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AEMPS: Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios

DMEM: siglas del inglés “Dulbecco’s modified Eagle medium”, medio de
cultivo de Eagle modificado por Dulbecco

EGF: siglas del inglés “epidermal growth factor”, factor de crecimiento
epidérmico

GMP: siglas en inglés de “good manufacturing practices”, normas de correcta
fabricacion

RAdytTA: Red Andaluza de disefio y traslacion de Terapias Avanzadas
SBF: suero bovino fetal
UE: Unidn Europea

UGRSKIN: modelo basado en biomateriales de fibrina-agarosa previamente
generado en la Universidad de Granada y posteriormente transferido como
medicamento de terapias avanzadas para su uso clinico

U.l.: unidades de intensidad

UPCIT HUVN Granada: Unidad de Produccién Celular e Ingenieria Tisular del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada
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Hasta el momento, se han descrito diferentes modelos de piel artificial humana
generada mediante ingenieria tisular. Uno de estos modelos, el denominado
UGRSKIN, estd basado en biomateriales de fibrina-agarosa nanoestructurada, y
contiene un sustituto dérmico con fibroblastos y un epitelio con queratinocitos de la
propia piel. Aunque el modelo UGRSKIN demostré utilidad clinica potencial en
pacientes afectos de graves quemaduras, las modificaciones histoldgicas,
histoquimicas e inmunohistoquimicas que ocurren tras su implante clinico, aun no

han podido caracterizarse.

Por ello, en la presente Tesis Doctoral, se ha llevado a cabo un completo estudio
histoldgico que incluye analisis estructurales, ultraestructurales e histofuncionales
para caracterizar la piel artificial generada en laboratorio y mantenida en cultivo ex
vivo y la piel implantada en pacientes durante 30, 60 y 90 dias de evolucidn in vivo,

comparandola con piel humana nativa utilizada como control.

Los resultados muestran que la piel artificial mantenida en cultivo presenta escasos
niveles de diferenciacién. Una vez injertada en pacientes, la piel artificial muestra
signos de biointegracién desde el dia 30, mostrando un epitelio proliferativo con
abundantes signos de maduracién y diferenciacidon, que expresa diferentes
citoqueratinas, proteinas de unién intercelular, filagrina e involucrina. Asimismo,
presenta algunos melanocitos y células de Langerhans, aunque en niveles inferiores
a la piel control. Respecto a la unidon dermo-epidérmica, la piel artificial carece de las
crestas y papilas que confieren una morfologia festoneada a la piel control, y muestra
una membrana basal bien formada desde el dia 30 de evolucién. En cuanto a la
dermis, los resultados confirman la adecuada biointegracion de la piel artificial,
aunque, en este caso, existe una interfase entre la dermis superficial y la dermis
profunda que es claramente evidenciable en el dia 30. Los estudios evolutivos
demuestran la progresiva sintesis de fibras de coldgeno, que se organizan
progresivamente en los dias 60 y 90, colageno V, fibras elasticas, proteoglicanos y
decorina, alcanzando los niveles del control al dia 60 6 90, sugiriendo que la
maduracion de la dermis podria requerir periodos mas largos de tiempo que la
epidermis. Estos resultados se confirmaron con estudios clasificatorios de tipo cluster

que revelan la similitud de las muestras ex vivo con la piel injertada durante 30 dias y
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de la piel nativa control con la piel injertada durante 60 y 90 dias de evolucién in vivo.
Por otro lado, se confirmd la presencia de numerosos vasos sanguineos de pequefio
calibre y de vasos sanguineos con pared muscular, asi como de vasos linfaticos, desde

el dia 30 de evolucidn.

Estos resultados contribuyen a determinar los pardmetros histoldgicos que se asocian
al efecto terapéutico positivo y a la biocompatibilidad del modelo de piel artificial
UGRSKIN injertado en pacientes grandes quemados y demuestran que la piel artificial

es capaz de madurar y diferenciarse rdpidamente, una vez implantada en pacientes.
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1. La piel humana

La piel humana constituye el 6rgano de mayor extensidon del cuerpo, y su peso

aproximado supone un 15% del peso total de un ser humano adulto (Leider M, 1949;

Vig et al., 2017). Su funcién principal es proporcionar proteccidon y actuar como

barrera frente a agentes externos fisicos, quimicos y bioldgicos y ejerce un papel

esencial en la termorregulacién del organismo (Vig et al., 2017).

Histolégicamente, la piel se compone de tres capas principales (Kanitakis, 2002; Vig

et al., 2017), que se muestran en la Figura 1:

La epidermis, que constituye la capa mas externa de la piel. Debido a la presencia
de un gran numero de uniones intercelulares, la epidermis es la encargada
principal de formar la barrera protectora de la piel, protegiendo al organismo
frente a agentes externos fisicos, quimicos y bioldgicos, y evitando la pérdida de
agua y electrolitos (Ross y Pawlina, 2007; Welsch, 2008). La epidermis estd
constituida, fundamentalmente, por células denominadas queratinocitos,
aunque también existen, en menor cantidad, melanocitos, células de
Langerhans, células de Merkel y otros tipos celulares (Gémez de Ferraris y

Campos, 2019).

Las células de la epidermis se organizan en los siguientes estratos (Urmacher,

1990) (Figura 2):

o Estrato basal, que contiene las células madre progenitoras del epitelio de la
piel que presentan capacidad proliferativa y, mediante divisidon asimétrica,
dan lugar a los queratinocitos de los demas estratos.

o Estrato espinoso, que esta constituido por numerosas capas de
gueratinocitos unidos por abundantes uniones intercelulares que forman
espinas entre las distintas células.

o Estrato granuloso, en el que los queratinocitos muestran abundantes signos
de diferenciacidn y presentan acumulos de proteinas que forman granulos

de queratohialina.
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o Estrato cdrneo, constituido por células que han perdido el nucleo celular y
muestran morfologia elongada, en forma de escama, y que tienden a

descamarse en la superficie de la epidermis.

La epidermis estd separada de la siguiente capa, la dermis, por una delgada
estructura denominada membrana basal. Esta membrana basal esta constituida
por una estructura electrodensa (la ldmina densa), una estructura electrolucida
(la ldmina lacida) y una regidn fibrilar que contiene abundantes fibras de anclaje
(la ldmina reticular) (Yurchenco y O’Rear, 1994; Aumailley, 1995). Su funcidn es
fundamental para mantener la epidermis firmemente anclada a los tejidos
subyacentes, y sus alteraciones se asocian a graves patologias en las que la
epidermis tiende a desprenderse (Kowalewski et al., 2005; Wozniak y

Kowalewski, 2005).

La dermis, que presenta mayor espesor que la epidermis y se encuentra separada
de la epidermis por la membrana basal, formando entrantes y salientes de
morfologia festoneada denominados crestas y papilas, cuya funcién es aumentar
la superficie de anclaje entre dermis y epidermis (Xiong et al., 2013; Shen et al.,
2023). La dermis esta formada por tejido conectivo que posee una densa matriz
extracelular, en la que se disponen abundantes células, especialmente,
fibroblastos. Contiene abundantes vasos sanguineos y linfaticos, y en ella
encontramos algunos anexos de la piel como los foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas y glandulas sebaceas (Ross y Pawlina, 2007). La presencia de gruesos
haces de colageno maduro, sintetizado por los fibroblastos, confiere resistencia
mecanica a la dermis, mientras que las fibras eldsticas son las encargadas

fundamentales de la elasticidad y resiliencia de la dermis humana (Daly, 1982).

La hipodermis o tejido celular subcutaneo, que se compone, fundamentalmente,
de tejido adiposo. Aporta a la piel aislamiento térmico y funciona como
mecanismo de amortiguacion de fuerzas mecanicas que pudieran afectar a la
piel. Asimismo, juega un papel fundamental como almacén de energia (Ross and

Pawlina, 2007).
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<= Epidermis

Dermis

Hipodermis

Figura 1. Imagen histoldgica de la piel humana normal, en la que se muestra la epidermis, la
dermis y la hipodermis, asi como la morfologia festoneada de la unién dermo-epidérmica.
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Figura 2. Estructura histoldgica de los distintos estratos de la epidermis humana. Modificado
de Gémez de Ferraris y Campos (Gémez de Ferraris y Campos, 2019).
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2. Las quemaduras de la piel y su tratamiento

Las quemaduras profundas suponen un prevalente problema de salud publica de gran
importancia por la frecuente necesidad de asistencia médica especializada (Rowan et
al., 2015). De hecho, las quemaduras graves constituyen, junto a los accidentes de
tréfico, las caidas y la violencia fisica, una de las principales emergencias sanitarias en

los servicios de urgencia a nivel mundial (Greenhalgh, 2019).

La etiologia de las quemaduras es muy variada, e incluye diversos agentes tales como
calor, electricidad, sustancias quimicas o radiacién (Hettiaratchy y Dziewulski, 2004).
La quemadura se considera de mayor o menor gravedad en funcion de la extension
de la misma y la profundidad de la lesién, pero también del lugar en el que ésta se
localiza, de la edad del paciente y de cualquier otra enfermedad sistémica subyacente

que se pueda presentar (Burgess et al., 2022).

En funcidn de su profundidad, las quemaduras se pueden clasificar en cuatro grados
(Palmieri y Greenhalgh, 2002; Markiewicz-Gospodarek et al., 2022; Warby y Maani,
2023) (Figuras 3, 4 y 5). Las quemaduras de grado | se consideran como superficiales
y autolimitadas, y Unicamente provocan un enrojecimiento y eritema local. Las de
grado Il son quemaduras superficiales, pero generan la aparicién de ampollas,
pudiendo ser de Il grado superficial o profundo. Las quemaduras de grado Ill son
graves y profundas, y generan la destruccién de la dermis y la epidermis. Finalmente,
las quemaduras de grado IV afectan no sélo a la piel, sino, ademas, al musculo, el
hueso y a otros tejidos profundos, generando, en muchos casos, un estado de

calcinacion.
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Profundidad/grado Capas de la piel
de quemadura

Primer grado —>f{: : } Epidermis
Segundo grado : Dermis
1
Tercer grado : Hipodermiso
1

capa subcutanea

Cuarto grado ]» Capa muscular

Figura 3. Clasificacién de las quemaduras de la piel en funcidn de la profundidad afectada
por la misma. Modificado de Markiewicz-Gospodarek y cols. (Markiewicz-Gospodarek et al.,
2022).

SEGUNDO GRADO

Figura 4. Ejemplos de quemaduras cutaneas de varios grados de profundidad. Modificado de
Rangel-Olvera y cols. (Rangel-Olvera y Rosas-Romero, 2021).
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CLASIFICACION DE LAS QUEMADURAS
GRADO Il O QUEMADURA SUPERFICIAL DE ESPESOR PARCIAL
- Epidermis y capas superficiales de la dermis dafiadas

GRADO | O QUEMADURAS
SUPERFICIALES

- Eritemas en la epidermis
que conllevan
enrojecimiento, leve dolor
e hinchazdén que remite de
48 a 72h

- Tras 5-10 dias la
epidermis dafnada se
desprende

- No se se observa cicatriz
visible tras este tipo de
guemadura

Tipo Il A. Quemadura de
segundo grado superficial.
- Epidermis y capas
superficiales de la dermis
degradadas

- Dolor y ampollas debido a
la delaminacidn de la
membrana basal de la
epidermis.

- La herida cicatriza tras 14
a 21 dias y no suele dejar

Tipo Il B. Quemadura de segundo grado profundo.

- tanto la dermis como la epidermis se degradan a
diferentes profundidades

- No incluye parte de los islotes de la epidermis de las
glandulas sudoriparas ni de los foliculos pilosos.

- Piel enrojecida, hUmeda y dolorosa

- Cicatrices que pueden quedar presentes y que
tardan entre 21 y 35 dias

- Se terminan formando ampollas que se encuentran
llenas de liquido y que de forma general se terminan
rompiendo

- Se hace necesario escision quirirgica de la zona

icatri .
cicatriz guemada y trasplante de piel

GRADO Ill. Quemaduras profundas de espesor total
(subdérmicas superficiales)

- Quemadura mixta

- Combina las caracteristicas de quemaduras de segundo y
tercer grado

- Han penetrado desde la epidermis hasta el tejido
subcutaneo y en algunos casos pueden haberse visto
afectado el musculo o los huesos dando lugar a necrosis
local

- Se suelen tratar de forma conservadora y quirdrgica.

- Espesor completo degradado

- La piel esta seca y dura

- La coloracidn de la piel es marrén, bronce o rojo
- Presenta ausencia de dolor

- Requiere tratamiento quirdrgico, trasplante o
tratamiento reconstructivo

Figura 5. Caracteristicas clinicas de los diferentes grados de quemaduras de la piel humana.
Modificado de Markiewicz-Gospodarek y cols. (Markiewicz-Gospodarek et al., 2022).

Cuando son suficientemente extensas, las quemaduras profundas de la piel generan
una destruccion tisular masiva, que se asocia a dramaticos efectos fisiopatoldgicos
en el paciente quemado. Junto al problema local, generado por la destruccidn de las
células madre queratinociticas (Amini-Nik et al., 2018), la quemadura genera una
respuesta inflamatoria grave y alargada en el tiempo que puede provocar
importantes consecuencias sistémicas en el paciente, tales como dafios a nivel
cardiaco, pulmonar, renal y vascular (Burgess et al., 2022). En estos casos, el
tratamiento convencional no suele ser suficiente, debido al estado critico en el que
se encuentra el paciente, siendo necesario tratar al paciente de forma integral en una
unidad especifica para quemados, denominada Unidad de Quemados Criticos. Segun
gueda descrito en Interterritorial

los Criterios acordados por el Consejo

(https://www.sanidad.gob.es/profesionales/CentrosDeReferencia/docs/Fesp/Fespl

.pdf), las unidades de quemados criticos se corresponden con unidades de alta

especializacidn que se encuentran integradas en un centro hospitalario y que se estan
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dotadas de recursos tanto humanos como materiales para la atencidn sanitaria de

los pacientes. Son criterios de ingreso en una Unidad de Quemados Criticos:

v" Quemaduras de segundo o tercer grado > 20% de superficie total quemada a
cualquier edad.

v" Quemaduras de segundo o tercer grado > 10% de superficie total quemada
en menores de 10 afios y mayores de 50.

v' Quemaduras quimicas y eléctricas.

v' Quemaduras en zonas criticas.

v" Quemaduras con lesiones asociadas (inhalacién de humos, traumatismos,
etc.).

v' Quemaduras con riesgos asociados (antecedentes clinicos del paciente como

diabetes, inmunodepresion, etc.).

Se entiende como paciente gran quemado, aquél que presenta lesiones debidas a
dafo térmico que justifican, al menos, tres dias de tratamiento de cuidados
intensivos. En el aino 2000, Gueugniaud y colaboradores describieron los criterios
actualmente utilizados para clasificar al paciente gran quemado (Gueugniaud et al.,

2000).

El tratamiento del gran quemado es muy complejo y supone un gran reto terapéutico
(Palmieri y Greenhalgh, 2002; Greenhalgh, 2019; Markiewicz-Gospodarek et al.,
2022). En general, es fundamental mantener la homeostasis del paciente, evitando
la pérdida de liquidos y electrolitos, asi como la entrada de bacterias patégenas y
otros microorganismos que pudiesen poner en riesgo la vida del paciente. El
tratamiento debe ser multidisciplinar y debe enfocarse hacia lograr un pronto
restablecimiento de la barrera protectora de la piel, controlando la pérdida de
sangre, la inflamacion y otros factores que pudiesen concurrir en el paciente (Fabiay
Groner, 2009; Greenhalgh, 2019). Ademads, las quemaduras profundas pueden
desembocar en la generacién de diferentes patologias cutaneas, como las cicatrices
hipertroficas o los queloides. Por ello, resulta de interés desarrollar nuevos productos
que puedan asi evitar la cicatrizacién fibroéticas de las heridas cutdneas (Karppinen et

al.,, 2019).
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. En general, los pacientes ingresados en las unidades de quemados son tratados
mediante técnicas de escarectomia y desbridamiento, cuyo objetivo es eliminar todo
el tejido necrético, seguidas de la cobertura de la zona cruenta con injertos de piel
de espesor total o de espesor parcial tomadas del propio paciente (Coruh y Yontar,
2012) de zonas de la piel no afectadas por la quemadura (Gacto-Sanchez, 2017,
Warby y Maani, 2023). Sin embargo, aquellos pacientes en los que la quemadura
supone un alto porcentaje de superficie corporal, asi como ciertos pacientes
especialmente vulnerables, no pueden ser tratados de forma totalmente eficaz
mediante el uso de autoinjertos, siendo necesario buscar alternativas terapéuticas

capaces de superar los resultados del tratamiento convencional (Pasierb et al., 2022).

3. Las terapias avanzadas

El reciente desarrollo de las terapias avanzadas ha supuesto una esperanza para un
gran numero de pacientes para los que, hoy en dia, no existe una alternativa
terapéutica realmente eficaz, tales como los grandes quemados (Reiss et al., 2011;
Martin-Piedra et al., 2019). Estos productos, considerados mayoritariamente
medicamentos en la Unién Europea (UE), suponen una nueva arma terapéutica de
vanguardia que posibilita, por primera vez, el tratamiento regenerativo de patologias
complejas que no disponen de tratamiento eficaz. Su desarrollo ha creado numerosas
expectativas que han obligado a sociedades cientificas (lkonomou et al., 2023) y a las
autoridades regulatorias de la Unién Europea a elaborar numerosas guias y paginas
informativas relacionadas con la efectividad de estas terapias y sus posibles usos

fraudulentos y efectos adversos (Figura 6).
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Advice for patients considering treatment

with a cell-based therapy o Wi
ﬂoo
o0

If you are offered cell-based therapy, find out from your healthcare Q
professional if it has been authorised by medicines authorities

[z Ask your healthcare professional to[BRaEIIRINRIE RIS SIS J

of the cell-based therapy and provide information in writing

[z Ask your healthcare professional how you should report BRERSiiaae
resulting from the treatment

[z Contact your national medicines authority or EMA if you have any

questions®

@ If you are considering taking a treatment in a non-EU country,
check the regulations in that countr

*ema.europa.eu/partners-networks/eu-partners/eu-member-states

Figura 6. Pagina informativa creada por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) en
relacidn con el uso de las nuevas terapias avanzadas (se muestra la pagina original en inglés
publicada en https://www.ema.europa.eu/en/human-regulatory/overview/advanced-
therapy-medicinal-products-overview).

Segun la legislacién actual, los medicamentos de terapias avanzadas comprenden los

siguientes productos:

- Medicamentos de terapia celular somatica.
- Medicamentos de terapia génica.
- Productos de ingenieria tisular.

- Medicamentos de terapia avanzada combinada.

La regulacién de este tipo de medicamentos es compleja. En el afio 2001, la Directiva
2001/83/CE ya definié lo que se entendia por terapia celular y terapia génica
(Directiva 2001/83/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 6 de noviembre de
2001, por la que se establece un cédigo comunitario sobre medicamentos para uso
humano), mientras que el Reglamento 1394/2007 (Reglamento CE n° 1394/2007 del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 13 de noviembre de 2007) incluyd en la
definicion de medicamento de terapias avanzadas a los productos de ingenieria
tisular y a los medicamentos combinados de terapia avanzada. La enorme
complejidad del marco normativo actual, asi como las dificultades para fabricar este
tipo de productos, hacen que sea realmente complejo desarrollar productos

comerciales de terapias avanzadas (Cuende e lIzeta, 2010), existiendo, en estos
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momentos, muy pocos productos comercializados en Europa (Goula et al., 2020; Izeta

y Cuende, 2023).

Segun queda descrito en la regulacion especifica de terapias avanzadas (Reglamento
(CE) n°® 1394/2007 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 13 de noviembre de
2007), se considera producto de ingenieria tisular a aquél que cumple los siguientes

requisitos:

e Contiene o esta formado por células o tejidos manipulados por ingenieria, y
e Sealega que tiene propiedades, se emplea o se administra a las personas para

regenerar, restaurar o reemplazar un tejido humano.

Un producto de ingenieria tisular podra contener células o tejidos de origen humano,
animal, o ambos. Las células o tejidos podrdn ser viables o no. Podra también
contener otras sustancias, como productos celulares, biomoléculas, biomateriales,

sustancias quimicas, soportes o matrices.

Las células o tejidos se consideraran «manipulados por ingenieria» si cumplen al

menos una de las condiciones siguientes:

e Las células o tejidos han sido sometidos a manipulacién sustancial, de modo
que se logren las caracteristicas bioldgicas, funciones fisiolégicas o
propiedades estructurales pertinentes para la regeneracion, reparacién o
sustitucion pretendidas. Las manipulaciones enumeradas en particular en el
anexo | no se consideran sustanciales.

e Las células o tejidos no estan destinados a emplearse para la misma funcion

o funciones esenciales en el receptor y en el donante.

De acuerdo con el mencionado reglamento, los medicamentos de terapia avanzada,
una vez que se ha demostrado su calidad, seguridad y eficacia, requieren una
autorizacion de comercializacién a nivel centralizado de la UE para ser accesibles a
los pacientes. No obstante, existe una excepcién a esta norma en el caso de
medicamentos de terapias avanzadas fabricados ocasionalmente con el fin de
cumplir una prescripcién facultativa individual de un producto hecho a medida
destinado a un solo paciente, denominada exencidn hospitalaria (Cuende et al., 2014,

2022). Esta exencidn permite el uso de estos medicamentos con una autorizacion
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nacional que, en nuestro pais se rige por el Real Decreto 477/2014 que regula la
autorizacion de uso hospitalario de medicamentos de terapia avanzada de

fabricacién no industrial (Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, 2014).

Desde un punto de vista practico, el desarrollo de la ingenieria tisular comienza, tras
algunas experiencias preliminares, con la publicacién de Langer y Vacanti en 1993
(Langer R; Vacanti JP, 1993), en la que se describe la posibilidad de crear nuevos
tejidos artificiales utilizando cultivos celulares y diversos tipos de biomateriales. A
partir de entonces, esta disciplina ha experimentado un desarrollo exponencial,
siendo numerosos los modelos de tejido artificial descritos hasta el momento para
uso clinico, diagndstico o de investigacidon (Berthiaume Frangois, Maguire Timothy,
2011; Santisteban-Espejo et al., 2018). En el caso de la piel humana, el desarrollo de
sustitutos de piel artificial mediante ingenieria tisular supone una posibilidad
prometedora en tratamiento regenerativo de pacientes grandes quemados (Oualla-

Bachiri et al., 2020; Yoon et al., 2020).

Los productos de ingenieria tisular utilizados como sustitutos de la piel se obtienen,
como norma general, a partir de células funcionales, biomateriales, que actian como
matriz o andamiaje, y de una serie de factores de crecimiento y del uso de métodos
de biofabricacion que permiten el desarrollo de modelos de piel artificial (Chaudhari

et al.,, 2016).

1. Células. Las células vivas suponen, probablemente, uno de los componentes mas
relevantes de los tejidos artificiales y los responsables fundamentales de su
efecto terapéutico. En el caso de la piel, se pueden utilizar distintos tipos de
células obtenidas de forma ortotipica, de la propia piel, o de forma heterotipica,
de fuentes celulares alternativas como las células madre mesenquimales
(Martin-Piedra et al., 2019; Garzon et al., 2020; Blanco-Elices et al., 2023). En Ia
mayoria de los casos, sin embargo, los modelos utilizados clinicamente hasta el
momento contienen Unicamente células obtenidas de forma ortotipica (Meana

et al., 1998; Llames et al., 2004; Ruiz-Lépez et al., 2022).

2. Biomateriales. Los biomateriales se utilizan, en combinacidn con las células, para

generar sustitutos dérmicos, remedando, de esta forma, la tipica estructura del
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tejido conectivo compuesto por células y matriz extracelular (Ross y Pawlina,
2007). Hasta ahora, se han descrito numerosos tipos de biomateriales de utilidad
potencial en ingenieria tisular de la piel (Simmons et al., 2020; Safina et al., 2022),
destacando especialmente, los hidrogeles y los polimeros altamente

biocompatibles (da Silva et al., 2019).

Uno de los hidrogeles que han mostrado resultados prometedores en ingenieria
tisular es el biomaterial de fibrina-agarosa (Alaminos et al., 2006; Scionti et al.,
2014; lonescu et al., 2020). Basado en una combinacion de fibrina humana
procedente de donantes (Llames et al., 2004) y agarosa purificada de algas
marinas (lrastorza-Lorenzo et al., 2021), el biomaterial de fibrina-agarosa ha
demostrado utilidad potencial para la generacién de distintos tejidos mediante
ingenieria tisular, incluyendo la cdrnea, que ha demostrado bioseguridad y
biocompatibilidad no sélo a nivel preclinico (Alaminos et al., 2006; Gonzélez-
Andrades et al., 2009; lonescu et al., 2011; Blanco-Elices et al., 2023), sino
también, en ensayos clinicos (Gonzalez-Andrades et al., 2017; Gonzélez-Gallardo
et al., 2023), el nervio (Carriel et al., 2017c; Chato-Astrain et al., 2018), la mucosa
oral (Garzon et al., 2009; Garzén et al., 2013; Blanco-Elices et al., 2021), el paladar
(Fernandez-Valadés-Gamez et al., 2016; Martin-Piedra et al., 2017), y otros tipos
de tejidos humanos (Martin-Piedra et al., 2017; Zarrintaj et al., 2018; Carriel et
al., 2019; Garzén et al., 2021).

Por un lado, la fibrina es un biomaterial natural, facil de obtener a partir del
fibrindgeno de la sangre humana, que resulta altamente biocompatible en
contacto con las células y los tejidos (Barsotti et al., 2011; De la Puente y Ludefia,
2014). A nivel estructural, la fibrina es capaz de formar redes fibrilares
tridimensionales compuestas por cadenas insolubles de fibrina entrelazadas
entre si por enlaces disulfuro (Noori et al., 2017). Este biomaterial ha sido
utilizado para la generacién de un gran numero de tejidos artificiales
potencialmente Utiles, proporcionando una estructura parcialmente similar a la
matriz extracelular de los tejidos conectivos, facilitando la adhesién, migracién y
diferenciacién celular (De la Puente y Ludeia, 2014). Sin embargo, este

biomaterial presenta pobres propiedades biomecanicas, lo cual limita su utilidad
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potencial en ingenieria tisular comparado con otros polimeros como el agar o la

poliacrilamida (Oyen, 2014).

Por otro lado, la agarosa (Figura 7) es un biomaterial natural basado en largas
cadenas de polisacaridos de D-galactosa y L-galactosa, con un gran numero de
grupos hidroxilo en su estructura (Graham et al.,, 2019). Los hidrogeles de
agarosa tienen la propiedad de ser termorreversibles, lo cual facilita
enormemente los procesos de biofabricacion, y han mostrado alta
biocompatibilidad tanto en presencia de células como una vez implantados en
un organismo vivo (lrastorza-Lorenzo et al., 2021; Jiang et al., 2023). Su
aplicaciéon en ingenieria tisular ha permitido la fabricacidn de diferentes tejidos
artificiales, tales como el cartilago (Salati et al., 2020), el nervio (Lewitus et al.,

2011) o la propia piel (Su et al., 2021).

Figura 7. Biomaterial de agarosa al 1% generado sobre una placa de Petri para su
utilizacién en ingenieria tisular.

Factores de crecimiento. Junto a las células y los biomateriales, los factores de

crecimiento constituyen componentes necesarios para inducir la proliferacidon y
la diferenciacion celular de los tejidos generados mediante ingenieria tisular
(Langer R; Vacanti JP, 1993). En tres sus principales propiedades, estos factores
son capaces de aumentar la viabilidad del producto, inducir la produccion de
componentes celulares y extracelulares y, en suma, aumentar la funcionalidad

del mismo (Bakhshandeh et al., 2017).
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Métodos de biofabricacion. Por su parte, diferentes métodos de biofabricacién

han permitido mejorar los sistemas actualmente disponibles para la fabricacidn
de piel artificial utilizando bioimpresién 3D, biorreactores y otros métodos de
biofabricacién avanzada (Gao et al., 2021, 3; Hosseini y Shafiee, 2021; Hosseini
et al., 2022). Uno de los métodos de biofabricacién que ha demostrado utilidad
potencial para incrementar las propiedades de los hidrogeles utilizados en
ingenieria tisular de la piel es la nanoestructuracion (Figura 8). Basada en
métodos de compresion plastica previamente descritos por Brown y cols.
(Mudera et al., 2007; Brown, 2013; Cheema vy Brown, 2013), la
nanoestructuracion combina la aplicacion de fuerzas de presidn con una
deshidrataciéon controlada del material, consiguiendo, de este modo, un
producto significativamente mas eldstico y resistente, con menor cantidad de
agua, capaz de reproducir las propiedades biomecanicas del tejido nativo

(lonescu et al., 2011, 2020; Scionti et al., 2014; Chato-Astrain et al., 2018, 2018).

N

Figura 8. Aspecto macroscopico de un tejido artificial nanoestructurado sobre una
membrana porosa de nylon circular. El tejido nanoestructurado ha perdido gran
cantidad de agua y muestra una apariencia y consistencia similar a una membrana,
posibilitando su manejo con pinzas quirurgicas.

En los ultimos anos, se han desarrollado ciertos sustitutos de la piel humana que han

mostrado resultados prometedores en el tratamiento de distintos tipos de defectos

cutaneos, aunque son muy pocos los que han logrado llegar a la clinica (Nyame et al.,

2015). Algunos de estos sustitutos demostraron utilidad en pacientes con graves

alteraciones de la piel, contribuyendo a regenerar la piel tratada, acortando el tiempo

de cicatrizacién (De Francesco et al.,, 2020) y mejorando la situacién del paciente
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(Cottone et al., 2021). En nuestro pais destacan los resultados obtenidos en grandes
quemados tratados con un modelo pionero de piel humana artificial autéloga basada
en hidrogeles de plasma humano disefiado por el Dr. Meana y cols. (Meana et al.,

1998; Llames et al., 2004; Gémez et al., 2011).

Uno de los sustitutos de piel humana que ha logrado resultados satisfactorios es el
modelo de fibrina-agarosa nanoestructurada disefiado en la Universidad de Granada
denominado modelo UGRSKIN (Ruiz-Lépez et al., 2022). Este modelo ortotipico de
piel estd constituido por un sustituto de la dermis fabricado a partir de fibroblastos
de la piel inmersos en biomateriales de fibrina-agarosa nanoestructurados, y un
sustituto de la epidermis, generado en la superficie de este sustituto dérmico
utilizando queratinocitos de la piel (Carriel et al., 2012). Para evaluar su utilidad
potencial, el modelo UGRSKIN fue sometido a varios controles de calidad preclinicos,
tal como establece la Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS) para los productos de terapias avanzadas (Rico-Sanchez et al., 2019). Estos

controles de calidad preclinicos demostraron lo siguiente:

1. A nivel fisico, el producto UGRSKIN mantenido en cultivo ex vivo presentaba
adecuadas propiedades biomecdnicas adecuadas (fundamentalmente, médulo
eldstico y médulo viscoso), y que este sustituto, a pesar de no contar con una
abundante poblacién de melanocitos mientras se mantuvo en cultivo ex vivo,
presentaba un adecuado comportamiento dptico, siendo capaz de absorber la luz
ultravioleta incidente (lonescu et al.,, 2020; Ruiz-Lépez et al.,, 2022). Estos
resultados sugieren que el modelo UGRSKIN podria comportarse, desde el punto
de vista fisico, de manera similar a los controles de piel nativa una vez implantado

in vivo.

2. Anivel histoldgico, el modelo de piel artificial mantenido ex vivo revelé un proceso

de maduracion secuencial dependiente del tiempo en cultivo (Carriel et al., 2012).
Mientras los tejidos artificiales presentaron un epitelio pobremente diferenciado
durante la primera semana de evolucién, el tiempo de cultivo contribuyd a
aumentar el nimero de estratos y el nivel de diferenciacién de sus células,
logrando encontrar descamacion de los estratos mas superficiales tras la

utilizacién de sistemas de cultivo aire-liquido (Vifiuela-Prieto et al., 2015; Li et al.,

Pagina 28 de 136



2020) (Figuras 9 y 10). Cuando se analizé la expresién de marcadores vy
componentes de la piel nativa, se encontré que el modelo UGRSKIN expresaba
bajos niveles de citoqueratinas y otros componentes de la epidermis, asi como de
coldgeno, proteoglicanos y otros componentes de la dermis, aunque el tiempo de
cultivo logré aumentar parcialmente la presencia de estos componentes (Carriel

et al,, 2012).

14 dias

21 dias © 28 dias

Figura 9. Analisis histoldgico de la piel humana control y del modelo UGRSKIN generado en
laboratorio y mantenido en cultivo durante 28 dias en el que se aprecia el desarrollo
progresivo de la capa epitelial con el tiempo de cultivo. Tincion de hematoxilina-eosina.
Modificado de Carriel y cols. (Carriel et al., 2012).

PRIMERA ~pr’esencia de epitelio con bajo. '
numero de estratos en superficie

SEMANA de la matriz
SEGUNDA #2-3 estratos de células
SEMANA epiteliales en la superficie
de la matriz
emayores signos de
TERCERA diferenciacion en las células
— SEMANA epiteliales tras la exposicién del

epitelio al aire

esignos evidentes de
CUARTA descamacidn en su estrato
SEMANA mas superficial

eepidermis con 8-10 capas

Figura 10. Principales hallazgos histolégicos encontrados en el epitelio del modelo UGRSKIN
mantenido en cultivo durante 28 dias.
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3. El implante del modelo UGRSKIN en animales de experimentacidn (ratones

atimicos inmunodeficientes) demostré que el modelo era seguro y mostraba
indicios de funcionalidad in vivo (Figura 11). Una vez implantado in vivo, la piel
artificial mostré precozmente signos de diferenciacién compatibles con una piel
similar a la piel humana nativa, aunque sin la presencia de anejos (glandulas y
foliculos) ni patrones de diferenciacién dermo-epidérmica del tipo crestas y
papilas (Figura 12). Cuando se evaluaron determinados componentes de la piel
humana, se encontré que el implante in vivo se asocid a un incremento
significativo de componentes fibrilares y no fibrilares de la matriz extracelular de
la dermis, confirmando la idea de que el ambiente in vivo es capaz de aportar los
factores necesarios para la diferenciaciéon terminal de los tejidos artificiales

generados en laboratorio (Garzén et al., 2009, 2020; Chato-Astrain et al., 2018).

Figura 11. Animal de laboratorio (ratén atimico inmunodeficiente) en el que se implantd un
fragmento de tejido humano artificial de fibrina-agarosa nanoestructurada generada
mediante ingenieria tisular. La incapacidad del sistema inmune de rechazar los xenoinjertos
que se implantan en estos animales posibilita la generacién de individuos quiméricos que
portan tejidos de naturaleza humana.
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Figura 12. Andlisis histolégico del modelo UGRSKIN implantado en animales de laboratorio,
en el que se aprecia un rapido proceso de diferenciacidon de la capa epitelial. Tincidn de
hematoxilina-eosina. Modificado de Carriel y cols. (Carriel et al., 2012).

Una vez superados los controles de calidad necesarios para su caracterizacién
preclinica, y tras demostrar bioseguridad y utilidad potencial a nivel preclinico del
modelo de piel UGRSKIN, acorde a lo establecido por la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) (Rico-Sanchez et al.,, 2019), se
procedid a su transferencia clinica como medicamento de terapias avanzadas. Para
ello, en primer lugar, se valido la fabricacion del modelo de piel UGRSKIN de acuerdo
con las normas de correcta fabricacién de medicamentos o GMP (del inglés Good
Manufacturing Practice) en un laboratorio farmacéutico perteneciente al Servicio
Andaluz de Salud autorizado por la AEMPS. Tras ello, se generé el producto en una
sala GMP como para uso clinico, cumpliendo todos los estandares de calidad
requeridos para el uso clinico de estos productos, tal como se hizo previamente con
otros modelos de tejidos artificiales basados en biomateriales de fibrina-agarosa
nanoestructurados (Rico-Sanchez et al., 2019; Gonzalez-Gallardo et al., 2023). Para
su aplicacion clinica, se obtuvo autorizacion individual de la AEMPS para su aplicacion

a pacientes grandes quemados via uso compasivo (Egea-Guerrero et al., 2019).
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Los resultados preliminares del uso clinico del producto en un total de 12 pacientes
grandes quemados mostraron una tasa de supervivencia del 75%, dado que tres
pacientes fallecieron debido fundamentalmente a infecciones y complicaciones
sistémicas derivadas del grave estado general en el que se encontraban (Egea-
Guerrero et al.,, 2019). Aunque estos resultados preliminares resultaron muy
alentadores, los mecanismos histoldgicos e histofisiolégicos que se asocian al efecto
terapéutico del modelo UGRSKIN aun no han sido determinados. Por ello, se hace
necesaria la realizacion de un andlisis histolégico, histoquimico e
inmunohistoquimico completo de los procesos implicados en la regeneracion vy
biointegracion del modelo una vez implantado en pacientes. La realizacion de este
tipo de estudios podria contribuir no sélo a entender mejor los mecanismos
implicados en el efecto terapéutico del producto UGRSKIN de acuerdo a las
directrices de las autoridades reguladoras (Hartmann-Fritsch et al., 2016), sino,
ademas, a establecer acciones de mejora conducentes a perfeccionar el modelo para

lograr un producto mas seguro y mas util en la clinica humana.
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HIPOTESIS
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La generacidn de tejidos artificiales mediante ingenieria tisular ha experimentado un
avance considerable en los ultimos afios, permitiendo la fabricacién de diversos
modelos de piel humana artificial capaces de reproducir parcialmente la estructura
de la piel humana nativa. A este respecto, el modelo de piel artificial UGRSKIN,
desarrollado en la Universidad de Granada, ha demostrado previamente su utilidad
clinica en el tratamiento de pacientes afectos de graves quemaduras tratados en una

Unidad de Quemados.

Aunque los patrones de diferenciacién histolégica que tienen lugar en la piel injertada
en estos pacientes aulin no han sido determinados, nuestra hipétesis de trabajo es que
la piel artificial implantada in vivo es capaz de integrarse adecuadamente en el tejido
receptor, mostrando niveles adecuados de maduracién vy diferenciacion,
equiparandose finalmente a la piel humana nativa. En concreto, podemos hipotetizar

que:

1. La piel artificial generada en laboratorio y mantenida ex vivo podria reproducir

la estructura de la piel humana, aunque con menores niveles de diferenciacion.

2. La piel artificial humana podria integrarse adecuadamente en el paciente, sin

inducir la generacién de patologias detectables a nivel histolégico.

3. El implante en pacientes afectos de graves quemaduras podria inducir la
diferenciacion del epitelio de los sustitutos de piel, generdndose un epitelio

biomimético respecto a la piel nativa.

4. La membrana basal del sustituto de piel implantado en pacientes podria
diferenciarse de forma adecuada, alcanzando niveles similares a los de la piel

nativa.

5. La dermis del sustituto de piel implantado en pacientes podria mostrar signos de
diferenciaciéon y maduracién, integrandose de forma adecuada en el tejido
receptor y mostrando una red vascular que permita el correcto funcionamiento

in vivo de este sustituto.
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OBJETIVOS
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Objetivo principal: analizar las caracteristicas histolégicas de un modelo de piel
artificial basado en biomateriales de fibrina-agarosa nanoestructurada implantado

en pacientes afectos de graves quemaduras cutaneas.

Objetivos especificos:

- Analizar  histolégicamente la  piel artificial de fibrina-agarosa
nanoestructurada para determinar patrones de diferenciacién epidérmica

antes y después de su implante en pacientes grandes quemados.

- Analizar  histolégicamente la  piel artificial de fibrina-agarosa
nanoestructurada para determinar patrones de diferenciacion de Ia
membrana basal antes y después de su implante en pacientes grandes

guemados.

- Analizar  histolégicamente la  piel artificial de fibrina-agarosa
nanoestructurada para determinar patrones de diferenciacion dérmica antes

y después de su implante en pacientes grandes quemados.

- Analizar  histolégicamente la  piel artificial de fibrina-agarosa
nanoestructurada para determinar la presencia de vasos sanguineos y

linfaticos antes y después de su implante en pacientes grandes quemados.
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MATERIALES Y
METODOS

Pagina 37 de 136



1. Generacion de sustitutos de la piel humana UGRSKIN mediante ingenieria tisular

1.1. Generacidn de cultivos primarios de células de la piel

Para generar los sustitutos UGRSKIN de piel humana artificial, se aplicaron métodos
de ingenieria tisular previamente desarrollados y optimizados por el Grupo de
Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada (Carriel et al., 2012; Garzdn et al.,
2013; Martin-Piedra et al., 2019; lonescu et al., 2020; Ruiz-Lépez et al., 2022) y
posteriormente trasladados y adaptados a condiciones GMP en la Unidad de
Produccidn Celular e Ingenieria Tisular del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
de Granada. Para ello, en primer lugar, y previa firma de consentimiento informado,
se obtuvieron biopsias de 6-9 cm? de piel sana obtenida a partir de técnica aséptica
de grandes quemados ingresados en la Unidad de Quemados del Hospital
Universitario Virgen del Rocio de Sevilla (12 pacientes en total), las cuales se
introdujeron en un contenedor con solucion de transporte estéril compuesta por 500
ml de DMEM sin rojo fenol suplementado con gentamicina 160 pg/ml, vancomicina
100 pg/ml, cefotaxima 100 pg/ml y anfotericina B 1,25 pg/ml, y se enviaron
rapidamente a la Unidad de Produccion Celular e Ingenieria Tisular del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves de Granada, vinculado al Instituto de Investigacion
Biosanitaria ibs.GRANADA, donde se cuenta con un laboratorio farmacéutico que
cumple normas GMP (denominado laboratorio GMP) autorizado por la AEMPS vy
coordinado por la Red Andaluza de disefio y traslacién de Terapias Avanzadas

(RAdyYtTA).

Una vez recibidas en el laboratorio GMP, las muestras se lavaron utilizando una
solucién de lavado preparada previamente compuesta de tampdn fosfato (PBS)
suplementado con 96 pg/ml de gentamicina, 100 pug/ml de vancomicina, 100 pg/ml
de cefotaxima y 1,25 pug/ml de anfotericina B. Posteriormente, las muestras fueron
procesadas en condiciones GMP para generar cultivos primarios de fibroblastos y
queratinocitos utilizando métodos de digestidon enzimdtica previamente descritos
utilizando tripsina y colagenasa (Carriel et al., 2012; Martin-Piedra et al., 2019). Una
vez aislados, cada tipo celular se cultivd utilizando medios especificos. En concreto,

los fibroblastos dérmicos se cultivaron en medio de fibroblastos, compuesto por
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medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) sin rojo fenol,
suplementado con un 10% de suero bovino fetal (SBF) con un 2% de glutamina y 96
ug/ml de gentamicina (Normon). A su vez, las células epiteliales se cultivaron en
medio de queratinocitos, compuesto por tres partes de medio DMEM y una parte de
medio Ham-F12, suplementado con un 10% de SBF, 96 pug/ml de gentamicina, 2mM
de glutamina, 24 pg/ml de adenina, 0,4 mg/ml de hidrocortisona, 5 mg/ml de
insulina, 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF), 1,4 ng/ml de
triyodotironina y 1,25 pug/ml de Anfotericina B (todo ello, de Merck/Sigma-Aldrich, a
excepcion de la gentamicina, que es de Normon). Para favorecer su crecimiento, las
células epiteliales se sembraron sobre una capa de células alimentadoras (feeders)
de origen murino o humano, en funcién de la superficie a tratar. En todos los casos,
las células se mantuvieron en un incubador celular a 372C con un 5% de CO,,
utilizando protocolos de cultivo estandar. Estos medios de cultivo se renovaron cada
2-3 dias, y las células se subcultivaron cuando alcanzaron subconfluencia utilizando

una mezcla comercial de TryplE™ -Select 1X (Life Technologies).

1.2. Fabricacion de sustitutos de piel humana mediante ingenieria tisular

Una vez obtenidos los cultivos celulares, se procedié a generar sustitutos de piel
humana utilizando biomateriales de fibrina-agarosa. Para ello, en primer lugar, se
fabricaron sustitutos de la dermis humana con fibroblastos en su interior,
procediéndose posteriormente a generar una capa de epitelio formado por
gueratinocitos en su superficie. Para el sustituto dérmico, se utilizé plasma humano
procedente de donantes de sangre (como fuente de fibrina) y agarosa tipo VII
comercial (Merck/Sigma-Aldrich) a una concentracién final del 0,1%. Cada lamina de
piel artificial tenia un volumen final de 50 ml y estaba compuesta de 41,6 ml de
plasma humano, al que se afiadié una suspension de 1 a 1,5 x 108 fibroblastos en 3,35
ml de medio de cultivo procedentes de los cultivos primarios previamente generados
y 0,83 ml de &cido tranexamico (Amchafibrin®, RottaPharm), para evitar la fibrinolisis.
Tras mezclar cuidadosamente, se afiadieron 2,5 ml de una solucidn de agarosa tipo
VII (Merck/Sigma-Aldrich) al 2% previamente calentada hasta fusién, seguido de 1 ml

de una solucién de CaCl, al 10% (Braun). Esta mezcla se homogeneizé mediante
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agitacién rapida y se alicuoté inmediatamente en placas de cultivo cuadradas de 144
cm? de superficie (Greiner Bio-One), que se incubaron a 372C en un incubador celular
para favorecer la gelificacién del biomaterial. Tras 24 horas, se procedié a incorporar
los queratinocitos procedentes de los cultivos primarios en la superficie de estos
sustitutos dérmicos a una densidad de 10.000 a 20.000 queratinocitos por cm? de
superficie. Estos sustitutos de piel humana se mantuvieron en un incubador a 372C

con un 5% de CO3, renovandose el medio de cultivo cada 2-3 dias.

1.3. Nanoestructuracion

Una vez generados los sustitutos de piel artificial humana mediante ingenieria tisular,
alrededor de 4-5 semanas después de obtener las biopsias, se aplicaron métodos de
nanoestructuracién basados en compresion pldstica y deshidrataciéon del tejido
artificial, siguiendo protocolos previamente optimizados por el grupo de
investigacion (lonescu et al., 2011; Carriel et al., 2017c; Chato-Astrain et al., 2018).
Para ello, se extrajo cuidadosamente el sustituto de piel de la placa de cultivo, y se
depositd, con el epitelio hacia arriba, sobre un filtro poroso de nylon (que permitia el
paso de agua, pero no de células nifibras del biomaterial) colocado sobre varias capas
de papel absorbente estéril. Sobre la superficie, se colocd una malla quirdrgica (para
proteger al epitelio), seguida de dos filtros porosos de nylon y varias capas de papel
absorbente estéril. Tras ello, se aplicé un peso constante de alrededor de 300 g sobre
la superficie, dejando actuar al sistema durante 2 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo, se desmonto el sistema y, con la ayuda de unas pinzas estériles, se recupero
la piel artificial que habia perdido gran parte de su volumen debido a la pérdida de
agua. Este proceso se repitid para el resto de [dminas requeridas para el tratamiento
del paciente. Los tejidos, correspondiente al modelo UGRSKIN, generados como
producto de terapias avanzadas en el laboratorio GMP de la UPCIT HUVN Granada y
gue contaba con autorizacidon previa como uso compasivo por la AEMPS, se
envasaron en un contendor estéril que contenia lactato de Ringer (Fresenius Kabi
Espana S.A.) y se liberd, transportandose de forma urgente a la Unidad de Quemados

para su uso clinico (Egea-Guerrero et al., 2019).
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Figura 13. Aspecto macroscépico de |laminas de piel artificial UGRSKIN generadas mediante
ingenieria tisular como productos de terapias avanzadas en la UPCIT del HUVN de Granada y
enviadas a la Unidad de Quemados del HUVR para su uso autdlogo en pacientes afectos de
graves quemaduras cutaneas.

2. Implante clinico en pacientes afectos de graves quemaduras

Una vez transportados los sustitutos UGRSKIN desde la UPCIT del HUVN hasta la
Unidad de Quemados del HUVR, se procedié a su implante autélogo en los mismos
pacientes de los que procedian las biopsias de piel utilizadas para la generacién de
cultivos primarios. El implante de estos tejidos artificiales se realizd, con la
aprobacion de la AEMPS caso a caso, como uso compasivo a la espera de obtener la
autorizacion de uso hospitalario (Cuende et al., 2014, 2022) solicitada de acuerdo con
el Real Decreto 477/2014 que regula la autorizacion de medicamentos de terapia
avanzada de fabricacién no industrial (Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e

Igualdad, 2014).

Hasta el momento del implante, todos los pacientes fueron sometidos a
desbridamiento y limpieza de sus quemaduras, siguiendo protocolos establecidos en
la Unidad de Quemados para este tipo de pacientes. Para prevenir la infeccidn, se
utilizaron pomadas y ungilentos especificos para el tratamiento de grandes
guemados, asi como curas oclusivas, que se iban renovando periédicamente. Una vez
recibido el sustituto de piel en la Unidad de Quemados del HUVR, se procedié a la
preparacién del lecho quirdrgico de las quemaduras, eliminando tejidos necréticos
hasta obtener un lecho que mostrara signos de vitalidad o tejido de granulacidn.
Finalmente, se cubrid toda la superficie cruenta con tejido artificial, fijdAndose cada
lamina de piel artificial autdloga con grapas quirurgicas, aplicdndose apdsitos

quirargicos no adherentes sobre toda la superficie tratada (Figura 14).
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Figura 14. Implante de la piel artificial UGRSKIN en un paciente afecto de graves
guemaduras cutaneas. Cada lamina de piel artificial se implantd, de forma autdloga,
utilizando grapas quirdrgicas, tras preparar cuidadosamente el lecho quirudrgico. A la
izquierda, se muestra una lamina de piel artificial en el momento de su implante. A la
derecha, el aspecto final de la zona tratada.

3. Muestras analizadas en la presente Tesis Doctoral

Para evaluar los posibles cambios histoldgicos que tienen lugar en la piel artificial
implantada en pacientes, y determinar su grado de biomimetismo respecto a la piel
humana nativa normal, se obtuvieron diferentes muestras bioldgicas que se resumen

en la Tabla 1.

En primer lugar, se obtuvieron muestras de la piel artificial humana UGRSKIN
generada mediante ingenieria tisular siguiendo los protocolos descritos mas arriba y

mantenida en cultivo. Estas muestras se consideraron como muestras ex vivo.

En segundo lugar, se tomaron diferentes biopsias procedentes de la zona del
implante de piel artificial en los pacientes incluidos en el estudio. En cada paciente, y
para evaluar la evolucion de la piel artificial implantada, se tomaron biopsias de la
zona tratada, tras un periodo de seguimiento de 30, 60 y 90 dias tras el implante,
catalogadas como muestras in vivo de 30, 60 y 90 dias de evolucién. Estas biopsias se
tomaron, bajo anestesia local, utilizando un bisturi circular o punch dermatoldgico de

5 mm de diametro.

Finalmente, se recogieron muestras de piel humana nativa normal procedentes de
pequeiios fragmentos de piel sana, que se utilizaron como base para los estudios
histolégicos, histoguimicos e inmunohistoquimicos realizados en la presente Tesis

Doctoral. Estas muestras se catalogaron como controles.
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Muestra Origen

Modelo UGRSKIN generado como producto de terapias avanzadas y mantenido en

Ex vivo .
cultivo

In vivo 30 dias  Biopsia de pacientes tras 30 dias del implante del modelo UGRSKIN
In vivo 60 dias  Biopsia de pacientes tras 60 dias del implante del modelo UGRSKIN
In vivo 90 dias | Biopsia de pacientes tras 90 dias del implante del modelo UGRSKIN

Control Piel humana nativa sana

Tabla 1. Muestras histoldgicas analizadas en la presente Tesis Doctoral.

Una vez obtenidas, las muestras se dividieron cuidadosamente en dos fragmentos de
espesor completo. El primero de ellos, de mayor tamafio, se fij6 en formalina
tamponada al 10% en frio. El segundo de ellos, de tamafio menor, se fijé en
glutaraldehido al 2,5% en cacodilato en frio. Ambos tipos de muestras se enviaron de
forma inmediata al laboratorio de Histologia de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Granada para su procesamiento y andlisis.

4. Andlisis ultraestructurales mediante microscopia electronica de transmision

Para determinar pardametros de diferenciacion ultraestructurales, las muestras
fijadas en glutaraldehido al 2,5% se lavaron varias veces con tampdn cacodilato frio.
Tras ello, se postfiaron con tetréxido de osmio al 1%, se deshidrataron
progresivamente con acetona al 30, 50, 70, 95 y 100% y se incluyeron en resina de
Spurr para microscopia electrénica (PanReac Quimica). A continuacién, se obtuvieron
secciones ultrafinas utilizando un ultramicrotomo, las cuales se montaron sobre
rejillas y se contrastaron con acetato de uranilo acuoso y citrato de plomo.
Finalmente, las muestras se examinaron en un microscopio Carl Zeiss EM902 (Medi-
tec) localizado en el Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad de

Granada (Vela-Romera et al., 2019).

En todas las muestras, se determinaron patrones de diferenciacién a nivel de la

epidermis (ultraestructura de las células, uniones intercelulares, componentes
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intercelulares, etc.), membrana basal (presencia de lamina densa, ldmina lucida y

[dmina reticular) y dermis (ultraestructura de las fibras, tipos de células, etc.).

5. Analisis histologicos mediante tincion de hematoxilina-eosina

Para los estudios histolégicos mediante microscopia Optica, las muestras fijadas
durante 24 horas en formalina se lavaron en PBS y se incluyeron en parafina,
siguiendo protocolos estandar de procesamiento histoldgico (Garzén et al., 2021;
Sanchez-Porras et al., 2023). En primer lugar, las muestras se deshidrataron en
concentraciones crecientes de etanol (50, 70, 95 y 100%), se aclararon en xileno y se
impregnaron en parafina (todos estos componentes se obtuvieron de PanReac
Quimica). Tras ello, se obtuvieron secciones histoldgicas de 4 um de grosor utilizando
un microtomo, las cuales se montaron en portaobjetos, se desparafinaron en xileno,
se deshidrataron en concentraciones decrecientes de etanol y se rehidrataron en

agua destilada para su posterior procesamiento.

Para determinar parametros histolégicos generales se utilizé la tincién de
hematoxilina-eosina. Para ello, las muestras rehidratadas se incubaron en
hematoxilina durante 3 minutos, se lavaron en agua corriente para fijar la tincién
durante 5 minutos y se tifleron posteriormente con eosina durante 1 minuto. Tras
ello, se deshidrataron las muestras en concentraciones crecientes de etanol, se
aclararon con xileno y se montaron con cubreobjetos utilizando bdlsamo de Canada
(PanReac Quimica). En cada muestra, se determind la estructura general, la
histomorfologia del epitelio y de la dermis y la posible presencia de alteraciones

histolégicas evidenciables.
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6. Analisis histoquimicos

Con el objetivo de identificar componentes especificos de la membrana basal y la
dermis de cada tipo de muestra, se emplearon métodos histoquimicos especificos
para cada componente previamente descritos y optimizados por el Grupo de
Ingenieria Tisular para su aplicacion a tejidos artificiales (Oliveira et al., 2013; Alfonso-
Rodriguez et al., 2014; Carriel et al., 2014; Martin-Piedra et al., 2017; Diaz-Moreno et
al.,, 2018; Vela-Romera et al., 2019). Estos métodos se aplicaron sobre secciones
tisulares desparafinadas y rehidratadas siguiendo los protocolos descritos en el punto

anterior. Todos los productos aqui descritos se obtuvieron de PanReac Quimica.

e Para la identificacion de fibras de colageno en la dermis de los diferentes tejidos
artificiales se utilizé la técnica de rojo picrosirius. Para ello, las muestras
rehidratadas se incubaron durante 30 minutos en una solucién de Sirius Red F3B,
se lavaron brevemente, y se contrastaron brevemente con hematoxilina de Harris,
lavandose en abundante agua para retirar los restos de colorante.

e Para teiiir especificamente las fibras elasticas se aplicé la técnica histoquimica de
Verhoeff. En este caso, las preparaciones se incubaron durante 10 minutos en la
solucion de Verhoeff, diferenciandose posteriormente en una solucién de cloruro
férrico al 2% durante 15 segundos.

e La identificacion de glicoproteinas de la matriz extracelular se llevéd a cabo
mediante la tincion con acido periddico de Schiff (PAS). Para ello, las preparaciones
rehidratadas se sumergieron durante 10 minutos en una solucion de acido
peridodico al 0,5%. Tras ello, se incubaron en reactivo de Schiff durante 15 minutos
en oscuridad. Finalmente, se utilizé hematoxilina de Harris durante 15 segundos
para contrastar brevemente la muestra.

e Para teiir los proteoglicanos de la matriz extracelular se utilizé la técnica
histoquimica del azul alcian. En este caso, las muestras rehidratadas se incubaron
en solucién de azul alcian (pH 2,5) durante 30 minutos, contrastandose

posteriormente de firma breve con nuclear fast red.

En todos los casos, las preparaciones se deshidrataron mediante inmersién en
concentraciones crecientes de etanol, se aclararon en xileno y se montaron con

cubreobjetos utilizando balsamo de Canadd. Para su evaluacién, las muestras se
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escanearon utilizando un escaner de preparaciones histologicas Pannoramic Desk
DW Il (3DHISTECH) o se fotografiaron en un microscopio 6ptico Nikon Eclipse 90i
(Nikon Corp.). En el caso de las muestras tefiidas mediante rojo picrosirius, se
tomaron imdgenes utilizando tanto luz no polarizada como luz polarizada (para
identificar el grado de organizacién y maduracién de las fibras de coldgeno). Todas
las imagenes se tomaron al mismo tiempo, utilizando las mismas condiciones de
iluminacién, balance de blancos y exposicién, para posibilitar los estudios

cuantitativos.

7. Analisis inmunohistoquimicos e inmunofluorescentes

Para la identificacion especifica de componentes celulares y extracelulares mediante
inmunohistoquimica, las secciones tisulares fueron desparafinadas y rehidratadas
como se describié mds arriba. Posteriormente, se realizé un tratamiento con tampdn
citrato (pH 6,0) a 952C para recuperacidn antigénica, seguida de prehibridacion con
suero de caballo durante 1 h. Tras ello, se aplicé una solucidn que contenia un
anticuerpo primario, incubandose toda la noche en frio. Los anticuerpos y las
condiciones especificas utilizados en esta Tesis Doctoral se resumen en la Tabla 2.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, se lavaron las muestras varias veces
en PBS y se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
durante 1 h a temperatura ambiente utilizando el sistema comercial ImnmPRESS® HRP
IgG, se lavaron varias veces en PBS y la sefial se reveld utilizando una solucién
comercial de diaminobencidina, que se paré mediante inmersién en agua destilada
(todos estos reactivos de inmunohistoquimica se adquirieron a Vector Laboratories).
Finalmente, los tejidos se contratifieron brevemente con hematoxilina de Harris, se
lavaron en agua, se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol, se
aclararon en xileno y se montaron con balsamo de Canada. Al igual que en las
muestras tratadas mediante histoquimica, las preparaciones se escanearon
utilizando un escaner de preparaciones histoldgicas Pannoramic Desk DW Il o se
fotografiaron en un microscopio dptico Nikon Eclipse 90i utilizando luz blanca no

polarizada. Todas las imagenes se tomaron al mismo tiempo, utilizando las mismas
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condiciones de iluminacidn, balance de blancos y exposicion, para posibilitar los

estudios cuantitativos.

En el caso de las proteinas de unién intercelular claudina 1 y placoglobina, las
muestras se analizaron utilizando métodos de inmunofluorescencia. En estas
muestras, se procedié tal como se describié para la inmunohistoquimica, pero los
anticuerpos secundarios utilizados estaban conjugados con moléculas fluorescentes
de color naranja rojizo (Cy3) o verde (FITC). Tras ello, las muestras se lavaron en PBS
y se cubrieron directamente con cubreobjetos utilizando aceite de montaje con DAPI
(para tediir los nucleos de color azul-morado). Estas muestras se fotografiaron en un
microscopio optico Nikon Eclipse 90i utilizando luz fluorescente. Todas las imagenes
se tomaron al mismo tiempo, utilizando las mismas condiciones de iluminacién,

balance de blancos y exposicidon, para posibilitar los estudios cuantitativos.
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Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Primario

Secundario

Secundario

Secundario

Secundario

Secundario

Conejo
Ratén
Conejo
Ratén
Ratén
Ratén
Raton
Ratén
Conejo
Conejo
Conejo
Cabra
Raton
Ratén
Ratén
Caballo
Caballo
Caballo
Ratén

Conejo

Prediluido

Prediluido

Prediluido

1:50

Prediluido

Prediluido

Prediluido

Prediluido

Prediluido

1:100

1:100

1:500

Prediluido

Prediluido

Prediluido

Prediluido

Prediluido

Prediluido

1:100

1:100

Master Diagnostica,
MAD-000693QD
Master Diagnostica,
MAD-000150QD
Master Diagnostica,
MAD-000491QD

Abcam, ab17808

Master Diagnostica,
MAD-000164QD
Master Diagnostica,
MAD-000523QD

Abcam, ab12083

Master Diagnostica,
MAD-001767QD
Master Diagnostica,
MAD-000673QD
Thermo Scientific, PA1-
38032

Abcam, ab7046

R&D System, AF143

Master Diagnostica,
MAD-002048QD
Master Diagnostica,
MAD-000402QD
Master Diagnostica,
MAD-001195QD
Vector Laboratories,
MP7401

Vector Laboratories,
MP7402

Vector Laboratories,
MP7405
Merck/Sigma Aldrich,
F0257

Merck/Sigma Aldrich,
AP160C

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios y condiciones utilizadas para los estudios
inmunohistoquimicos e inmunofluorescentes realizados en la presente Tesis Doctoral.
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8. Analisis cuantitativos

Una vez realizados los estudios histoquimicos e inmunohistoquimicos, se realizaron
estudios cuantitativos para determinar niveles de positividad en cada una de las
muestras, tal como se describid en estudios previamente publicados (Oliveira et al.,
2013; Alfonso-Rodriguez et al., 2014; Carriel et al., 2014, 2017b; Diaz-Moreno et al.,
2018; Vela-Romera et al., 2019; Rodriguez-Pozo et al., 2020; Sanchez-Porras et al.,
2023). Todos estos estudios se realizaron por quintuplicado, analizando 5 imagenes

de cada muestra (n=5).

e Para determinar el nimero de vasos sanguineos y linfaticos por mm? de dermis se
analizaron areas representativas de la dermis superficial y de la dermis profunda
sometidas a inmunohistoquimica para vasos sanguineos (CD31), vasos de grueso

calibre con capa muscular (SMA) o vasos linfaticos (D2-40).

e Para determinar el porcentaje de células en estado de proliferacién activa por
cada milimetro de longitud de la capa basal del epitelio (donde residen las células
proliferativas) se cuantificé, en cada una de las muestras, el porcentaje de células
positivas para Ki67 respecto al nimero total de células en la capa basal del epitelio.
El mismo método se utilizé para cuantificar el nUmero de células positivas para el
marcador MELAN-A (melanocitos) y CD1a (células de Langerhans) por mm de

longitud de epitelio.

e Para cuantificar los niveles de sefial obtenidos en los estudios histoquimicos e
inmunohistoquimicos se utilizé un método automatizado basado en el programa
Image) (National Institutes of Health, EEUU). En el caso de los estudios
histoquimicos realizados con las técnicas de Verhoeff y de rojo picrosirius con luz
polarizada se determind el porcentaje de area de dermis superficial y de dermis
profunda ocupada por fibras tefiidas con cada técnica, utilizando una escala que
oscila entre 0 y 100% de area ocupada. Para ello, las imagenes se convirtieron a
coloracion binaria (blanco y negro), tras ajustar el contraste de cada
microfotografia. Tras ello, se utilizdé la funcion de area del programa Imagel,
pidiéndose al programa que calculara el porcentaje de drea correspondiente a

sefial positiva.
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e En el resto de los analisis histoquimicos e inmunohistoquimicos se determind la
intensidad de tincién en una escala que oscila entre 0y 255 unidades de intensidad
(U.L.) del programa Imagel, correspondiendo 0 U.l. al color blanco, y 255 U.I. al
color negro. Para realizar este andlisis, se seleccionaron 10 puntos al azar en cada
fotografia realizada en la dermis superficial o en la dermis profunda de cada

muestra, midiéndose la intensidad de la sefial de forma automatica.

Todos estos estudios cuantitativos fueron realizados independientemente por tres
histologos expertos y, en los casos en los que no existia coincidencia entre las tres

mediciones, se solicitd la opinidon de un cuarto histélogo, hasta llegar a un consenso.

9. Analisis estadistico

Para expresar los resultados obtenidos en cada estudio cuantitativo, se calcularon
medias y desviaciones estdndar para técnica de andlisis y para cada tipo de muestra.
Para los estudios de estadistica inferencial, en primer lugar, se analizé la normalidad
de cada distribucion utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. Puesto que la mayoria de
las distribuciones no cumplieron criterios de normalidad de acuerdo con esta prueba,
las comparaciones de los resultados obtenidos entre distintos grupos de estudio se
realizaron utilizando la prueba estadistica no paramétrica U de Mann-Whitney.
Mediante este test se realizaron comparaciones, para cada método de analisis, entre
las muestras mantenidas ex vivo y las demas muestras analizadas (tejidos
implantados durante 30, 60 y 90 dias de evolucidn y controles de piel nativa), entre
los controles y las demas muestras del estudio (ex vivo y muestras implantadas) y
entre las muestras implantadas en pacientes durante diferentes tiempos de

evolucidn (30, 60 y 90 dias).

Todos estos analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa estadistico
RealStatistics para Excel (Dr. Charles Zaiontz, Purdue University, West Lafayette,
EEUU). Los valores de significacion p por debajo de 0,05 se consideraron

estadisticamente significativos para las pruebas de doble cola.
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10. Analisis clasificatorio utilizando métodos cluster

Una vez analizadas las muestras de piel artificial y los controles con las diferentes
técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas cuantitativas, se realizé un estudio
clasificatorio de tipo cluster para determinar los niveles de afinidad de cada muestra
con otros tipos de muestras, en base a los resultados de dichas técnicas. Para realizar
este estudio, se utilizaron los valores cuantitativos medios correspondientes a cada
tipo de muestra, los cuales se analizaron utilizando la herramienta ClustVis para datos
multivariantes (Metsalu y Vilo, 2015), capaz de generar arboles clasificatorios en
funciéon de la similitud entre las muestras analizadas. Para maximizar la validez del
arbol clasificatorio, se utilizaron las opciones de maxima distancia clasificatoria entre
filas y entre columnas, y de método completo de clasificacién para filas y columnas.
Esta herramienta estd disponible en abierto en internet

(https://biit.cs.ut.ee/clustvis/).
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RESULTADOS
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1. Estructura general de los sustitutos de piel artificial UGRSKIN

En primer lugar, el andlisis histoldgico de los tejidos artificiales UGRSKIN generados
en laboratorio GMP y mantenidos en cultivo ex vivo utilizando la tincidn de
hematoxilina-eosina mostré que este sustituto estaba constituido por dos capas
principales. La primera, correspondiente a la epidermis, estaba formada por una
delgada capa de células epiteliales localizadas en la superficie del producto. La
segunda, correspondiente a la dermis, presentaba una malla fibrilar con abundantes
células inmersas en su espesor. La unién entre la dermis y la epidermis mostré una
morfologia plana, no existiendo patrones de diferenciacidn de tipo crestas y papilas

(Figura 15).
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Figura 15. Analisis histoldgico mediante tincion de hematoxilina-eosina del modelo UGRSKIN
generado en laboratorio como producto de terapias avanzadas y mantenido en cultivo (ex
vivo). EPI: epidermis, D: dermis. Escala: 100 um.

En segundo lugar, la evaluacién histolégica del modelo UGRSKIN implantado in vivo
en pacientes afectos de graves quemaduras cutaneas mostré algunas diferencias con
la piel humana nativa utilizada como control. Como se muestra en la Figura 16, la piel
nativa estaba constituida por una epidermis superficial localizada sobre una gruesa
capa que contenia abundantes componentes fibrilares, asi como por una gruesa capa
de tejido celular subcutdneo o hipodermis que se localizaba en la capa mas profunda
de dicha piel nativa. Como era de esperar, la epidermis mostraba una morfologia
festoneada, con entrantes y salientes respecto a la dermis, compatible con la

presencia de crestas y papilas. A nivel dérmico, se podian distinguir facilmente dos
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capas: una capa de dermis superficial, correspondiente fundamentalmente con la

dermis papilar, y una capa de dermis profunda, compatible con la dermis reticular.

Cuando se analizé la piel artificial implantada en pacientes, se encontraron algunas
diferencias respecto al control y respecto al tiempo de evolucion de las muestras
implantadas in vivo. En todos los casos, las muestras implantadas en pacientes
mostraron un epitelio superficial compatible con una epidermis que recubria toda la
superficie de la piel analizada, asi como una gruesa capa de dermis y una hipodermis
en los niveles estructurales mds profundos de la piel. A diferencia del control, la
epidermis presentd una morfologia plana en su capa mads basal, no detectandose
crestas ni papilas en ninguno de los tiempos analizados. En lo que se refiere a la
dermis, se identific6 una regidn mds superficial, que denominamos dermis
superficial, que se encontraba separada por una interfase de otra regién localizada
mas profundamente, que se denominé dermis profunda. Como se muestra en la
Figura 16, las diferencias entre la dermis superficial y la dermis profunda, asi como la
linea de interfase, fueron muy evidentes en las muestras de 30 dias, tendiendo a
suavizarse y a hacerse menos patentes en las muestras implantadas en pacientes

durante 60 y 90 dias.

In vivo 30 dias In vivo 60 dias In vivo 90 dias Control

EPI

HD

Figura 16. Andlisis histoldégico mediante tincion de hematoxilina-eosina del modelo UGRSKIN
implantado en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y de piel nativa humana utilizada como
control. EPI: epidermis, SD: dermis superficial, DP: dermis profunda, HD: hipodermis. La zona
de interfase entre la dermis superficial y la dermis profunda se ha sefialado con una flecha.
Se muestran imagenes de baja magnificacion.
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2. Caracterizacion histoldgica de la capa epitelial de los sustitutos de piel artificial

UGRSKIN

2.1. Analisis histolégico de la epidermis mediante tincion de hematoxilina-eosina

El analisis detallado de la capa de epidermis de los diferentes tejidos analizados en la
presente Tesis Doctoral (controles y tejidos artificiales) utilizando la tincién de
hematoxilina-eosina (Figura 17) mostré la existencia de distintos patrones
histoldgicos en cada una de las muestras. Por un lado, la piel humana nativa utilizada
como control presentaba la tipica estructura de la epidermis humana, constituida por
un epitelio de tipo plano estratificado en el que se podian distinguir varios estratos
celulares. En concreto, se observd una capa basal, en la que las células presentaban
morfologia prismatica, cilindrica o columnar, un estrato espinoso, en el que las células
adoptaban una morfologia poligonal, un estrato granuloso, en el que las células
tendian a aplanarse y mostraban granulos en su interior y, finalmente, un estrato
corneo de células muy planas o escamosas, con signos de descamacién y
queratinizacién en sus capas mas superficiales. Por el contrario, el analisis del tejido
artificial generado en laboratorio y mantenido ex vivo revelé la existencia de un
epitelio pobremente diferenciado en el que Unicamente se distinguia uno, dos o
hasta tres estratos celulares, en el que no se apreciaron diferencias entre los
diferentes estratos. Cuando las muestras de piel artificial se implantaron in vivo, se
aprecid la existencia de un epitelio estratificado, con mas de 15 estratos celulares,
gue presentaba numerosos signos de diferenciacion epidérmica. En concreto, se
pudo detectar la presencia de estratos basal, espinoso, granuloso y cérneo, como era
el caso de la piel nativa utilizada como control. A este nivel, no se encontraron
diferencias estructurales apreciables entre los tejidos implantados durante 30, 60 y

90 dias.
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Figura 17. Andlisis histoldgico mediante tincién de hematoxilina-eosina de la capa epitelial
de las distintas muestras de piel humana analizadas en la presente Tesis Doctoral. Se
muestran imagenes histoldgicas ilustrativas de la piel nativa humana utilizada como control,
el sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex
vivo) y la piel artificial implantada en pacientes durante 30, 60 y 90 dias. Escala: 100 um.

2.2. Analisis ultraestructural de la epidermis mediante microscopia electrénica de

transmision

Cuando se analizaron a nivel ultraestructural las muestras de piel artificial
implantadas en pacientes utilizando microscopia electrénica de transmisién, se
confirmé la existencia de patrones de diferenciacién celular en las células de las
muestras correspondientes a 30, 60 y 90 dias de evolucién in vivo, sin que se
encontraran diferencias apreciables entre los distintos tiempos de evolucion. Como
se muestra en la Figura 18, el estrato corneo de todas las muestras implantadas en
pacientes estaba formado por células de morfologia escamosa, en las que se habia
perdido el nucleo celular, compatibles con diferenciacién terminal corneocitica,

existiendo tanto corneocitos densos (electrodensos) como corneocitos claros
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(electrolucidos). A nivel del estrato granuloso, se encontraron células nucleadas
altamente diferenciadas que contenian abundantes granulos electrodensos de
gueratohialina, no existiendo diferencias entre las muestras de 30, 60 y 90 dias de
evolucién in vivo. En el estrato espinoso, las células presentaban morfologia poligonal
u ovoidea, un nucleo voluminoso central, y emitian numerosas prolongaciones de
tipo espinas para establecer uniones con las células adyacentes. El andlisis
ultraestructural mostrd que la mayoria de estas uniones eran de tipo desmosoma. En
la capa basal, se confirmé la presencia de células elongadas de morfologia prismatica,
cilindrica o columnar, con un gran nucleo elongado, cuyo polo basal se unia a la
membrana basal subyacente al epitelio. Ademdas de los queratinocitos, el andlisis
ultraestructural revel6 la presencia de algunas células de Langerhans y melanocitos

(Figura 18).
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Figura 18. Analisis ultraestructural mediante microscopia electrénica de transmisién de la
capa epitelial del modelo UGRSKIN implantado en pacientes. A, B y C: queratinocitos del
estrato cdrneo en muestras correspondientes a 30, 60 y 90 dias tras el implante; D, E y F:
queratinocitos del estrato granuloso en el que se han sefalado algunos granulos de
queratohialina; G, H e I: células del estrato espinoso en las que se han sefalado algunas
uniones intercelulares; J, K y L: células del estrato basal de la epidermis; CL: célula de

Langerhans; MC: melanocito. Escala: 2 um.
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2.3. Analisis de la capa epitelial mediante técnicas de inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia
2.3.1. Analisis de citoqueratinas

Para caracterizar la presencia de componentes especificos a nivel de las células
epidérmicas de las distintas muestras analizadas en esta Tesis Doctoral, se utilizaron
técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. En primer lugar, para
determinar la presencia de citoqueratinas, se aplicaron técnicas de
inmunohistoquimica utilizando anticuerpos especificos frente a las citoqueratinas
CK5, CK8 y CK10. Como se muestra en la Figura 19, los resultados de estos analisis
mostraron la presencia de CK5 en todas las muestras, especialmente, en el control
de piel nativa, siendo muy escasa en los tejidos artificiales mantenidos ex vivo. Los
analisis cuantitativos de intensidad de sefial inmunohistoquimica (Tablas 3 y 4)
confirmaron que las muestras mantenidas ex vivo presentaban los niveles mas bajos
de esta citoqueratina, y que todas las muestras implantadas en pacientes (30, 60 y
90 dias), asi como el control de piel humana nativa, presentaban niveles
significativamente superiores de expresion de CK5. Las diferencias entre el control y
las muestras implantadas in vivo no fueron estadisticamente significativas. En lo que
se refiere a CK8, nuestros analisis confirmaron la ausencia de expresién de esta
citoqueratina en todas las muestras analizadas en la presente Tesis Doctoral, sin que
existieran diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio (Figura 19y
Tablas 3 y 4). Sin embargo, la expresion de CK10 fue muy intensa en todas las
muestras, excepto en el tejido mantenido ex vivo, existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras ex vivo y todas las demds muestras
del estudio. Asimismo, se comprobd que los mayores niveles de intensidad de
inmunotincién para CK10 correspondieron al control de piel humana nativa, los
cuales eran significativamente superiores al tejido implantado en pacientes durante
30 dias, pero no diferian estadisticamente de los tejidos implantados durante 60 y 90
dias. Asimismo, las diferencias entre los tejidos implantados in vivo durante 30 dias
resultaron estadisticamente significativas cuando se compararon con los tejidos

implantados durante 90 dias (Figura 19 y Tablas 3y 4).
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Figura 19. Andlisis inmunohistoquimico de la capa epitelial de las distintas muestras de piel
humana analizadas en la presente Tesis Doctoral para determinar la presencia de
citoqueratinas CK5, CK8 y CK10. Se muestran imdgenes histoldgicas ilustrativas del sustituto
de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel
artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana
utilizada como control. A la derecha de cada inmunotincion, se muestra un histograma con
los valores obtenidos para la cuantificacion de la intensidad de sefial, expresada como media
y desviacion estandar. Las diferencias estadisticamente significativas con el control de piel
nativa se han marcado con la letra C, mientras que las diferencias significativas respecto al
modelo ex vivo se han sefialado con la letra E. Escala: 100 um.

MARCADOR  CAPA EX VIVO In vivo 30 dias In vivo 60 dias In vivo 90 dias CONTROL
CK5 Epidermis  19,216,8 30,4+8,88 31,616 30,15,9 38+10,24
CK8 Epidermis  31,7+9,12 34,213,222 33,7+4,3 3313,3 34,848,24
CK10 Epidermis  56,8+24,01 134,1+32,18 150,2+28,74 152+27,47 169,1+12,8

Tabla 3. Resultados del analisis cuantitativo de intensidad de tincién inmunohistoquimica
para las citoqueratinas CK5, CK8 y CK10 en el sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en
laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes
durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. Los valores
corresponden a unidades de intensidad obtenidos con el programa ImageJ, y se expresan

como medias y desviaciones tipicas.
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0,0039* 0,1903 0,0001*
0,0011* 0,1230 <0,0001*
0,0021* 0,1903 <0,0001*
0,0002* 0,3150 <0,0001*
0,0524 0,1431 0,0007*

0,0524 0,1431 0,1230

0,0753 0,0753 0,1230
0,5787 0,4813 0,2176
0,7394 0,2176 0,0288*

0,8534 0,9118 0,6305

Tabla 4. Valores p de significaciéon estadistica para la comparacién de los resultados
cuantitativos de intensidad de tincién inmunohistoquimica para las citoqueratinas CK5, CK8
y CK10 en el sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en
cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la
piel nativa humana utilizada como control. Los resultados estadisticamente significativos se

marcan con un asterisco (*).

2.3.2. Analisis de proteinas implicadas en la formacién de uniones intercelulares

En segundo lugar, se analizé la expresidon de dos proteinas que constituyen parte
fundamental de los sistemas de unién intercelular del epitelio de la piel humana:
claudina 1 y placoglobina. A este respecto, se encontré que ambas proteinas
mostraron perfiles de expresion muy similares, con muy bajos niveles en las muestras
mantenidas ex vivo (que mostraron diferencias significativas con todas las demas
muestras) y valores altos en todas las muestras implantadas en pacientes y en los
controles de piel humana nativa. No se encontraron diferencias significativas entre

los controles y las muestras implantadas in vivo. Asimismo, las diferencias entre las
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muestras injertadas en pacientes durante distintos tiempos no resultaron

estadisticamente significativas (Figura 20 y Tablas 5y 6).

Ex vivo In vivo 30 dias In vivo 60 dias In vivo 90 dias CONTROL
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Figura 20. Analisis mediante imnunofluorescencia de la capa epitelial de las distintas
muestras de piel humana analizadas en la presente Tesis Doctoral para determinar la
presencia de uniones intercelulares de tipo claudina 1y placoglobina. Se muestran imagenes
histoldgicas ilustrativas del sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y
mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30,
60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. A la derecha de cada
inmunotincion, se muestra un histograma con los valores obtenidos para la cuantificacién de
la intensidad de sefial, expresada como media y desviacion estdndar. Las diferencias
estadisticamente significativas con el control de piel nativa se han marcado con la letra C,
mientras que las diferencias significativas respecto al modelo ex vivo se han sefialado con la
letra E. Escala: 100 pum.

MARCADOR CAPA EX VIVO In vivo 30 dias In vivo 60 dias In vivo 90 dias CONTROL
Claudina 1 Epidermis  24,6+23,94 98,4+45,1 107,2+34,83 105,6+70,77 119,1+32,93
Placoglobina Epidermis  50,2+36,64 90,3+32,39 93,2+23,9 98,5+12,04 87,5+15,14

Tabla 5. Resultados del analisis cuantitativo de intensidad de tincién inmunohistoquimica
para claudina 1 y placoglobina en el sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en
laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes
durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. Los valores
corresponden a unidades de intensidad obtenidos con el programa Imagel, y se expresan

como medias y desviaciones tipicas.
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Tabla 6. Valores p de significacion estadistica para la comparacién de los resultados
cuantitativos de intensidad de tincién inmunohistoquimica para las citoqueratinas CK5, CK8
y CK10 en el sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en
cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la
piel nativa humana utilizada como control. Los resultados estadisticamente significativos se

marcan con un asterisco (*).

2.3.3. Analisis de marcadores de diferenciacidon terminal epidérmica

En tercer lugar, se analizé la presencia de dos marcadores de diferenciacion terminal
de la epidermis de la piel humana utilizando métodos inmunohistoquimicos. Para
filagrina, los resultados muestran muy escasos niveles de expresion de este marcador
en la piel artificial mantenida ex vivo, existiendo diferencias significativas con todas
las demds muestras, y elevados niveles de expresion en todas las muestras
implantadas en pacientes y en el control de piel humana nativa, sin que existan
diferencias significativas entre estas muestras (Figura 21 y Tablas 7 y 8). Del mismo
modo, los resultados obtenidos para el analisis de expresion inmunohistoquimica de
involucrina revelan la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre
las muestras ex vivo, que presentan los menores niveles de expresion, respecto a

todas las demds muestras del estudio. Sin embargo, las muestras implantadas en
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pacientes durante 30 dias mostraron niveles significativamente inferiores de
expresion de involucrina que las muestras de 60 y 90 dias y que los controles de piel
humana nativa, sin que existieran diferencias significativas entre las muestras de 60

y 90 dias y los controles (Figura 21 y Tablas 7 y 8).
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Figura 21. Andlisis inmunohistoquimico de la capa epitelial de las distintas muestras de piel
humana analizadas en la presente Tesis Doctoral para determinar la presencia de los
marcadores filagrina e involucrina. Se muestran imdgenes histoldgicas ilustrativas del
sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo),
la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa
humana utilizada como control. A la derecha de cada inmunotincidon, se muestra un
histograma con los valores obtenidos para la cuantificaciéon de la intensidad de seial,
expresada como media y desviacidn estandar. Las diferencias estadisticamente significativas
con el control de piel nativa se han marcado con la letra C, mientras que las diferencias

significativas respecto al modelo ex vivo se han sefialado con la letra E. Escala: 100 um.

MARCADOR CAPA EX VIVO In vivo 30 dias In vivo 60 dias In vivo 90 dias CONTROL
Filagrina Epidermis 65,3+23,98 175,8423,43 179,2+46,83 186,4%19,24 170,7£17,06
Involucrina Epidermis  34,1+14,35  66,9+11,32 85,4+16,28 89+11,04 96,1+16,08

Tabla 7. Resultados del andlisis cuantitativo de intensidad de tincion inmunohistoquimica
para filagrina e involucrina en el sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio
y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30,
60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. Los valores corresponden a
unidades de intensidad obtenidos con el programa Imagel, y se expresan como medias y

desviaciones tipicas.
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<0,0001* 0,0002*
<0,0001* <0,0001*
<0,0001* <0,0001*
<0,0001* <0,0001*
0,6842 0,0005*

0,3150 0,1431

0,0630 0,1230
0,6305 0,0232*
0,3527 0,0007*

0,9705 0,4359

Tabla 8. Valores p de significacidn estadistica para la comparacion de los resultados
cuantitativos de intensidad de tincién inmunohistoquimica para filagrina e involucrina en el
sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo),
la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa
humana utilizada como control. Los resultados estadisticamente significativos se marcan con

un asterisco (*).

2.3.4.Cuantificacion de melanocitos y células de Langerhans en el epitelio de la piel

humana

Para identificar la presencia de melanocitos en las diferentes muestras de piel
humana, se utilizd la tincidon inmunohistoquimica para el marcador MELAN-A,
especifico de este tipo de células. Cuando se cuantificé el nimero de melanocitos
presentes por unidad de longitud en cada tipo de muestra, se encontré que las
muestras mantenidas ex vivo no presentaban ninguna célula de este tipo. Por el
contrario, los controles de piel nativa normal mostraron abundantes melanocitos a
nivel de la capa basal de la epidermis. En cuanto a las muestras implantadas en
pacientes, los anadlisis revelaron que la piel implantada in vivo durante 30 dias mostré
muy escaso numero de estas células, mientras que las muestras de 60 y 90 dias

presentaron numerosos melanocitos con marcacién positiva para MELAN-A, aunque
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en menor nivel que el control. Los andlisis estadisticos mostraron diferencias
significativas entre las muestras ex vivo y las muestras implantadas in vivo durante 60
y 90 dias, asi como con el control, y entre el control y todos los demas tipos de

muestras (Figura 22 y Tablas 9 y 10).

Por otro lado, se utilizd la tincidn inmunohistoquimica de CDla para identificar
células de Langerhans a nivel de la epidermis. Como se muestra en la Figura 22 y
Tablas 9 y 10, los resultados mostraron la ausencia de este tipo de células en las
muestras mantenidas ex vivo, mientras que la mayor abundancia de estas células
correspondia a los controles de piel nativa. Respecto a las muestras implantadas in
vivo, se encontrd que las muestras de 30 dias presentaban un nimero reducido de
células de Langerhans, aunque significativamente superior al de los tejidos
mantenidos ex vivo, y que este numero fue aumentando progresivamente en los dias
60 y 90, sin llegar al nimero encontrado en los controles. Todas las diferencias

resultaron estadisticamente significativas.
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Figura 22. Andlisis inmunohistoquimico de la capa epitelial de las distintas muestras de piel
humana analizadas en la presente Tesis Doctoral para determinar la presencia de los
marcadores MELAN-A y CD1a. Se muestran imdgenes histoldgicas ilustrativas del sustituto
de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel
artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana
utilizada como control. A la derecha de cada inmunotincién, se muestra un histograma con
los valores obtenidos para la cuantificacion del nimero de células positivas, expresado como
media y desviacién estandar. Las diferencias estadisticamente significativas con el control de
piel nativa se han marcado con la letra C, mientras que las diferencias significativas respecto

al modelo ex vivo se han sefialado con la letra E. Escala: 100 um.
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MARCADOR CAPA EX VIVO In vivo 30 dias In vivo 60 dias In vivo 90 dias CONTROL

MELAN-A Epidermis 0+0 0,2+0,45 17,8+2,39 14,4+4,72 28,6+4,34

CDla Epidermis 0+0 5,8+0,84 1943,32 23,2+3,03 61,2+5,54

Tabla 9. Resultados del andlisis cuantitativo del nimero de células que muestran tincion
positiva para MELAN-A o para CD1a en 1 mm de longitud de epitelio del sustituto de piel
artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial
implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada

como control. Los valores se expresan como medias y desviaciones tipicas.

Tabla 10. Valores p de significacion estadistica para la comparaciéon de los resultados
cuantitativos del nimero de células que muestran tincién positiva para MELAN-A o para CD1a
en 1 mm de longitud de epitelio en el sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en
laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes
durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. Los resultados

estadisticamente significativos se marcan con un asterisco (*).
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2.3.5. Analisis de proliferacion de las células del epitelio de la piel humana

La aplicaciéon de métodos de inmunohistoquimica con anticuerpos anti-Ki67 permitio
identificar las células del epitelio que se encontraban en fase de proliferacién y
division celular (Figura 23 y Tablas 11 y 12). Los resultados revelaron la presencia de
células en proliferacién en todas las muestras, con los valores mdas pequeiios
correspondientes a las muestras ex vivo y a las muestras in vivo de 30 y 60 dias, no
existiendo diferencias significativas entre estos tres tipos de muestras. Sin embargo,
los mayores niveles de células en proliferacién correspondieron a las muestras in vivo
de 90 dias de evolucidn y a los controles de piel nativa, no existiendo diferencias
significativas entre ambos tipos de muestras. Las diferencias entre las muestras ex
vivo y las muestras in vivo de 90 dias y los controles fueron estadisticamente
significativas, asi como las diferencias entre los controles y todos los tipos de
muestras, excepto las in vivo de 90 dias y las diferencias entre los distintos tipos de

muestras implantadas en pacientes.

Ex vivo In vivo 30 dias In vivo 60 dias In vivo 90 dias CONTROL

: e EE
e r . i w| C I's C
o 1 0L
B A | g e S e, AR i I
Ko7 |t N | 5 e | et ool 4 v
. o > : - ? e 5 . 10
d . > T \ o

s Exvbo  nvive  Invivo  Invivo  Control
— — | — — | E— 3odss  Godis  sodias

Figura 23. Andlisis inmunohistoquimico de la capa epitelial de las distintas muestras de piel
humana analizadas en la presente Tesis Doctoral para determinar la presencia de células en
proliferacién mediante el marcador Ki67. Se muestran imagenes histoldgicas ilustrativas del
sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo),
la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa
humana utilizada como control. A la derecha, se muestra un histograma con los valores
obtenidos para la cuantificacion del nimero de células positivas, expresado como media y
desviacidn estandar. Las diferencias estadisticamente significativas con el control de piel
nativa se han marcado con la letra C, mientras que las diferencias significativas respecto al

modelo ex vivo se han sefialado con la letra E. Escala: 100 um.
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MARCADOR CAPA EX VIVO Invivo 30dias Invivo 60 dias Invivo 90 dias CONTROL

Ki67 Epidermis 44,2+8,1 44,6+7,1 51,4+2,4 64,6+4,7 60+8,2

Tabla 11. Resultados del andlisis cuantitativo del nimero de células que muestran tincién
positiva para Ki67 en 1 mm de longitud de epitelio del sustituto de piel artificial UGRSKIN
generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo
en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. Los

valores se expresan como medias y desviaciones tipicas.

0,6842
0,0753
<0,0001*
0,0007*

0,0005*

0,0147*
0,2475
0,0232*
<0,0001*

<0,0001*

Tabla 12. Valores p de significacion estadistica para la comparacion de los resultados
cuantitativos del nimero de células que muestran tincidn positiva para Ki67 en 1 mm de
longitud de epitelio en el sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y
mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30,
60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. Los resultados estadisticamente

significativos se marcan con un asterisco (*).
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3. Caracterizacion histolégica de la membrana basal de los sustitutos de piel

artificial UGRSKIN

3.1. Andlisis de la membrana basal mediante técnicas de histoquimica

La aplicaciéon de la técnica histoquimica del PAS permitié marcar las glicoproteinas y

los glicosaminoglicanos de la membrana basal en los sustitutos de piel artificial

analizados en esta Tesis Doctoral. De este modo, se pudo comprobar que las

muestras mantenidas ex vivo no presentaban una membrana basal bien desarrollada,

existiendo a este nivel una sefial histoquimica muy débil para la técnica del PAS. Por

el contrario, todas las muestras implantadas en pacientes y la piel nativa utilizada

como control presentaron tincién PAS-positiva a nivel de la unién dermo-epidérmica

compatible con la presencia de una membrana basal bien desarrollada, sin que

existieran diferencias significativas entre estos tipos de muestras que, sin embargo,

fueron significativamente superiores a los tejidos mantenidos ex vivo (Figura 24 y

Tablas 13y 14).

PAS

Ex vivo

In vivo 30 dias

In vivo 60 dias

In vivo 90 dias

Exvio v Invivo  Invivo  Control
30dias  60dias  S0dias

Figura 24. Andlisis histoquimico de la membrana basal de las distintas muestras de piel

humana analizadas en la presente Tesis Doctoral para determinar la presencia de

glicoproteinas y glicosaminoglicanos identificados mediante la técnica del PAS. Se muestran

imdagenes histoldgicas ilustrativas del sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en

laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes

durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. A la derecha, se

muestra un histograma con los valores obtenidos para la cuantificacion de la intensidad de

sefial, expresada como media y desviacion estandar. Las diferencias estadisticamente

significativas con el control de piel nativa se han marcado con la letra C, mientras que las

diferencias significativas respecto al modelo ex vivo se han sefialado con la letra E. Escala:

100 pm.
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MARCADOR CAPA EX VIVO In vivo 30 dias In vivo 60 dias  In vivo 90 dias CONTROL

PAS Epidermis 10,3+13,59 53,4+14,5 60,8+19,08 58,8+39,66 63,7+16,6

Tabla 13. Resultados del analisis cuantitativo de intensidad de sefal para la técnica PAS en la
membrana basal del sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido
en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias
y la piel nativa humana utilizada como control. Los valores se expresan como medias y

desviaciones tipicas.

<0,0001*
<0,0001*
0,0001*

<0,0001*

0,1903

0,6305

0,1230

0,4359

0,5787

0,2475

Tabla 14. Valores p de significacién estadistica para la comparaciéon de los resultados
cuantitativos de intensidad de tincidn para la técnica del PAS en el sustituto de piel artificial
UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial
implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada

como control. Los resultados estadisticamente significativos se marcan con un asterisco (*).
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3.2. Anadlisis ultraestructural mediante microscopia electronica de transmision

Para confirmar la presencia de una membrana basal bien diferenciada a nivel de la
unidon dermo-epidérmica de los sustitutos de piel artificial generados mediante
ingenieria tisular e implantados en pacientes, se procedié al analisis de estos tejidos
mediante microscopia electrénica de transmisidn. Los resultados de este analisis
confirman la presencia de una membrana basal ortotipica constituida por una lamina
basal (con ldmina lucida y ldmina densa) y una ldmina reticular subyacente (Figura
25). Como era de esperar, el polo apical de las células que contactaban con esta
membrana basal mostraron numerosos hemidesmosomas que contribuian al anclaje
de estas células con la membrana basal. No se encontraron diferencias apreciables

entre las muestras implantadas in vivo durante 30, 60 y 90 dias.

Figura 25. Analisis ultraestructural mediante microscopia electrénica de transmisién de la
membrana basal del modelo UGRSKIN implantado en pacientes. Las flechas de color rojo
corresponden a hemidesmosomas, mientras que las puntas de flecha de color amarillo
corresponden a zonas donde se aprecian la lamina basal constituida por una ldmina lucida y

una ldmina densa de la membrana basal. Escala: 2 um.

4. Caracterizacion histoldgica de la dermis de los sustitutos de piel artificial

UGRSKIN
4.1. Anadlisis histolégico de la dermis mediante tinciéon de hematoxilina-eosina

La evaluacion histologica de la dermis correspondiente a los distintos tejidos
analizados en la presente Tesis Doctoral confirmd la existencia de diferencias
estructurales entre la dermis superficial y la dermis profunda, tanto en los controles

de piel nativa, como en las muestras de piel artificial implantadas en pacientes

Pagina 72 de 136



durante 30, 60 y 90 dias. Sin embargo, los sustitutos de piel humana mantenidos ex
vivo, como era de esperar, no mostraron ninguna diferencia entre el sustituto

dérmico superficial y el sustituto dérmico profundo (Figura 26).

El analisis de los controles de piel nativa mostré una mayor densidad celular en la
dermis superficial cuando se comparé con la dermis profunda, aunque la dermis
profunda presenté mayor densidad de haces de fibras de colageno gruesas y bien
organizadas, que eran muy escasas en la dermis superficial. Respecto a la piel artificial
implantada en pacientes, las muestras de 30 dias de evolucidon mostraron abundantes
células tanto en la dermis superficial como en la profunda, especialmente, en la
superficial. En ambos tipos de dermis, se encontré una matriz extracelular
homogénea en la que no se distinguian gruesos haces de fibras. En las muestras
implantadas durante 60 dias, los resultados fueron muy similares a los de 30 dias,
aunque el niumero de células de la dermis superficial fue inferior a los 30 dias de
evolucidn. Finalmente, el andlisis de las muestras implantadas durante 90 dias
mostré abundantes células en la dermis superficial, asi como una matriz extracelular
homogénea que no parecia contener gruesos haces fibrilares. Por el contrario, la
dermis profunda de las muestras de 90 dias contenia una escasa poblacion celular, y
abundantes haces gruesos de fibras, cuya estructura era histolégicamente similar a
la de la dermis profunda de las muestras de piel nativa utilizadas como control (Figura

26).

Ex vivo In vivo 30 dias In vivo 60 dias In vivo 90 dias Control

yabos A e s S DERMIS
s P o A
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Figura 26. Analisis histolégico mediante tincién de hematoxilina-eosina de la dermis de las
distintas muestras de piel humana analizadas en la presente Tesis Doctoral. Se muestran
imagenes histoldgicas ilustrativas de la piel nativa humana utilizada como control, el sustituto
de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo) y la piel

artificial implantada en pacientes durante 30, 60 y 90 dias. Escala: 100 um.
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4.2. Andlisis ultraestructural de la dermis mediante microscopia electrénica de

transmision

A nivel ultraestructural, las muestras de piel artificial humana de fibrina-agarosa
implantadas en pacientes mostraron patrones de diferenciacién compatibles con una
dermis normal. En concreto, como se muestra en la Figura 27, se encontrd que las
muestras implantadas in vivo presentaban, a nivel de la dermis, haces de fibras de
colageno maduro, asi como fibras elasticas, a nivel de la matriz extracelular dérmica.
Asimismo, la dermis contenia abundantes células de tipo fibrobldstico inmersas en la
matriz extracelular y, en algunas muestras, se observaron vasos sanguineos de

pequefiio calibre compatibles con la presencia de capilares sanguineos.

Figura 27. Analisis ultraestructural mediante microscopia electrénica de transmisién de la
dermis del modelo UGRSKIN implantado en pacientes. A, By C: fibras de la matriz extracelular
de ladermis; D, E, F, G, H e I: células inmersas en la matriz extracelular de la dermis; EL: fibras
de elastina; CO: fibras de colageno; FB: fibroblastos; V: vasos sanguineos (capilares). Escala:

2 um.
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4.3. Andlisis de la dermis mediante técnicas de inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia
4.3.1. Andlisis de fibras de colageno en la matriz extracelular de la dermis

Para determinar la presencia de componentes fibrilares en la matriz extracelular de
la dermis de los diferentes tipos de muestras analizados en esta Tesis Doctoral, se
utilizé, en primer lugar, la técnica histoquimica del rojo picrosirius con luz blanca no
polarizada (Figura 28). El anadlisis cuantitativo de los resultados de este analisis
demostrd que los sustitutos de piel humana mantenidos ex vivo presentaron muy
escasa intensidad de tincidn de rojo picrosirius, con diferencias estadisticamente
significativas respecto a todas las demas muestras analizadas (Tablas 15y 16). A nivel
de la dermis superficial, se comprobd que el mayor contenido en fibras de coldgeno
tefiidas mediante esta técnica correspondia a la piel nativa control, encontrandose
niveles intermedios entre las muestras ex vivo y el control en todas las muestras
implantadas en pacientes. Sin embargo, el analisis estadistico revelé diferencias
significativas entre las muestras in vivo de 30 y 60 dias respecto al control, pero no
entre las muestras in vivo de 90 dias y el control. Las diferencias entre las muestras
implantadas en pacientes durante 30, 60 y 90 dias no fueron significativas. A nivel de
la dermis profunda, se encontré que todas las muestras implantadas en pacientes y
los controles de piel nativa presentaban niveles similares de intensidad de tincién, no
existiendo diferencias significativas entre estas muestras, aunque si con los tejidos

mantenidos ex vivo.

En segundo lugar, se analizaron los resultados obtenidos con la tincién de rojo
picrosirius utilizando luz polarizada para identificar fibras de coldgeno maduras y
orientadas (Figura 28 y Tablas 15y 16). A este respecto, se encontrd que las muestras
mantenidas ex vivo mostraron sefial negativa, no existiendo en estas muestras fibras
de coldgeno que mostrasen sefal positiva con luz polarizada. La aplicacién de esta
técnica a la dermis superficial de las muestras implantadas en pacientes y los
controles revelé resultados muy similares a los que se obtuvieron con luz polarizada,
con los mayores indices de fibras positivas en los controles y en las muestras
implantadas durante 90 dias, sin que existieran diferencias significativas entre ambos

tipos de muestras. Sin embargo, los tejidos implantados in vivo durante 30 y 60 dias
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mostraron diferencias significativas respecto al control. Por otro lado, el andlisis de
la dermis profunda mostré que los menores valores de fibras positivas para luz
polarizada correspondian a las muestras implantadas durante 30 dias, con diferencias
significativas respecto al control y a las muestras de 60 y 90 dias, mientras que los
mayores niveles se encontraron en las muestras de 90 dias, que no diferian
significativamente del control, pero fueron significativamente superiores a las

muestras de 60 dias.

Asimismo, se cuantificd la presencia de colageno tipo V en la dermis de los diferentes
tejidos analizados en esta Tesis Doctoral. Como se muestra en la Figura 28 y las Tablas
15y 16, los resultados revelan muy escasa intensidad de tincion en las muestras de
piel artificial mantenidas ex vivo, con diferencias significativas con todas las demas
muestras analizadas. En la dermis superficial, se encontrdé que los mayores niveles de
expresion correspondian a las muestras implantadas en pacientes afectos de grandes
guemaduras, que resultaron significativamente superiores al control de piel nativa.
Asimismo, el tiempo de evolucion in vivo se asocié a un incremento en la intensidad
de senal de coldgeno tipo V, con diferencias significativas entre las muestras de 30,
60 y 90 dias de evolucién, encontrando los mayores niveles en las muestras de 90
dias. En la dermis profunda, se encontré asimismo un aumento significativo de
colageno tipo V con el tiempo de evolucidn, encontrando los mayores niveles de esta
proteina en las muestras in vivo de 60 y 90 dias, sin diferencias significativas entre
ambos tiempos, que resultaron significativamente superiores a las muestras de 30

dias y a los controles de piel humana nativa.
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Figura 28. Andlisis histoquimico de la dermis de las distintas muestras de piel humana
analizadas en la presente Tesis Doctoral para determinar la presencia de fibras de colageno
a nivel de la matriz extracelular mediante la técnica de rojo picrosirius con luz blanca no
polarizada y polarizada y de fibras de coldgeno tipo V (COL-V) mediante inmunohistoquimica.
Se muestran imagenes histoldgicas ilustrativas del sustituto de piel artificial UGRSKIN
generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo
en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. A la
derecha, se muestra un histograma con los valores obtenidos para la cuantificacién de la
intensidad de sefial (rojo picrosirius con luz no polarizada y COL-V) o de la fraccién de area
ocupada por fibras tefiidas (rojo picrosirius con luz polarizada), expresadas como media y
desviacidn estandar. Las diferencias estadisticamente significativas con el control de piel
nativa se han marcado con la letra C, mientras que las diferencias significativas respecto al

modelo ex vivo se han sefialado con la letra E. Escala: 100 um.
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MARCADOR CAPA EXVIVO Invivo 30 dias Invivo 60 dias In vivo 90 dias CONTROL
ROJO Dermis
50,7%23,2 50,5%22,7 72,3%+15,4 88,7+27,5
PICROSIRIUS superficial
19,6+12,2
(NO Dermis
63,86 67,2+25,1 68,9+15,4 65+11,7
POLARIZADO) profunda
Dermis
ROJO 4,8+1,3 14,4+1,4 43,2+4,2 4316
superficial
PICROSIRIUS 0+0
Dermis
(POLARIZADO) 33,2+2,6 49,1+0,8 55,6+1,8 50,313,7
profunda
Dermis
92,9+15,6 117,1+25,3 126,6+22,1 82,4+40,9
superficial
CcoL-v 23,943
Dermis
71,7+16,7 91,5+16,9 95,2+12,5 66,5+15,8
profunda

Tabla 15. Resultados del analisis cuantitativo para las técnicas histoquimicas de rojo

picrosirius (no polarizado y polarizado) y Verhoeff y la técnica inmunohistoquimica de

colageno tipo V (COL-V) en la dermis del sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en

laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes

durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. Los valores se

expresan como medias y desviaciones tipicas.
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ROJO PICROSIRIUS ROJO PICROSIRIUS
coL-v
(NO POLARIZADO) (POLARIZADO)
Dermis Dermis Dermis Dermis Dermis Dermis

superficial profunda superficial profunda  superficial profunda

Ex vivo vs. in vivo 30 dias 0,0052* <0,0001* 0,0079* 0,0079* <0,0001* <0,0001*
Ex vivo vs. in vivo 60 dias 0,0005* <0,0001* 0,0079* 0,0079* <0,0001* <0,0001*
Ex vivo vs. in vivo 90 dias <0,0001* <0,0001* 0,0079* 0,0079* <0,0001* <0,0001*
Ex vivo vs. CONTROL <0,0001* <0,0001* 0,0079* 0,0079* <0,0001* <0,0001*
In vivo 30 dias vs. CONTROL 0,0147* 0,7394 0,0079* 0,0079* 0,0355* 0,7959
In vivo 60 dias vs. CONTROL 0,0039* 0,9118 0,0079* 0,6905 0,0147* 0,0005*
In vivo 90 dias vs. CONTROL 0,2475 0,3930 1,0000 0,5476 0,0089* 0,0001*
In vivo 30 dias vs. in vivo 60 dias 0,1230 0,9118 0,0079* 0,0079* 0,0185* 0,0355*
In vivo 30 dias vs. in vivo 90 dias | 0,0630 0,2475 0,0079* 0,0079* 0,0005* 0,0039*
In vivo 60 dias vs. in vivo 90 dias 0,1903 0,6842 0,0952 0,0317* <0,0001* 0,3930

Tabla 16. Valores p de significacién estadistica para la comparacion de los resultados
cuantitativos de la técnica histoquimica de rojo picrosirius (no polarizado y polarizado) y la
técnica inmunohistoquimica de coldgeno tipo V (COL-V) en la dermis del sustituto de piel
artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial
implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada

como control. Los resultados estadisticamente significativos se marcan con un asterisco (*).

4.3.2.Analisis de fibras elasticas en la matriz extracelular de la dermis

Cuando se cuantificé la presencia de fibras eldsticas en la matriz extracelular de la
dermis utilizando la técnica histoquimica de Verhoeff, se encontrd, de nuevo, que las
muestras mantenidas en cultivo ex vivo presentaban muy escasa o nula presencia de
fibras elasticas, mostrando valores significativamente inferiores a todas las demas
muestras excepto la dermis superficial de las muestras de 30 dias de evolucién in
vivo. El andlisis de la dermis superficial mostré niveles de fibras elasticas comparables
(diferencias no significativas) al control de piel nativa en las muestras implantadas
durante 60 y 90 dias. A nivel de la dermis profunda, se encontraron niveles
significativamente inferiores al control en la piel artificial implantada durante 30 dias,
asi como niveles significativamente superiores al control en la piel correspondiente a

60 y 90 dias de evolucioén in vivo.
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Figura 29. Analisis de la dermis de las distintas muestras de piel humana analizadas en la
presente Tesis Doctoral para determinar la presencia de fibras eldsticas mediante la técnica
histoquimica de Verhoeff en la matriz extracelular. Se muestran imagenes histoldgicas
ilustrativas del sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en
cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la
piel nativa humana utilizada como control. A la derecha, se muestra un histograma con los
valores obtenidos para la cuantificacion de la fraccion de area ocupada por fibras tefiidas
mediante la técnica de Verhoeff, expresadas como media y desviacién estandar. Las
diferencias estadisticamente significativas con el control de piel nativa se han marcado con
la letra C, mientras que las diferencias significativas respecto al modelo ex vivo se han

sefialado con la letra E. Escala: 100 um.

MARCADOR CAPA EX VIVO Invivo 30dias Invivo 60 dias Invivo 90 dias CONTROL
Dermis
0,4+0,1 2,910,6 2,610,6 3,4+0,1
superficial 0,3+0,3
VERHOEFF [
Dermis
1,8+0,2 6,4+0,7 4,7+0,1 3,5+0,3
profunda

Tabla 17. Resultados del andlisis cuantitativo para la técnica histoquimica de Verhoeff en la
dermis del sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en
cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la
piel nativa humana utilizada como control. Los valores se expresan como medias y

desviaciones tipicas.
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Dermis Dermis
superficial profunda

0,1508 0,0159*
0,0079* 0,0079*
0,0159* 0,0079*
0,0079* 0,0079*
0,0079* 0,0079*
0,3095 0,0079*

0,2222 0,0079*
0,0079* 0,0079*
0,1508 0,0079*
0,5476 0,0159*

Tabla 18. Valores p de significacién estadistica para la comparacidon de los resultados
cuantitativos de la técnica histoquimica de Verhoeff en la dermis del sustituto de piel artificial
UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial
implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada

como control. Los resultados estadisticamente significativos se marcan con un asterisco (*).
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4.3.3. Analisis de proteoglicanos de la matriz extracelular de la dermis

Para la identificacion global de proteoglicanos, se utilizé la técnica histoquimica de
azul alcian. Los resultados revelaron la presencia de estos componentes no fibrilares
de la matriz extracelular en todas las muestras analizadas, incluyendo las muestras
ex vivo, las muestras implantadas in vivo y los controles. El analisis de la dermis
superficial mostré los menores niveles de tincién en las muestras implantadas en
pacientes durante 30 dias, las cuales fueron significativamente inferiores a los tejidos
mantenidos ex vivo y a los controles. Por el contrario, los mayores niveles se
encontraron en los controles de piel normal, aunque los resultados encontrados en
las muestras implantadas in vivo durante 60 y 90 dias no difirieron estadisticamente
de dichos controles. En cuanto a la dermis profunda, las muestras implantadas en
pacientes durante 30 dias mostraron los niveles mas intensos de esta tincidon
histoquimica, seguidas de las muestras de 60 dias. Ambas muestras fueron
significativamente superiores a los tejidos artificiales mantenidos ex vivo, pero no a

los controles de piel nativa (Figura 30 y Tablas 19y 20).

Ademas, se analizé la expresion de decorina utilizando técnicas de
inmunohistoquimica. Como se muestra en la Figura 30 y las Tablas 19 y 20, los
resultados sugieren que este proteoglicano estaba presente en todas las muestras
analizadas, aunque los menores niveles se encontraron en las muestras ex vivo, que
mostraron diferencias significativas con todas las demds muestras excepto las
muestras implantadas in vivo durante 30 dias. Curiosamente, tanto la dermis
superficial como la dermis profunda de los controles de piel humana mostraron
niveles de tincién inmunohistoquimica de decorina similares (diferencias no
significativas) con todas las muestras implantadas en pacientes, excepto la muestra

de 30 dias a nivel de la dermis superficial.
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Figura 30. Analisis de la dermis de las distintas muestras de piel humana analizadas en la
presente Tesis Doctoral para determinar la presencia de proteoglicanos (azul alcian) a nivel
de la matriz extracelular mediante histoquimica y de decorina mediante inmunohistoquimica
utilizando anticuerpos especificos. Se muestran imdagenes histoldgicas ilustrativas del
sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo),
la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa
humana utilizada como control. A la derecha, se muestra un histograma con los valores
obtenidos para la cuantificacion de la intensidad de sefial, expresada como media vy
desviacion estandar. Las diferencias estadisticamente significativas con el control de piel
nativa se han marcado con la letra C, mientras que las diferencias significativas respecto al

modelo ex vivo se han sefialado con la letra E. Escala: 100 um.
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MARCADOR  CAPA EXVIVO Invivo 30 dias In vivo 60 dias In vivo 90 dias CONTROL

_ Dermis 16,68,7 38,6+28,4 58,9+26,8 72441
AZUL ALCIAN superficial 31,3+14,8
Dermis 66,8+35,6 51,6421,7 48,1126 49,34¢23,3
profunda
Dermis 45+21,1 77,8+34,9 83,9425 80,9+37,2
DECORINA superficial ~ 42,2%17,1
Dermis 89,5+24,1 93,8+24,7 82,9+18,4 87,5+30
profunda

Tabla 19. Resultados del analisis cuantitativo para la técnica histoquimica de azul alcian y la
técnica inmunohistoquimica para decorina en la dermis del sustituto de piel artificial
UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial
implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada

como control. Los valores se expresan como medias y desviaciones tipicas.

_ Dermis Dermis Dermis Dermis
superficial  profunda superficial profunda
_ 0,0288* 0,0115* 0,5787 0,0002*
_ 0,8534 0,0288* 0,0115* <0,0001*
_ 0,0433* 0,0753 0,0007* 0,0003*
_ 0,0232* 0,0630 0,0089* 0,0005*
_ 0,0185* 0,1431 0,0185* 0,8534
_ 0,0630 0,8534 0,9705 0,5288
InvivoS0diasvs.CONTROL 02790 ooms o787 09118
_ 0,0068* 0,2475 0,0007* 0,7394
_ 0,0892 0,1051 0,3527 0,4359
_ 0,7394 0,8534 0,5288 0,5787

Tabla 20. Valores p de significacion estadistica para la comparacién de los resultados
cuantitativos de la técnica histoquimica de azul alcidn y la técnica inmunohistoquimica para
decorina en la dermis del sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y
mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30,
60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. Los resultados estadisticamente

significativos se marcan con un asterisco (*).
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5. Analisis de vasos sanguineos y linfaticos en los sustitutos de piel artificial

UGRSKIN
5.1. Cuantificacion de vasos sanguineos

El estudio cuantitativo del nUmero de vasos sanguineos positivos a CD31 existentes
por unidad de drea en los diferentes tejidos analizados revelé importantes diferencias
entre grupos de estudio (Figura 31 y Tablas 21 y 22). Como era de esperar, la piel
artificial mantenida en cultivo ex vivo mostrd una carencia total de este tipo de
estructuras, existiendo diferencias significativas con todas las demas muestras
analizadas. Al analizar la dermis superficial, se encontré que todas las muestras
implantadas en pacientes presentaron un numero de vasos sanguineos
significativamente superior al control de piel normal, encontrando los valores mas
elevados en las muestras implantadas durante 90 dias. El mismo patrén se encontré
en la dermis profunda, existiendo diferencias significativas entre las muestras
injertadas en pacientes y los controles de piel normal, aunque, en dermis profunda,

se encontrd un nimero de vasos inferior al encontrado en la dermis superficial.

Asimismo, el analisis de vasos sanguineos de mayor calibre que mostraban sefal
inmunohistoquimica para SMA revelé la usencia total de estas estructuras en las
muestras mantenidas ex vivo, con diferencias significativas respecto al resto de las
muestras. Cuando se analizd la dermis superficial, se encontré un numero
significativamente mayor de vasos sanguineos por unidad de area en las muestras
implantadas en pacientes respecto a los controles, existiendo un numero
significativamente mayor en muestras implantadas durante 90 dias respecto a las de
30 y 60 dias de evolucion. En la dermis profunda, al igual que ocurria con los vasos
identificados mediante CD31, se encontré un numero inferior de vasos sanguineos,
existiendo mayor cantidad de estas estructuras en las muestras implantadas en

pacientes respecto al control de piel humana nativa (Figura 31y Tablas 21y 22).
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Figura 31. Analisis de la dermis de las distintas muestras de piel humana analizadas en la

presente Tesis Doctoral para determinar la presencia de vasos sanguineos que muestran

reaccién para la técnica inmunohistoquimica frente a CD31 y SMA. Se muestran imagenes

histolégicas ilustrativas del sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y

mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30,

60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. A la derecha, se muestra un

histograma con los valores obtenidos para la cuantificacion del nimero de vasos sanguineos

que muestran sefial positiva por mm? de area, expresado como media y desviacion estandar.

Las diferencias estadisticamente significativas con el control de piel nativa se han marcado

con la letra C, mientras que las diferencias significativas respecto al modelo ex vivo se han

sefialado con la letra E. Escala: 100 um.
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MARCADOR CAPA EX VIVO Invivo 30 dias Invivo 60 dias Invivo90dias CONTROL

Dermis
D31 IS 40 104+12,7 88+23,1 111#15,2 3745,9
superficial
Dermis 30%4,1 3418,9 30%4,4 107
profunda
Dermis 040 105+22,5 125+41,2 128+19 3947
SMA superficial
Dermis 44+7,8 3316,2 1945,6 815
profunda

Tabla 21. Resultados del andlisis cuantitativo de vasos sanguineos identificados mediante
inmunohistoquimica para CD31 y SMA en la dermis del sustituto de piel artificial UGRSKIN
generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo
en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. Los

valores se expresan como medias y desviaciones tipicas.

Dermis Dermis Dermis Dermis
superficial profunda superficial profunda

<0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
<0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
<0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
<0,0001* 0,0002* <0,0001* 0,0002*
<0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
<0,0001* <0,0001* <0,0001* <0,0001*
<0,0001* <0,0001* <0,0001* 0,0001*
<0,0001* 0,2799 <0,0001* 0,0039*
<0,0001* 0,9705 <0,0001* <0,0001*

<0,0001* 0,2475 <0,0001* 0,0002*

Tabla 22. Valores p de significacidn estadistica para la comparacién de la cuantificacion de
vasos sanguineos identificados mediante inmunohistoquimica para CD31 y SMA en la dermis
del sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex
vivo), la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa
humana utilizada como control. Los resultados estadisticamente significativos se marcan con

un asterisco (*).
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5.2. Cuantificacion de vasos linfaticos

La cuantificacidon de vasos linfaticos en la dermis de las distintas muestras de piel
artificial (Figura 32 y Tablas 23 y 24) mostrd, en primer lugar, una ausencia total de
este tipo de vasos en las muestras mantenidas ex vivo, con diferencias
estadisticamente significativas con los controles y con las muestras implantadas en
pacientes durante 60 y 90 dias, aunque no con las muestras correspondientes a 30
dias de evolucidn in vivo. A nivel de la dermis superficial, se encontré un nimero
significativamente superior de vasos linfaticos en las muestras implantadas in vivo
durante 90 dias, mientras que las muestras de 60 dias mostraron un nimero de vasos
similar a los controles de piel nativa. A nivel de la dermis profunda, se encontré un
numero de vasos linfaticos similar al control (diferencias no significativas) en todas

las muestras injertadas en el paciente.

Ex vivo In vivo 30 dias In vivo 60 dias In vivo 90 dias CONTROL

DERMIS
| SUPERFICIAL =

e

DERMIS
=1 PROFUNDA

Figura 32. Analisis de la dermis de las distintas muestras de piel humana analizadas en la
presente Tesis Doctoral para determinar la presencia de vasos linfaticos que muestran
reaccién para la técnica inmunohistoquimica frente a D2-40. Se muestran imagenes
histoldgicas ilustrativas del sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y
mantenido en cultivo (ex vivo), |a piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30,
60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. A la derecha, se muestra un
histograma con los valores obtenidos para la cuantificacion del nimero de vasos linfaticos
que muestran sefial positiva por mm? de drea, expresado como media y desviacidn estandar.
Las diferencias estadisticamente significativas con el control de piel nativa se han marcado
con la letra C, mientras que las diferencias significativas respecto al modelo ex vivo se han

sefialado con la letra E. Escala: 100 um.
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MARCADOR CAPA EX VIVO Invivo 30dias Invivo 60 dias Invivo 90 dias CONTROL

D2-40 Dermis +0 242,4 1045,5 27456 1143,8
superficial
Dermis 4+4,6 945,9 6+4,1 543,1
profunda

Tabla 23. Resultados del andlisis cuantitativo de vasos linfaticos identificados mediante
inmunohistoquimica para D2-40 en la dermis del sustituto de piel artificial UGRSKIN
generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo), la piel artificial implantada in vivo
en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa humana utilizada como control. Los

valores se expresan como medias y desviaciones tipicas.

Dermis Dermis
superficial profunda

0,0630 0,0630
0,0002* 0,0002*
<0,0001* 0,0002*
<0,0001* 0,0002*
<0,0001* 0,5288
0,8534 0,0892

<0,0001* 0,7394
0,4359 0,0433*
0,0115* 0,2799

<0,0001* 0,1903

Tabla 24. Valores p de significacidn estadistica para la comparacién de la cuantificacion de
vasos linfaticos identificados mediante inmunohistoquimica para D2-40 en la dermis del
sustituto de piel artificial UGRSKIN generado en laboratorio y mantenido en cultivo (ex vivo),
la piel artificial implantada in vivo en pacientes durante 30, 60 y 90 dias y la piel nativa
humana utilizada como control. Los resultados estadisticamente significativos se marcan con

un asterisco (*).
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6. Analisis de clasificacion cluster de los sustitutos de piel artificial UGRSKIN

Una vez analizados los diferentes tejidos artificiales generados en esta Tesis Doctoral
utilizando métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos, se procedid a clasificar las
muestras utilizando los valores cuantitativos obtenidos para cada método como
criterio clasificatorio. Los resultados de este andlisis clasificatorio muestran dos
grupos fundamentales de muestras (Figura 33). El primer grupo incluye a las muestras
de piel artificial implantadas en pacientes durante 60 y 90 dias en pacientes y las
muestras de piel nativa control. El segundo grupo incluye las muestras implantadas

durante 30 dias, asi como los tejidos artificiales mantenidos ex vivo.

]
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Figura 33. Clasificacidon de las muestras de piel artificial humana analizadas en la presente
Tesis Doctoral utilizando el método cluster a partir de los valores medios de cuantificacion
de cada técnica histoquimica e inmunohistoquimica. El arbol clasificatorio mostrado en
columnas corresponde a las muestras, mientras que los diferentes métodos analizados se

han clasificado en filas.
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El desarrollo de la ingenieria tisular ha permitido la generacién de numerosos
modelos de piel artificial en los ultimos afios (Oliveira et al., 2022), aunque son muy
pocos los modelos que se han logrado fabricar como medicamentos de terapias
avanzadas y se han aplicado en pacientes (Egea-Guerrero et al., 2019; Holmes et al.,
2019; Sakamoto et al., 2023). En la presente Tesis Doctoral, se ha evaluado la
efectividad de un modelo basado en biomateriales de fibrina-agarosa previamente
generado en la Universidad de Granada (UGRSKIN) que mostré resultados
prometedores en diversos ensayos preclinicos realizados ex vivo (lonescu et al., 2020;
Ruiz-Lépez et al., 2022) e in vivo en animales de laboratorio (Carriel et al., 2012;
Garzén et al., 2013). Tras obtener autorizacion de la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios, este modelo de piel artificial pudo ser
generado en una sala GMP como medicamento de terapias avanzadas e implantado

en pacientes afectos de graves quemaduras cutdneas (Egea-Guerrero et al., 2019).

Uno de los principales requisitos que ha de cumplir un medicamento de terapias
avanzadas aplicado a pacientes es la seguridad y la garantia de que el producto esta
libre de efectos adversos relevantes (Cuende et al., 2021; Canceill et al., 2023). A este
respecto, el biomaterial de fibrina-agarosa nanoestructurado utilizado en el modelo
UGRSKIN previamente demostré niveles de bioseguridad y ausencia de efectos
adversos cuando se aplicd a pacientes con lesiones corneales severas, lo cual apoya
la seguridad del producto (Gonzalez-Gallardo et al.,, 2023) y concuerda con los
estudios previamente realizados a nivel preclinico (Carriel et al., 2012; Garzoén et al.,
2013). En el caso de la piel artificial aplicada a grandes quemados, el estudio realizado
en la presente Tesis Doctoral ha contribuido a determinar pardmetros de
bioseguridad a nivel histolégico, habiéndose demostrado que la piel implantada en
pacientes estaba libre de alteraciones estructurales o ultraestructurales detectables

tras 30, 60 y 90 dias de evolucién en el paciente.

Por otro lado, trabajos preliminares previamente publicados demostraron que el
producto UGRSKIN mostraba indicios de eficacia clinica en pacientes afectos de
graves quemaduras cutdneas (Egea-Guerrero et al., 2019). Aunque habra que llevar
a cabo futuros estudios para determinar la eficacia real del producto, los hallazgos

histolégicos descritos en la presente Tesis Doctoral apoyan la idea de que este
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producto de terapias avanzadas podria contribuir a mejorar la situacién clinica de los
pacientes, generandose una piel estructuralmente analoga a la piel humana nativa.
Aungue aun serd necesario determinar los mecanismos moleculares que se asocian
al efecto terapéutico de esta piel artificial, los estudios histolégicos de la piel artificial
implantada en pacientes que se han llevado a cabo en este trabajo contribuiran a la
caracterizacion de este producto de terapias avanzadas y permitiran establecer

acciones futuras de mejora de este medicamento.

Aunque estudios previos realizados sobre otros modelos de piel artificial incluyeron
algunos estudios histolégicos bdsicos (Momeni et al., 2019), la presente Tesis
Doctoral ha realizado un estudio histolégico completo que incluye analisis mediante
microscopia Optica y microscopia electrénica de transmision, en el que se han
determinado no sélo patrones histoestructurales, sino, ademas, patrones
histoquimicos e inmunohistoquimicos. Esta completa caracterizacién a distintos
niveles, realizada por primera vez en piel artificial implantada en pacientes,
contribuird a determinar la utilidad real del modelo UGRSKIN aplicado a grandes
guemados. El hecho de que las biopsias de piel analizadas corresponden a diferentes
tiempos de evolucién (30, 60 y 90 dias) de los mismos pacientes contribuye a
incrementar la validez de los resultados, tal como se sugirié en trabajos previos (Vela-

Romera et al., 2019).

En general, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral demostraron que el
modelo UGRSKIN se integré en el paciente desde el primer momento del analisis, 30
dias después de suimplante, a pesar de que la integracién completa requirié mayores
tiempos de evolucion in vivo. A nivel epitelial, las muestras de tejido implantado en
pacientes durante distintos tiempos de evolucion mostraron patrones de
diferenciacién epidérmica identificables mediante microscopia dptica y electrénica
muy similares al control de piel humana nativa desde el primer momento, lo cual
sugiere que la diferenciacidn de este estrato de la piel ocurre muy rapidamente tras
el implante in vivo, aunque la piel injertada carecia de cierto tipo de especializaciones
como glandulas, foliculos o crestas y papilas, tal como se describié en la piel artificial

implantada en animales de laboratorio (Carriel et al., 2012; Garzdn et al., 2013).
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De hecho, la epidermis de la piel implantada mostrd desde el inicio diferenciacién en
los tipicos estratos de la piel humana (estratos basal, espinoso, granuloso y cérneo)
(Freeman y Sonthalia, 2023), lo cual revela un rapido proceso de biointegracion en el
paciente, a pesar de que la piel artificial generada en laboratorio carecia de estos
patrones de diferenciacién. Ademads, el andlisis ultraestructural de la piel implantada
en pacientes mostré patrones de diferenciacién histolégica en cada uno de los
estratos del epitelio que resultaron altamente biomiméticos respecto a la piel
humana normal, con la presencia de células ortotipicas en cada uno de los estratos.
Estudios previos demostraron que la piel artificial de fibrina-agarosa
nanoestructurada mantenida en cultivo ex vivo presentaba muy escasos niveles de
diferenciacién histoldgica, aunque el implante in vivo en animales de
experimentacion fue capaz de inducir la diferenciacion terminal del epitelio y la
formacién de los estratos basal, espinoso, granuloso y cérneo (Carriel et al., 2012;
Garzon et al., 2013; Cases-Perera et al., 2022). Al igual que en los mencionados
estudios realizados a nivel preclinico, la diferenciacién completa de la epidermis
ocurre muy rapidamente tras el implante in vivo, probablemente debido al efecto de
numerosos factores inductores de tipo paracrino liberados por el tejido receptor (Xu

et al., 2017; Martin-Piedra et al., 2019).

Para caracterizar el estrato epitelial de los sustitutos de piel artificial generados en la
presente Tesis Doctoral, se realizaron estudios inmunohistoquimicos vy
ultraestructurales para identificar diversos marcadores de los queratinocitos de la
epidermis humanay predecir la posible funcidn de barrera protectora de este estrato

epitelial (de Szalay y Wertz, 2023).

En primer lugar, se analizé la presencia de varias citoqueratinas en el epitelio de Ia
piel artificial y en los controles de piel humana. Los resultados mostraron la ausencia
de expresion de citoqueratina CK8 en todas las muestras analizadas en el presente
estudio. Estos resultados coinciden con trabajos previos que demuestran que esta
proteina Unicamente se expresa en epitelios simples (Garzon et al., 2009; Garzén et
al., 2009; Jacob et al., 2018), siendo negativa en la piel humana normal (Oshima et
al., 1996). El hecho de que no existiera expresidon de CK8 en las muestras implantadas

en pacientes es consistente con un patron de diferenciacion normal de la piel
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artificial, ya que esta citoqueratina se ha descrito sobreexpresada en ciertos tipos de

cancer (Limy Ku, 2021, 8).

Por otro lado, se analizd la expresién de CK10, una citoqueratina de tipo | que se
encuentra tipicamente expresada en piel humana y es marcador de diferenciacion
terminal, queratinizacién y cornificacion (Uhlig et al., 2022). Al considerarse un
marcador de diferenciacion terminal del epitelio de la piel humana, la presencia de
CK10 constituye un elemento clave en la diferenciacién funcional de la piel artificial
(Subramaniam et al., 2022). Como era de esperar, esta citoqueratina no se encontré
expresada en la piel artificial mantenida en cultivo, debido a los escasos niveles de
diferenciacién celular que muestran tipicamente los tejidos mantenidos ex vivo
(Blanco-Elices et al., 2023). Sin embargo, el implante en pacientes logré aumentar
significativamente los niveles de expresion de CK10 hasta alcanzar niveles
comparables a la piel nativa normal a partir del dia 60 de evolucién en el paciente.
Curiosamente, las muestras de piel artificial implantadas en pacientes durante
tiempos mds cortos (30 dias) mostraron niveles significativamente menores de
expresion de esta citoqueratina, lo cual sugiere que estas muestras, que presentan
un epitelio estructuralmente analogo a la epidermis normal, aun podrian ser
funcionalmente inmaduras. Estos resultados coinciden con andlisis previos realizados
a nivel preclinico, en los que se demostré que la piel artificial de fibrina-agarosa
implantada en animales de experimentacion requiere al menos 30-40 dias de
evolucidn in vivo para expresar niveles apreciables de CK10 y de CK1, citoqueratina
que se asocia a CK10 constituyendo una pareja a nivel funcional (Carriel et al., 2012).
Asimismo, el mismo grupo de investigacion que diseid el modelo UGRSKIN demostré
resultados similares en un modelo de mucosa oral generado por ingenieria tisular

utilizando los mismos biomateriales de fibrina-agarosa (Garzén et al., 2009).

Ademas, los diferentes tejidos generados mediante ingenieria tisular fueron
evaluados para detectar la expresidon de CK5. Esta citoqueratina estd normalmente
expresada en células que proliferan activamente, tal como las células del estrato
basal de la piel humana normal, por lo que su expresion puede utilizarse como
marcador de proliferacion celular (Peschen et al., 1997; Boecker y Buerger, 2003). De

hecho, CK5 se considera un marcador de células madre de numerosos tipos de
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epitelio (Sanz Ressel et al.,, 2021). En nuestro caso, se encontré que todas las
muestras presentaban expresion de CK5, incluyendo la piel artificial mantenida ex
vivo. Estos resultados confirman la idea de que las células mantenidas en cultivo, que
mantienen pobres niveles de diferenciacién celular, son capaces de proliferar en
contacto con el biomaterial, como ya se demostré para otros tipos de tejidos
artificiales (Garzon et al., 2009; Rodriguez et al., 2013; Chato-Astrain et al., 2020).
Tras implantarla en pacientes, la piel artificial fue capaz de incrementar sus niveles
de expresion de CK5 hasta alcanzar niveles comparables al control de piel nativa
desde el dia 30 de evolucién, sugiriendo que, desde el punto de vista de esta
citoqueratina, y a diferencia de CK10, la piel artificial fue capaz de madurar
funcionalmente desde el principio. Al considerarse un marcador del estrato basal de
la piel (Rollins-Raval et al., 2011), la expresién de CK5 en la piel implantada en
pacientes se considera un requisito fundamental de las terapias basadas en tejidos
artificiales, pues la piel injertada debe ser capaz de autorregenerarse y
autorrenovarse una vez integrada en el paciente, y esta funcidn, en el caso de la piel,
depende de las células madre del estrato basal de la epidermis (Yang et al., 2020;
Mannino et al., 2022). Al expresar CK5, las células madre de la piel demuestran su
capacidad para proliferar y autorrenovarse y, por tanto, para mantener la
homeostasis y la regeneracion de la piel injertada (Mannino et al., 2022), lo cual

apoya la utilidad clinica del modelo UGRSKIN.

Para confirmar la capacidad de proliferacion de las células de la piel artificial, se
realizaron pruebas de inmunohistoquimica utilizando el marcador de proliferacién
Ki67. Esta proteina es considerada como uno de los principales marcadores de
proliferacion celular, y puede utilizarse para detectar células con capacidad de
division en todo tipo de tejidos humanos (Lashen et al., 2023). En concordancia con
los resultados encontrados para CK5, Ki67 resultd positiva tanto en la piel artificial
mantenida ex vivo como en la piel implantada en pacientes, asi como en los controles,
mostrando expresiéon fundamentalmente en las células del estrato basal de la
epidermis, tal como se ha descrito para la piel normal (Vidor et al., 2018). De hecho,
la piel humana muestra altos niveles de proliferacién Uunicamente a nivel de las

unidades proliferativas epidérmicas localizadas en el estrato basal (Senoo, 2013). De
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nuevo, estos resultados sugieren que los tejidos mantenidos en cultivo muestran
capacidad de proliferacién activa, y que una vez implantados en el paciente, los
sustitutos de piel humana mantienen su capacidad de proliferacién y, por tanto, de
regeneracion. Sin embargo, y a diferencia de CK5, los resultados obtenidos para Ki67
sugieren que los niveles de proliferacién celular de la piel humana injertada en
pacientes son inferiores a los de la piel nativa control en los dias 30 y 60 de evolucion,
alcanzandose los niveles del control Unicamente en el dia 90. Aunque futuros
estudios tendran que determinar si la capacidad regenerativa de la piel es plena a los
dias 30 y 60, estos resultados confirman la funcionalidad de la piel injertada y su
biomimetismo respecto a la piel humana nativa utilizada como control a partir del dia

90 de seguimiento.

Por otra parte, y tras evaluar la expresion de diferentes citoqueratinas, se analizé la
diferenciacién epidérmica mediante la identificaciéon de uniones intercelulares entre
los queratinocitos del epitelio de la piel artificial. De este modo, se pudo comprobar
que los tejidos mantenidos ex vivo mostraban muy escasos niveles de cohesidn
intercelular, existiendo escasa expresion de claudina 1 y placoglobina, proteinas
implicadas en la formacion de uniones célula-célula en los epitelios bien
diferenciados (Lai-Cheong et al., 2007). En concreto, las claudinas, junto con las
ocludinas y otras proteinas de unién, forman parte intrinseca de las uniones
estrechas o zonula occludens, responsables de unir fuertemente dos células
epiteliales adyacentes para evitar la pérdida de agua y formar una barrera protectora
impermeable (Saito et al., 2023), ademas de regular la proliferacidn celular (Kuo et
al., 2022). Por ello, la formacion de uniones intercelulares de tipo estrecho es
fundamental para garantizar la funcién de barrera de la piel humana normal
(Katsarou et al., 2023). Por su parte, la placobina es una proteina fundamental de las
uniones adherentes tipo desmosoma, las cuales son las principales responsables de
unir los queratinocitos a nivel epidérmico, manteniendo la integridad estructural del
epitelio de la piel y permitiendo a dicho epitelio soportar las fuerzas a las que éste

esta sometido (Stokes, 2007; Al-Jassar et al., 2013).
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La escasa presencia de ambas proteinas en la piel artificial mantenida en cultivo
vuelve a confirmar los bajos niveles de diferenciacion de estos tejidos, tal como se
demostré previamente en otros tejidos artificiales fabricados con el mismo
biomaterial, que requirieron largos periodos de tiempo en cultivo para mostrar
expresion de proteinas relacionadas con cohesion intercelular (Gonzalez-Andrades et
al., 2009). A su vez, la piel artificial injertada en pacientes si mostré elevados niveles
de expresion de claudina 1 y placoglobina desde el primer momento, alcanzando
niveles comparables al control en todos los tiempos analizados (30, 60 y 90 dias), lo
que vuelve a apoyar la idea de que la piel artificial tiende a integrarse de manera muy
rapida, mostrando funcionalidad de barrera protectora desde los primeros
momentos. Estos resultados estan en linea con los hallazgos del estudio
ultraestructural mediante microscopia electrénica de transmisién, en el que se
encontraron abundantes uniones intercelulares en las muestras implantadas en el
paciente, sin que se pudiesen apreciar diferencias entre los distintos tiempos de
evolucién post-injerto. Asi, se comprobd que las células del estrato basal poseian
abundantes uniones célula-célula (fundamentalmente, desmosomas) y célula-
membrana basal (fundamentalmente, hemidesmosomas), mientras que los
queratinocitos del estrato espinoso mostraban abundantes espinas que contenian
numerosos desmosomas ultraestructuralmente bien formados, y las células del

estrato granuloso estaban, asimismo, unidas por numerosas uniones intercelulares.

Dos de las proteinas mas importantes implicadas en la funcion de barrera protectora
de la epidermis son la filagrina y la involucrina, proteinas altamente presentes en la
epidermis madura, que pueden considerarse como marcadores de diferenciacién
terminal de la piel (Furue, 2020). La filagrina es capaz de asociarse con las
citoqueratinas del citoesqueleto de los queratinocitos de la piel durante la
diferenciacidon terminal de estas células, mientras que la involucrina estd implicada
en la formacién de una capa cérnea impermeable (Presland y Dale, 2000). Los analisis
realizados sobre los distintos modelos de piel artificial generados en esta Tesis
Doctoral revelaron la presencia de ambos tipos de proteinas en las muestras
implantadas en pacientes durante 60 y 90 dias, en niveles similares a los del control.

Sin embargo, tanto las muestras mantenidas ex vivo como las muestras injertadas
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durante 30 dias mostraron cantidades inferiores de filagrina e involucrina que el
control, lo cual apoya de nuevo la idea de que la piel artificial generada en laboratorio
como producto de terapias avanzadas presenta inicialmente bajos niveles de
diferenciacién celular (Carriel et al., 2012), requiriendo su implante in vivo para
alcanzar patrones de diferenciacion comparables a la epidermis humana normal. Tal
como se demostrd previamente en tejidos artificiales implantados en animales de
laboratorio, el tiempo de evoluciéon una vez implantados in vivo es un factor
fundamental, y la mayoria de los tejidos requieren varias semanas de evolucién para
madurar y diferenciarse (Martin-Piedra et al., 2019; Garzdn et al., 2020; Blanco-Elices
et al., 2023). De nuevo, estos resultados sugieren que la epidermis generada en los
sustitutos de piel humana fabricados mediante ingenieria tisular presenta patrones
de diferenciacién similares a los controles, con elevada expresiéon de filagrina e
involucrina a partir de 60 dias del injerto. Aunque habra que llevar a cabo estudios
de tipo funcional, la presencia de estos componentes fundamentales de |la epidermis
sugiere que la capa epitelial de la piel artificial generada en laboratorio podria
funcionar eficazmente, formando una barrera protectora similar a la de la piel

humana nativa (Shah et al., 2023).

Estos resultados pudieron, ademas, confirmarse a nivel ultraestructural. A este
respecto, los andlisis mediante microscopia electrénica de transmisién mostraron
patrones de diferenciacion terminal compatibles con una piel normal en todas las
muestras implantadas en pacientes. Por un lado, los analisis del estrato cdrneo
revelaron la presencia de numerosas capas de células planas, de aspecto escamoso,
gue habian perdido el nucleo celular, compatibles con corneocitos que contenian
numerosas proteinas altamente compactadas en su interior, tal como ocurre en la
piel humana nativa (Candi et al., 2005; Lefévre-Utile et al., 2021). Ademas, el estrato
granuloso mostré abundantes granulos constituidos, muy probablemente, por
gueratohialina, queratinas, filagrina, involucrina y otras proteinas relacionadas con
diferenciacién queratinocitica (Furue, 2020). Estos hallazgos confirman la idea de que
la piel implantada en pacientes experimenta un rdpido proceso de diferenciacion,

asimismo, a nivel ultraestructural, y coincidirian con trabajos previos que sugieren
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que la piel artificial se integra muy rapidamente en el receptor, mostrando una plena

integracion dos semanas después del injerto (Momeni et al., 2019).

Un aspecto muy importante en la caracterizacién de la epidermis es la identificacion
y cuantificacion de diversos tipos celulares que juegan un papel fundamental en la
piel humana, tales como los melanocitos y las células de Langerhans, entre otras
(Passeron et al., 2007; Boulais y Misery, 2008). En nuestro caso, se comprobé que la
piel generada en laboratorio y mantenida en cultivo carecia de este tipo de células,
lo cual podria explicarse por el hecho de que en su fabricacién se utilizaron
Unicamente cultivos de fibroblastos (para la dermis) y cultivos de queratinocitos (para
la epidermis). Curiosamente, la piel artificial humana implantada en pacientes
grandes quemados mostroé cierto nimero de melanocitos y células de Langerhans ya
desde el primer momento (dia 30), aunque en cantidades aun muy reducidas,
especialmente en lo que se refiere a los melanocitos. Sin embargo, la presencia de
ambos tipos celulares se incrementd en los dias 60 y 90, aunque en ninguno de estos
tiempos se logré alcanzar el nimero de melanocitos y células de Langerhans de la

epidermis humana control.

Diversos autores demostraron previamente que la mayor parte de los sustitutos de
piel artificial previamente disefiados en laboratorio carecian de melanocitos, siendo
ésta una de las principales causas de que la piel implantada en pacientes muestre
normalmente signos de hipopigmentacion e hipersensibilidad a la exposicién solar
(Boyce et al., 2020). Por ello, algunos autores han logrado generar modelos de piel
artificial que incluyen cultivos primarios de melanocitos, demostrando que estos
sustitutos de piel presentaban mayores tasas de pigmentacidon y coloracion mas
biomimética respecto a la piel humana normal (Biedermann et al., 2015b; Klar et al.,
2017; Supp et al., 2020). En cualquier caso, es muy probable que los sustitutos de piel
implantados en el paciente sean capaces de ser colonizados por melanocitos del
huésped, generdandose progresivamente, una piel con mayor contenido en este tipo
de células, como se ha demostrado para las células de Langerhans (Hafemann et al.,
1999), aunque es probable que nunca se llegue a alcanzar el nimero de células de la

piel normal (Ungureanu et al., 2014).
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Respecto a las células de Langerhans, su papel como células presentadoras de
antigenos resulta crucial para mantener la homeostasis y la funcién inmune de la
epidermis humana (de Jong y Ogg, 2021). De hecho, estas células forman parte de la
primera linea de defensa frente a bacterias y otros patégenos, por lo que su presencia
en la piel humana se considera fundamental (Yan et al., 2020; Bellmann et al., 2021).
Al igual que ocurria en el caso de los melanocitos, las células de Langerhans tendieron
a aumentar su presencia en la piel artificial UGRSKIN implantada en pacientes
durante tiempos progresivamente mas prolongados. De nuevo, es probable que estas
células provengan, en su mayor parte, del receptor, migrando paulatinamente hacia
la piel implantada (Hafemann et al., 1999). Para facilitar este proceso, algunos
autores sugieren la necesidad de cultivar este tipo de células y de incorporarlas al
epitelio de la piel artificial generada en laboratorio como producto de terapias

avanzadas (Bechetoille et al., 2007).

En suma, los resultados obtenidos tras el implante in vivo del modelo UGRSKIN
revelan, a nivel epitelial, un radpido proceso de diferenciacién celular, con la rapida
formacién de una barrera epidérmica protectora en el paciente. Aunque esta piel ain
presenta ciertos niveles de indiferenciacion, especialmente en el dia 30 post-
implante, nuestros hallazgos estructurales y funcionales sugieren que esta piel
artificial podria ser plenamente funcional, compartiendo altos niveles de
biomimetismo respecto de la piel normal, en el dia 60 y, especialmente, en el dia 90
tras su implante en el paciente, lo cual contribuiria a explicar los positivos resultados
clinicos obtenidos con este modelo de piel (Egea-Guerrero et al.,, 2019). Estos
resultados concuerdan con el andlisis clasificatorio de tipo cluster llevado a cabo a
partir de los datos obtenidos a nivel del epitelio, pero también a nivel de la membrana
basal, la dermis y los vasos sanguineos y linfaticos, que demuestran la similitud
histofuncional de las muestras inmaduras mantenidas ex vivo y los tejidos
implantados in vivo durante 30 dias, mientras que las muestras de piel nativa control

serian similares a los tejidos implantados en pacientes durante 60 y 90 dias.

Una vez evaluada la capa epitelial de los sustitutos de piel humana, se procedid a
caracterizar la union dermo-epidérmica, como parte de la caracterizacion integral de

estos tejidos artificiales utilizados como medicamentos de terapias avanzadas. La
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uniéon dermo-epidérmica juega un papel fundamental en la fisiologia de la piel
humana (Aumailley y Rousselle, 1999), y su presencia es necesaria para la
homeostasis tanto del epitelio como del tejido conectivo subyacente. Desde un punto
de vista estructural, la unién dermo-epidérmica presenta, en condiciones normales,
una morfologia festoneada, con abundantes entrantes y salientes denominados
crestas y papilas, que contribuyen a aumentar la superficie de contacto entre el
epitelio y el estroma (Ross y Pawlina, 2007; Shen et al.,, 2023), y presenta una
estructura bien diferenciada llamada membrana basal entre ambas capas (Chan,

1997).

Por un lado, las crestas epidérmicas y las papilas dérmicas juegan un papel primordial
en el mantenimiento de las propiedades biomecdnicas de los epitelios sometidos a
intensas fuerzas (Xiong et al., 2013), aumentando significativamente el drea que
comparten la dermis y la epidermis (Ross y Pawlina, 2007). Al presentar una
morfologia ondulada, las crestas y papilas aumentan de manera notable la superficie
de contacto entre epitelio y estroma, reforzando la adhesion del primero al segundo
y permitiendo a la piel resistir grandes fuerzas incidentes (Xiong et al., 2013). Ademas,
se ha demostrado que la presencia de estas estructuras contribuye a la homeostasis
del epitelio (Shen et al.,, 2023). En la piel humana, las lesiones que superan la
capacidad de regeneracién de la piel normal y son reparadas mediante un tejido
fibrético similar a una cicatriz, se caracterizan, en general, por carecer de crestas y
papilas (Borrelli et al.,, 2021). A pesar de su importancia, la mayor parte de los
modelos actualmente disponibles de piel artificial generada por ingenieria tisular
carecen de crestas y papilas, presentando una unién dermo-epidérmica plana,
aunque recientemente se han desarrollado algunos modelos capaces de mejorar la

morfologia de esta unién (Blackstone et al., 2020).

En el caso de la piel UGRSKIN, nuestros analisis mostraron la ausencia de crestas y
papilas en los tejidos artificiales mantenidos ex vivo, tal como se describid para la
mayoria de los modelos de piel artificial previamente desarrollados (Raghunath y
Meuli, 1997; Llames et al., 2004; Chiu et al., 2023). Curiosamente, cuando el modelo
UGRSKIN se implanté en pacientes, se comprobd la ausencia de crestas y papilas,

formandose una piel que diferia de la piel nativa en cuanto a la morfologia de la unién
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dermo-epidérmica, tal como se encontré durante la evaluacién preclinica del
producto implantado en animales de laboratorio (Carriel et al., 2012; Garzén et al.,
2013; Ruiz-Lopez et al., 2022). A pesar de la incapacidad de este modelo para
reproducir la morfologia de la unién dermo-epidérmica de la piel nativa, la piel
implantada en pacientes fue capaz de desarrollar una epidermis y una dermis de
caracteristicas estructurales similares a los de la piel nativa. Futuros estudios
realizados a largo plazo deberan determinar si la falta de crestas y papilas puede
afectar a la fisiologia de la piel implantada en grandes quemados y si las
caracteristicas biomecdnicas de esta piel son o no similares a las de la piel nativa.
Asimismo, la aplicacidn de fuerzas de traccidn y compresidon durante el desarrollo y
la maduracién de la piel, podrian contribuir a la formaciéon de estas importantes

estructuras a nivel de la uniéon dermo-epidérmica (Roig-Rosello y Rousselle, 2020).

La falta de especializaciones de la unién dermo-epidérmica en forma de crestas y
papilas podria contribuir a explicar la escasez de células no queratinociticas que se
encontraron en el modelo UGRSKIN implantado en pacientes. De hecho, trabajos
previos demostraron que estas células, especialmente los melanocitos, son mucho
mas abundantes a nivel de las crestas epidérmicas que en otras zonas del epitelio, lo
cual sugiere una interrelacion entre dichas crestas y la correcta fisiologia de los

melanocitos (Hirobe et al., 2021).

Por otro lado, el desarrollo de una membrana basal plenamente funcional es un
requisito de todos los epitelios, pues esta estructura es la encargada de anclar el
epitelio al estroma subyacente y de establecer una barrera de intercambio de
nutrientesy factores troficos que son necesarios para las células epiteliales (Rousselle
et al., 2022). La membrana basal es una estructura plana cuya funcién principal es
anclar el epitelio al tejido conectivo subyacente (Breitkreutz et al., 2009). A nivel
estructural y ultraestructural, la membrana basal se compone de una ldmina basal y
una ldmina reticular (Gémez de Ferraris y Campos, 2019). A su vez, la ldmina basal
esta constituida por una lamina densa y una lamina lucida, mientras que la lamina
reticular consta fundamentalmente de fibras de colageno firmemente ancladas al
tejido conectivo (Merker, 1994; Chan, 1997). En la presente Tesis Doctoral, se

comprobdé que todos los tejidos implantados en pacientes presentaban una
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membrana basal bien conformada desde el inicio, 30 dias después del injerto, sin que
se identificaran diferencias ultraestructurales entre las muestras de 30, 60 y 90 dias
de evolucién, presentando lamina lucida, ldmina densa y ldmina reticular en todas
estas muestras. En linea con los hallazgos encontrados a nivel del epitelio, estos
resultados apoyan la idea de que la piel artificial presentaba gran capacidad de
biointegracién in vivo desde los primeros momentos de su implante, desarrollandose
estructuras fundamentales para la homeostasis epitelial, como es el caso de la
membrana basal, desde los primeros momentos. Como se ha demostrado
previamente, la formacidn de una membrana basal plenamente funcional es un
requisito fundamental para que el desarrollo del epitelio ocurra de forma adecuada
en diferentes modelos de tejido artificial generado mediante ingenieria tisular (Segal

et al., 2008).

La composiciéon quimica de la membrana basal es compleja, existiendo numerosas
proteinas, proteoglicanos y glicoproteinas, por lo que esta estructura puede
identificarse facilmente utilizando técnicas histoquimicas capaces de reconocer estos
componentes, como es el caso del PAS (Folberg et al., 2000; Sood et al., 2015). En
nuestro caso, se comprobd que la piel injertada en pacientes presentaba una lamina
basal tefiida mediante el método del PAS, que se asemejaba estructuralmente a la de
la piel nativa, a pesar de que esta estructura estaba ausente de los tejidos artificiales
mantenidos en cultivo ex vivo. Estos hallazgos vuelven a coincidir con los resultados
previamente expuestos e implican un rdpido proceso de maduracién y diferenciacion

de la piel artificial una vez implantada en pacientes.

Otra de las principales capas de la piel humana es la dermis (Brown y Krishnamurthy,
2023). La dermis estd constituida, fundamentalmente, por una poblacién de células
estromales, en su mayoria, fibroblastos, inmersos en una densa matriz extracelular
(Ross y Pawlina, 2007). Entre sus multiples funciones, destaca la de servir como
asiento del epitelio, aportando nutrientes e intercambiando importantes sustancias
y factores con éste, a través de la membrana basal, induciendo el desarrollo y la
diferenciacién de la epidermis suprayacente (Foraster y Ferrandiz, 2001; Shin et al.,
2019). De hecho, se ha demostrado que un correcto desarrollo de la dermis es

fundamental para que la epidermis pueda asimismo desarrollarse y diferenciarse
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normalmente, tanto en la piel nativa (Galbraith, 2010), como en sustitutos tisulares
generados mediante ingenieria tisular (Rakhorst et al., 2006). A este respecto, se ha
demostrado que el desarrollo del sustituto dérmico artificial juega un importante
papel regulando la funcién de las células del epitelio de los tejidos artificiales,
incluyendo tanto las citoqueratinas, como las células no queratinociticas como los

melanocitos (Biedermann et al., 2015a).

Como era de esperar, el andlisis histolégico del modelo UGRSKIN mantenido ex vivo
reveld la presencia de un sustituto dérmico regular y homogéneo, formado por una
poblacion celular de fibroblastos inmersos en una matriz extracelular fibrilar, tal
como se demostrdé previamente en varios tipos de sustitutos tisulares basados en
biomateriales de fibrina-agarosa nanoestructurados (Gonzalez-Andrades et al., 2009;
Rodriguez et al., 2013; Jaimes-Parra et al., 2016; Chato-Astrain et al., 2020; Garzén et
al., 2020). Sin embargo, el implante in vivo en pacientes afectos de graves
guemaduras se asocio a una importante modificacidon de la dermis, la cual modifico
significativamente su estructura, siendo capaz de reproducir la histologia de la dermis
nativa, al menos parcialmente. De hecho, las fibras de fibrina asociadas a cadenas de
agarosa fueron rapidamente reemplazadas por una densa matriz extracelular que
contenia abundantes haces fibrilares compatibles con la presencia de colageno
maduro, como asimismo se demostrd en los estudios in vivo realizados en animales
de laboratorio previamente a su implante en pacientes (Carriel et al., 2012; Garzén
et al., 2013). Al igual que en la epidermis, estos hallazgos son compatibles con un

rapido proceso de biointegracién de la dermis artificial implantada en pacientes.

A pesar de mostrar una estructura compatible con una dermis nativa, la piel artificial
implantada en pacientes reveld la presencia de dos tipos de tejido estructuralmente
diferentes (una dermis superficial y una dermis profunda), estando ambas separadas
por una interfase, especialmente en el dia 30 de evolucién. Muy probablemente,
estos dos tipos de dermis corresponden, respectivamente, a la piel injertada (dermis
superficial) y al remanente de piel del paciente (dermis profunda), que actué como
lecho hospedador de la piel artificial. El hecho de que la zona de interfase tendié a
desaparecer y a hacerse menos evidente con el tiempo de evolucién, asi como la

progresiva similitud que alcanzé la dermis superficial respecto a la profunda en los
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sucesivos momentos del andlisis (30, 60 y 90 dias) sugieren que la piel artificial
injertada, a pesar de integrarse muy rapidamente, aun requirié varias semanas para
su plena maduracién y diferenciacidn. Sin embargo, como se discutié mas arriba, la
dermis implantada no fue capaz de generar en ningin momento especializaciones de

la unién dermo-epitelial del tipo crestas y papilas, como si fue el caso de la piel nativa.

Para caracterizar histolégicamente la dermis de los sustitutos UGRSKIN, en la
presente Tesis Doctoral se realizé un estudio histoquimico e inmunohistoquimico de
la matriz extracelular de dicho estrato de la piel. La matriz extracelular de los tejidos
conectivos constituye una estructura dindmica y altamente funcional que rodea a las
células, los vasos sanguineos y linfaticos, los nervios y otras estructuras que aparecen
inmersas en dichos tejidos (Huang et al., 2022). El papel de la matriz extracelular en
la fisiologia de la dermis es fundamental, ya que esta estructura participa en la
regulacion de numerosas funciones bioldgicas, incluyendo la adhesion celular,
proliferacién, diferenciacion, migracion, nutricién e intercambio de sustancias, entre
otras (Tracy et al., 2016; Nystrom y Bruckner-Tuderman, 2019). Por ese motivo, una
adecuada caracterizacién de la matriz extracelular es uno de los requerimientos de
los tejidos generados mediante ingenieria tisular y debe formar parte del control de

calidad de estos tejidos (Carriel et al., 2014).

En primer lugar, la matriz extracelular de los tejidos humanos estd constituida por un
abundante componente fibrilar que contiene, fundamentalmente, fibras de coldgeno
y fibras elasticas, siendo menos abundantes, otros tipos fibrilares (Ross y Pawlina,
2007). La presencia de estas fibras confiere la mayor parte de las propiedades
biomecanicas de la piel, destacando su resistencia a las fuerzas que inciden sobre
ésta, asi como su elasticidad y su capacidad de resiliencia (Hsu et al., 2018; Shin et al.,
2019). Por tal motivo, su presencia y su adecuado desarrollo son requerimientos

basicos para obtener una piel plenamente funcional.

De entre todos los componentes fibrilares, las fibras de colageno suponen el mayor
porcentaje de fibras en la dermis humana, siendo uno de las estructuras mas
abundantes del cuerpo humano (Ross y Pawlina, 2007; Welsch, 2008). El colageno es
considerado como el principal biopolimero de nuestro organismo, siendo el principal

responsable, junto con otras moléculas, de la resistencia mecanica de nuestros
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tejidos (Sherman et al., 2015). Cuando se analizé la presencia de fibras maduras de
coldgeno en la piel artificial utilizando la técnica del rojo picrosirius, se encontrd,
como era de esperar, muy escasa senal en los tejidos mantenidos ex vivo, tal como
se demostrd previamente para diversos tipos de tejidos de fibrina-agarosa
mantenidos en cultivo (Carriel et al., 2014; Garzoén et al., 2021; Blanco-Elices et al.,
2023). Probablemente, el mantenimiento en cultivo de los tejidos artificiales podria
suponer un aumento en la sintesis de fibras de coldgeno, como se sugirid
previamente (lonescu et al., 2011), aunque el pleno desarrollo de este tipo de
estructuras requiere, en la mayoria de los casos, la presencia de moléculas inductoras
gue Unicamente estan presentes tras su implante in vivo (Garzon et al., 2009; Garzoén
et al., 2009; Carriel et al., 2012). En cuanto a la piel artificial implantada en pacientes,
el presente estudio reveld la rdpida sintesis de fibras de colageno, evidenciables tanto
mediante microscopia Optica como mediante microscopia electrénica de
transmision, desde el dia 30 de evolucidn in vivo. A nivel ultraestructural, se
comprobd que todas las muestras in vivo analizadas presentaban abundantes fibras
maduras de coldgeno, asi como numerosas células de aspecto fibroblastico que
serian las responsables de la sintesis y la remodelacion de estas fibras (Ross y Pawlina,
2007; Gémez de Ferraris y Campos, 2019). A nivel estructural, el andlisis mediante
microscopia Optica de las muestras tefiidas con hematoxilina-eosina mostré la
presencia de gruesos haces de fibras, compatibles con colageno maduro, en la dermis
profunda, aunque estos gruesos haces resultaron muy escasos a nivel de la dermis
superficial, donde las fibras eran mas delgadas y menos abundantes. La similitud de
este patron histoarquitectural con los controles de piel humana nativa apoya la idea
de que la dermis de la piel artificial tendié a integrarse y a madurar rapidamente, una
vez implantada en el paciente, tal como ocurrié en el caso de la epidermis y de la

membrana basal.

Para cuantificar la presencia de fibras de colageno, se utilizé la técnica histoquimica
de rojo picrosirius (Carriel et al., 2017a). En general, nuestros resultados muestran,
una vez mas, que el implante in vivo se asocié a un incremento en la sintesis de
componentes clave de la matriz extracelular respecto a los tejidos mantenidos ex

vivo. Por una parte, se comprobo el efecto del tiempo de evolucién in vivo sobre la
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sintesis de fibras de colageno a nivel de la dermis superficial, alcanzandose los niveles
del control de piel nativa Unicamente a los 90 dias de evolucidn. Curiosamente, las
muestras de 30 y 60 dias presentaron niveles de estos componentes
significativamente superiores a los tejidos ex vivo, pero sin llegar aun a los niveles de
los controles. Por el contrario, los niveles de colageno identificado mediante rojo
picrosirius en la dermis profunda resultaron comparables a los controles desde el
primer momento de evolucidn en el dia 30. Aunque serad necesario realizar estudios
gue confirmen o desmientan esta hipdtesis, estos resultados estdn de acuerdo con la
idea de que la dermis superficial de las muestras implantadas en pacientes podria
corresponder a la piel artificial injertada en el paciente, mientras que la dermis
profunda podria corresponder a dermis nativa del paciente que, por tanto, mostraria
sighos de madurez desde el primer momento. En cualquier caso, los resultados
obtenidos en esta Tesis Doctoral no nos permiten excluir la posibilidad de que la
dermis profunda provenga asimismo del tejido artificial implantado, y de que esta
estructura madure mas rapidamente que la dermis superficial, al estar en contacto

mas directo con los tejidos nativos de la zona receptora.

Un aspecto importante para la correcta fisiologia de la dermis es la orientacién de las
fibras de coldgeno. Al constituir uno de los principales factores implicados en la
respuesta de la piel a las fuerzas que inciden sobre ésta, una adecuada orientacién
de las fibras supone un factor fundamental para el control de las propiedades
biomecanicas de la dermis humana (Sherman et al., 2015). Para evaluar la orientacién
de lasfibras, las muestras de tejido artificial y los controles de piel nativa se analizaron
utilizando luz polarizada, la cual es capaz de revelar la presencia de coldageno maduro
y bien orientado, capaz de responder de forma especifica a la luz polarizada, a
diferencia del colageno inmaduro, que no muestra dicho comportamiento (Zerbinati
y Calligaro, 2018). En este sentido, se comprobd que, en la dermis superficial, las
muestras correspondientes a 30 y 60 dias post-injerto presentaban menor nivel de
fibras que mostraban polarizacién positiva, en comparacién con los controles,
mientras que la piel de 90 dias si alcanzd los niveles del control de piel nativa. Estos
resultados coinciden con los andlisis realizados con luz no polarizadas y confirman la

idea de que las fibras de coldageno formadas en los dias 30 y 60 son aun, inmaduras,
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alcanzando niveles de madurez compatibles con el tejido nativo a partir del dia 90 de
evolucién. En la dermis profunda, se observé que las muestras de 60 y 90 dias eran
comparables a los controles. Sin embargo, la cantidad de fibras de colageno que
responden a la luz polarizada fue inferior al control en la dermis profunda
correspondiente a 30 dias. Los motivos de este comportamiento de las muestras de
30 dias deberdn ser dilucidados en futuros estudios, aunque estos resultados podrian
apoyar preferentemente la teoria de que la dermis profunda podria provenir de la
piel artificial injertada, al igual que la superficial, y en este momento, aiin no habria
sido capaz de formar una red plenamente madura de coldgeno. Por el contrario, si
aceptasemos la teoria de que la dermis profunda corresponde a dermis remanente
del paciente, podriamos hipotetizar que el coldgeno de la dermis profunda podria
haber experimentado ciertas alteraciones debidas al trauma térmico sufrido por la
dermis inmediatamente superior a ésta, que desembocarian en cierta
desorganizacion del coldgeno a nivel de la dermis profunda, el cual se podria

reorganizar a partir del dia 60 para alcanzar niveles fisiolégicos.

Uno de los tipos especificos de colageno que juegan un papel relevante en la fisiologia
de la piel humana es el colageno tipo V, el cual supone alrededor del 5% del contenido
total de coldgeno de la dermis, pero (Shin et al., 2019). El coldgeno tipo V presenta
estructura fibrilar y tiende a asociarse a otros colagenos fibrilares como el colageno
tipo I, colaborando en aportar elasticidad a la piel humana (Malfait, 2018). Su
presencia en la matriz extracelular es muy importante, y sus alteraciones han sido
relacionadas con problemas de estabilidad biomecanica de los tejidos blandos
humanos (Henriksen, 2016). De hecho, su presencia es crucial para la estabilidad
estructural de la dermis humana (Kobayasi y Karlsmark, 2006). Cuando se analizé este
componente fibrilar en la dermis de la piel artificial injertada en pacientes, se
encontrd un aumento significativo de colageno tipo V en todas las muestras, respecto
a la piel artificial mantenida ex vivo. Ademas, se comprobd que la presencia de
colageno tipo V tendié a aumentar con el tiempo de evolucidn post-injerto in vivo,
tanto en la dermis superficial como en la dermis profunda. A este respecto, destaca
el hecho de que la sintesis de este tipo de fibras resultd significativamente superior

en todas las muestras implantadas en pacientes que en los controles de piel nativa,
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excepto en la dermis profunda de 30 dias de evolucion. Aunque las consecuencias de
esta presencia incrementada de colageno tipo V deberan determinarse en el futuro,
estos hallazgos estarian en linea con estudios previos que demuestran que la sintesis
de este tipo de colageno se encuentra incrementada en los tejidos en remodelacion
gue presentan altos niveles de sintesis de otros tipos de fibras, considerandose que
el coldgeno tipo V podria actuar como un regulador de la fibrilogénesis (Mak et al.,
2016). En el caso del modelo UGRSKIN, es posible que el elevado grado de
remodelacién funcional y estructural al que estan sometidos estos tejidos una vez
implantados en el paciente, puedan inducir la sintesis de coldgeno tipo V como
agente regulador de dicha remodelacidn. En cualquier caso, se hace necesario llevar
a cabo estudios capaces de determinar si la presencia incrementada de colageno V
en las muestras de piel artificial implantadas en el paciente tiene caracter
permanente, o si los niveles de este componente tienden a equilibrarse con la piel

nativa después de tiempos de evolucion mas prolongados.

Por otro lado, en la presente Tesis Doctoral se evalud la presencia de fibras elasticas
como componentes fundamentales de la matriz extracelular de la dermis (Brown y
Krishnamurthy, 2023). De estructura compleja, las fibras eldsticas estan constituidas,
fundamentalmente, por elastina, y su funcién es primordial para mantener la
estructura tridimensional de la dermis, aportando elasticidad a la misma (Kondo et
al., 2022; Brown y Krishnamurthy, 2023). Su formacién ocurre en el contexto de un
complejo proceso multifactorial denominado elastogénesis, en el que participan
numerosos factores sintetizados, en su mayoria, por los fibroblastos de la dermis
(Schmelzer y Duca, 2022; Zhang et al., 2022). Tras una fase inicial en la que las células
sintetizan una serie de microfibrillas inmaduras (fundamentalmente, de fibrilina,
fibulina y otros tipos de fibras relacionadas con la elastina), las fibras elasticas deben
madurar y sufrir un proceso de entrecruzamiento intermolecular, para generar fibras
maduras y plenamente funcionales (Halper, 2021; Schmelzer y Duca, 2022). En la
dermis, las fibras elasticas maduras permiten a la piel responder a las fuerzas
incidentes con la resiliencia que caracteriza a este érgano (Heinz, 2021), por lo que
su presencia deberia ser analizada en la piel artificial para garantizar la funcién

estructural y biomecanica de ésta una vez implantada en pacientes.
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En el presente estudio, se comprobd, en consonancia con los resultados obtenidos
en el caso de las fibras de colageno, que el implante in vivo se asocid
significativamente a un incremento en la sintesis de fibras elasticas. Mientras estas
fibras estaban ausentes en los tejidos ex vivo, confirmando la idea de que la piel
mantenida en cultivo aun presenta bajos niveles de diferenciacidn y carece de gran
parte de los componentes de la piel nativa (Garzén et al., 2013; Ruiz-Lépez et al.,
2022), el implante en pacientes fue capaz de generar la sintesis de fibras eldsticas a
nivel de la dermis. De hecho, se comprobd, en la dermis superficial, que estas fibras
aparecian desde el dia 30, aunque sin llegar a los niveles de la piel control,
alcanzandose dichos niveles a partir del dia 60 de evolucién. En linea con los
resultados anteriores, estos hallazgos sugieren que la integraciéon y maduracion de la
dermis superficial ocurre de forma rapida, aunque no llega a los niveles de la piel
nativa hasta, al menos, el dia 60 de evolucién in vivo. En cuanto a la dermis profunda,
se observd que los tejidos correspondientes a 30 dias de evolucidn presentaban
menor cantidad de fibras elasticas que los controles, tal como ocurria para las fibras
de colageno observadas mediante luz no polarizada y luz polarizada. Curiosamente,
las muestras de mayor tiempo de evolucién presentaron niveles significativamente
superiores de fibras eldsticas, que superaban los niveles encontrados en la piel nativa
control. Aunque habra que determinar si este hecho conlleva alguna modificacién en
las propiedades biomecdnicas de la piel implantada en el paciente, la mayor
presencia de fibras eldsticas en las muestras de larga evolucidon podria ser
consecuencia del proceso de remodelacidn in vivo que experimenta la piel artificial
una vez implantada, y sugiere que esta piel podria mantener niveles adecuados de
elasticidad que posibilitarian las funciones fisiologicas de la piel. En cualquier caso,
estudios previos sugieren que no existe una correlacion directa entre la cantidad de
fibras elasticas presentes en la piel y la existencia de patologias de la misma tales
como la fibrosis o la esclerosis (Pasquali Ronchetti et al., 1989). Asimismo, el rapido
desarrollo de la epidermis en la piel artificial implantada in vivo podria contribuir a
explicar la formacion de numerosas fibras elasticas a nivel de la dermis, ya que se ha
demostrado el potencial inductor del epitelio a la hora de sintetizar de fibras elasticas
por parte de los fibroblastos dérmidos, mediante un proceso de interaccion entre la

epidermis y la dermis (Kondo et al., 2022).
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En segundo lugar, la matriz extracelular de los tejidos humanos contiene un
abundante componente no fibrilar constituido por una gran cantidad de agua,
proteoglicanos, glicoproteinas y otras moléculas no fibrilares cuya funcién es esencial
para la homeostasis tisular (Tracy et al., 2016; Halper, 2021; Huang et al., 2022). De
todos estos componentes no fibrilares, los proteoglicanos son, probablemente, los
componentes mas abundantes y mds importantes a la hora de controlar las
propiedades biomecanicas y biolégicas de la matriz extracelular (Rodriguez-Pozo et
al., 2020; Eisner et al., 2022), actuando como reguladores de primer orden de
procesos tan importantes como la proliferacién, migracion, sintesis proteica y
remodelacién de la matriz extracelular (Vela-Romera et al., 2019). El analisis global
de proteoglicanos mediante la técnica histoquimica del azul alcidn nos permitio
cuantificar la presencia de estos componentes en la dermis de cada una de las
muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En primer lugar, se comprobd que la piel
artificial mantenida ex vivo mostraba cierta cantidad de proteoglicanos en su
composicidn, aunque esta cantidad era significativamente inferior a la de la dermis
superficial de la piel nativa control. Este hallazgo no es sorprendente, ya que el tejido
artificial se construyé utilizando diversos componentes ricos en proteoglicanos y
glicoproteinas contenidos en el biomaterial de fibrina-agarosa, por lo que los tejidos
artificiales generados a partir de este biomaterial tienden a mostrar cierta cantidad
de proteoglicanos incluso antes de su aplicacion in vivo (Garzén et al., 2021; Blanco-
Elices et al., 2023). En segundo lugar, se observd una progresiva tendencia a alcanzar
los niveles de la piel nativa control en los tejidos implantados en pacientes. Por un
lado, la dermis superficial tendié a incrementar la concentracién de proteoglicanos
con el tiempo de evolucién in vivo. Por otro lado, la dermis profunda tendid a
disminuir la cantidad de estos componentes con el tiempo de evolucidon. En ambos
casos, la cantidad de proteoglicanos se equipard a la del control alrededor del dia 90
de evolucidn, aunque las diferencias con el control no fueron significativas desde el
dia 60 post-implante. El hecho de que la piel implantada en pacientes alcanzara
niveles de proteoglicanos que no diferian del control vuelve a poner de relieve el
rapido proceso de biointegracién y maduracién que experimenta el modelo UGRSKIN

una vez implantado en pacientes, aunque, en este caso, el correcto desarrollo de
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proteoglicanos podria requerir un minimo de 60 dias de evolucidn para alcanzar

niveles fisioldgicos.

Tras analizar globalmente la presencia de proteoglicanos, se procedié a cuantificar
uno de los proteoglicanos mas abundantes y mas importantes de la dermis: la
decorina (Kosho et al.,, 2019). La decorina participa en numerosos procesos
relacionados con las principales propiedades de la matriz extracelular, y es de
especial relevancia en la regulacion de la formacién de los componentes fibrilares y
el control del grosor de las fibras maduras que se van formando en la matriz
extracelular, especialmente, en el caso de las fibras de coldageno (Graham et al., 2000;
Reedy lozzo, 2002). Como resultado del analisis llevado a cabo en esta Tesis Doctoral,
se observo, en primer lugar, la escasa presencia de decorina en los sustitutos de piel
mantenidos en cultivo. En segundo lugar, se comprobd que el implante en pacientes
se asocid a un aumento significativo de los niveles de decorina en todas las muestras,
excepto en la dermis superficial del tejido correspondiente a 30 dias de evolucion,
alcanzandose niveles comparables al control de piel humana nativa en todos los
demads casos. Estos resultados concuerdan, en general, con los datos obtenidos para
las fibras de colageno, y confirman la idea de una interrelacién directa entre la sintesis
de fibras coldgeno maduro y la presencia de este tipo de proteoglicanos (Franchi et
al., 2007). Ademas, diversos estudios han demostrado que la ausencia de decorinay
otros proteoglicanos se asocia de manera directa a una sintesis anédmala de fibras de
colageno vy, por tanto, a la aparicién de diversas patologias como la fibrosis dérmica

o cicatrices hipertréficas (Honardoust et al., 2012).

En conjunto, los resultados obtenidos tras el analisis de la dermis confirman los
hallazgos encontrados a nivel de la epidermis y la membrana basal referentes a la
rapida biointegracién de la piel artificial en el paciente, aunque, en el caso de la
dermis, el proceso de maduracion y diferenciacidén parece requerir mayores periodos
de tiempo. Tal como demuestran los estudios de clasificacion cluster, los tejidos que
presentarian los mayores niveles de biomimetismo respecto a la piel humana nativa

serian los tejidos implantados en pacientes durante 60 y 90 dias.

Uno de los principales factores implicados en la biointegracion de tejidos generados

mediante ingenieria tisular es la generacidon de una adecuada red vascular que
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permita al tejido implantado recibir los nutrientes, el oxigeno y los factores tréficos
necesarios para su pleno funcionamiento (Sun et al., 2021). Por ello, se hace
necesario evaluar la formacidon de vasos sanguineos en la piel artificial generada
mediante ingenieria tisular e implantada en grandes quemados, habiéndose
demostrado que la falta de una adecuada red vascular podria conducir a hipoxia del
tejido artificial implantado y, por tanto, a un fallo del tratamiento (Chandra y Atala,
2019; Masson-Meyers y Tayebi, 2021). En el caso del modelo UGRSKIN, se pudo
observar la rapida formacién de vasos sanguineos positivos para el marcador
endotelial CD31, asi como de vasos de mayor calibre positivos para el marcador de
musculo liso SMA, mostrando ambos tipos de vasos, el mismo comportamiento
histolégico. Como era de esperar, los tejidos artificiales mantenidos ex vivo carecian
por completo de vasos sanguineos, resultado negativos para ambos marcadores
analizados. En el caso de la piel nativa control, los andlisis revelaron la mayor
presencia de vasos CD31-positivos y SMA-positivos a nivel de la dermis superficial,
siendo ambos mds escasos en la dermis profunda. Cuando se analizé el modelo de
piel artificial implantado en pacientes, se comprobd, de igual forma, que los vasos
sanguineos eran mas abundantes en la dermis superficial que en la profunda, aunque
existian diferencias frente al control de piel nativa. Asi, los analisis mostraron un
mayor numero de vasos CD31-positivos y SMA-positivos en los sustitutos de piel
artificial implantados en pacientes que en los controles, tanto en la dermis superficial,
como en la dermis profunda, existiendo gran abundancia de vasos desde el dia 30 de
evolucidn. Estos resultados sugieren que el tejido artificial posee gran capacidad para
inducir la formacién de vasos a partir de los vasos del tejido receptor, mediante un
proceso de angiogénesis (Wu et al., 2018). El rdpido desarrollo de una red de
capilares, acompafiada de vasos de mayor calibre que poseen musculatura lisa en su
estructura (Frangiamore et al.,, 2018), podria explicar los resultados positivos
encontrados en los pacientes tratados con el modelo UGRSKIN hasta el momento.
Diversos estudios previos ya demostraron que el uso de biomateriales de fibrina
podria contribuir a inducir procesos de angiogénesis capaces de mejorar la
biointegraciéon de productos de ingenieria tisular aplicados in vivo (Hall, 2007),
especialmente, cuando estos biomateriales se funcionalizan con otros tipos celulares

pro-angiogénicos (Blanco-Elices et al., 2021).
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A pesar de su abundancia, es importante sefialar que la distribucion de los vasos
sanguineos en la piel artificial implantada en pacientes no se distribuyé de manera
totalmente biomimética respecto a la dermis humana nativa. De hecho, mientras la
dermis nativa presenta dos plexos vasculares interconectados (uno superior, a nivel
de la dermis papilar, y otro inferior, a nivel de la dermis reticular) (Braverman, 1989),
la dermis de la piel implantada en pacientes presentaba menores niveles de
organizacién y no mostraba claramente la presencia de estos dos plexos vasculares.
Probablemente, la necesidad de aportar rapidamente factores tréficos al tejido
implantado obliga a la formacién de una red vascular inicialmente poco organizada y
pobremente estructurada, tal como se demostré en diversos tipos de tejidos
(Gounari et al., 2022) que, posteriormente, podria tender a organizarse hasta
remedar la estructura existente en los tejidos nativos. Asimismo, es posible que el
excesivo numero de vasos encontrado en los tejidos artificiales implantados en
pacientes tienda a disminuir progresivamente con el tiempo de evolucién hasta
normalizarse respecto a la piel nativa. Futuros estudios deberdn determinar la
evolucidn de estos vasos sanguineos en muestras de pacientes tomadas tras mayores

tiempos de evolucion.

Junto a los vasos sanguineos, los vasos linfaticos constituyen estructuras
fundamentales para garantizar la correcta fisiologia de la piel humana y evitar la
aparicién de edema u otras patologias a nivel de la dermis (Huggenberger y Detmar,
2011; Schwager y Detmar, 2019). Los vasos linfaticos se constituyen formando una
red jerdrquicamente estructurada, que comienza a nivel de los tejidos, y desemboca
en el torrente circulatorio venoso, drenando el exceso de fluido de los tejidos (Skobe
y Detmar, 2000). Al igual que ocurrié con los vasos sanguineos, el presente estudio
mostro, en primer lugar, que el nimero de vasos linfaticos era superior en la dermis
superficial que en la dermis profunda de la piel nativa utilizada como control. En
segundo lugar, se comprobd la presencia de vasos linfaticos en la piel artificial
injertada en el paciente, aunque el nimero de vasos linfaticos de la dermis superficial
fue inferior al de los controles en el dia 30 de evolucidn y superior al de los controles
en el dia 90 post-implante. De nuevo, estos resultados sugieren que la maduracién

de la dermis y de los componentes que en ella residen, como los vasos linfaticos,
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podria requerir mas de 30 dias de evolucién, encontrandose que las muestras de 60
dias ya presentan un numero de vasos comparable al control. Al igual que en el caso
de los vasos sanguineos, el hecho de que las muestras de 90 dias presenten mayor
numero de linfaticos en la dermis superficial podria relacionarse con el proceso de
biointegracion y remodelacién de la piel artificial y, probablemente, podria tender a
regresar tras un periodo de evolucidn ain mas prolongado. En general, la presencia
de vasos linfaticos en la piel artificial injertada en pacientes sugeriria un adecuado
funcionamiento de esta piel artificial, al menos, en lo que a drenaje linfatico se
refiere. Sin embargo, el hecho de que este tipo de vasos juegue un papel fundamental
en multiples procesos fisiolégicos de la piel, incluyendo el control de la hidratacién y
la regulacién del sistema inmune, entre otros (Selahi y Jain, 2023), sugeriria que la
piel implantada en pacientes podria llevar a cabo funciones fisioldgicas de la piel

normal desde el dia 60 de evolucion.

En suma, en la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo un estudio exhaustivo a
distintos niveles para determinar la estructura y la ultraestructura de la piel artificial
de fibrina-agarosa nanoestructurada implantada en pacientes durante periodos de
tiempo crecientes. En general, los resultados sugieren que la piel artificial implantada
en pacientes tiende a experimentar un proceso de biointegracién que desemboca en
la formacion de una piel regenerada muy similar a la piel humana nativa, y que este
proceso ocurre de forma muy temprana, aunque con diferencias entre las diferentes
capas de la piel. Por un lado, la epidermis maduré y se diferencié desde los primeros
momentos del estudio, lo cual probablemente contribuyd a la rapida formaciéon de
una barrera protectora en el paciente que habria que relacionar con los positivos
resultados encontrados a nivel clinico. Por otro lado, la dermis mostrd igualmente
adecuados niveles de biointegracién, aunque su plena maduracién y diferenciacién
requirid mayores tiempos de evolucién, e incluso algunos componentes como el
colageno tipo V o los vasos sanguineos, no llegaron a mimetizar los niveles
encontrados en los controles. Estos resultados sugieren en consonancia con los
estudios clasificatorios realizados teniendo en cuenta todos los parametros
analizados en esta Tesis Doctoral, que la piel UGRSKIN mantenida ex vivo presentaria

escasos niveles de diferenciacidn, comparables a los de la piel implantada durante 30
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dias. Sin embargo, el implante in vivo durante 60 y, especialmente, 90 dias, generaria

tejidos estructural y funcionalmente biomiméticos respecto a la piel humana nativa.

Todos estos resultados avalan la bioseguridad del modelo UGRSKIN y su capacidad
para integrarse adecuadamente en el paciente, contribuyendo de forma decisiva a

incrementar la supervivencia y la calidad de vida de estos pacientes.

Pagina 117 de 136



CONCLUSIONES
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral se pueden inferir las

siguientes conclusiones:

1. El analisis histologico de los sustitutos de piel humana basados en biomateriales
de fibrina-agarosa nanoestructurada mantenidos en cultivo ex vivo reveld la
presencia de un epitelio formado por 2-3 estratos de queratinocitos que
mostraba escasos niveles de diferenciacién epidérmica y muy baja expresién de
marcadores epiteliales, incluyendo las citoqueratinas C5, CK8 y CK10, las
proteinas de unién intercelular claudina 1 y placoglobina y los marcadores de
diferenciacién queratinocitica filagrina e involucrina, aunque estos sustitutos
tisulares si presentaban signos de proliferacion celular a nivel del epitelio. No se
encontraron otros tipos celulares, tales como los melanocitos o las células de
Langerhans en estos sustitutos de piel mantenidos en cultivo. Por el contrario, las
muestras de piel humana artificial generados por ingenieria tisular e implantados
en pacientes afectos de graves quemaduras cutaneas mostraron, desde el dia 30
de evolucién in vivo, un epitelio bien diferenciado en el que las células se
disponian en estratos basal, espinoso, granuloso y cérneo, reproduciendo la
estructura y la ultraestructura de la piel humana nativa utilizada como control,
sin que se apreciaran diferencias entre los diferentes dias de evolucién. Este
epitelio mostrd, en general, un patron de expresion de marcadores de
diferenciacién epidérmica similar al de la piel control, aunque con menor
expresién de la citoqueratina CK10 y de involucrina en el dia 30 de seguimiento
in vivo, sin que existieran diferencias en la expresién de CK5, CK8, claudina 1,
placoglobina y filagrina respecto al control, aunque el nimero de melanocitos y
células de Langerhans fue significativamente inferior al control en todos los
tiempos. La proliferacion celular determinada por la expresién de Ki67 reveld la
presencia de células proliferativas en el estrato basal epidérmico, siendo similar
al control a partir del dia 90 de evolucidn in vivo. Estos hallazgos sugieren que el
epitelio de los sustitutos de piel artificial implantados en pacientes es capaz de
integrarse y de diferenciarse muy rdpidamente, mostrando patrones de

diferenciacién epidérmica ortotipica que mimetizan en gran parte a la piel nativa.
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2. El andlisis histoldgico de la membrana basal de los tejidos artificiales generados
en la presente Tesis Doctoral reveld la existencia de una unién dermo-epidérmica
de morfologia plana, carente de las tipicas crestas y papilas existentes en la piel
nativa, tanto en el tejido mantenido ex vivo como en los sustitutos de piel
implantados en pacientes. Asimismo, los analisis histoquimicos utilizando la
técnica del PAS mostraron la presencia de una membrana basal que contenia
abundantes glicoproteinas en todos los sustitutos de piel implantados en
pacientes, aunque no en el sustituto mantenido en cultivo, sin que se apreciaran
diferencias entre los diferentes tiempos de evoluciéon in vivo. A nivel
ultraestructural, se evidencio la existencia de una membrana basal ortotipica en
todas las muestras implantadas en pacientes, con la presencia de una lamina
ldcida, una lamina densa y una ldmina reticular, sin que se evidenciaran
alteraciones en ninguno de los casos. Estos resultados sugieren que la unién
dermo-epidérmica de los sustitutos implantados en pacientes es capaz de
reproducir, desde el primer momento, los patrones de diferenciacién de la piel
nativa en cuanto a la membrana basal, aunque la morfologia de esta unién carecia

de las crestas y papilas existentes en la piel humana utilizada como control.

3. Los estudios histoldgicos llevados a cabo a nivel de la dermis de la piel artificial de
fibrina-agarosa nanoestructurada confirmé la adecuada biointegracion de este
modelo de piel, una vez implantado en el paciente. Sin embargo, los tejidos
artificiales implantados en grandes quemados evidenciaron la presencia de una
dermis superficial y una dermis profunda separadas por una interfase, que eran
muy evidentes a los 30 dias de evolucién in vivo y menos evidentes tras 60 y 90
dias del implante. En general, la dermis superficial contenia mayor cantidad de
células, mientras que la dermis profunda contenia mayor cantidad de
componentes fibrilares maduros y bien diferenciados, similares a los de la piel
control. Los estudios histoquimicos e inmunohistoquimicos revelaron Ia
presencia de abundantes fibras de coldgeno en los sustitutos implantados en
pacientes, aunque no en los constructos mantenidos en cultivo, alcanzdandose los
niveles y el comportamiento con luz polarizada de la piel nativa a los 90 dias de

evolucidn in vivo, en el caso de la dermis superficial, y a los 60 dias, en el caso de
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la dermis profunda. En el caso del colageno tipo V, se comprobé que el implante
en pacientes se asocio, en general, a un aumento significativo de la cantidad de
este tipo de fibras. Asimismo, el estudio de las fibras eldsticas mostrd niveles
comparables al control en la dermis superficial de 60 y 90 dias de seguimiento, y
un aumento significativo respecto al control en la dermis profunda
correspondiente a los mismos dias de evolucién. En cuanto a los proteoglicanos
de la matriz extracelular, se comprobd que los tejidos artificiales implantados en
pacientes mostraron niveles similares al control a partir del dia 60, en el caso de
la dermis superficial, y en todos los periodos analizados, para la dermis profunda.
Todos estos resultados revelan la posibilidad de que la dermis de la piel artificial
experimente un proceso de biointegracion en el paciente, aunque este proceso
ocurre de forma mds lenta y progresiva en comparacion con la epidermis. Aunque
la dermis mostrd signos parciales de diferenciacién desde el dia 30, la maduracién
de esta capa de la piel no ocurre hasta, al menos, el dia 60 de evolucién post-

implante en pacientes afectos de graves quemaduras.

La cuantificacion de vasos sanguineos y linfaticos en la piel artificial generada por
ingenieria tisular evidencid, en primer lugar, la formacidn de numerosos vasos
sanguineos de delgado calibre que mostraron marcacién positiva para CD31, asi
como de vasos de mayor calibre que contenian una capa muscular y mostraron
marcacién positiva para SMA, especialmente, en la dermis superficial, tal como
ocurria en los controles de piel humana nativa. Sin embargo, a diferencia de los
controles, los tejidos artificiales implantados en pacientes mostraron un nimero
significativamente superior de vasos sanguineos en todos los tiempos de
evolucidn analizados, lo cual sugiere la presencia de un proceso activo de
angiogénesis relacionado con la biointegracién del tejido artificial. En cuanto a los
vasos linfaticos identificados mediante el marcador D2-40, se evidencidé un
aumento del numero de estas estructuras en la dermis superficial con el tiempo
de evolucidn, superando los niveles del control a los 90 dias, mientras que su
numero fue comparable al control en todos los tiempos analizados en la dermis
profunda. Estos resultados sugieren que la piel artificial es capaz de inducir de

forma eficaz la formacién de nuevos vasos de tipo sanguineo y linfatico, que
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contribuirian a la viabilidad y, por tanto, a la integracidn del tejido artificial en el

paciente.

En general, los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran la utilidad del
modelo UGRSKIN de piel artificial de fibrina-agarosa nanoestructurada
implantada en pacientes y su capacidad de integracién y diferenciacién en el
lecho receptor. Los estudios de clasificacion de tipo cluster sugieren que la piel
artificial mantenida en cultivo ex vivo presenta escasos niveles de diferenciacion
que serian, en parte, comparables a las muestras implantadas en pacientes
durante 30 dias, mientras que las muestras de 60 y, especialmente, de 90 dias de
evolucién presentan patrones histoarquitecturales y funcionales biomiméticos
respecto a la piel humana nativa utilizada como control. Estos resultados revelan
la capacidad del modelo UGRSKIN para integrarse, madurar y diferenciarse una
vez implantado en pacientes, aunque la plena diferenciacién podria requerir un

minimo de 60 dias de seguimiento in vivo.
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