&E a 100X de la piel fina (A) y la piel plantar (B) de un mismo
individuo, donde se aprecia la diferencia en el grosor y el numero de capas de la
epidermis. La longitud de la barra es de 100um.

Ademas de las diferencias de grosor descritas en la piel palmoplantar, se ha descrito
que el grosor a nivel plantar no es continuo, sino que varia segun en la zona, M.
Lamoulie (Ann Kinésilhér., 1980, 7, 9-24.) donde la zona mds gruesa a nivel plantar se
encuentra en la zona posterior de talén y la mas fina a nivel de los pulpejos de los
dedos menores (figura 20).
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Figura 20. Esquema representativo de las diferencias del los grosores en a planta del
pie segun M. Lamoulie (Ann Kinésilhér., 1980). Procedente del material docente del
curso PP1 de la Escuela Superior de Posturologia Villeneuve.

2.2.2.1.2. Morfologia y disposicion de los queratinocitos.

En cuanto a la piel palmoplantar, es de destacar que, con respecto a la piel fina, la
morfologia celular respecto a la cresta epidérmica tiene ciertas particularidades en los
diferentes estratos del tejido epitelial. En concreto, en la piel palmoplantar las células
epiteliales del estrato basal que se ubican sobre la papila dérmica (apical) y en los
laterales de las crestas epidérmicas son de forma columnar, nucleos ovales, con
apéndices que se introducen en la dermis. Estas células poseen abundantes haces
ondulados de filamentos de queratina paralelos a la membrana plasmatica que van
desde los hemidesmosomas hasta las placas desmosémicas. Ademas de su ubicacién
apical y lateral, es de destacar que las células basales del fondo de la cresta epidérmica
tienen forma redondeadas o poligonales, pocos apéndices y haces menos densos de
filamentos de queratina. Por lo tanto, se observa gran heterogenicidad en las células
basales de la piel palmoplantar seglin su posicion respecto a la cresta epidérmica.
Respecto al estrato espinoso, estudios realizados por Swensson y Eady afirman que el
estrato espinoso se organiza en dos zonas, una zona cercana al estrato basal (basal) y
otra zona alejada del estrato basal (apical). En la zona basal del estrato espinoso las
células son de forma columnar o poligonar, con nucleo oval o redondo vy fibras de
gueratina entre las que se aprecian agregados en forma de esponja, similares a las
células del estrato basal, pero con menor niumero de desmosomas. En la zona apical
del estrato espinoso las células son poligonales mas aplanadas, el nicleo celular
aparece rodeado de una estrecha banda libre de filamentos de queratina, los
filamentos de queratina aparecen horizontales y los haces de filamentos de queratina
aparecen mas densos y de mayor grosor. En el estrato granular histolégicamente las
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células presentan estrechamiento del halo perinuclear. Con respecto a los filamentos
de queratina, dichos filamentos se visualizan junto a la queratohialina y van perdiendo
su aspecto fibrilar, ademds de apreciarse los granulos de queratohialina con gran
variabilidad dentro de la misma célula (Swensson and Eady 1996).

Una vez descrita la morfologia de los queratinocitos con respecto a la cresta
epidérmica de la piel palmoplantar, se describird la disposicién de dicha células. En
este contexto, cabe mencionar que los queratinocitos de la piel palmoplantar se
encuentran mas desorganizados con respecto a la piel fina (Rook and Fonseca
Capdevila 1988) a nivel epidérmico, ya que en la piel fina se disponen formando
columnas mas o menos lineales. Esta organizacién se deshace en la piel palmoplantar,
esto podria atribuirse a que la unién dermoepidérmica en la zona palmoplantares mas
irregular, las crestas epiteliales son mas profundas y permiten zonas de convergencia y
divergencia de los queratinocitos (figura 21).
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Figura 21. A) Esquema representativo de la evolucion de los queratinocitos en la epidermis, desde
basal a apical. En la piel fina (dibujo superior) es de una evolucién mds lineal vertical, mientras que
en la piel palmoplantar (dibujo inferior), se produce de una forma mds desorganizada, donde las
lineas de evolucion estdn en oblicuo, con convergencias y divergencias. B) Tincion de H&E a 200x
de piel fina donde se aprecia mas uniformidad en el grosor epidérmico. C) Tincién de H&E a 200x
de piel plantar del mismo individuo que la foto B, donde se aprecia grandes diferencias en el grosor
epidérmico y se distinguen zonas de convergencia y divergencia. Barra de magnificacion 100um.

Los queratinocitos de la piel palmoplantar no ascienden por el estrato cdrneo
estrictamente en sentido vertical, sino que lo hacen en sentido diagonal, ligeramente
lateralizados hasta las crestas corneas (figura 22). Este hallazgo han sido previamente
reportado en queratinocitos marcados con melanina en nevus (Palleschi et al. 2006). A
diferencia de Palleschi, Sweensson y colaboradores afirman que los queratinocitos
crecen estrictamente en columnas verticales (Swensson et al. 1998).
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Figura 22. Tinciones de H&E donde se aprecia la evolucion en oblicuo del estrato cérneo de la
piel palmoplantar. En la foto A a 40X (barra de magnificacion 500um) se aprecian lineas
oblicuas del estrato cdrneo (barra negra). En la foto B a 100X (barra de magnificacion
100um) se aprecia el desplazamiento hacia lateral del acrosiringio a su paso por el estrato

cérneo (barra negra), no coincidiendo completamente la cresta que forma el estrato
granuloso con la cresta del estrato corneo.

2.2.2.1.3. Estrato lucido.

La presencia del estrato lucido se ha descrito como exclusivo de la piel palmoplantar,
siendo una de las caracteristicas histolégicas mas relevantes (Swensson and Eady
1996). El estrato ltcido de la piel palmoplantar es muy birrefringente y esta constituido
de células epiteliales eosindfilas en estado terminal de diferenciacién (figura 23). Las
células epiteliales del estrato lUcido carecen de nucleo y organelas que se sustituyen
por el depdsito abundante de queratina (Ross and Pawlina 2016). Las células
epiteliales del estrato licido se organizan formando dos capas: la primera capa se
denomina capa intermedia de Ranvier. Esta capa es la mas basal y se considera el
verdadero estrato lucido o barrera epipldsmica. En dicha capa, no se observan de
granulos de queratohialina ni existe refringencia propia de la queratina. La segunda
capa constitutiva del estrato lucido es el estrato lucido propio, el cual se localiza a
nivel apical y consta de células de contorno irregular, aplanadas y translucidas (Zirra
1976).

El estrato lucido se observa en humanos y animales, cuando la epidermis posee un
estrato granular grueso subyacente. En el estrato lUcido se encuentran enzimas y
compuestos sulfurados procedentes del interior celular del estrato granuloso, dichas
enzimas y compuestos sulfurados forman la barrera epiplasmica, una barrera bioldgica
semipermeable que actla como tampdn bioquimico vy filtro selectivo (Zirra 1976;
Swensson and Eady 1996).
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Figura 23. Visualizacion del estrato ltcido A) tincion de H&E a 400x (barra de magnificacion
50um), B) tincion en azul de toluidina de un corte semifino a 400x (barra de magnificacion
50um) y C) tincion de H&E a 1000x (barra de magnificacion 20um) donde se aprecia el mismo
color anaranjado en los granulos de queratohialina del estrato granuloso y en el estrato lucido.

2.2.2.1.4. Citoqueratinas.

Las citoqueratinas (CKs) son mondmeros acidos y basicos que se unen entre ellos en
proporcién 1/1 (acido/base) para formar un filamento intermedio de queratina, estos
monomeros se unen en haces y forman el tonofilamento (Welsch and Sobotta 2008).
Los filamentos de queratina son unos filamentos intermedios con espesor de unos
10nm y son un componente fundamental del citoesqueleto celular encargado de
proporcionar estabilidad dimensional, presentes en todas las células epiteliales de
mamiferos. Estos filamentos se unen desde los desmosomas y hemidesmosomas al
resto del citoesqueleto de los queratinocitos, proporcionando una conexidn mecanica
entre todas las células epidérmicas y la propia dermis.

Dependiendo de su acidez y su peso molecular las citoqueratinas pueden clasificarse
en acidas (tipo 1) de bajo peso molecular o bien, basicas de alto peso molecular (tipo Il)
(Kanitakis 2002; Moll et al. 2008).

- Las citoqueratinas de tipo | son proteinas acidas (pH <5,5) de bajo peso
molecular, oscilando entre 40kDa y 64kDa. Las queratinas de tipo | se codifican
en el cromosoma 17q y abarcan el siguiente grupo de citoqueratinas: CK9,
CK10, CK11, CK12, CK13, CK14, CK15, CK16, CK17, CK18, CK19 y CK20.
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- Las citoqueratinas de tipo Il son proteinas neutras o basicas (pH >6) de alto
peso molecular, pudiendo variar entre 52kDa y 67kDa. Las citoqueratinas de
tipo Il se codifican en el cromosoma 12q y abarcan el siguiente grupo de
citoqueratinas: CK1, CK2, CK3, CK4, CK5, CK6, CK7 y CK8.

La asociacién de una citoquetatina de tipo | a una citoqueratina de tipo Il forman los
filamentos intermedios, los cuales se distribuyen en el citoplasma de las células
epiteliales. Las citoqueratinas varian topograficamente en los queratinocitos segun las
diferentes capas de la epidermis y su localizacidon respecto a la cresta epidérmica
primaria que contiene el acrosiringio (figura 24). En la presente Tesis Doctoral se ha
analizado la expresién de las CKs (CK5/6, CK7, CK9, CK10 y CK20) segun su localizacion,
a nivel basal y suprabasal. La localizacién de las CKs dentro de las células epiteliales,
determina el grado de maduracién de cada célula epitelial.

A nivel basal se expresan principalmente las citoqueratinas CK5 y CK14 (Moll et al.
2008) asociadas a niveles altos de actividad mitdtica celular. En asociacién a la CK5 y
CK14 se encuentra la CK17, localizada en la capa basal de la cresta epidérmica
primaria, zona donde se alojarian las células madre epidérmicas (en lo mas profundo,
mas protegidas) y en los conductos de las glandulas sudoriparas (Swensson et al.
1998).

R -
LK ]
e
o i am

Figura 24. Esquema de la distribucion de las diferentes citoqueratinas (K) epidérmicas segtn
su localizacion en la piel palmoplantar segin (Swensson et al. 1998).Cresta epidérmica
primaria (CE19), cresta epidérmica secundaria (CE29), papila dérmica (PD), cresta dérmica
(CD) y valle dérmico (VD).
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Por otra parte, a nivel suprabasal (estrato espinoso y granuloso), destaca la expresion
de las CK1 y CK10 (Moll et al. 2008), ya que se vinculan a altos niveles de diferenciacion
celular (Geneser 2006; Kanitakis 2002). Otra de las CKs a destacar a nivel suprabasal es
la CK9, detectada por primera vez a la semana 15 de gestacién en algunas células
suprabasales de la epidermis plantar y ocasionalmente, en las células basales (Moll et
al. 1987; Kierszenbaum and Tres 2012). La CK9 es un marcador especifico de piel
palmoplantar (figura 25), aunque también se puede apreciar con poca frecuencia en
piel fina asociada a la salida del acrosiringio (Moll et al. 1987; Knapp et al. 1986).
Ademads, se encuentra en una alta proporcién en los queratinocitos dispuestos en
columnas verticales y concentrados alrededor de los conductos intraepidérmicos de las
glandulas sudoriparas (Moll et al. 1987). La CK9 es necesaria para el desarrollo de piel
palmoplantar, proporciona resistencia maxima a la presion (Fu et al. 2014). Es de
destacar que la mayoria de los queratinocitos que expresan CK9 también expresan las
CKs 10 y 11. Los queratinocitos de la piel palmoplantar expresan CK9 mediante dos
mecanismos descritos en la literatura. El primero de ellos, un mecanismo de expresion
independiente de la interaccion dermo-epidérmica por parte de los queratinocitos
palmoplantares (Compton et al. 1998). Compton y colaboradores, tras realizar
autoinjertos de epidermis palmoplantar en zonas de piel fina sin restos de dermis
subyacente se observd que estos queratinocitos seguian expresando CK9 hasta 5 afios
después del injerto. El segundo mecanismo de expresiéon de CK9 en piel palmoplantar
el altamente dependiente de la interaccion dermo-epidérmica como demostré
Yamaguchi y colaboradores tras realizar autoinjertos de epidermis de piel fina sobre
dermis plantar donde observaron la expresidon de CK9 por parte de los queratinocitos
de piel fina, inducida por los fibroblastos dérmicos de la piel palmoplantar (Yamaguchi
et al. 1999; Yamaguchi et al. 2001).

Figura 25. Imdgenes de inmunofluorescencia donde se marca la expresion de la citoqueratina 9 en la piel. A)

Piel palmoplantar, B) Zona de transicion entre piel fina y palmoplantar y C) Piel fina (Yamaguchi et al. 2008)

Aparte de la CK9, descrita en el presente apartado, la CK16 es otra de las CKs a
destacar ya que su expresidon ha sido vinculada a células que se dividen rapidamente,
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pero parece que también podrian ser las causantes de proporcionar flexibilidad y
elasticidad a la piel, ocupando columnas diferentes a la CK9 sobre las crestas papilares
epidérmicas secundarias (Swensson et al. 1998).

Por otra parte, la CK19 se expresa a nivel suprabasal en conductos de glandulas
sudoriparas ecrinas tanto en piel fina como en la piel palmoplantar (Welsch and
Sobotta 2008). Determinar la expresion de CKs a nivel de los queratinocitos es de gran
importancia en estudios de caracterizacién de la epidermis de la piel fina vy
palmoplantar. Sin embargo, dado que la epidermis contiene una poblacion de células
no queratinocitica es de gran relevancia destacar el papel de la CK20 como marcador
especifico de Células de Merkel de la piel fetal (desde la semana 8) y del adulto (Moll
et al. 1995).

Una vez descritas con detalle las CKs de gran relevancia en la piel palmoplantar es
importante destacar que una de las principales diferencias que se pueden apreciar
desde el punto de vista histologico, es el mayor porcentaje de volumen citoplasmatico
de filamentos intermedios en la piel palmoplantar respecto a la piel fina (Swensson
and Eady 1996).

2.2.2.2. Diferencias histolégicas de la union dermoepidérmica en la piel
palmoplantar.

Una vez descritas las principales diferencias histoldgicas de la epidermis palmoplantar,
se describirdn las diferencias a nivel de la unidon dermoepidérmica. La unién
dermoepidérmica es la estructura encargada de mantener la asociacién entre
epidermis y la dermis subyacente. A partir de esta unidn, se llevan a cabo numerosos
procesos metabdlicos que promueven el desarrollo y la diferenciacion de ambos
tejidos (epidermis y dermis). Por este motivo, su estudio y caracterizacién en la piel
fina y palmoplantar es de considerada importancia.

En este sentido, las diferencias identificables histolégicamente a nivel de la unién
dermoepidérmica entre piel fina y la piel palmoplantar radican principalmente en que
esta unidn es mds simple cuanto mds fina es la piel (Geneser 2006). En la piel
palmoplantar, las crestas epidérmicas son mas largas, mds finas y mds numerosas
(Fawcett et al. 1994) y sus papilas dérmicas son mds pronunciadas (Biedermann et al.
2015), encontrandose un marcado patrén de interdigitaciones entre papilas dérmicas
y crestas epidérmicas (Swensson and Eady 1996).

Las crestas epidérmicas se distinguen entre primarias y secundarias. Las crestas
epidérmicas primarias se encuentran a nivel del acrosiringio y se alternan con las
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crestas epidérmicas secundarias que carecen de él (figura 24 y 26B). Esta relacion
entre epidermis y dermis proporciona una mayor superficie de contacto y favorece a
los procesos de intercambio de nutrientes. Debido a este aumento de superficie de
contacto, existe un mayor numero de células por unidad de superficie corporal, lo
qgue lleva a un aumento del grosor de la piel (Ross and Pawlina 2016), un mayor
requerimiento nutricional y una mayor demanda vascular.

Figura 26. Foto a 100X (barra de 100um) representativo de la diferencias de tamafio y forma de las

papilas dérmica en la piel fina (A) y la piel palmoplantar (B). En la piel palmoplantar se distinguen dos
tipos de crestas epidérmicas, la primaria (flecha negra, por donde sale el conducto excretor de la
gldndula sudoripara ecrina) y la secundaria (flecha amarilla).Se puede apreciar como el acrosiringio
estd cerca de la superficie en la cresta dérmica del estrato corneo y el valle formado entre dos crestas
dérmicas. Esta alternancia entre crestas y valles superficiales es la que origina los dermatoglifos.

La presencia de los dermatoglifos es una de la principales diferencias anatémicas entre
la piel palmoplantar y la piel fina tal y como se describio anteriormente. La presencia
de dermatoglifos a nivel macroscépico se correlaciona a nivel histolégico con una
alternancia de crestas (cresta dérmica) y valles (valle dérmico) del estrato cérneo
(figura 26B) y sirve para mejorar la adherencia entre la piel y los objetos que
manipulamos con las manos o el suelo que pisamos con los pies (Geneser 2006).
Ademds, actla un amplificador mecdnico para los receptores dérmicos y hace que la
piel palmoplantar sea 10 veces mas resistentes en sentido longitudinal que transversal
a los dermatoglifos (Wang and Hayward 2007).

Los laterales dérmicos de la cresta epidérmica primaria por donde pasa el acrosiringio,
tienen forma reticular de panal y son mas lisos (figura 27A). Por otro lado, los laterales
de las crestas epidérmicas secundarias son mas estrechas, tienen forma de dobleces o
plicaturas, poseen microondulaciones en paralelo a lo largo del eje de la papila y son
mas rugosos (figura 27B). La unién dermo-epidermica varia segun la edad (Kawabe et
al. 1985).
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Figura 27. Los laterales dérmicos en la piel palmoplantar de la cresta epidérmica primaria (A) por donde pasa el
acrosiringio tienen forma reticular de panal, es mds liso. Las paredes de las crestas epidérmicas secundarias (B) mds
estrechas tienen forma de dobleces o plicaturas, microondulaciones en paralelo a lo largo del eje de la papila, es
mads rugoso (Kawabe et al. 1985).

Finalmente, cabe destacar que la distribucion en paralelo de las papilas dérmicas en la
piel palmoplantar puede visualizarse mediante técnicas de microscopia electrénica de
barrido (figura 28). Igualmente, se pueden visualizar los extremos distales del conducto
excretor de las glandulas sudoriparas, los cuales se disponen con regularidad en el
fondo de las crestas epidérmicas primarias (Sangiorgi et al. 2005), para dar salida al
exterior en la cresta dérmica (cresta superficial cornea), donde desembocan los poros
de las glandulas sudoriparas (Palleschi et al. 2006).

Figura 28. Imagen con microscopia electrénica de barrido de la piel palmoplantar de
la superficie dérmica donde se aprecia la distribucion en paralelo del inicio del
acrosiringio y las papilas dérmicas (Sangiorgi et al. 2005).
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2.2.2.3. Diferencias histoldgicas de la dermis en la piel palmoplantar.

La piel palmoplantar a nivel de la epidermis y la union dermoepidérmica revela
importantes diferencias histoldgicas. En el presente apartado, se describiran con
detalle las principales diferencias de la dermis palmoplantar con respecto a la piel fina.
En concreto, se estudiaran las diferencias relacionadas con: el tejido conjuntivo
dérmico, aumento de glandulas sudoriparas ecrinas y diferencias nerviosas y
vasculares.

2.2.2.3.1. Diferencias de la dermis palmoplantar.

Histoldgicamente, la dermis palmoplantar es mds gruesa que la dermis de la piel fina,
midiendo 3mm aproximadamente (Oh et al. 2011). Como se menciond en el apartado
de introduccién de la dermis, la dermis esta constituida por una dermis papilar y
reticular. En la dermis papilar se encuentran las papilas dérmicas. Con respecto a las
papilas dérmicas de la piel palmoplantar, estudios mediante microscopia electrénica
de barrido y transmisién demuestran que estas papilas se disponen en filas paralelas y
separadas unos 150um, con una altura de 300um y un grosor de 100um de didmetro
en su parte media (figura 28). En la mitad superior de las papilas dérmicas, sobre la
superficie hay una capa vellosa que podria jugar un papel en la unién
dermoepidérmica (Omagari and Ogawa 1990). Dentro de las papilas dérmicas, se
alojan capilares de un diametro aproximado de 20um, estos capilares se asocian en
parejas cruzandose a lo largo del eje longitudinal de la papila.

A nivel celular, la dermis papilar esta constituida principalmente por fibroblastos, los
fibroblastos ubicados en la dermis papilar de la piel palmoplantar tienen mayor
nimero extensiones citoplasmdticas, morfologia dendritica en forma de red
tridimensional. Sin embargo, los fibroblastos ubicados alrededor de los capilares
tienen forma escamosa y estan adheridos a ellos a modo de capa envolvente. En la
dermis reticular, los fibroblastos adquieren una forma plana y estrellada, con
expansiones que se anastomosan con células vecinas formando un emparrillado
bidimensional con lineas paralelas entre las que se aprecian fibras delgadas de unos
2um que podrian ser fibras nerviosas (Omagari and Ogawa 1990; Lu et al. 2002).
Finalmente, otra particularidad a destacar en la piel palmoplantar, es la unién dermo-
hipodérmica, la cual no esta bien definida en la piel palmoplantar con respecto a la piel
fina (Thoolen et al. 2000).
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Figura 29. Imagen de microscopia electronica de barrido de la dermis de piel palmar a
525x donde se aprecian principalmente los haces de coldgeno cortados trasversalmente.

2.2.2.3.2. Aumento de glandulas sudoriparas ecrinas.

A nivel palmoplantar se localizan mayor nimero de glandulas sudoriparas ecrinas que
en la piel fina (Biedermann et al. 2015), en la zona palmoplantar se contabilizaron unas
620/cm2 mientras que a nivel de piel fina unas 65/cm2 (Hagforsen et al. 2010). Debido
a que la piel palmoplantar tiene menos capa lipidica que la piel fina, por ello en
contacto con humedad (agua o sudor) se macera antes y posee mas perdidas de
humedad que la piel fina, por eso las glandulas sudoriparas son mas numerosas y
proporcionan la humedad necesaria (Tagami 2008). La porcién mds externa de los
conductos excretores de las glandulas sudoriparas en la piel palmoplantar se localizan
en la cresta epidérmica mas profunda, o también llamada primaria, entre dos filas de
papilas dérmicas (Sangiorgi et al. 2005). En el punto donde el conducto excretor
penetra través de la dermis de la piel palmoplantar se aprecia un engrosamiento de la
epidermis, probablemente sea un mecanismo de proteccion de las glandulas
sudoriparas ecrinas ante las fuerzas tangenciales (Thoolen et al. 2000) (figura 30).
Otras diferencias funcionales descritas en estudios, describen que el sudor aumenta
linealmente con el ejercicio en piel fina pero no en la piel palmoplantar (Buard et al.
2010) y que el tabaco produce mayor sudoraciéon en la piel palmoplantar pero no en la
piel fina (Uehara et al. 2010).
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Figura 30. Imdgenes con microscopia electrénica de barrido de piel palmoplantar donde se aprecia la distribucion en
paralelo del inicio del acrosiringio en la unién dermoepidérmica y su disposicion con regularidad en el fondo de las

crestas epidérmicas primarias (A). A mayor aumento se aprecia la salida de la dermis del conducto excretor de las
gldndulas sudoriparas (B y C) (Sangiorgi et al. 2005).

2.2.2.3.3. Diferencias de la inervacion.

La piel plantar es lo Unico que nos mantiene unidos fisicamente al suelo durante la
posicion bipeda, tanto en estdtica como dinamica. Es la interfase entre hombre y
tierra, por lo que no es de extraflar que tenga una inervacidon nerviosa sensitiva
especial. Las diferencias en la morfologia y neurofisiologia de la piel fina vy
palmoplantar proporciona las diferencias sensoriales entre ambos tipos de piel. Fibras
nerviosas en la piel palmoplantar suelen poseer mayor velocidad de conduccién que
en la piel fina (Zimmerman et al. 2014).

La piel palmoplantar cuenta con un mayor nimero de terminaciones nerviosas y
concretamente de forma encapsulada rodeadas de tejido conjuntivo (Rook and
Fonseca Capdevila 1988; Ross and Pawlina 2016). Como ejemplos de terminacion
nerviosa encapsulada, se encuentran los corpusculos de Pacini en hipodermis y dermis
profunda. También son muy numerosos los corpusculos de Meissner que se
encuentran en las papilas dérmicas y son muy abundantes en los pulpejos de los
dedos. Por el contrario, los corpusculos de Ruffini se encuentran principalmente en la
dermis de la piel fina ya que son mecanorreceptores que responde al estiramiento de
la piel (Zimmerman et al. 2014) y como se ha descrito anteriormente, la piel fina posee
mayor capacidad de estiramiento que la piel palmoplantar (Wang and Hayward 2007).
La mayor capacidad de estiramiento de la piel fina se debe a una menor conexion
entre dermis e hipodermis, la cual genera diferencias significativas en la sensibilidad de
movimiento de aferentes tdctiles en la piel fina y palmoplantar. Por ello, la mayoria de
aferencias en el dorso de la mano responden a lo largo del rango fisioldgico de
movimiento de la articulaciéon, aumentando su frecuencia de activacién a medida que
la piel se estira durante la flexidon de las articulaciones digitales, mientras que esto no
se observa a nivel palmar (Macefield 2005).

Ademas de diferencias entre la piel fina y palmoplantar, también se encuentran
diferencias entre la palma y la planta, ya que la mayoria de los mecanorreceptores
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plantares son de adaptacién rapida (70%), a diferencia de a nivel palmar, donde la
mayoria son de adaptacién lenta (figura 31) (Kennedy and Inglis 2002). Por otra parte,
estudios desarrollados por McGlone sostienen que las fibras nerviosas C tactiles se
encuentran exclusivamente en piel fina y no se detectan en la piel palmoplantar
(McGlone et al. 2012). En contraste a estos estudios, Treede afirma la existencia de
fibras C en la piel palmoplantar, pero con diferente velocidad de conduccién que en la
piel fina (Treede et al. 1995).
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Figura 31. Mapa de mecanorreceptores plantares. Células de Merkel (SAl), Corpusculo de
Ruffini (SAll), Corpusculo de Meissner (FAI) y Corpusculo de Pacini (FAIl) La mayoria de los
mecanoreceptores plantares son de adaptacion rdpida (70%),. (Kennedy and Inglis 2002).

Respecto a la percepcidon de estimulo doloroso, la piel palmoplantar tiene menos
nociceptores que la piel fina (Hilliges et al. 1995). Motivo por el cual las intensidades
dolorosas son mayores en piel fina que en la piel palmoplantar. Este hecho se relaciona
con que la latencia de percepcidn en la piel palmoplantar es inferior a la piel finay a
gue los nociceptores térmicos en piel palmoplantar se encuentran al doble de
profundidad que en piel fina (Frahm et al. 2010).

Tras el estudio de las terminaciones nerviosas encapsuladas de la piel palmoplantar
con respecto a la piel fina, otra diferencia se encuentra a nivel de las células de Merkel,
las cuales son mas abundantes en la piel palmoplantar sobre todo a expensas de los
pulpejos de los dedos (Munde et al. 2013; Hall and Guyton 2016). Aparte de las
diferencias descritas anteriormente, existen otras diferencias relacionadas con la
sensibilidad nerviosa de la piel y su mecanismo de activacién del sistema nervioso
central y periférico. En este sentido, mediante andlisis cerebral por tomografia por
emision de positrones (PET) se describe que un mismo estimulo tactil superficial de la
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piel activa zonas cerebrales diferentes, ya que al estimular la piel fina del antebrazo se
produce una respuesta emocional y afectiva (sistema limbico), mientras que el mismo
estimulo de la piel palmar produce una respuesta objetiva-analitica (corteza
somatosensitiva) (McGlone et al., 2012). Por el contrario, no se han encontrado
diferencias entre piel fina y palmoplantar a nivel de los termoceptores epidérmicos
(Atherton et al. 2007), ni tampoco en la variacién de la sensibilidad vibratoria
dependiendo de la temperatura (frio aumenta el umbral y el calor disminuye el
humbral en todas las areas anatomicas estudiadas por igual) (Schlee et al. 2009).

2.2.2.3.4. Diferencias vasculares.

La piel palmoplantar posee mayor aferencia vascular que la piel fina y posee un unico
sistema de vasoconstriccion por medio del sistema nervioso simpatico noradrenérgico,
mientras que la piel fina posee dos sistemas, uno de vasoconstriccion y otro de
vasodilatacion, mediados también por el sistema nervioso noradrenérgico (Metzler-
Wilson et al. 2012; Buard et al. 2010; Wilson et al. 2005; Yamazaki and Sone 2006).

La piel palmoplantar posee numerosas anastomosis arteriovenosas (AAVs) a nivel de la
base del asa capilar de la papila dérmica, mientras que la piel fina carece de ellas. Estas
AAVs son vasos musculares inervados por el sistema simpatico noradrenérgico que
cuando se dilatan permiten un cortocircuito entre la arteria y la vena a nivel de la base
papilar, produciendo una disminucién del flujo sanguineo al final del asa capilar
(Metzler-Wilson et al. 2012; Buard et al. 2010; Yamazaki and Sone 2006) (figura 32).

Epidermis B Epidermis
A
5 J Ancrsola DE;:';;'::‘ A Y

C
e
Q< ~,,/M4 {/7/&//

J

\;'\ S
0! /kw//‘ -
\\%\\&\\‘\» :
sl Defm's AV

Figura 32. Esquema de la anastomosis arteriovenosa (AAV) de la piel palmoplantar
cuando estd cerrada (A) y cuando estd abierta (B). Imagen procedente de recurso
electrénico http.//www.agroparlamento.com/agroparlamento/notas.asp?n=2134.
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Estas dos diferencias, de inervacién nerviosa y de presencia de AAVs conlleva a que la
piel palmoplantar posea una mayor capacidad de autorregulacion del flujo sanguineo
(Wilson et al. 2005; Buard et al. 2010).

A parte de las diferencias estructurales descritas anteriormente, otros estudios ponen
de manifiesto diferencias vasculares entre piel fina y palmoplantar a nivel funcional,
afirmando que el calentamiento local de la piel no produce un maximo flujo sanguineo
en la piel palmoplantar pero si en la piel fina (Metzler-Wilson et al. 2012). Estudios de
Uehara en el 2010 afirman que el tabaco produce un aumento adicional de Ia
vasoconstriccién en caso de estrés mental en la piel palmoplantar y el ejercicio fisico
moderado produce efectos vasodilatadores que contrarrestan la vasoconstriccién del
estrés mental (Uehara et al. 2010). Estudios relacionados con el entrenamiento fisico
demuestran que dicho entrenamiento aumenta la temperatura de la piel palmoplantar
pero no la de piel fina durante el estrés mental (Yano et al. 2009). En general, el
ejercicio disminuye la sensibilidad para la vasodilataciéon térmica en la piel
palmoplantar y no en la fina. La piel palmoplantar tiene capacidad de amortiguacion
los cambios de flujo sanguineo inducidos por cambios en la presidn sanguinea por
mecanismos de autorregulacidn, ausentes en la piel fina (Buard et al. 2010). Todos
estos estudios hacen pensar que la piel palmoplantar podria tener propiedades
neuroendocrinas como asi demuestra la expresién de marcadores especificos como la
sinaptofisina (Hagforsen et al. 2010).

2.2.2.4. Diferencias histoldgicas de la piel palmoplantar en la hipodermis.

Tras describir las principales diferencia a nivel epidérmico, unién dermoepidermica y
de la dermis, en el presente aparatado se describirdn las principales diferencias de la
piel palmoplantar con respecto a la piel fina a nivel de la hipodermis. En este contexto,
es importante poner de relieve que la separacion entre la dermis e hipodermis esta
poco definida en comparacién con la piel fina (Thoolen et al. 2000). Con respecto a la
zona plantar, cabe mencionar que la hipodermis posee bandas fibrosas de coldgeno y
elastina que van desde la capa dérmica a la fascia profunda, proporcionando una firme
unidn entre ellas. De esta manera, las bandas forman celdillas fibrosas que encierran la
grasa plantar (figura 33) (Kelikian et al. 2011) y permiten un correcto empaquetado
graso, para una buena amortiguacion, disipacion y absorcién de las altas presiones
plantares (Oh et al. 2011). Cuando esta almohadilla de grasa plantar se pierde,
desplaza o deteriora, se predispone la aparicion de dolor, lesiones cutdneas e incluso
Ulceras (Rocchio 2009). Es de destacar en esta capa, la gran capacidad de
amortiguacion, disipacidon y absorcién de presiones entre dos planos duros (suelo y
hueso en el caso plantar).
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Figura 33. Esquema representativo de la distribucion de septos fibrosos que compartimentalizan
la grasa a nivel del talon en un corte sagital (A) y en un corte coronal (B) (Kelikian et al. 2011).

2.2.3. DIFERENCIAS FUNCIONALES DE LA PIEL PALMOPLANTAR. INTERACCION
DERMOEPIDERMICA.

Es bien conocido que tanto la epidermis como la dermis juegan un papel crucial en el
desarrollo sincronico de ambos tejidos, esta relacion estda mediada por las
interacciones epitelio-mesenquimales, las cuales estan determinadas en el proceso de
desarrollo embrionario. Concretamente, a nivel palmoplantar, los fibroblastos de Ila
dermis influyen en la expresidon genética de las células epidérmicas por medio de la
proteina Dickkopf-1 (Dkk1). Esta proteina pertenece al grupo de la familia de las
Dickkopf, que estan involucradas en el desarrollo embrionario de los vertebrados
(Niehrs 2006). Como consecuencia de esta interaccion, se ha demostrado que los
fibroblastos dérmicos de la piel palmoplantar producen en mayor cantidad la proteina
DKK1 que induce cambios a nivel de la epidermis que no se observan en la piel fina
como los siguientes:

A) Estimulo de una mayor proliferacién de los queratinocitos in vivo (Yamaguchi et al.
2008), lo que conllevaria a un aumento del grosor epidérmico (Yamaguchi et al. 2004).

B) Disminucidn en el numero, crecimiento y funcién de los melanocitos (Yamaguchi et
al. 2008) ademas de disminuir la maduracion de melanosomas y su transferencia a los
queratinocitos (Biedermann et al. 2015). Como resultado, se produce una
hipopigmentacion de la piel palmoplantar.
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C) La adicién de Dkk1 a cultivos de queratinocitos, produce aumento de expresion de
CK9 en los queratinocitos (Yamaguchi et al. 2009).

Estos tres efectos favorecen el mayor grosor y resistencia, ademads de un color mas
claro de la epidermis palmoplantar (figura 34).

Diversos estudios, demuestran que utilizando la capacidad de expresion génica que
tienen los fibroblastos de la dermis plantar sobre la epidermis, nos permite utilizar
epidermis de piel fina sobre la dermis palmoplantar, pues estos queratinocitos
comenzaran a comportarse como queratinocitos propios de esta zona.
Tradicionalmente, los injertos de grosor total de piel fina en zonas palmoplantares
suelen dar problemas de hiperqueratosis e hiperpigmentacidn. Por el contrario, el uso
de injertos de una capa de queratinocitos obtenidos de piel fina sobre dermis
palmoplantar no producen ni hiperqueratosis ni hiperpigmentacién y tras seis meses
se observa la expresién de CK9 (Yamaguchi et al. 2001) tipico perfil de expresién
encontrado en la epidermis palmoplantar. En la misma linea, otro autor concluye que
los queratinocitos de piel fina (sin expresién de CK9) implantados sobre fibroblastos de
piel palmoplantar, expresaron CK9 (Biedermann et al. 2015). Estos hallazgos confirman
gue la interaccién dermoepidérmica es de crucial importancia para el desarrollo de la
epidermis y la dermis palmoplantar (Yamaguchi et al. 1999; Yamaguchi et al. 2001;
Ebersole et al. 2010).
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Figura 34. Esquema de la interaccion dermepidérmica de la piel palmoplantar, donde el fibroblasto
por medio de la una mayor produccion de DKK1, induce una menor produccion de melanina en el
melanocito, una mayor expresion de CK9 y un aumento en la proliferacion en el queratinocito.

A lo largo de este apartado se han descrito las principales diferencias histoldgicas de la
piel palmoplantar respecto a la piel fina, el principal objeto de estudio de la presente
Tesis Doctoral. Las diferencias existentes entre la piel fina y la piel palmoplantar se
deben principalmente a factores genéticos y epigenéticos. Con respecto a los factores
genéticos, cabe destacar que la expresion de genes asociados a piel fina o gruesa esta
determinada en las primeras semanas de desarrollo fetal. En este sentido, las crestas
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dérmicas se forman en el tercer mes de vida fetal (Poirier and Massot 2002) y autores
como Geneser y Thoolen han descrito la piel palmoplantar fetal mas gruesa con
respecto a la piel fina fetal (Geneser 2006; Thoolen et al. 2000). Asi mismo la expresién
de CK9, la citoqueratina tipica de la piel palmoplantar, aparece en la semana veinte de
desarrollo fetal (Knapp et al. 1986) marcando el proceso de diferenciacion terminal de
la piel palmoplantar. A nivel epigenético existen factores externos tales como la
presidon mecdnica, la concentracién de calcio y de vitamina A, que podrian influir sobre
las principales caracteristicas de la piel palmoplantar (Yamaguchi et al. 1999).

2.2.4. PATOLOGIAS DE LA PIEL PALMOPLANTAR.

La anatomia, la histologia y la funcidn normal de la piel palmoplantar pueden verse
afectada por diversas patologias de tipo congénitas y con mayor frecuencia las
adquiridas. Dentro de las patologias congénitas cabe destacar el grupo de las
queratodermias palmoplantares, que son una variedad heterogénea de alteraciones
caracterizadas por un gran engrosamiento que afecta especificamente a la piel
palmoplantar (Van Steensel 2010; Sakiyama and Kubo 2016; Kierszenbaum and Tres
2012). Asi mismo, otra patologia de etiologia desconocida con posible implicacidn
inmunoldgica es el eccema dishidrético, que cursa con unas vesiculas que originan
picor y quemazdn a nivel palmoplantar (Nishizawa 2016).

Figura 35. Queratodermia palmoplantar (A y B), eccema dishidratico (C).

Las patologias palmoplantares que mas frecuentemente se ven en consulta son las de
tipo adquirido, entre las que destacan las de causa traumatica y tumoral. Asi mismo,
existen patologias de tipo sistémico como la diabetes, la artritis o problemas
vasculares que favorecen la presencia de ulceras a nivel plantar (Kasiya et al. 2017). El
tratamiento de dichas patologias requiere frecuentemente intervencion quirdrgica, en
donde se suelen usar colgajos o autoinjertos de la piel palmoplantar vecina o del
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miembro contralateral, ya que el uso de piel fina completa para reparar estas zonas
genera numerosos problemas. En el caso de patologias severas donde Ia
reconstruccion quirdrgica no es posible se recure a la amputacion (Oh et al. 2011;
Simman 2004; Liu et al. 2014; Nagata et al. 2013; Zhang et al. 2009; Maker and lteld
2015). La atrofia o desplazamiento de la hipodermis a nivel plantar produce una
alteracién de la almohadilla plantar grasa plantar, predisponiendo asi, la aparicion de
dolor, lesiones cutaneas e incluso ulceras (Rocchio 2009).

La xerosis es una sequedad extrema de la piel, que cursa con alteraciones de la
estructura de la capa cérnea de la piel, asi como del metabolismo hidrico, que da lugar
a una piel seca, dspera y cuya causa suele estar asociada a enfermedades como la
diabetes, atopia, déficit de vitamina A y a factores externos como los ambientes de
temperaturas extremas y de poca humedad o medicamentos (Parker et al. 2017). A
nivel de la piel plantar se localizan lesiones hiperqueratdsicas como los IPKs
(intractable plantar keratosis) (Garcia Carmona et al. 2009; Tollafield 2017; Brousseau-
Foley and Cantin 2015), causantes de gran dolor, impotencia funcional y alteraciones
posturales nocivas en el resto del organismo, a los que se le aplica diferentes tipos de
tratamientos.

Figura 36. Carcinoma (A), melanoma (B), traumatismo (C), dlcera (D), IPK (E), xerosis (F) y helomas miliares

(G). Procedente de recurso electrénico http:;//www.masdermatologia.com/pdf/0085.pdf (A),
http.//www.newhealthadvisor.com/mole-on-bottom-of-foot.html (B), http://medsaludin.es/que-
hacer-si-se-corta-con-el-vidrio-primeros-auxilios.html (C).
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3.- OBJETIVOS E HIPOTESIS.
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3.1.- OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

- Realizar una caracterizacién de la piel de la regién palmoplantar para determinar
patrones histoldgicos, histoquimicos e inmunohitoquimicos como base para Ia
generacion de tejidos mediante ingenieria tisular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Caracterizar la epidermis de la piel palmoplantar humana a nivel histoldgico,
histoquimico e inmunohistoquimico utilizando marcadores especificos de
diferenciacién epitelial.

- Determinar la estructura, la ultraestructura y los componentes de la membrana basal
de la piel palmoplantar humana a nivel histolégico, histoquimico e
inmunohistoquimico.

- Caracterizar la dermis de la piel palmoplantar humana a nivel histolégico,
histoquimico e inmunohistoquimico utilizando marcadores de diferenciacion
especificos de las células y la matriz extracelular del tejido conectivo dérmico.

- Caracterizar la hipodermis de la piel palmoplantar humana a nivel histolégico,
histoquimico e inmunohistoquimico utilizando marcadores de diferenciacidn
especificos de las células y la matriz extracelular del tejido conectivo hipodérmico.

- Establecer criterios de seleccién de los diferentes tipos de piel humana para
aplicaciones clinicas especificas.
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3.2. HIPOTESIS.

A nivel plantar existen numerosas lesiones dolorosas causantes de gran invalidez,
entre ellas el heloma neurofibroso y el quiste de inclusion o el heloma inveterado, las
cuales no estdn bien descritas desde un punto de vista cientifico, ademas de los
traumatismos, tumores y quemaduras. Asi mismo, las peculiaridades histolégicas e
histofuncionales de la piel palmoplantar humana no han sido determinadas hasta el
momento, siendo muy escasas las publicaciones cientificas sobre este tema. Todo ello
hace necesario estudiar la estructura y funcidn de la piel palmoplantar. En este
sentido, comprender mejor histofisiologia de la regidon palmoplantar, incluyendo las
uniones entre queratinocitos, la composicién de la membrana basal o la matriz
extracelular de la dermis, constituye un reto a nivel cientifico encaminado hacia la
busqueda de nuevas y mejores alternativas terapéuticas tales como la generacién de
este tipo de piel mediante ingenieria tisular.
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4. MATERIALES Y METODOS.
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4.1. Muestras de piel humana.

Para la presente Tesis Doctoral se obtuvieron muestras humanas de piel dorsal de la
mano (PDM), piel de la palma de la mano (PPM), piel dorsal del pie (PDP) y piel de la
planta del pie (PPP) de 6 donantes cadavéricos (<24h) cuya edad oscilé entre 19 y 80
afios (promedio 48.8+21.0). Tanto la piel palmoplantar como la fina se obtuvieron de
los mismos donantes para evitar variaciones interpersonales. En cada caso, se
obtuvieron biopsias de piel de grosor completo, con un tamafio promedio de 1cm?
aproximadamente, por medio de un bisturi frio de las siguientes zonas anatémicas: 1)
la piel fina de la mano del dorso de los metacarpianos (PDM) y la palmar a nivel de las
cabezas metacarpales (PPM) y 2) la piel fina del pie del dorso de los metatarsianos
(PDP) y la plantar a nivel de las cabezas metatarsales (PPP). Para la realizaciéon del
estudio se obtuvo una autorizacién del Departamento de Anatomia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Granada.

4.2. Analisis histologico de las muestras de piel humana.

Una vez obtenida cada muestra se dividié en tres fragmentos y se fijaron en tres
soluciones fijadoras. La primera de ellas, formaldehido neutro tamponado al 4,0%
(para microscopia Optica, histoquimica e inmunohistoquimica para Melan-A, CD1A,
esmotelina, SMA-ACT, CD-31 y D2-40), la segunda, methacarn que consiste en 60% de
metanol, 30% de cloroformo y 10% de 4cido acético glacial (para |la
inmunohistoquimica de CK5/6, CK7, CK9, CK10, CK20, claudina-1, DSPK 1-2,
involucrina, filagrina, laminina, colageno tipos |, lll y 1V, decorina, biglicano y versicano)
y finalmente en glutaraldehido al 2.5% (para microscopia electrdnica). Las muestras
fijadas en formaldehido y methacarn se incluyeron en parafina, se realizaron
secciones de 5um y se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) usando métodos de
rutina. Las secciones tefiidas con H&E se fotografiaron usando un microscopio éptico
Nikon Eclipse 90i (Nikon Corp., Tokio, Japon) y se cuantificd el grosor de cada estrato
epitelial en cada muestra usando una escala como referencia.
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4.3. Anadlisis inmunohistoquimico de las muestras de piel
humana.

Las proteinas especificas de la piel en epidermis, membrana basal y dermis se
detectaron mediante el uso de técnicas inmunohistoquimicas utilizando anticuerpos
primarios anti-Melan-A para la deteccién de melanocitos, CD1A para la dentificacion
de células de Langerhans, citoqueratina 20 (CK20) para células de Merkel y CK5/6, CK7,
CK9 y CK10, claudina-1, desmoplaquina 1/2, involucrina, filagrina como marcadores
epiteliales. Asi mismo, se utilizé laminina, colageno tipo Ill y IV como marcadores de la
unién dermoepidérmica y coldgeno |, decorina, biglicano y versicano como marcadores
de la dermis. A nivel vascular se usaron esmotelina, SMA-ACT, CD-31, D2-40 y para la
valoracion hipodermica vimentina (Tabla 1). Las muestras de tejido previamente
cortadas se desparafinaron y se rehidrataron, la recuperacion antigénica se llevd a
cabo a 982C solo para tejidos fijados con formalina, debido a que las muestras fijadas
en metharcarn no requerian recuperacién antigénica. Posteriormente, se elimind la
peroxidasa enddgena con 3% de perdxido de hidrégeno (H,0;) en tampdn fosfato
salino (PBS) y se realizé un doble bloqueo de los sitios inespecificos con suero equino y
caseina. Seguidamente, se agregaron anticuerpos primarios y las muestras se
incubaron en condiciones de humedad mediante el uso de una camara humeda
durante 12 horas (o/n) a 5°C. Una vez realizada la hibirdaciéon con el anticuerpo
primario, se procedida hibridar los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa
durante 1 hora a temperatura ambiente. La reaccidn de Ag-Ac se visualizd usando
diaminobencidina (DAB) y se contrasté con hematoxilina de Harris. Las imagenes se
obtuvieron utilizando un microscopio dptico Nikon Eclipse 90i (Nikon Corp., Tokio,
Japén) y la intensidad de la sefal inmunohistoquimica se evalué de forma
semicuantitativa clasificando en: intensa (+++), moderada (++), leve (+) o negativa (-)
como se describié anteriormente (Garcia-Martinez et al. 2017). Para cuantificar el
numero de células no queratinociticas de la epidermis por 100um de longitud en cada
muestra, se uso el anticuerpo Melan-A para los melanocitos, el CD1A para cuantificar
las células de Langerhans y la CK20 como marcador de las células de Merkel.
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Anticuerpos

Concentracion

Recuperacion Ag

Referencia

Antimouse melan-A RTU EDTA, pH 8, 952C durante 25 | Master Diagnostica, Granada,
min Spain, cat. N2. MAD-001767QD
Antirabit CD-1A RTU Buffer citrato, pH 6, 952C Master Diagnostica, Granada,
durante 25 min Spain, cat. N2. MAD-000673QD
Antirabbit citoqueratina 20 1:100 Buffer citrato, pH 6, 952C Abcam, Cambridge, UK, cat N2
durante 25 min ab76126
Antirabit citoqueratina 5-6 RTU Buffer citrato, pH 6, 952C Master Diagnostica, Granada,
durante 25 min Spain, cat. Ne.
MAD-210651Q
Antimouse citoqueratina 7 RTU Buffer citrato, pH 6, 952C Master Diagnostica, Granada,
durante 25 min Spain, cat. N2. MAD-001004QD
Antimouse citoqueratina 9 1:20 Buffer citrato, pH 6, 952C Abcam, Cambridge, UK, cat N2
durante 25 min ab19124
Antimouse citoqueratina 10 RTU Buffer citrato, pH 6, 952C Master Diagnostica, Granada,
durante 25 min Spain, cat. N2. MAD-000150QD
Antimouse claudina-1 RTU Buffer citrato, pH 6, 952C Master Diagnostica, Granada,
durante 25 min Spain, cat. N2. MAD-000523QD
Antimouse desmoplakina 1-2 | RTU Buffer citrato, pH 6, 952C Acris, Herdurante d, Germany,
durante 25 min cat N2 AM09122SU-N
Antimouse involucrina RTU Buffer citrato, pH 6, 952C Master Diagnostica, Granada,
durante 25 min Spain, cat. Ne.
MAD-000164QD
Antimouse filagrina 1:50 Buffer citrato, pH 6, 952C Abcam, Cambridge, UK, cat N2
durante 25 min ab17808
Antimouse laminina 1:1000 Buffer citrato, pH 6, 952C Sigma-Aldrich, Steinheim,
durante 25 min Germany, cat. N2. L8271
Antirabit colageno llI 1:250 Buffer citrato, pH 6, 952C Abcam, Cambridge, UK, cat N2
durante 25 min ab7778
Antimouse colageno IV RTU EDTA, pH 8, 952C durante 25 | Master Diagnostica, Granada,
min Spain, cat. N2. MAD-000733QD
Pepsina, 372C durante 5 min
Antimouse colageno | 1:200 EDTA, pH 8, 952C durante 25 | Acris, Herdurante d, Germany,
min cat N2 R1038
Antigoat decorina 1:500 Condroitinasa , 372C, 60 min R&D System, cat N2 AF143
Antirabbit biglicano 1:100 Buffer citrato, pH 6, 952C Abcam, Cambridge, UK, cat N2
durante 25 min ab49701
Antirabit versicano 1:100 Condroitinasa , 372C, 60 min | Abcam, Cambridge, UK, cat N2
ab19345
Antimouse esmotelina RTU EDTA, pH 8, 952C durante 25 | Master Diagnostica, Granada,
min Spain, cat. N2. MAD-000445QD
Antimouse SMA-ACT RTU Buffer citrato, pH 6, 952C Master Diagnostica, Granada,
durante 25 min Spain, cat. N2. MAD-001195QD
Antimouse CD-31 RTU EDTA, pH 8, 952C durante 25 | Master Diagnostica, Granada,
min Spain, cat. N2. MAD-002048QD
Antimouse D2-40 RTU EDTA, pH 8, 952C durante 25 | Master Diagnostica, Granada,
min Spain, cat. N2. MAD-000402QD
Antimouse vimentina 1:200 Buffer citrato, pH 6, 952C Sigma-Aldrich, Steinheim,

durante 25 min

Germany, cat. N2. V6389

Tablal. Tabla donde se muestran el protocolo utilizado en la presente Tesis Doctoral para la
realizacion de las pruebas inmunohistoquimicas. En ella se recogen los anticuerpos, las

concentraciones, la recuperacion antigénica para las muestras en formol y las referencias

comerciales de los anticuerpos. Preparado para uso directamento (RTU).
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4.4. Analisis histoquimico de las muestras de piel humana.

Para identificar los principales componentes de la matriz extracelular, tanto fibrilares
como no fibrilares de la dermis humana se realizaron técnicas histoquimicas
especificas para detectar la presencia de fibras de colageno, fibras elasticas, fibras
reticulares y proteoglicanos. Para esto, las secciones de tejido desparafinado y
rehidratado se tifieron usando el método Fontana-Masson Picrosirius (FMP) para
melanina, coldgeno y morfologia, usando la técnica ideada y descrita por el Dr. Carriel
(Carriel et al. 2011). Para detectar la presencia de fibras eldsticas histoquimicamente
se realizd la tincion de orceina (Oliveira et al. 2013). Posteriormente, para identificar
las fibras reticulares se utilizé la técnica de Reticulina de Gomori. Finalmente, la tincidn
con Alcian Blue se realizé para detectar la presencia de proteoglicanos en las muestras
de piel humana, siguiendo protocolos previamente establecidos (Kiernan 1999). El
método FMP también se usé para determinar el area ocupada por las células
epiteliales en cada estrato epidérmico.

La cuantificacion de la seial histoquimica determinada por el porcentaje de area
ocupada por estructuras tefiidas y la intensidad de la seiial, se realizé utilizando el
software Imagel (Nationallnstitutes of Health, EE. UU.), como se describié previamente
(Carriel et al. 2017; Carriel et al. 2013). La intensidad se determind seleccionando
aleatoriamente 10 puntos de cada imagen usando la herramienta multipunto del
software y la intensidad media se calculé restando la sefial blanca al valor calculado
por el programa. El area se determind convirtiendo las imagenes en binarias (blanco y
negro) y utilizando la funcion de umbral para aislar los colores de interés. Una vez
realizado el binario, la funcién “fraccién de area” se usdé para calcular
automaticamente el porcentaje de elementos negros (dreas positivas) presentes en un
area especifica de la seccion de tejido. Todas las imagenes fueron tomadas y
analizadas usando exactamente las mismas condiciones (tiempo de exposicién,
balance de blancos, fondo, etc.) con el software Nikon NIS-Elements. Para analizar el
area celular de los queratinocitos encontrados en cada estrato y el nimero de
queratinocitos por 100um de longitud epitelial, se usé el software Nikon NIS-Elements
utilizando las muestras tefidas con el método FMP, ya que mostraban una mejor
definicién del contorno celular.
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4.5. Analisis de microscopia electronica de las muestras de piel
humana.

Para microscopia electrdnica de barrido (MEB), las muestras bioldgicas fueron fijadas
en glutaraldehido al 2,5%, deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona
(30%, 50%, 70%, 95% y 100%) y preparadas para la realizacién del punto critico. Una
vez realizado el punto critico, las muestras se montaron en portaobjetos de aluminio y
se recubrieron con oro para su evaluacién en un microscopio electrénico de barrido
Quanta 200 (FEl, Eindhoven, Paises Bajos).

Para microscopia electrénica de transmisién (MET), las muestras fijadas en
glutaraldehido al 2,5% se fijaron en tetroxido de osmio al 1%, se deshidrataron en
concentraciones crecientes de acetona (30%, 50%, 70%, 95% y 100%), se incluyeron en
resina de Spurr y se realizaron cortes en secciones ultrafinas usando un
ultramicrotromo. Las secciones ultrafinas se tifieron con acetato de uranilo acuoso y
citrato de plomo y se examinaron con un microscopio electrénico de transmisidn
aEM902 (Carl ZeissMeditec, Inc., Oberkochen, Alemania).

4.6. Analisis estadistico de los datos obtenidos en las muestras
de piel humana.

El andlisis estadistico de las muestras de piel humana, se obtuvieron las medias y las
desviaciones estandar para cada tipo de piel (PDM, PPM, PDP, PPP) para los siguientes
parametros cuantitativos: espesor de cada estrato, area celular, numero de células
encontradas en cada estrato, intensidad y porcentaje de las estructuras tefidas con
cada método histoquimico. En segundo lugar, los resultados obtenidos para cada tipo
de piel se compararon entre dos grupos diferentes utilizando la prueba U de Mann-
Whitney y se considerd el valor p por debajo de 0.05 estadisticamente significativo
para las pruebas de doble cola.
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5. RESULTADOS.



5.1. Caracterizacion de la epidermis de la piel palmoplantar
humana.

5.1.1. Caracterizacidon histologica por microscopia éptica.

El andlisis histoldgico de las tinciones de Hematoxilina y Eosina mostré que la piel
humana del dorso de mano y pie se caracterizan por presentar un epitelio
gueratinizado estratificado con 8-12 capas de células epiteliales subyacente a un
estrato corneo delgado. Por el contrario, la piel palmoplantar mostré un alto nimero
de capas epiteliales que oscilaron entre 30-60 capas aproximadamente y un estrato
cérneo mucho mds grueso. La cuantificacion del espesor de las capas epiteliales
mostrd diferencias significativas entre los grupos comparados y en general, la piel
palmar y plantar es significativamente mds gruesa que la dorsal del pie y la mano.
Ademas, la piel plantar es significativamente mds gruesa que la piel palmar (p <0.05),
mientras que la piel dorsal de la mano y del pie mostraron un grosor similar. Cuando se
compararon los diferentes estratos epidérmicos, no se encontraron diferencias
significativas en el estrato basal de las diferentes muestras. Sin embargo, los estratos
espinoso, granuloso y cérneo tienden a estar mas desarrollados en la piel
palmoplantar, especialmente en la region plantar (Figura 37 y Tabla 2).
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Figura 37. Tinciones de H&E a 100X donde se aprecian una vision global y la
diferencia de grosor epitelial en las diferentes muestras de estudio en un mismo
individuo, sobre todo a expensas del estrato corneo a nivel palmoplantar. La
barra de magnificacion mide 100um.
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GROSOR DE LOS ESTRATOS EN p

AREA CELULAR EN p?

NUMERO DE CELULAS POR CADA 100 um LINEALES

ERIBERTS ESTRATO ESTRATO ESTRATO ESTRATO ESTRATO ESTRATO ESTRATO ESTRATO ESTRATO ESTRATO ESTRATO ESTRATO MELANOCITOS CELULAS DE | CELULAS DE
BASAL ESPINOSO GRANULOSO CORNEO BASAL ESPINOSO GRANULOSO CORNEO BASAL ESPINOSO GRANULOSO CORNEO LANGERHANS MERKEL
Piel Dorso
Mano (PDM) 75.1+6.5 11.6+0.0 22.1+6.5 4.2+0.1 33.1+1.6 57.6%5.5 74.2+30.3 61.5+19.2 32.5+¥11.4 20.3+2.0 31.0+3.9 7.312.4 114.3+26.1 1.9+0.2 1.2+0.2 0.07+0.04
Piel Palma
Mano (PPM) 264.0+30.6 13.0+2.5 46.614.5 13.1+0.8 148.51+36.4 58.3+3.3 129.7+29.8 135.51#53.6 66.5+19.6 22.2+3.0 36.8+5.0 11.1+5.0 252.1+129.2 0.410.1 0.1+0.0 0.36+0.10
Piel Dorso Pie
(PDP) 116.5+85.2 13.4+3.9 45.9137.3 7.918.5 35.9+27.8 59.8+11.1 91.0+41.6 83.4+52.7 31.845.1 22.3+3.6 44.3%17.9 8.414.1 101.4+11.5 2.612.1 2.6%1.6 0.03+0.03
Piel Planta
pie (PPP) 724.4+232.0 15.8+4.7 126.71+60.1 29.7+14.4 487.7+160.2 70.7+16.9 195.5#45.1 217.4+49.9 128.7+31.2 22.3+3.5 63.1+20.8 13.4+6.0 392.7+136.7 0.710.5 1.1+1.2 0.37+0.26
Pie 448.1+361.4 90.0+64.4 19.8+16.2 91.5+53.1 282.3+262.3 65.7+15.0 148.0+68.5 156.5+85.2 84.7+55.3 22.3+3.3 54.5+21.0 11.1+5.6 260+180.4 1.7+1.8 1.8+1.5 0.20+0.25
Mano 169.5+103.0 34.4+14.1 8.614.8 57.2+42.9 90.8+66.2 58.0+4.2 102.0+40.7 98.5+54.4 49.5+23.4 21.2+2.6 33.945.2 9.2%4.2 183.2+113.4 1.1+0.8 0.710.6 0.21+0.17
Piel
palmolplantar 540.2+294.6 94.7+61.0 23.1+13.7 115.9+35.4 352.0+213.0 65.7+14.3 169.2150.8 184.7+64.3 103.8+41.3 22.3+3.1 52.6+20.8 12.545.5 336.5+145.7 0.6:0.4 0.7+1.0 0.37+0.19
Piel Fina 98.1+64.2 35.3+29.5 6.316.3 33.9+20.4 34.7+19.8 58.818.6 83.5+35.9 73.7+40.7 32.1+7.9 21.4+3.0 38.4+14.7 7.913.3 107.1+19.2 2.3%1.6 2.0+1.3 0.05+0.04
PDP vs. PDM 0.6213 0.6213 0.3231 0.6213 0.6213 0.6213 0.6213 0.3231 0.6242 0.3231 0.1383 1.000 0.8064 0.6213 0.0481 0.12133
PDP vs. PPP 0.0062 0.4652 0.0285 0.0176 0.0062 0.2733 0.0106 0.0062 0.0061 0.8551 0.1441 0.1441 0.0061 0.0465 0.0758 0.0084
PPP vs. PPM 0.0101 0.3909 0.0101 0.0862 0.0101 0.3909 0.0319 0.0862 0.0101 1.000 0.0101 1.000 0.1981 0.6198 0.2109 0.6198
PDM vs. PPM 0.018 1.0000 0.018 0.018 0.018 1.000 0.0180 0.0180 0.0795 0.2367 0.2367 0.2367 0.0795 0.0180 0.0180 0.0179
Pie vs. Mano 0.1365 0.3209 0.0471 0.3209 0.3209 0.4421 0.2060 0.2060 0.1860 0.4421 0.0018 0.7780 0.5629 0.7216 0.0611 0.5895
Piel Fina vs.
Piel 0.0004 0.4134 0.0032 0.0014 0.0002 0.4470 0.0002 0.0001 0.0004 0.4002 0.1564 0.0535 0.0004 0.0009 0.0115 0.0005
palmoplantar

Tabla 2. Andlisis cuantitativo del grosor, drea cellular y nimero de células de la epidedermis de la piel humana. El grosor estd medido en micras (media+desviacion

estandar), mientras que el area cellular estdé mostrado en micras cuadradas (mediatdesviacion estandar). Las ultimas seis filas corresponden al valor “p” de la
comparacion estadistica de dos grupos especificos de piel. Piel Dorso Mano (PDM), Piel Palma Mano (PPM), Piel Dorso Pie (PDP), Piel Planta pie (PPP).
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Estos resultados estan de acuerdo con los datos obtenidos para el area de células
correspondiente a cada estrato segun las mediciones realizadas sobre tinciones con el
método FMP (Figura 38). Como se muestra en la Tabla 2, el drea de células en el
estrato basal fue similar en todas las muestras de piel. Sin embargo, el area de los
gueratinocitos en los estratos espinoso y granuloso de la piel palmoplantar eran mas
del doble que las mismas células que se encuentran en la piel fina, mostrando
diferencias estadisticamente significativas (p <0,05). Ademads, los corneocitos a nivel
plantar tenian un area significativamente mds alta que los corneocitos de la region
palmar. Por otro lado, la cuantificacién del nimero de células encontradas por unidad
de longitud (100um), revelé que el numero de células tendia a ser similar entre los
diferentes tipos de piel en los estratos basal y granuloso, mientras que se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para el estrato espinoso al comparar la piel
del pie frente a la piel de la mano, especialmente cuando se considerd la piel
palmoplantar de estas dos regiones (Figura 38). El nimero de corneocitos del estrato
corneo fue significativamente mayor en la piel palmoplantar respecto a la piel fina,
sobre todo a nivel de la piel plantar.

DORSO MANO PALMAR DORSO PIE PLANTAR

Figura 38. Tinciones con la técnica FMP a 400X de la epidermis de las diferentes muestras de
estudio en un mismo individuo, donde se puede distinguir con claridad el contorno de las
células epiteliales y calcular su drea. Esta técnica permite la marcacion de coldgeno (en rojo)
y de la melanina (en negro) como bien se puede apreciar a nivel del dorso del pie. La barra
de magnificacion indica 100um.

Cuando se cuantificaron otros tipos de células no queratinociticas de la epidermis por
medio de pruebas inmunohistoquimicas, también se encontraron diferencias
significativas (Figura 39 y Tabla 2). En resumen, el nUmero de melanocitos encontrados
por unidad de longitud (segun lo determinado por Melan-A) fue aproximadamente 4
veces mayor en piel fina que en piel palmoplantar, tanto para el pie como para la
mano y fue especialmente abundante en el dorso del pie. Estos resultados coinciden
con los hallazgos obtenidos mediante la técnica FMP que revela la presencia de
melanina principalmente en la piel fina (Figura 38). En cuanto a las células de
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ML-A

CD1A

CK20

Langerhans (segun lo determinado por CD1A), la piel fina tenia casi 3 veces mas
numero de células con respecto al nimero de células que se encuentran en la piel
palmoplantar. La piel del dorso del pie mostré mas células de Langerhans con respecto
a la piel del dorso de la mano (p <0,05). Finalmente, las células de Merkel
(determinadas por la CK20) fueron significativamente mds abundantes en la piel
palmoplantar en comparacién con la piel fina (Figura 39 y Tabla 2).
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Figura 39. Pruebas inmunohistoquimicas a 400x de a epidermis de las diferentes muestras de
estudio en un mismo individuo. En la primera fila se ha marcado la presencia de melanocitos por
medio del anticuerpo Melan-A, en la segunda fila se ha marcado las células de Langerhans
usando el anticerpo especifico para CD1A y en la tercera fila se pone de manifiesto la presencia
de células de Merkel por medio del anticuerpo para la CK20. La barra de magnificacién indica
100um.

5.1.2. Caracterizacidn histologica por microscopia electrénica.

Para caracterizar las capas epiteliales mdas apicales de cada tipo de piel, usamos
microscopia electrénica. En primer lugar, la MEB mostrd que la superficie de todos los
tipos de piel consistia en numerosas células irregulares o poligonales que tienden a
desprenderse de las células adyacentes, con muy pocas diferencias entre los tipos de
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MET

piel. En segundo lugar, el analisis con MET del estrato cérneo mostré que los
corneocitos eran muy similares en los cuatro tipos de piel comparados y que todas las
células mostraban muy pocas organelas intracelulares con abundantes fibras de
gueratina. Las células carecian de desmosomas y uniones estrechas, pero mostraron
numerosas interdigitaciones entre las células vecinas. Se encontraron espacios vacios
dispersos a lo largo del drea de contacto intercelular, lo que sugiere que las células
pueden comenzar a separarse unas de otras en esos puntos especificos. Ademas, los
corneodesmosomas eran muy abundantes en el espacio intercelular que se encuentra
entre las células vecinas (Figura 40).
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Figura 40. Andlisis con microscopia electronica de los cuatro tipos de piel estudiada en la presente
Tesis Doctoral. La primera fila muestra el andlisis con microscopia electrdnica de barrido (MEB) del
estrato cdrneo donde la barra de magnificacion es de 100um. La segunda y tercera fila muestran el
andlisis con microscopia electronica de transmision (MET) del estrato cérneo donde la barra de
magnificacion es de 500nm. En la segunda fila las flechas negras muestran unas dilataciones en las
uniones intercelulares donde los corneocitos comienzan a separarse. En la tercera fila, las flechas
blancas sefialan los corneodesmosomas con signos de degradacion. Estos hallazgos indican el
comienzo del proceso de descamacion.
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5.1.3. Caracterizacion inmunohistoquimica.

Con el fin de identificar proteinas especificas en la capa epitelial de la piel fina y
gruesa, se llevd a cabo analisis inmunohistoquimicos. Primero, la deteccién de
citoqueratina CK5/6 reveld expresion positiva intensa en la capa epitelial basal de los
cuatro tipos de piel humana, sin diferencias significativas entre muestras en el estrato
basal, pero la piel palmoplantar tendié a marcar mas en capas suprabasales. Por el
contrario, la CK7 fue negativa en el epitelio de todos los tipos de piel. La CK9 fue
altamente positiva en el estrato basal y negativa en las suprabasales de la piel delgada
de manos y pies (PDM y PDP). Sin embargo, la CK9 fue positivo en los estratos
suprabasales y negativo en el estrato basal de piel palmoplantar (PPM y PPP).
Finalmente, CK10 fue altamente positivo en los estratos suprabasales de todas las
muestras de piel y negativo en los basales (Figura 41y Tabla 3).
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Figura 41. Andlisis por inmunohistoquimica de las citoqueratinas Ck5\6, CK7, CK9 Y CK 10 en la
epidermis, en los cuatro tipos de piel analizados el presente Tesis Doctoral a 400X. La CK5\6
muestra una fuerte inmunorreaccion en el estrato basal de todos los tipos de piel, mientras que los
estratos suprabasales es mds intensa en la piel palmoplantar. La CK7 es negativa para todos los
tipos piel. La CK9 muestra una marcacion basal en la piel fina, mientras que por el contrario, en la
piel palmoplantar, la marcacion es de células bien diferenciadas del estrato espinoso, granuloso y
levemente en el corneo. La CK10 muestra una marcacion de las células suprabasales. La barra de
magnificacion mide 50um
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MARCADOR

PDM

PPM

PDP

PPP

Citoqueratina 5/6

(EB) +++ / (ES) +

(EB) +++ / (ES) ++

(EB) +++ / (ES) +

(EB) +++ / (ES) ++

Citoqueratina 7

(EB) -/ (ES) -

(EB) -/ (ES) -

(EB) -/ (ES) -

(EB) -/ (ES) -

Citoqueratina 9

(EB) +++ / (ES) -

(EB) - / (ES) +++

(EB) +++ / (ES) -

(EB) - / (ES) +++

Citoqueratina 10

(EB) - / (ES) +++

(EB) - / (ES) +++

(EB) - / (ES) +++

(EB) - / (ES) +++

Claudina-1 (EB) - / (ES) +++ (EB) - / (ES) +++ (EB) - / (ES) +++ (EB) - / (ES) +++
Desmoplakina 1/2 (EB) - / (ES) +++ (EB) - / (ES) +++ (EB) - / (ES) +++ (EB) - / (ES) +++
Involucrina (EB) - / (ES) +++ (EB) - / (ES) ++ (EB) - / (ES) +++ (EB) - / (ES) ++
Filagrina (EB) - / (ES) ++ (EB) - / (ES) ++ (EB) - / (ES) ++ (EB) - / (ES) ++
Laminina + + ++ ++
Colageno Il +++ +++ +++ +++
Colageno IV +++ +++ +++ +++
Colageno | ++ ++ ++ +++
Decorin ++ ++ ++ ++
Biglycan + + ++ +++
Versican ++ + ++ ++
Vimentina ++ ++ ++ ++

Tabla 3. Andlisis inmnohistoquimico de los componentes mds relevantes de la epidermis, membrana basal, dermis e hipodermis. Expresion en el estrato basal de la
epidermis (EB), y expresion en el estrato suprabasal de la epidermis (ES). La sefial de intensidad fue valorada semicuantitativamente mediante la escala de alto (+++),
medio (++), bajo (+) o negativo (-). Piel Dorso Mano (PDM), Piel Palma Mano (PPM), Piel Dorso Pie (PDP), Piel Planta pie (PPP).
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El andlisis de las uniones intercelulares segun lo determinado por inmunohistoquimica
reveld la expresion positiva de claudina-1 y desmoplakina 1/2 en capas suprabasales
de todos los tipos de piel estudiados en la presente Tesis Doctoral, especialmente en el
estrato espinoso, con muy pocas diferencias entre las muestras (Figura 42 y Tabla 3).
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Figura 42. Andlisis inmunohistoquimico de las proteinas de gran relevancia en la uniones
intercelulares de la epidermis de todos los tipos de piel estudiados a 400X. Tanto la Claudina-1 como
la desmoplaquina 1-2 (DSPK1-2), mostraron una importante marcacion en los estratos suprabasales
de todos los tipos de piel, con mayor intensidad en el espinoso. La barra de magnificacion mide
50um.
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La determinacion de los marcadores de diferenciacion epitelial involucrina y filagrina
demostré que ambos marcadores fueron positivos en todas las muestras, aunque los
patrones de expresion fueron diferentes. Primero, la involucrina fue positiva en las
capas suprabasales, especialmente en el estrato granuloso y en las capas mas apicales
del estrato espinoso, sin sefial en el estrato cérneo, siendo la expresién de esta
proteina ligeramente mas intensa en piel fina que en piel palmoplantar. Para la
filagrina, la expresion fue suprabasal, pero restringida al estrato granuloso, con ligera
expresién en el estrato cdrneo. Para la involucrina y la filagrina, la sefial que se
encuentra en la piel delgada tiende a ser nitida y bien delimitada, mientras que en la
piel palmoplantar muestra un patréon mas difuso, distribuido a lo largo de un mayor
numero de capas de células epiteliales (Figura 43 y Tabla 3).
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Figura 43. Andlisis inmunohistoquimico de las proteinas de diferenciacion terminal de la epidermis de todos
los tipos de piel estudiado a 400X. La involucrina en la primera fila muestra una intensa marcacion en las
capas suprabasales en todas las muestras, siendo un poco mds intenso en la piel fina de manos y pies.
Respecto a la filagrina en la segunda fila, muestra una intensidad de marcacion mds moderada que la
anterior en el estrato granuloso y ligeramente en el cérneo, sin distincion entre tipos de piel. La barra de
magnificacion mide 50um.
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5.2. Caracterizacion de la membrana basal de la piel
palmoplantar humana por inmunohistoquimica y microscopia
electrdnica.

El analisis de los principales componentes de la membrana basal en la piel mediante
métodos inmunohistoquimicos mostrd, una intensa expresion positiva de laminina,
coladgeno Il y colageno IV en la unién dermoepidérmica de todos los tipos de piel. Las
diferencias entre las muestras fueron minimas para el coldgeno Il y IV, aunque la
expresion de laminina tendié a ser mas intensa en la piel del pie (PDP y PPP) en
comparacion con la piel de la mano (PDM y PPM). Sin embargo, el colageno IV fue muy
positivo en la membrana basal de los cuatro tipos de piel, sin diferencias entre las

muestras (Figura 44 y Tabla 3).
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Figura 44. Andlisis inmunohistoquimico de los componentes principales de la membrana basal en la union
dermoepidérmica de todos los tipos de piel estudiados. En la primera fila se marca la Laminina (LAM) a
400x donde se aprecia su localizacion principal en la membrana basal de la epidermis y vasos sanguineos,
siendo mds intensa a nivel del pie, tanto en dorsal como en plantar. En la segunda fila se aprecia la
marcacion del Coldgeno Il (COL Ill) a 100X, donde se aprecia una marcacion mds difusa por la dermis y su
sefial se concentra a nivel de la union dermoepidérmica sin diferencias entre las muestras. En la tercera
fila, se aprecia la marcacion del Coldgeno IV (COL IV) a 400X, con una marcacion muy intensa a nivel de la
membrana basal de epidermis y de los vasos sanguineos, sin diferencias entre los cuatro tipos de piel. La
barra de magnificaciéon mide 100um.
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El analisis por microscopia electrénica de transmision (MET) mostré una membrana
basal bien estructurada en la unién dermoepidérmica de todos los tipos de piel, sin
diferencias entre las muestras. En todos los casos, la membrana basal consistié en una
ldmina basal con dos componentes (ldmina lucida y lamina densa) y una ldmina
reticular (Figura 45).
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Figura 45. Andlisis de la membrana basal de los cuatro tipos de piel estudiados en esta Tesis Doctoral
mediante microscopia electrénica de transmision (MET). Las imdgenes corresponden a diferentes
aumentos donde la union dermoepidérmica donde se muestran los principales componentes de la
membrana basal: La lamina basal compuesta por la lamina lucida (flechas blancas) y la ldmina densa
(flecha negra), mientras que la Idmina reticular (R) contiene fibras de anclaje. En la imagen se
pueden observar los hemidesmosomas (flechas amarillas). La barra de magnificacion mide 1um.
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5.3. Caracterizacion de la dermis de la piel palmoplantar
humana.

5.3.1. Cuantificacion histoquimica de los componentes de la dermis.

Los analisis histoquimicos cuantitativos realizados en la presente Tesis Doctoral
permitieron cuantificar los principales componentes fibrilares y no fibrilares de la
dermis de la piel humana (Tabla 4). En primer lugar, el método de FMP (Figura 46)
mostré que aproximadamente entre un tercio y la mitad del drea de la dermis estaba
ocupada por colageno, mostrando que a nivel plantar el porcentaje de drea es
significativamente mayor que a nivel palmar. Ademas, encontramos que la intensidad
de tincién fue significativamente mayor en la piel del pie en comparacidn con la piel de
la mano y en la piel palmoplantar en comparacidn con la piel fina (p <0.05), siendo la
piel plantar la que muestra una intensidad mas alta de los cuatro tipos de piel (Figura
46 y Tabla 4).
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Figura 46. Andlisis histoquimico del coldgeno en la dermis de los cuatro tipos de piel estudiados en la
presente Tesis Doctoral determinados con Fontana-Mason-Picrosirius (FMP). Fotos realizadas en la
primera fila a 100X y en la segunda fila a 400X. Todas las muestras muestran una reaccion histoquimica
(en rojo) positiva intensa. La segunda fila es una amplificacion de la primera, donde se aprecia con
mayor detalle las fibras de coldgeno. La barra de magnificacion mide 100um.
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En segundo lugar, la presencia de fibras elasticas en la dermis mediante el uso de
técnica histoquimica de la Orceina, mostré que la piel del dorso de la mano tenia un
mayor porcentaje de drea ocupada por fibras eldsticas que la piel palmar y la piel del
dorso del pie, pero no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
intensidad de las fibras eldsticas (Figura 47, Tabla 4).
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Figura 47. Andlisis histoquimico de fibras eldsticas con la técnica de la Orceina en los cuatro tipos de
piel estudiados en la presente Tesis Doctoral. Fotos realizadas en la primera fila a 100X y en la
segunda fila a 400X. Las fibras eldsticas muestran color ocre. La segunda fila es una amplificacion de
la primera, donde se aprecia con mayor detalle las fibras eldsticas. La barra de magnificacion mide
100um.
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En tercer lugar, los resultados obtenidos usando la técnica de la reticulina de Gomori,
mostraron que la dermis humana tenia una cantidad muy baja de fibras reticulares, sin
diferencias estadisticamente significativas entre las muestras. Sin embargo, el
contenido de fibras reticulares fue mdas abundante en las zonas subyacentes a la
membrana basal de la piel palmoplantar y en las paredes de los vasos sanguineos de
todas las muestras de piel estudiadas (Figura 48, Tabla 4).
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Figura 48. Andlisis histoquimico de las fibras reticulares en la dermis de los cuatro tipos de piel
estudiadas en la presente Tesis Doctoral mediante la técnica Reticulina de Gomori. Fotos realizadas en
la primera fila a 400X y en la segunda fila es una magnificacion a 800X. En la primera fila se aprecia
mayor presencia de estas fibras a nivel de las papilas dérmicas. La segunda fila es una ampliacion de la
primera fila, donde se aprecian con mds detalle las fibras reticulares como filamentos delgados y
negros (flechas negras). Con esta técnica se tifien las fibras de coldgeno dérmico en marron (flechas
blancas). La barra de magnificacion mide 100um.
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Finalmente, el analisis histoquimico cuantitativo de los proteoglicanos de la dermis no
reveld diferencias estadisticas entre los grupos. El porcentaje del drea ocupada por
proteoglicanos en la dermis varid entre 26.7 + 21.4 y 20.2 + 13.9 (Figura 49, Tabla 4).
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Figura 49. Andlisis histoquimico de los proteoglicanos en la dermis de los cuatro tipos de piel
estudiadas en la presente Tesis Doctoral mediante la técnica Azul Alciano. Fotos realizadas
en la primera fila a 200X y en la segunda fila es una magnificacion a 400X. La segunda fila es
una ampliacion de la primera, donde se aprecian con mds detalle la dermis. Con esta técnica
se tifien los proteoglicanos de la dermis de color azul. La barra de magnificacion mide
100um.
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INTENSIDAD DE

PA F|§RAS DE |NTEN§|DAD DE PA’FlBRAS FIBRAS PA FIBRAS DE INTENSIDAD DE
COLAGENO COLAGENO ELASTICAS ELASTICAS RETICULINA RETICULINA
Piel Dorso Mano (PDM) 37.0£21.0 125.0£4.7 14.9+14.0 199.5£2.0 1.940.5 18.0£12.1 26.3+26.8 187.245.3
Piel Palma Mano (PPM) 35.749.1 130.744.1 4.9:3.2 200.942.0 1.440.6 29.8+24.1 23.9+16.6 185.1£8.0
Piel Dorso Pie (PDP) 36.4+16.8 135.842.5 4.0+2.2 197.8+4.6 1.3£0.6 27.7¢12.9 26.7+21.4 185.5£6.2
Piel Planta Pie (PPP) 48.5:11.6 140.3£5.2 4.9:3.6 199.8+4.0 2.0£0.8 30.2¢34.7 20.2413.9 188.3£5.5
Piel de la Mano 36.3+15.6 127.945.2 9.9+11.1 200.242.0 1.740.6 23.9+19.5 25.1420.4 186.1£6.6
Piel del Pie 43.0+15.1 138.3+4.7 4.5¢3.0 198.9+4.3 1.6£0.8 29.0425.5 23.2¢17.5 187.045.9
Piel Fina 36.7+18.2 131.046.6 8.9+10.7 198.6£3.7 1.6£0.6 22.9+13.1 26.6+23.2 186.3£5.7
Piel Palmoplantar 43.4+12.2 136.5£6.7 4.93.4 200.3#3.3 1.740.8 30.0+29.1 22,05¢12.1 187.046.6
R Ma:a‘:;S:ie' Pie 0.2368 0.0001 0.0759 0.5152 0.3569 0.4901 0.1557 0.5944
ABIAEE "S‘:f;f:'mp'a"tar 0.3802 0.0339 0.2664 0.1320 0.9568 0.7556 0.5011 0.5011
PD‘“”;I“') Sr ';PM 1.000 0.0346 0.0346 0.2049 0.3310 0.4051 1.000 0.3980
P'?,';I":ripp 0.1135 0.0377 0.7920 0.3066 0.4850 0.6497 0.5529 0.0750
PD"::I‘;i ::DP 0.7217 0.0004 0.0206 0.7217 0.0991 0.0819 0.7217 0.7217
PP"::I‘;i ;:PP 0.0204 0.0004 1.000 0.6429 0.2233 0.7051 0.1720 0.4397

Tabla 4. Cuantificacion histoquimica en los cuatro tipos de piel de proteoglicanos y fibras de coldgeno, elastina y reticulina. Para cada elemento se ha medido el porcentaje de

drea (PA) que ocupa cada elemento y la intensidad de la sefial de marcacion (INTENSIDAD), mostrando la media y su desviacion estandar. Las ultimas seis filas indican el valor

de significacion estadistica del valor “p” al comparar dos tipos diferentes de piel. Piel Dorso Mano (PDM), Piel Palma Mano (PPM), Piel Dorso Pie (PDP), Piel Planta Pie (PPP).
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5.3.2. Caracterizacion inmunohistoquimica de los componentes de la dermis.

El analisis inmunohistoquimico de colageno tipo | (Figura 46 y Tabla 3) mostré que la
dermis de los cuatro tipos de piel analizados, fueron altamente positivos para esta
proteina, aunque la piel palmoplantar mostré la sefial positiva mds alta de todas las
muestras. Por otra parte, el andlisis de proteoglicanos especificos determinados por
inmunohistoquimica, sugiere que la proteina decorina, tiene una distribucién similar
en la dermis de los cuatro tipos de piel, pero el biglicano fue mds abundante en la piel
del pie que en la piel de la mano. El proteoglicano versicano se expresd en niveles
similares para todos los tipos de piel analizados, aunque mostré una expresién
ligeramente menor en las muestras de la piel de la palma de la mano (Figura 50 y Tabla
3).

COLAGENO|

DECORINA

BIGLICANO

VERSICANO

DORSO MANO PALMAR DORSO PIE PLANTAR

Figura 50. Andlisis inmunohistoquimico de coldgeno I, decorina, biglicano y versicano de la dermis
de los cuatro tipos de piel estudiados en la presente Tesis Doctoral. La sefial de marcacion
especifica positiva es en marron. Para el coldgeno | y decorina, todas las muestras expresan una
marcacion media, menos para la piel plantar donde el coldgeno | muestra una marcacion fuerte.
El biglicano muestram una sefial leve en la mano, mientras que en el dorso del pie es media y
para la plantar la marcacion es fuerte. La marcacion para el versicano es media para todas las
muestras, con excepcion de la piel palmar donde es leve. La barra de magnificacion mide 100um.
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5.3.3. Andlisis de vasos sanguineos y linfaticos de los componentes de la dermis.

Para identificar los vasos sanguineos en la dermis de cada muestra de piel, se utilizaron
métodos inmunohistoquimicos para la deteccion de esmotelina, SMA-ACT y CD-31. Los
resultados mostraron que en la dermis tiene abundantes vasos sanguineos sin
diferencias entre los tipos de piel y que estas estructuras tenian mayor diametro en la
dermis reticular que en la dermis papilar. Curiosamente, los vasos delgados mostraron
una senal positiva para SMA-ACT y CD-31, mientras que los vasos gruesos asignados en
el plexo de la dermis profunda fueron positivos para la esmotelina (Figura 51). El
analisis de los vasos linfaticos utilizando inmunohistoquimica D2-40 confirmé la
presencia de estos vasos en la dermis de todos los tipos de piel, sin diferencias entre
las muestras. Sin embargo, los vasos tendieron a mostrar la luz interna abierta en la
piel delgada (DHS y DFS), mientras que en la piel palmoplantar (PHS y PFS) se
mostraban colapsados (Figura 51).
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Figura 51. Andlisis inmunohistoquimico de los vasos sanguineos y linfaticos de la dermis de los cuatro tipos
de piel estudiada en la presente Tesis Doctoral. Fotos realizadas en la primera y segunda fila a 100X y en
la tercera y cuarta fila estdn a 400X. Las tres primeras filas estdn marcadas con anticuerpos especificos de
vasos sanguineos como son la esmotelina, SMA-ACT y CD-31. La ultima fila marca los vasos linfdticos por
medio del anticuerpo especifico para D2-40. La barra de magnificacion mide 100um.
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5.4. Caracterizacion de la hipodermis de la piel palmoplantar
humana.

La caracterizacién de la hipodermis de la piel palmoplantar realizada en la presente
Tesis Doctoral mediante la técnica de tincidn rutinaria de H&E reveld la presencia de
glandulas sudoriparas ecrinas rodeadas de adipocitos con un tamano celular similar en
todos los tipos de piel analizados, excepto para la piel del dorso de la mano, donde se
aprecié un menor tamano celular. Por otra parte, los resultados obtenidos mediante la
tincion de Fontana Masson Picrosirius (FMP) permitieron valorar el componente
fibrilar de colageno en la hipodermis. En este sentido, se observd la presencia de
tabiques grueso de tejido conjuntivo rodeando los Iébulos de adipocitos. En concreto,
en las muestras de piel palmoplantar dichos tabiques mostraron mayor grosor con
respecto a las muestras de piel fina analizadas (figura 52). El analisis
inmunohistoquimico para la deteccion de vimentina en la hipodermis de piel
palmoplantar no mostré diferencias significativas en los cuatro grupos de estudio
(PDM, PPM, PDD, PPP tabla 3).
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Figura 52. Andlisis histoldgico de la hipodermis en las diferentes muestras de piel. Tincion hematoxilina y
eosina (H&E) en la primera y segunda fila y deteccion de fibras de coldgeno con la tincion de Fontana Mason
Picrosirius (FMP) en la tercera y cuarta. Deteccion de la presencia de vimentina células de origen
mesenquimal en la quinta y sexta fila. La flechas azules muestran los tabiques gruesos de coldgeno. La barra
de magnificaciéon mide 100um.
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6. DISCUSION.



Un conocimiento adecuado de la estructura histologica de la piel palmoplantar es un
primer paso para una mejor comprension de las patologias propias de esta darea
anatdmica. En la presente Tesis Doctoral, se ha llevado a cabo uno de los primeros
estudios que comparan la piel fina y palmoplantar de un mismo individuo (con varios
casos) usando una variedad de métodos histolégicos, histoquimicos e
inmunohistoquimicos, demostrando asi, varias diferencias entre la piel fina vy
palmoplantar, tanto en la epidermis, dermis, como hipodermis. El hecho de que las
muestras correspondieran a los mismos donantes contribuyé a controlar variables de
confusién como la edad, el sexo o la raza que pueden influir en los resultados.

Primero, el analisis confirmé que la piel palmoplantar tiene una epidermis
significativamente mas gruesa que la piel delgada. Estos resultados concuerdan con
resultados anteriores que sugieren que el espesor de la piel palmoplantar humana de
manos y pies es de unas 400-600um, mientras que en la piel fina estd entre 75-150um
(Murphree 2017). Curiosamente, el andlisis detallado por estratos, mostré que la
mayoria de las capas del epitelio eran mas gruesas en la piel palmoplantar que en la
delgada, con la Unica excepcion del estrato basal, que consistia en una sola capa
celular con un tamafio y numero de células similar en todos los tipos de piel. Sin
embargo, los resultados revelaron que las diferencias en el grosor de los estratos se
deben a un mayor tamafio y nimero de los queratinocitos en la piel palmoplantar, no
solo al mayor numero de células. Este fendmeno no se ha descrito anteriormente, ya
gue algunos autores afirman que el Unico pardmetro que afecta al grosor de la
epidermis es el numero de capas de células epiteliales (Geneser 2006). Estos
resultados hacen suponer que la mayor presiéon soportada por los queratinocitos de
piel palmoplantar podria inducir un proceso de hipertrofia celular que podria favorecer
la resistencia de estas células. Este hallazgo, concuerda con los estudios que sugieren
que el epitelio de la piel fina transferido a la dermis de la piel palmoplantar podria
experimentar una serie de cambios estructurales, adoptando caracteristicas similares
al epitelio de la piel palmoplantar (Yamaguchi et al. 2001). Por otro lado, el analisis
inmunohistoquimico de células no queratinociticas de la epidermis, mostré que la piel
palmoplantar posee menos cantidad de melanocitos, como se sugirié anteriormente
(Uemura et al. 2016), un mayor numero de células de Merkel como lo demuestra
(Lacour et al. 1991) y menos cantidad de células de Langerhans. Este ultimo hallazgo
no se ha encontrado descrito previamente. Desde un punto de vista bioldgico, una
posible explicacion podria ser que la piel palmoplantar esta expuesta a bajas dosis de
radiacion ultravioleta, lo que haria innecesaria la presencia de grandes poblaciones
melanociticas. De hecho, se ha demostrado que los melanocitos tienden a bloquear su
migracion hacia la piel palmoplantar durante el desarrollo embrionario (Yamaguchi et
al. 2004). Diferentes autores sugieren que la influencia de los fibroblastos dérmicos
subyacentes es un factor crucial que determina el nimero y la actividad funcional de
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los melanocitos en la epidermis de la piel palmoplantar por interaccion
dermoepidérmica (Yamaguchi et al. 1999; Biedermann et al. 2015; Hasegawa et al.
2008; Yamaguchi et al. 2004). Ademas, la barrera epitelial mas gruesa encontrada en la
piel palmoplantar no requeriria la presencia de muchas células inmunitarias como las
células de Langerhans, ya que los antigenos externos no llegarian facilmente a los
estratos epidérmicos basales y espinosos, donde tienden a localizarse estas células. En
cuanto a las células de Merkel, su funcion como mecanorreceptores de la piel, hace
gue estas células sean mas necesarias en la piel palmoplantar, que estd sujeta a
fuerzas y estimulos externos continuos en comparacién con la piel delgada (Munde et
al. 2013). Los estudios futuros deberian confirmar estas hipoétesis.

Como se ha descrito en apartados anteriores de la presente Tesis Doctoral, las
citoqueratinas son componentes muy importantes del citoesqueleto de las células
epiteliales y en este sentido, encontramos que todos los tipos de piel analizados en
esta Tesis Doctoral tenian una expresion similar de CK5/6 en el estrato basal,
apreciandose cierta expresion en las capas suprabasales de la piel palmoplantar. Esto
podria implicar que el nimero de células con potencial de proliferaciéon podria ser
mayor en la piel palmoplantar, ya que la capacidad de proliferacién no solo se daria en
el estrato basal, sino que ademads se daria en las células suprabasales de la piel
palmoplantar que tienen capacidad de divisién (Rook and Fonseca Capdevila 1988).
Por otra parte, todas las muestras de estudio fueron negativas para la expresion de
CK7, un marcador tipico de epitelios simples y que no deberia estar presente en la
epidermis normal de la piel (Lee and Ro 2015). Por el contrario, los resultados
revelaron que el patréon de expresion de CK9 era muy diferente entre la piel fina y la
palmoplantar, sin diferencias entre la piel de las manos y la piel de los pies. En este
sentido, se ha descrito que la CK9 es especifica de la epidermis palmoplantar gruesa,
expresandose exclusivamente en capas suprabasales de ésta (Uemura et al. 2016;
Yamaguchi et al. 1999), aunque por otro lado, se han identificado pequefios grupos de
células epidérmicas que expresan CK9 en otras ubicaciones del cuerpo humano (Knapp
et al. 1986) como en el acrosiringio de cuello y abdomen, epidermis interfolicular de la
nariz o prepucio (Moll et al. 1987). En contraste con estos estudios previos, en la
presente Tesis Doctoral se encontré que la CK9 se expresaba tanto en la piel
palmoplantar como en la piel fina, aunque con un patrén diferente en cada tipo de
piel. La diferencia del perfil de expresion de la CK9 respecto a previos estudios podria
estar relacionada con el protocolo de fijacion que se ha utilizado en la presente Tesis
Doctoral. El protocolo de fijacién utilizado se ha basado en el uso de methacarn, un
fijador de uso poco convencional para la caracterizacién de la piel humana. En este
contexto, la revision de la literatura ha revelado el uso exclusivo del formol como
principal fijador haciendo de este estudio, un estudio pionero en el uso de methacarn
como agente de fijacién para la caracterizacién de piel fina y palmoplantar. El
methacarn es un fijador de solvente orgdnico coagulante (Mitchell et al. 1985) que
permite la preservacion de alta calidad de la morfologia y estructura de los tejidos
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incluidos en parafina (Akane et al. 2013). Se demostré que el methacarn proporciona
resultados inmunohistoquimicos superiores a los fijadores de entrecruzamiento
basados en aldehido por mantener una mejor antigenicidad (Akane et al. 2013;
Mitchell et al. 1985; Giachini et al. 2008). Por esta razdén, hipotetizamos que la CK9, un
polipéptido de citoqueratina acido (tipo |I) de Mr 64,000, con ciertas diferencias
bioguimicas en comparacién con otras citoqueratinas humanas (Knapp et al. 1986),
podria ser muy Iabil a la fijacidon cladsica de formaldehido en tejidos que muestran baja
expresion de CK9 como la epidermis de la piel fina humana, pero detectables por
medio de la fijacién con methacarn. El hecho de que los patrones de expresién fueran
completamente diferentes en piel fina y palmoplantar, sugiere que la CK9 podria
utilizarse para diferenciar la epidermis palmoplantar de otros tipos de piel, como se
sugirié anteriormente (Knapp et al. 1986; Uemura et al. 2016; Yamaguchi et al. 1999).
Respecto a la presencia de CK10, un marcador de queratinizacidn terminal, se expresé
en capas suprabasales de todos los tipos de piel, sin encontrar diferencias de
gueratinizacién entre la piel fina y palmoplantar.

El andlisis inmunohistoquimico de las proteinas de unién intercelular, revelé que todas
las muestras analizadas en la presente Tesis Doctoral tenian niveles de expresion
similares para claudina-1y desmoplaquina 1/2, aunque este ultimo tendia a localizarse
en las células mas apicales del estrato espinoso. Estos resultados muestran que tanto
la piel fina y como la palmoplantar se comportan como una barrera eficiente, sin
diferencias entre los diversos tipos de piel y que los desmosomas maduros asociados a
las proteinas desmoplaquinas 1/2 se localizan en las células espinosas mas
diferenciadas (Lechler and Fuchs 2007). Asi mismo, se encontré un fendmeno similar
para los dos marcadores de diferenciacién terminal de epitelios estratificados
queratinizados como la filagrina y la involucrina. Ambas proteinas de diferenciacién
terminal se expresaron con mayor intensidad en las capas epiteliales mas apicales,
conformando asi, el estado de diferenciacidn terminal propio de este epitelio. El hecho
de que la piel palmoplantar tenga un mayor niumero de capas celulares y un area
celular mayor puede estar relacionado con que se aprecie una sefial mas difusa en la
epidermis de la piel palmoplantar y que la sefal sea ligeramente mas intensa en la
epidermis de la piel fina.

En segundo lugar, se analizé la membrana basal de las diferentes muestras de piel. La
zona de membrana basal cutdnea es una estructura funcional formada por varias capas
y proteinas altamente especializada, que proporciona a la piel adhesion estructural y
resistencia a las fuerzas de cizallamiento (Bruckner-Tuderman and Has 2014). En
general, la ultraestructura (lamina basal y ldmina reticular), la distribucién de proteinas
(laminina y colageno tipo IV) de la membrana basal y la presencia de hemidesmosomas
fue muy similar en todas las muestras analizadas en el presente trabajo, lo que sugiere
que esta estructura es necesaria para la piel para ejercer sus funciones,
independientemente del tipo de piel. Estos hallazgos coinciden con previos estudios de
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Tidman y Eady que afirman que no existen diferencias en el numero de
hemidesmosomas con respecto a los diferentes tipos de piel (Tidman and Eady 1984).
Sin embargo, el presente analisis sugiere que la laminina fue mas abundante en la piel
del pie en comparacion con la piel de la mano. Aunque estos resultados deberian ser
confirmados por futuros estudios, podemos suponer que las intensas fuerzas de
tension a las que esta sometida la piel del pie podrian inducir la sintesis de laminina sin
alterar el grosor y la ultraestructura de la lamina basal en estas areas.

En tercer lugar, el estudio de la capa dérmica de la piel fina y palmoplantar humana,
reveld algunas diferencias entre los cuatro tipos de piel analizados. Uno de los
componentes dérmicos mas importantes que desempefia un papel fundamental en la
fisiologia de la piel y de sus propiedades biomecdanicas, es el componente fibrilar, que
consiste en una red de diferentes tipos de coldgeno, fibras eldsticas y reticulares
(Hussain et al. 2013; Kanitakis 2002). El coldageno es el principal componente
estructural de la dermis de la piel y lo encontramos abundantemente en todos los
tipos de piel analizados en la presente Tesis Doctoral, presentando una gran cantidad
de colageno tipo | maduro segun las determinaciones histoquimicas e
inmunohistoquimicas. Sin embargo, la cuantificacién nos permitié encontrar un mayor
contenido de coldgeno en la dermis palmoplantar que en la dermis de la piel fina y en
la piel del pie con respecto a la piel de la mano. Esto podria estar relacionado con la
funciéon especifica llevada a cabo por cada tipo de piel, ya que las fibras de colageno
pueden transmitir y disipar energia durante la deformacién mecdnica (Shah et al.
2017), proporcionando resistencia mecanica a los tejidos ricos en coldgeno. Por lo
tanto, es razonable que la piel palmoplantar tenga un mayor contenido de colageno
que la piel fina y la piel del pie tenga un mayor contenido de coldgeno con respecto a
la piel de la mano. Otro componente fibrilar a destacaren la dermis humana son las
fibras elasticas, que juega un papel crucial en la elasticidad de la piel. Estos
componentes se caracterizan por la extensibilidad eldstica, que proporciona a la piel la
capacidad para volver a su forma original cuando cede la fuerza que la estira (Hussain
et al. 2013). En la presente Tesis Doctoral, se observé que el tipo de piel con mayor
contenido de elastina es la piel del dorso de la mano (PDM), la cual podria tener
mayores niveles de deformacidon biomecdnica que los otros tipos de piel debido a su
ubicacidon. Ademas, se observd que la piel humana tiene cantidades muy bajas de
fibras reticulares. Sin embargo, se confirmd la presencia de fibras reticulares
localizadas principalmente a nivel de los vasos sanguineos y de la membrana basal. Las
fibras reticulares estan principalmente compuestas por colageno tipo Ill asociado a
otros tipos de coldgeno, glicoproteinas y proteoglicanos, estan principalmente
localizadas en la membrana basal, en la superficie de los adipocitos, miocitos, células
de Schawann, sinusoides hepaticos y en el reticulo fribroso del tejido linfoide (Ushiki
2002). Previos estudios han demostrado la baja cantidad de fibras reticulares en la
matriz extracelular de la piel humana normal y se ha afirmado que su abundancia
podria estar relacionada con diversas condiciones patologias (Antunes et al. 1999). Es
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importante poner de relieve que en el presente estudio se encontré mayor abundancia
de fibras reticulares en la dermis papilar; estas fibras podrian corresponder a fibras
reticulares de la lamina fibroreticular de la membrana basal.

Por otro lado, los proteoglicanos son componentes no fibrilares de la dermis humana
gue interactdan con otras proteinas de la matriz extracelular, como la red de colageno
y dan como resultado la formacidn de estructuras supramoleculares capaces de
aumentar la rigidez del tejido (Lee et al. 2016), ademas de regular funciones celulares
tan importantes como son la proliferacién, migracion, sintesis o degradacién de
proteinas (Maquart and Monboisse 2014). En general, encontramos que todos los
tipos de piel tenian cantidades similares de proteoglicanos seglin lo determinado
mediante técnicas histoquimicas, pero el andlisis de moléculas especificas reveld
algunas diferencias interesantes para el biglicano, que se expresd mas
abundantemente en la piel del pie. El biglicano es un pequefio proteoglicano de
dermatan sulfato rico en leucina que desempefia un papel importante en el
mantenimiento de la integridad estructural y funcional de los tejidos conectivos al
regular el colageno y controlar la resistencia a la traccién (Mizumoto et al. 2017;
Godoy-Guzman et al. 2018). Por lo tanto, la abundancia de este componente en la
matriz extracelular de la piel del pie podria contribuir a aumentar sus propiedades
biomecanicas, lo que permite que este tipo de piel soporte mayores fuerzas de estrés
gue otros tipos de piel (Swensson et al. 1998).

En cuarto lugar, El estudio de la hipodermis del dorso de la mano (PDM) revelé un
tamano celular de los adipocitos inferior al observado en el resto de las muestras
etudiadas (PPM, PDD y PPP). Esto podria relacionarse con la menor friccién y roce a la
gue se ve sometida el area dorsal de la mano, junto con la mayor presencia de fibras
eldsticas que facilita la movilidad. Por otra parte, el estudio histoquimico reveld la
existencia de tabiques o septos de coldgeno de mayor grosor en la dermis
palmoplantar con respecto a la dermis de la piel fina. Este hecho podria permitir el
empaquetamiento de los adipocitos en un area de mayor definicidn para soportar las
mayores presiones a las que se ve sometida la piel palmoplantar (Kelikian et al. 2011;
Oh et al. 2011).

En resumen, los resultados de la presente Tesis Doctoral sugieren que la piel fina y
palmoplantar que se encuentra en las manos y pies humanos comparte muchas
similitudes estructurales y moleculares. Sin embargo, en el presente trabajo se
demuestra que existen varias diferencias en los niveles epitelial, de membrana basal,
dérmica e hipodérmica, dichas desigualdades deben estar relacionadas con las
diferentes fuerzas biomecanicas asociadas a cada tipo de piel. Estos hallazgos podrian
contribuir a un mejor conocimiento de la histologia de la piel humana y podrian ser
utiles para el mejor entendimiento de la patologia pallmoplantar y para la futura
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generacion de sustitutos bioartificiales de cada tipo de piel humana mediante técnicas
de ingenieria tisular.
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7. CONCLUSIONES.



1. La caracterizacion histoldgica de la epidermis palmoplantar humana pone de relieve
que dicha piel es significativamente mas gruesa que la piel dorsal de mano y pie. El
grosor esta relacionado con la hiperplasia e hipertrofia queratinocitica y el incremento
de las células de Merkel, especialmente en la planta del pie, en comparacion con el
patrén epidérmico de la piel fina caracterizado por un incremento de melanocitos y
células de Langerhans asi como una menor area celular queratinocitica. Respecto a la
presencia de citoqueratinas, la CK5/6, presentd mayor expresidén suprabasal en piel
palmoplantar, y CK9, fue intensamente positiva en estratos basales de piel fina e
intensamente positiva en estratos suprabasales de piel palmoplantar. No se
encontraron diferencias significativas para CK7 y CK10 y filagrina ni para las proteinas
de cohesion claudina-1 y desmoplakina 1/2 en ambos tipos de piel, observandose una
expresion algo mas intensa en piel fina que en piel palmoplantar para involucrina. Las
diferencias descritas demuestran la existencia de dos patrones histolégicos e
histoquimicos distintos para la piel fina y para la piel palmoplantar directamente
relacionados con la actividad funcional que desarrollan ambos tipos de piel en las
localizaciones previamente indicadas.

2. La utilizacion de técnicas de microscopia dptica y electrdnica de trasmisién, asi como
de técnicas inmunohistoquimicas permitid la caracterizacién histologica de la
membrana basal de la piel palmoplantar humana. Los resultados demuestran una
mayor expresidon de laminina en piel fina y gruesa del pie con respecto a la mano. No
se encontraron diferencias a nivel ultraestructural, lo cual sugiere que la doble
estructura de la membrana basal (lamina basal y Ilamina reticular) es fundamental para
un adecuado anclaje del epitelio al estroma subyacente con independencia del tipo de
piel y su localizacidn.

3. El estudio histoldgico de la dermis de la piel palmoplantar humana pone de relieve
una mayor presencia de fibras de coldgeno en la piel gruesa, especialmente en la
planta del pie y de fibras eldsticas en la piel fina, especialmente en el dorso de la
mano. No existen diferencias para las fibras reticulares. Respecto a los componentes
no fibrilares de la dermis, los resultados demuestran diferencias para los
proteoglicanos biglicano (que fue mds abundante en la planta del pie) y versicano (que
fue menos abundante en la palma de la mano). El estudio pone asimismo de relieve,
un patrén vascular —sanguineo y linfatico- muy desarrollado en ambos tipos de piel y
localizacion.

4. El estudio histolégico de la hipodermis de la piel palmoplantar humana pone de
relieve la existencia de un menor tamafio celular en la piel del dorso de la mano y un
mayor grosor de tabiques de colageno en la piel palmoplantar, lo que revela
diferencias en el papel funcional para cada tipo de piel y localizacion.

5. La identificacion de diferencias histolégicas entre los distintos tipos de piel
analizados en esta Tesis Doctoral revela la necesidad de establecer criterios de
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seleccion para la utilizacion clinica de injertos de piel humana. En general, la
reparacion de zonas de la piel no sometidas a importante estrés mecanico deberia
llevarse a cabo utilizando injertos de piel fina mientras que las zonas sometidas a
mayor estrés mecanico deberian tratarse utilizando piel gruesa, con independencia de
la capacidad de remodelacion y adaptacién que presenta la piel humana de cualquier
localizacién. Asi mismo, el tratamiento de patologias que requieran el implante de piel
artificial humana generada mediante Ingenieria Tisular deberia tener en cuenta los
resultados identificados en la presente investigacidon y generar piel que cumpla los
criterios especificos de cada zona receptora.
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