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DESCRIPCION

Hidrogeles para su uso en ingenieria de tejidos de la piel

La presente invencién pertenece al area de ingenieria tisular y biomedicina. En
particular, la presente invencién se refiere a hidrogeles que comprenden componentes
propios de piel nativa, asi como a biotintas, composiciones y apodsitos basados en los
mismos. Ademas, la invencion se relaciona con sus usos en medicina regenerativa, en
particular, en la regeneracion, reparacion y sustitucion de tejidos de la piel, y un método

de obtencion de los hidrogeles de la invencion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano, constituyendo una barrera natural
frente al entorno externo, que desempena un papel fundamental en la preservacion de
la homeostasis y proteccién de los 6rganos internos del cuerpo. Ademas, también
interviene en muchas funciones esenciales, como la prevencion de una pérdida excesiva
de agua transepidérmica, la termorregulacion, la percepcion sensorial a través de

receptores especializados o la excrecion.

Es por ello, que trastornos o patologias relacionadas con la piel, afectan la calidad de
vida de los sujetos que los sufren. Trastornos de este tipo pueden estar causados, por
ejemplo, por heridas agudas o crénicas, Ulceras del pie diabético, fistulas perianales, la

epidermalisis bullosa, asi como por traumatismos, quemaduras o desgarros, entre otros.

Un enfoque tipico para el tratamiento de las lesiones cutaneas consiste en sustituir el
tejido perdido por un autoinjerto, aloinjerto o xenoinjerto. A pesar de ello, estas

soluciones pueden presentar como limitaciones la disponibilidad de donante.

La ingenieria tisular es un campo que ha proporcionado muchas aproximaciones

destinadas a solventar este tipo trastornos. Los sustitutos de la piel de ingenieria tisular,

son un campo de investigacion importante con gran impacto en los tratamientos de

patologia dermatoldgica. Los sustitutos de la piel deben mostrar propiedades

biocompatibles, ayudar a restaurar la funcion de barrera epidérmica y la homeostasis

cutdnea (temperatura, pH, TEWL, elasticidad y humedad) y asegurar un resultado
2
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clinico correcto.

En el estado de la técnica se encuentran descritas diversas aproximaciones de este tipo:

En la revision de Dai C. et al. (Dai C. et al., Skin substitutes for acute and chronic wound
healing: an updated review. J Dermatolog Treat., 31(6):639-648 (2020)), se recogen y
describen las ventajas, desventajas e indicaciones de diferentes sustitutos de piel y su

aplicacion clinica.

La solicitud CN106390205A, divulga una piel artificial impresa en 3D y un método de
preparacion de la misma, que comprende, entre otras, una capa de hidrogel que

contiene queratinocitos, y una capa de hidrogel que contiene células del foliculo piloso.

La solicitud WO2019040224A1 divulga un hidrogel para ingenieria tisular y
bioimpresion. En concreto, describe una composicion de un hidrogel reticulado que es
imprimible en una forma definida. El hidrogel reticulado incluye una pluralidad de
macromeros poliméricos naturales biodegradables asi como la posibilidad de incluir

células.

No obstante, los biomateriales y modelos o sustitutos de piel que los comprenden
desarrollados hasta el momento, no presentan un biomimetismo ideal, tanto en disefio
como en composicion, o presentan propiedades fisicoquimicas y bioldgicas que limitan

su aplicacién biomédica.

Es por ello, que existe en el estado de la técnica la necesidad de desarrollar
aproximaciones alternativas basadas en biomateriales, con propiedades fisicoquimicas

y biolégicas adecuadas para su aplicacién como sustitutos 0 modelos de piel.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con hidrogeles basados en componentes propios de
la piel, en particular, colageno tipo |, dermatan sulfato, elastina y acido hialurénico,
ademas de agarosa, y que ademas pueden comprender células vivas. Dichos
hidrogeles, ademas, pueden presentar una disposicion monolaminar, bilaminar o

trilaminar. La composicion, organizacion en laminas o capas, asi como propiedades
3
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emergentes de los hidrogeles de la invencién, les permite biomimetizar las capas

hipodérmicas, dérmica y/o epidérmica de la piel.

Los inventores han demostrado que estos hidrogeles presentan propiedades
fisicoquimicas que los hacen adecuados para su uso en ingenieria tisular, por ejemplo,
como biotintas para bioimpresién 3D (Fig. 1B, 1C, 1D y Fig. 2). A su vez, dichos
hidrogeles o biotintas que los comprenden, fueron combinados dando lugar a modelos
de piel bilaminares o trilaminares, que mostraron propiedades biolégicas que les otorgan
aplicabilidad en la regeneracion, reparacion o sustitucién de la piel (Fig. 4). En particular,
ensayos in vivo han mostrado que los hidrogeles de la invencion, como el hidrogel o
modelo de piel trilaminar (también denominado en el presente documento como BT Skin
o Piel BT), promueven eficazmente la cicatrizacién de heridas de la piel en un modelo
animal de cicatrizacién de herida, presentando resultados similares e incluso superando
en algunos casos al tratamiento de referencia o gold estandar, asi como respecto al

tratamiento control (Fig.5).

Asimismo, algunos hidrogeles de la invencién, demostraron mantener su integridad tras
sufrir una deshidratacion parcial, lo que disminuye su grosor y les confiere propiedades
mecanicas mejoradas para su uso en ingenieria tisular. Por ultimo, algunos hidrogeles
de la invencioén fueron liofilizados y caracterizados, exhibiendo capacidades para ser

aplicados en ingenieria de tejidos de la piel (Fig. 13).

Los hidrogeles de la invencion presentan diversas ventajas asociadas a su composicion
y disposicion, que emulan las diferentes capas de la piel: se trata de hidrogeles
biomiméticos, lo que mejora potencialmente la respuesta de un sujeto tras su aplicacion
en regeneracién tisular; sus propiedades fisicoquimicas, como los tiempos de
gelificaciéon e inyectabilidad, son 6ptimos para uso como biotintas al lograr una buena
capacidad de bioimpresién; sus propiedades biolégicas, tales como el mantenimiento
de la proliferacion celular y altos niveles de viabilidad celular, también le otorgan
capacidad para aplicaciones en medicina regenerativa. Todas estas ventajas
mencionadas hacen de los hidrogeles de la invencion, asi como las biotintas,
composiciones, o apoésitos que los comprenden, una aproximacion alternativa como
modelos o sustitutos de piel, para su aplicacion en el ambito de la ingenieria tisular y

medicina regenerativa.
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En base a esto, los inventores han desarrollado una serie de aspectos inventivos que

seran descritos a continuacion:

Hidrogeles de la invencion y aspectos derivados del mismo

Los inventores han demostrado que hidrogeles que comprenden componentes
presentes en la piel, en particular, colageno tipo |, elastina, dermatan sulfato y acido
hialurénico, ademas de agarosa, y que pueden incluir también otros componentes, tales
como células propias de la piel, presentan propiedades fisicoquimicas y biolégicas de

interés, especialmente para su aplicacién en ingenieria tisular.

El término "hidrogel”, tal y como se utiliza aqui, se refiere a una red o mezcla de
materiales, moléculas, polimeros o sustancias que se combinan mediante enlaces
quimicos, incluidos enlaces covalentes, ionicos y supramoleculares, o mediante
cualquier combinacion de los mismos. El hidrogel puede presentar una textura sdlida,
semisdlida o semiliquida, y puede ser utilizado como andamio tridimensional en

ingenieria de tejidos.

Preferiblemente, los hidrogeles de la invencion son hidrogeles biomiméticos. El término
"hidrogel biomimético", tal y como se utiliza aqui, se refiere a un hidrogel o andamio que
imita el microambiente extracelular natural para facilitar la interaccion entre los
hidrogeles y las células circundantes a través del reconocimiento molecular, y mejorar

la respuesta celular especifica y la regeneracion tisular.

Los hidrogeles monolaminar, bilaminar y trilaminar de la invencion, pueden ser referidos
de forma conjunta a lo largo del presente documento como “los hidrogeles de la

invencion”.

Un hidrogel puede definirse por componentes que lo comprenden, que a su vez definen

las propiedades del mismo.

El colageno tipo | (Col 1), es una proteina que se ensambla en fibras que forman el
andamiaje estructural y mecanico (matriz) de tejidos, incluidos la piel, siendo una

proteina de andamiaje esencial que confiere fuerza y elasticidad a la misma.
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El dermatan sulfato (DS), es el principal glucano en la matriz extracelular de la piel,
participando en la reconstruccion de dicha matriz extracelular en el proceso de

cicatrizacion de heridas.

El acido hialurénico, es un polisacarido que también se encuentra en la matriz
extracelular dérmica, y que es ampliamente conocido en el estado de la técnica por su
utilidad en productos para el cuidado de la piel e ingenieria tisular, y por promover la

cicatrizacion de heridas y la angiogénesis.

La agarosa (Ag) es un polisacarido presente en ciertas algas, que tiene propiedades

que lo hacen util para proporcionar soporte mecanico y gelificacion rapida.

En la presente invencién, los hidrogeles de la invencion pueden estar dispuestos u
organizados en una o multiples capas, en particular, en una capa (hidrogel
monolaminar), dos capas (hidrogel bilaminar), o tres capas (hidrogel trilaminar), que
imitan o biomimetizan las diferentes capas principales propias de la piel, la capa

hipodérmica, capa dérmica y/o capa dérmica.

Hidrogel monolaminar
Un aspecto de la invencién se relaciona con un hidrogel monolaminar, de aqui en

adelante, “el hidrogel monolaminar de la invencién”, que comprende:

- Coléageno tipo I (Col 1),

- Dermatan sulfato (DS),

- Acido hialurénico (HA), y
- Agarosa (Ag),

Preferiblemente, el hidrogel monolaminar ademas comprende elastina (EL).

El término “elastina”, se refiere a una proteina altamente entrecruzada, constituyendo
una proteina principal en la matriz extracelular de la piel nativa, confiriendo elasticidad

a la matriz dérmica.

En una realizacion preferida, el hidrogel monolaminar de la invencion comprende Col |

a una concentracion de 1 a 3,5 mg/mL (incluyendo los extremos), preferiblemente 2,2
6
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mg/mL; DS a una concentracion de 7 a 10 mg/mL (incluyendo los extremos),
preferiblemente 8,4 mg/mL; HA, a una concentracion de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo
los extremos), preferiblemente 1 mg/mL; y Ag a una concentracion de 10 a 30 mg/mL,
preferiblemente 15 mg/mL (incluyendo los extremos). En una realizacion mas preferida,
el hidrogel monolaminar de la invencién, ademas comprende EL a una concentracion

de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los extremos), preferiblemente 1 mg/mL.

En una realizacion preferida del hidrogel monolaminar de la invencién, sola o en
combinacion con el resto de realizaciones preferidas, el hidrogel esta liofilizado, de aqui
en adelante, “el hidrogel monolaminar liofilizado de la invencién”. Preferiblemente, el

hidrogel monolaminar liofilizado de la invencion no comprende células.

Ademas, los hidrogeles de la invencién pueden comprender células, preferiblemente
células humanas. Preferiblemente, las células de los hidrogeles de la invencién
comprenden células que pueden estar presentes en las diferentes capas de la piel
nativa. Ejemplos de tipos de células que pueden estar presentes en la piel, incluyen, sin
limitar a, queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans, células de Merkel,
fibroblastos dérmicos, mastocitos, células musculares lisas vasculares, células
mioepiteliales, histiocitos, neutrdéfilos, linfocitos (incluyendo linfocitos B, linfocitos T y
linfocitos T reguladores o Treg), eosindfilos, monocitos, célula madre, células madre del
foliculo piloso células madre mesenquimales, adipocitos, células NK (por sus siglas en

inglés, Natural Killer).

En una realizacion preferida, sola o en combinacién con el resto de realizaciones
preferidas, el hidrogel monolaminar de la invencion comprende células que pueden estar
presentes en la dermis y/o hipodermis de la piel nativa. Mas preferiblemente, el hidrogel
monolaminar de la invencion comprende células seleccionadas de la lista que consiste
en fibroblastos dérmicos, mastocitos, células musculares lisas vasculares, células
mioepiteliales, histiocitos, neutrdéfilos, linfocitos (incluyendo linfocitos B, linfocitos T y
linfocitos T reguladores o Tregs), eosindfilos, monocitos, célula madre, células madre
del foliculo piloso células madre mesenquimales, adipocitos, células NK, y cualquier
combinacion de las mismas. Aun mas preferiblemente, el hidrogel monolaminar de la

invencion comprende células madre mesenquimales y/o fibroblastos dérmicos.

Los hidrogeles de la invencion pueden organizarse, como ya se ha mencionado, en una
7
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o multiples capas (o laminas). El término “capa”, tal como se utiliza aqui, se refiere a
una asociacion en los planos X, Y y Z de componentes propios de la matriz extracelular.
Cada capa puede definirse por su composiciéon y propiedades. Preferiblemente, cada

capa presenta una composicion y/o propiedades homogéneas en la misma.

El término “monolaminar’, tal y como se usa aqui, en relacién al hidrogel y su
organizacién o disposicion, se refiere a que los componentes que conforman el hidrogel

estan dispuestos en una capa.

Hidrogel bilaminar

Otro aspecto de la invencion se relaciona con un hidrogel bilaminar, de aqui en adelante
“el hidrogel bilaminar de la invencién”, que comprende dos capas del hidrogel
monolaminar de la invencién. El hidrogel bilaminar de la invencion comprende colageno

tipo |, agarosa, dermatan sulfato, acido hialurénico y elastina.

Como se ha mencionado previamente, los hidrogeles de la invencion pueden
organizarse en multiples capas (o laminas). Cada capa puede definirse por su
composicion y/o propiedades asociadas. Preferiblemente, cada capa presenta una
composicion y/o propiedades homogéneas en la misma, que la diferencian entre si. La
organizaciéon en capas de los hidrogeles de la invencion, permiten emular o imitar la
estructura de los tejidos corporales, en particular, tejidos de la piel, mas en particular las
principales capas de la piel, dotandolos de una arquitectura estructural que contribuyen

a mejorar el biomimetismo de los mismos.

El término “bilaminar”, tal y como se usa aqui, en relacién al hidrogel y su organizacion
o disposicion, se refiere a que los componentes que conforman el hidrogel estan

dispuestos en dos capas, una capa inferior y una capa superior.

En una realizacion preferida del hidrogel bilaminar de la invencion, la capa inferior
comprende colageno tipo |, agarosa, dermatan sulfato y acido hialurénico, y la capa
superior comprende colageno tipo |, agarosa, dermatan sulfato, acido hialurénico y

elastina.

En otra realizacion mas preferida del hidrogel bilaminar de la invencion, ambas capas

comprenden elastina.
8
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En oftra realizacion preferida, sola o en combinacion con el resto de realizaciones
preferidas, el hidrogel bilaminar de la invencion comprende Col | a una concentracion
de 1 a 3,5 mg/mL (incluyendo los extremos), preferiblemente 2,2 mg/mL; DS a una
concentracion de 7 a 10 mg/mL (incluyendo los extremos), preferiblemente 8,4 mg/mL;
HA, a una concentracion de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los extremos), preferiblemente
1 mg/mL; Ag a una concentracion de 10 a 30 mg/mL (incluyendo los extremos),
preferiblemente 15 mg/mL; y EL a una concentracion de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo

los extremos), preferiblemente 1 mg/mL.

En otra realizacién mas preferida del hidrogel bilaminar de la invencion:
-la capa superior comprende Col | a una concentraciéon de 1 a 3,5 mg/mL
(incluyendo los extremos), DS a una concentracion de 7 a 10 mg/mL (incluyendo
los extremos), HA, a una concentracion de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los
extremos), Ag a una concentracion de 10 a 30 mg/mL (incluyendo los extremos),

y EL a una concentracion de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los extremos); y

-la capa inferior comprende Col | a una concentracion de 1 a 3,5 mg/mL
(incluyendo los extremos), DS a una concentraciéon de 7 a 10 mg/mL (incluyendo
los extremos), HA, a una concentracion de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los
extremos), Ag a una concentracion de 10 a 30 mg/mL (incluyendo los extremos),

y EL a una concentracion de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los extremos).

En otra realizacién aun mas preferida del hidrogel bilaminar de la invencion:

-la capa superior comprende Col | a una concentracion de 2,2 mg/mL, DS a una
concentracién de 8,4 mg/mL, HA, a una concentracion de 1 mg/mL, Ag a una

concentracion de 15 mg/mL, y EL a una concentracion de 1 mg/mL; y

-la capa inferior comprende Col | a una concentracion de 2,2 mg/mL, DS a una
concentracién de 8,4 mg/mL, HA, a una concentracion de 1 mg/mL, Ag a una

concentracién de 15 mg/mL, y EL a una concentracion de 1 mg/mL.

En una realizacion preferida del hidrogel bilaminar de la invencion, sola o en
combinacion con el resto de realizaciones preferidas, el hidrogel esta liofilizado, de aqui

en adelante, “el hidrogel bilaminar liofilizado de la invencion”. Preferiblemente, el
9
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hidrogel bilaminar liofilizado de la invencién no comprende células.

Ademas, los hidrogeles de la invencion pueden comprender células, preferiblemente
células humanas. Preferiblemente, las células de los hidrogeles de la invencién
comprenden células que pueden estar presentes en las diferentes capas de la piel
nativa. Ejemplos de tipos de células que pueden estar presentes en la piel, incluyen, sin
limitar a, queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans, células de Merkel,
fibroblastos dérmicos, mastocitos, células musculares lisas vasculares, células
mioepiteliales, histiocitos, neutrdéfilos, linfocitos (incluyendo linfocitos B, linfocitos T y
linfocitos T reguladores o Treg), eosindfilos, monocitos, células madre, células madre

del foliculo piloso, adipocitos, células NK (por sus siglas en inglés, Natural Killer).

En una realizacién preferida, sola o en combinacién con el resto de realizaciones
preferidas, el hidrogel bilaminar de la invencion comprende células que pueden estar
presentes en la dermis y/o hipodermis de la piel nativa. Mas preferiblemente, el hidrogel
bilaminar de la invencién comprende células seleccionadas de la lista que consiste en
fibroblastos dérmicos, mastocitos, células musculares lisas vasculares, células
mioepiteliales, histiocitos, neutrdéfilos, linfocitos (incluyendo linfocitos B, linfocitos T y
linfocitos T reguladores o Tregs), eosindfilos, monocitos, células madre, células madre
del foliculo piloso, adipocitos, células NK, y cualquier combinacion de las mismas. Aun
mas preferiblemente, el hidrogel bilaminar de la invencién comprende células madre

mesenquimales y fibroblastos dérmicos.

El término "células madre mesenquimales" (MSCs, por sus siglas en inglés
mesenchymal stem cells) se refiere en el presente documento a células estromales
multipotentes que pueden diferenciarse en una variedad de tipos celulares, incluyendo
osteoblastos (células o6seas), condrocitos (células del cartilago), miocitos (células

musculares), fibroblastos y adipocitos.

Como entiende un experto en la materia, métodos para obtener células madre
mesenquimales de un sujeto, preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente un ser
humano, son ampliamente conocidas en el estado de la técnica. Las células madre
mesenquimales pueden aislarse de tejidos u 6rganos de un sujeto, como por ejemplo y
sin limitarse a, médula 6sea, placenta, sangre del cordon umbilical, de gelatina de

Wharton, tejido adiposo, musculo adulto, estroma corneal, liquido amnidético, endometrio
10
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y tejidos dentales. Preferiblemente, las células madre mesenquimales son aisladas de

tejido adiposo.

El término “fibroblastos dérmicos” (DFs, por sus siglas en inglés dermal fibroblasts), tal
y como se utiliza en el presente documento, se refiere a células residentes del tejido
conectivo que sintetizan fibras y mantienen la matriz extracelular de los tejidos en
muchos animales. En particular, los fibroblastos dérmicos se encuentran en la capa de
la dermis de la piel, donde generan y mantienen el tejido conectivo, desempenando un
papel crucial en la cicatrizacién de heridas y produciendo proteinas para la matriz

extracelular que une la dermis y la epidermis.

En la presente invencion, el hidrogel bilaminar puede imitar la estructura y/o composicion

de las capas dérmica e hipodérmica de la piel nativa.

Asi, en una realizacion preferida, sola o en combinacion con el resto de realizaciones
preferidas, el hidrogel bilaminar de la invencién comprende una primera capa inferior
que comprende el hidrogel monolaminar de la invencion, donde dicho hidrogel
monolaminar comprende células madre mesenquimales, y una segunda capa superior,
dispuesta encima de la primera, que comprende el hidrogel monolaminar de la
invencién, donde dicho hidrogel monolaminar comprende fibroblastos dérmicos. Mas
preferiblemente, la concentracion de fibroblastos dérmicos en la capa superior es de
1M/mL, y la concentracion de células madre mesenquimales en la capa inferior es de
TM/mL.

En una realizacion preferida, sola o en combinacién con el resto de realizaciones
preferidas, los fibroblastos dérmicos y/o las células madre mesenquimales son

humanos.

Ademas, otras células que pueden estar comprendidas en el hidrogel incluyen células
utilizadas en la regeneracién de tejidos, tales como, pero sin limitar a,células primarias,
células madre del foliculo piloso, células endoteliales, fibras nerviosas, corpusculos de

Pacini, corpusculos de Meissner, corpusculos de Krause, los corpusculos de Ruffini.

Ademas, el hidrogel bilaminar de la invencién puede presentar unas dimensiones

adecuadas para aplicaciones de ingenieria tisular. En una realizacion preferida, sola o
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en combinacién con el resto de realizaciones preferidas, el hidrogel bilaminar de la
invencion comprende una anchura de 10 a 120 mm (incluyendo los valores extremos),
una longitud de 5 a 120 mm (incluyendo los valores extremos) y una altura de 0,2 a 10
mm (incluyendo los valores externos). Mas preferiblemente, el hidrogel bilaminar de la
invencién comprende una anchura de 30 mm, una longitud de 15 mm y una altura de

1,4 mm.

En ciertas realizaciones del hidrogel bilaminar de la invencién, el grosor de la capa
superior es de 100 a 5000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es
de 100 a 5000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es de 200 a
5000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es de 300 a 5000 um.
En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es de 400 a 5000 um. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa superior es de 100 a 900 um. En ciertas realizaciones,
el grosor de la capa superior es de 100 a 800 um. En ciertas realizaciones, el grosor de
la capa superior es de 100 a 700 ym. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa
superior es de 100 a 600 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es
de, al menos, 100 ym. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es de, al
menos, 200 ym. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es de, al menos,
300 pm. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es de, al menos, 400 ym.
En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es inferior 2000 uym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa superior es inferior 3000 um. En ciertas realizaciones,
el grosor de la capa superior es inferior 4000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de
la capa superior es inferior 5000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa
superior es inferior a 1500 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es
inferior a 1000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es inferior a
900 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es inferior a 800 um. En
ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es inferior a 700 um. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa superior es inferior a 600 um. En ciertas realizaciones,

el grosor de la capa superior es de aproximadamente 500 pm.

En ciertas realizaciones del hidrogel bilaminar de la invencién, el grosor de la capa
inferior es superior a 100 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es
superior a 200 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a
300 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 400 um. En

ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 500 ym. En ciertas
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realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 1000 ym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 2000 ym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 3000 um. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 4000 ym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 5000 uym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa inferior es inferior a unos 500 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa inferior es inferior a 400 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa inferior es inferior a 300 um. En ciertas realizaciones,
el grosor de la capa inferior es inferior a 200 ym. En ciertas realizaciones, el grosor de

la capa inferior es de aproximadamente 150 um.

Hidrogel trilaminar
Otro aspecto de la invencidn se relaciona con un hidrogel trilaminar, de aqui en adelante

“el hidrogel trilaminar de la invencion”, que comprende:

- una capa inferior que comprende el hidrogel monolaminar de la invencién,

- una capa intermedia que comprende el hidrogel monolaminar de la invencion,
y

- una capa superior que comprende un hidrogel que comprende Col |, queratina

(Kt), y esfingolipidos (Sph).

Como se ha mencionado previamente, los hidrogeles de la invencion pueden
organizarse en multiples capas (o laminas). Cada capa puede definirse por su
composicion y propiedades fisicoquimicas y/o bioldgicas. Preferiblemente, cada capa
presenta una composicion y/o propiedades homogéneas en la misma, que la
diferencian. La organizacion en capas de los hidrogeles de la invencién, les permiten
emular o imitar la estructura de los tejidos corporales, dotandolos de una arquitectura

estructural que contribuyen a mejorar el biomimetismo de los mismos.

El término “trilaminar”, tal y como se usa aqui, en relacion al hidrogel y su organizacion
o disposicion, se refiere a que los componentes que conforman el hidrogel estan

dispuestos en tres capas.

En la presente invencion, el hidrogel trilaminar imita la estructura de la piel. La piel

presenta tres capas diferenciadas, ordenadas de mas superficial a menos como se
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indica a continuacién: la epidermis o capa epidérmica, la dermis o capa dérmica y la
hipodermis o capa hipodérmica. La “capa hipodérmica” de la piel es una capa situada
directamente debajo de la dermis. Esta capa esta formada por tejido conectivo areolar
o laxo bien vascularizado, y por tejido adiposo, que funciona como modo de
almacenamiento de grasa y proporciona aislamiento y amortiguacion. La “capa dérmica”
de la piel es la capa intermedia de la piel. Esta capa presenta tejido conectivo, y otras
estructuras. Estad formada por una fina capa superior llamada dermis papilar y una
gruesa capa inferior llamada dermis reticular. La “capa epidémica” de la piel es una capa
delgada que constituye la cara externa de la piel. Esta capa, a su vez puede comprender
diversas capas o estratos, denominadas como estrato cérneo, estrato lucido, estrato

espinoso, estrato granuloso y estrato basal.

Asi, en la presente invencién, el hidrogel trilaminar esta organizado en tres capas, cada

una de las cuales a su vez comprende un hidrogel (o biotinta que lo comprende):

La capa inferior del hidrogel trilaminar comprende el hidrogel monolaminar de la
invencion, que comprende colageno tipo | (Col 1), dermatan sulfato (DS), acido
hialurénico (HA), y agarosa (Ag). Preferiblemente, dicha capa inferior, dispuesta debajo

de la capa intermedia, biomimetiza la capa hipodérmica de la piel.

La capa intermedia del hidrogel trilaminar comprende el hidrogel monolaminar de la
invencion, que comprende colageno tipo | (Col 1), dermatan sulfato (DS), acido
hialurénico (HA) y agarosa (Ag). Preferiblemente, dicha capa intermedia del hidrogel
trilaminar ademas comprende elastina. Mas preferiblemente, dicha capa intermedia

biomimetiza la capa dérmica de la piel.

La capa superior del hidrogel trilaminar comprende Col |, queratina (Kt) y esfingolipidos
(Sph). Preferiblemente, dicha capa superior, dispuesta encima de la capa intermedia del

hidrogel trilaminar, biomimetiza la capa epidérmica de la piel.

En una realizacion preferida del hidrogel trilaminar de la invencion:
-la capa superior comprende Col | a una concentracion de 3,5 a 5,5 mg/mL
(incluyendo los extremos), Kt a una concentracion de 10 a 30 mg/mL (incluyendo
los extremos) y Sph a una concentracion de 2,5 a 7,5 mg/mL (incluyendo los

extremos);
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-la capa intermedia comprende Col | a una concentracion de 1 a 3,5 mg/mL
(incluyendo los extremos), DS a una concentraciéon de 7 a 10 mg/mL (incluyendo
los extremos), HA, a una concentracion de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los
extremos), Ag a una concentracion de 10 a 30 mg/mL (incluyendo los extremos),

y EL a una concentracion de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los extremos); y

-la capa inferior comprende Col | a una concentracién de 1 a 3,5 mg/mL
(incluyendo los extremos), DS a una concentracién de 7 a 10 mg/mL (incluyendo
los extremos), HA a una concentracién de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los
extremos), y Ag a una concentraciéon de 10 a 30 mg/mL (incluyendo los

extremos).

En otra realizacién mas preferida del hidrogel trilaminar de la invencion:
-la capa superior comprende Col | a una concentracion de 4,4 mg/mL, Kt a una

concentracion de 15,2 mg/mL y Sph a una concentracion de 5 mg/mL;

-la capa intermedia comprende Col | a una concentraciéon de 2,2 mg/mL, DS a
una concentracion de 8,4 mg/mL, HA, a una concentracion de 1 mg/mL, Ag a

una concentracion de 15 mg/mL, y EL a una concentracion de 1 mg/mL; y

-la capa inferior comprende Col | a una concentracion de 2,2 mg/mL, DS a una
concentracion de 8,4 mg/mL, HA a una concentracion de 1 mg/mL, y Ag a una

concentracion de 15 mg/mL.

En una realizacién preferida del hidrogel trilaminar de la invencion, sola o en
combinacion con el resto de realizaciones preferidas, el hidrogel esta liofilizado, de aqui
en adelante, “el hidrogel trilaminar liofilizado de la invencion”. Preferiblemente, el

hidrogel trilaminar liofilizado de la invencién no comprende células.

En la presente invencion, el término "liofilizado", se refiere a que el producto, en la
presente invencion, el hidrogel trilaminar, monolaminar o bilaminar de la invencion, asi
como el aposito de la invencidn descrito mas adelante, ha sido sometido a un proceso
de liofilizacion. El término “liofilizacion”, se refiere a la rapida congelacion y
deshidratacién del producto bajo condiciones de alto vacio. En la presente invencion, el

término los “hidrogeles liofilizados de la invencién”, se emplea para referirse al hidrogel
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monolaminar liofilizado de la invencion, hidrogel bilaminar liofilizado de la invencion y al

hidrogel trilaminar liofilizado de la invencién de forma conjunta

En una realizacidon preferida, sola o en combinacién con el resto de realizaciones
preferidas, el hidrogel monolaminar, bilaminar o trilaminar de la invencién esta
deshidratado.

Ademas, como ya se ha mencionado previamente, los hidrogeles de la invencién
pueden comprender células, preferiblemente células humanas. Preferiblemente, las
células de los hidrogeles de la invencion comprenden células que pueden estar
presentes en las diferentes capas de la piel nativa. Ejemplos de tipos de células que
pueden estar presentes en la piel, incluyen, sin limitar a, queratinocitos, melanocitos,
células de Langerhans, células de Merkel, fibroblastos dérmicos, mastocitos, células
musculares lisas vasculares, células mioepiteliales, histiocitos, neutrdfilos, linfocitos
(incluyendo linfocitos B, linfocitos T y linfocitos T reguladores o Treg), eosindfilos,
monocitos, células madre, células madre del foliculo piloso, células madre

mesenquimales, adipocitos, células NK (por sus siglas en inglés, Natural Killer).

Asi, en una realizacion preferida, sola o en combinacion con el resto de realizaciones
preferidas, el hidrogel trilaminar de la invencién ademas comprende células
seleccionadas de la lista que consiste en queratinocitos, melanocitos, células de
Langerhans, células de Merkel, fibroblastos dérmicos, mastocitos, células musculares
lisas vasculares, células mioepiteliales, histiocitos, neutrdfilos, linfocitos (incluyendo
linfocitos B, linfocitos T y linfocitos T reguladores o Treg), eosindfilos, monocitos, células
madre mesenquimales, adipocitos, células NK, y cualquier combinacién de las mismas.
Preferiblemente, el hidrogel trilaminar de la invencién, comprende fibroblastos dérmicos
(DFs), células madre mesenquimales (MSCs) y/o queratinocitos epidérmicos (EK). Mas
preferiblemente, la capa superior comprende EK, la capa intermedia comprende DFs y
la capa inferior comprende MSCs. Aun mas preferiblemente, los DFs, MSCs y/o EK son

humanos.

Los términos “células madre mesenquimales” y fibroblastos dérmicos”, han sido
explicados previamente en otro aspecto de la invencion, y tanto ellos como sus

realizaciones preferidas, son aplicables al presente aspecto de la invencion.
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El término “queratinocitos epidérmicos”, (EK, por sus siglas en inglés Epidermal
Keratinocytes), tal como se utiliza aqui, se refiere al principal tipo de célula de la
epidermis, constituyendo aproximadamente el 90% de las células de la misma. Los
queratinocitos epidérmicos proliferan en el estrato basal de la epidermis y comienzan a
diferenciarse en su camino hacia la superficie, sufriendo una diferenciacién gradual.
Durante este proceso, cambian profundamente su morfologia y comienzan a producir
queratina, citoquinas, factores de crecimiento, interleucinas y factores del complemento.
Los queratinocitos desempenan un papel importante en la proteccién, ya que forman
una barrera hermética que impide la entrada de sustancias extrafas en el cuerpo, al
tiempo que minimizan la pérdida de humedad, calor y otros componentes. Estas células
tienen también un papel estructural, formando estrechos vinculos con las demas células
de la epidermis y manteniéndolas en su lugar. Ademas, los queratinocitos funcionan

como inmunomoduladores tras las lesiones cutaneas.

En una realizacidon preferida, sola o en combinacién con el resto de realizaciones
preferidas, las células madre mesenquimales proceden de tejido adiposo,
preferiblemente tejido adiposo humano. En otra realizacion preferida, sola o en
combinacion con el resto de realizaciones preferidas, los fibroblastos dérmicos y/o los

queratinocitos epidérmicos, proceden de muestras de piel, preferiblemente humanas.

En oftra realizacion preferida, sola o en combinacion con el resto de realizaciones
preferidas, la concentraciéon de MSCs en la capa inferior del hidrogel trilaminar de la
invencién es de 1M/mL y la concentracién de DFs en la capa intermedia del hidrogel

trilaminar de la invencién es de 1M/mL.

En otra realizacion preferida, sola o en combinacion con el resto de realizaciones
preferidas, la concentracion de EKs en el hidrogel trilaminar de la invencién es de
1M/cm?.

Ademas, otras células que pueden estar comprendidas en el hidrogel trilaminar de la
invencion incluyen células utilizadas en la regeneracion de tejidos, tales como, pero sin
limitar a, células madre de foliculo piloso, células endoteliales, fibras nerviosas,
corpusculos de Pacini, corpusculos de Meissner, corpusculos de Krause, los

corpusculos de Ruffini.
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En una realizacion preferida, el hidrogel trilaminar de la invenciéon esta deshidratado.
Métodos de deshidratacion son ampliamente conocidos en el estado de la técnica.
Preferiblemente, el hidrogel trilaminar deshidratado se obtiene mediante una etapa de
deshidratacion que comprende la aplicacion de presion, mas preferiblemente, la
aplicacion de 50 a 150g de presion, incluyendo los valores extremos. Aun mas
preferiblemente, la deshidratacion comprende la aplicacién de 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145 o0 150 g de presion.

En otra realizacién preferida, la deshidratacién comprende la aplicacion de presion
durante 1 a 5 minutos. Preferiblemente, comprende la aplicacion de presién durante 1,
2, 3, 4 0 5 minutos. Mas preferiblemente, comprende la aplicacién de presién durante 2

minutos.

En otra realizacion mas preferida, la deshidratacion comprende la aplicacion de 100 g

de presién durante 2 minutos.

Ademas, el hidrogel trilaminar de la invencion puede presentar unas dimensiones
adecuadas para las aplicaciones de ingenieria tisular. En una realizacion preferida, sola
0 en combinacion con el resto de realizaciones preferidas, el hidrogel trilaminar de la
invencion comprende un diametro de 10 a 40 mm (incluyendo los valores extremos), y
una altura de 0,3 a 10 mm (incluyendo los valores externos). Mas preferiblemente, el
hidrogel bilaminar de la invencion comprende un diametro de 20 mm, y una altura de 4

mm.

En ciertas realizaciones del hidrogel trilaminar de la invencion, el grosor de la capa
superior es de 100 a 500 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es
de 100 a 400 pym. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es de 100 a 300
pm. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es de 100 a 200 ym. En
ciertas realizaciones, el grosor de la capa superior es de 100 a 400 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa superior es superior a unos 300 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa superior es superior a 100 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa superior es superior a 200 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa superior es superior a 300 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa superior es superior a 400 um. En determinadas

realizaciones, el grosor de la capa superior es superior a 500 um. En determinadas
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realizaciones, el grosor de la capa superior es superior a 600 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa superior es inferior a unos 500 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa superior es inferior a 400 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa superior es inferior a 300 um. En determinadas
realizaciones, el grosor de la capa superior es inferior a 200 um. En ciertas realizaciones,

el grosor de la capa superior es de aproximadamente 150 pym.

En ciertas realizaciones del hidrogel trilaminar de la invencion, el grosor de la capa
intermedia es de 100 a 1000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa
intermedia es de 200 a 1000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa
intermedia es de 300 a 1000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa
intermedia es de 400 a 1000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa
intermedia es de 100 a 900 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa intermedia
es de 100 a 800 pym. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa intermedia es de 100
a 700 pym. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa intermedia es de 100 a 600 pm.
En ciertas realizaciones, el grosor de la capa intermedia es de, al menos, 100 ym. En
ciertas realizaciones, el grosor de la capa intermedia es de, al menos, 200 pm. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa intermedia es de, al menos, 300 um. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa intermedia es de, al menos, 400 ym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa intermedia es inferior 2000 um. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa intermedia es inferior a 1500 ym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa intermedia es inferior a 1000 ym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa intermedia es inferior a 900 ym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa intermedia es inferior a 800 ym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa intermedia es inferior a 700 ym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa intermedia es inferior a 600 uym. En ciertas

realizaciones, el grosor de la capa intermedia es de aproximadamente 500 pm.

En ciertas realizaciones del hidrogel trilaminar de la invencion, el grosor de la capa
inferior es superior a unos 100 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior
es superior a 200 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior
a 300 ym. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 400 pm.
En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 500 ym. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 600 um. En ciertas realizaciones,

el grosor de la capa inferior es superior a 700 um. En ciertas realizaciones, el grosor de
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la capa inferior es superior a 800 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa
inferior es superior a 900 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es
superior a 1000 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a
200 pm. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 300 um. En
ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 400 um. En ciertas
realizaciones, el grosor de la capa inferior es superior a 500 um. En ciertas realizaciones,
el grosor de la capa inferior es superior a 125 um. En ciertas realizaciones, el grosor de
la capa inferior es inferior a unos 500 um. En determinadas realizaciones, el grosor de
la capa inferior es inferior a 400 um. En determinadas realizaciones, el grosor de la capa
inferior es inferior a 300 yum. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es
inferior a 200 um. En ciertas realizaciones, el grosor de la capa inferior es de

aproximadamente 150 pm.

Biotintas de la invencion
Los inventores han caracterizado biotintas basadas en los hidrogeles de la invencion,
demostrando que presentan propiedades fisicoquimicas apropiadas para su aplicacion

practica, como su pH, inyectabilidad, tiempo de gelificacion, degradacion o reologia.

Asi, otro aspecto de la invencidn se relaciona con una biotinta que comprende

cualquiera de los hidrogeles de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se relaciona con el uso de cualquiera de los hidrogeles de

la invencion para la fabricacién de una biotinta.

El término "biotinta", tal como se utiliza aqui, se refiere a un hidrogel o a una mezcla de
componentes, en la presente invencién, componentes que pueden estar presentes en
piel nativa, pudiendo incluir células, utilizado para la bioimpresién y/o pulverizacion

(“spraying”). La textura de la biotinta puede ser liquida, semisdlida, o sélida.

El término “biompresion”, o mas en particular, “bioimpresion 3D”, se refiere a la
utilizacién de técnicas de impresion, preferiblemente impresion 3D, para combinar
biomateriales con el fin de fabricar un objeto, pieza, tejido o estructura en 3D que imite
al maximo las caracteristicas naturales y bioldgicas. Preferiblemente, la bioimpresién 3D
utiliza el método de capa por capa para depositar materiales o biotintas para crear

estructuras que posteriormente se utilizan en los campos de la biotecnologia, la
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medicina y la ingenieria de tejidos.

Como sabe un experto en la materia, la biotinta puede ademas comprender otros
componentes utiles en el proceso de bioimpresion o en el producto final. Ejemplos de
dichos componentes incluyen, sin limitar a, alginato, gelatina de diversos origenes (piel
de pescado, bovina, porcina), fibrinégeno de diversos origenes (plasma bovino, porcino,
humano), hialuronato sdédico intraarticular, fibroina de seda y sericina, xantano,
genipina, agarosa, agar, quitosano, nanocelulosa, o sus variantes metacriladas, o

cualquier combinacién de los mismos.

Segun el hidrogel de la invencién en el que estén basados, se pueden diferenciar
diferentes biotintas. En el presente documento, se emplea el término “biotintas de la
invencién”, para referirnos a las biotintas de forma conjunta, o a cualquiera/s de las

biotintas de la invencion.

Otro aspecto de la invencion, se refiere al uso del hidrogel monolaminar como biotinta

hipodérmica o dérmica.

Una realizacion preferida, se refiere al uso del hidrogel monolaminar como biotinta
hipodérmica cuando el hidrogel comprende colageno tipo |, agarosa, dermatan sulfato y
acido hialurénico. Otra realizacion mas preferida, se refiere al uso del hidrogel
monolaminar como biotinta hipodérmica, cuando el hidrogel comprende colageno tipo I,
agarosa, dermatan sulfato, acido hialurénico y células madre mesenquimales,

preferiblemente donde las células madre mesenquimales son humanas.

Otra realizacién preferida, se refiere al uso del hidrogel monolaminar como biotinta
dérmica cuando el hidrogel comprende colageno tipo |, agarosa, dermatan sulfato, acido
hialurénico y elastina. Otra realizacion mas preferida, se refiere al uso del hidrogel
monolaminar como biotinta dérmica cuando el hidrogel comprende colageno tipo I,
agarosa, dermatan sulfato, acido hialurénico, elastina y fibroblastos dérmicos,

preferiblemente donde los fibroblastos dérmicos son humanos.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de un hidrogel que comprende Col |,
queratina y esfingolipidos como biotinta epidérmica. Una realizacion preferida, se refiere

al uso de un hidrogel que comprende Col I, queratina, esfingolipidos y queratinocitos,
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como biotinta epidérmica, preferiblemente donde los queratinocitos son humanos.

Los términos explicados para las biotintas de la invencion han sido explicados
previamente en otros aspectos de la invencion, y tanto ellos como sus realizaciones

preferidas, son aplicables a las biotintas de la invencion.

Apdsito de la invencion

Los hidrogeles de la invencion, incluyendo los hidrogeles liofilizados de la invencion, y
biotintas de la invencién, pueden formar parte de un apésito o implante. De hecho, los
hidrogeles y biotintas de la invencidon pueden ser usados para la fabricacion de un

aposito o implante.

Asi, otro aspecto de la presente invencién se relaciona con el uso de un hidrogel o
hidrogeles de la invencion, o de una biotinta o biotintas de la invencion para la

fabricacion de un apésito o implante, preferiblemente cutaneo o subcutaneo.

Otro aspecto de la invencion, se relaciona con un apésito o implante, de aqui en
adelante, “el apodsito o implante de la invencion”, preferiblemente cutaneo o subcutaneo,
que comprende un hidrogel o hidrogeles de la invencion, o una biotinta o biotintas de la

invencion.

Los términos “apdsito” o "implante”, se utilizan como sinénimos y se refieren a cualquier
objeto o elemento que sea biocompatible con el estado fisioldgico del cuerpo del sujeto
y no produzca efectos secundarios adversos, y que esté estructurado disefiado o
configurado para ser colocado parcial o totalmente en el cuerpo de un sujeto con uno o
mas fines terapéuticos o profilacticos, como el aumento de los tejidos, el contorno, el
restablecimiento de la funcién fisiolégica, la reparacién o el restablecimiento de los
tejidos dafiados por una enfermedad o un traumatismo, y/o la administracion de agentes

terapéuticos a 6rganos y tejidos normales, dafiados o enfermos.

En una realizacién preferida, el apdsito o implante esta liofilizado. El término “liofilizado”
ya ha sido explicado en otros aspectos de la invencién, y tanto su definicion como

realizaciones preferidas, son aplicables presente aspecto de la invencion.

El apdsito o implante puede ser sélido, semisélido o liquido, y puede ser amorfo,
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esférico, semiesférico, rectangular, cuadrado, discoidal o cilindrico. Ademas, por
ejemplo, el diametro apdsito puede ser de 0,05 mm a 100 mm, de 0,1 mm a 50 mm, de
0,1 mm a 30 mm, o de 0,2 mm a 15 mm, y puede ser proveido en tal tamafo o forma.
Ademas, el aposito o implante puede aplicarse a un sitio objetivo (por ejemplo, un sitio
de dano tisular), implantarse o puede cambiar su forma de acuerdo con la forma del sitio

dafiado.

Los términos del presente aspecto de la invencion han sido explicados previamente en
otros aspectos de la invencién, y tanto ellos como sus realizaciones preferidas, son

aplicables al apésito de la invencion.

Composicién farmacéutica de la invencion

El hidrogel monolaminar, bilaminar o triaminar de la invencién, asi como la biotinta/s de
la invencion, pueden estar comprendidas en una composicién, de aqui en adelante la
“composicion de la invencion”. Asi, en otro aspecto, la invencién se relaciona con una
composicion, preferiblemente una composicion farmacéutica, de aqui en adelante “la
composicion farmacéutica de la invencién”, que comprende el hidrogel monolaminar, el

hidrogel bilaminar, el hidrogel trilaminar de la invencion, o la biotinta/s de la invencion.

Las composiciones de la presente invencion pueden formularse para su administracion
a un animal, mas preferiblemente a un mamifero, incluyendo un humano, en una amplia
variedad de formas conocidas en el estado de la técnica. Asi, pueden estar, sin
limitarse, en soluciones acuosas o no acuosas, en emulsiones o0 en suspensiones.
Ejemplos de soluciones no acuosas son, por ejemplo, pero sin limitarse, propilenglicol,
polietilenglicol, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, o ésteres organicos
inyectables, tales como oleato de etilo. Ejemplos de soluciones acuosas, son por
ejemplo, pero sin limitarse a, agua, soluciones alcohdlicas en agua, o medios salinos.
Las soluciones acuosas pueden estar tamponadas o no, y pueden tener componentes
activos o inactivos adicionales. Los componentes adicionales incluyen sales para
modular la fuerza idnica, conservantes incluyendo, pero sin limitarse a, agentes
antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, o similares, o nutrientes, incluyendo glucosa,
dextrosa, vitaminas y minerales. Alternativamente, las composiciones pueden
prepararse para su administracion en forma sdlida. Las composiciones pueden
combinarse con varios vehiculos o excipientes inertes, incluyendo pero sin limitarse a:

aglutinantes, tales como celulosa microcristalina, goma tragacanto, o gelatina;
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excipientes, tales como almidon o lactosa; agentes dispersantes, tales como acido
alginico o almidon de maiz; lubricantes, tales como estearato de magnesio, deslizantes
tales como dioxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes, tales como sacarosa o

sacarina; o agentes aromatizantes, tales como menta o salicilato de metilo.

Como entiende un experto en la materia, la composicion segun la presente invencion
puede formularse con un excipiente y/o un vehiculo. Asi, en una realizacién particular,
la composicion de la invencion comprende un excipiente y/o un vehiculo. En el caso de
la composicién farmacéutica, ésta puede formularse con un excipiente y/o un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

El término "excipiente" se refiere a una sustancia que ayuda a absorber alguno de los
componentes de la composicion de la invencion, estabiliza dichos componentes o ayuda
en la preparacion de la composicion, como por ejemplo darle consistencia. Asi, los
excipientes pueden tener la funcion de mantener unidos los componentes, como por
ejemplo los almidones, los azucares o las celulosas, una funciéon edulcorante, una
funcion colorante, la funcion de proteger el medicamento, como por ejemplo aislarlo del
aire y/o de la humedad, una funcion de relleno de un comprimido, de una capsula o de
cualquier otra forma de formulacion, como por ejemplo el fosfato calcico dibasico, una
funcion desintegradora para facilitar la disoluciéon de los componentes y su absorcién en
el intestino, sin excluir otros tipos de excipientes no mencionados en este parrafo. Por
lo tanto, el término "excipiente" se define como cualquier material incluido en las formas
galénicas que se anade a los principios activos 0 a sus asociaciones para permitir su
preparacion y estabilidad, modificar sus propiedades organolépticas o determinar las
propiedades fisico-quimicas de la composicion y su biodisponibilidad. El excipiente
"farmacéuticamente aceptable" debe permitir la actividad de los compuestos de la
composicidon farmacéutica, es decir, que sea compatible con dichos componentes.
Ejemplos de excipientes son aglutinantes, cargas, desintegradores, lubricantes,
recubrimientos, edulcorantes, aromatizantes y colorantes. Ejemplos no limitantes y mas
especificos de excipientes aceptables son almidones, azucares, xilitol, sorbitol, fosfato

de calcio, grasas esteroides, talco, silice o glicerina, entre otros.

El término "vehiculo" se refiere a un compuesto que facilita la incorporacion de otros
compuestos para permitir una mejor dosificaciéon y administracion o para dar

consistencia y forma a la composicion. Por tanto, el vehiculo es una sustancia que se
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utiliza para diluir alguno de los componentes de la composicién de la presente invencion
hasta un volumen o peso determinado, o incluso sin diluir dichos componentes, capaz
de permitir una mejor dosificacion y administracién o dar consistencia. Cuando la forma
de presentacion es liquida, el vehiculo es el diluyente. En una realizacion particular, el

vehiculo es farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién preferida, la composiciéon farmacéutica de la invencion ademas
comprende al menos un principio activo capaz de modular las propiedades/funciones de

los tejidos o areas en las que se aplica o administra.

En una realizacién preferida, la composiciéon farmacéutica de la invencion ademas
comprende al menos un principio activo que favorece la reparacién o regeneracion de

tejidos de la piel.

El principio activo puede incluir polinucleétidos y/o polipéptidos que codifican o
comprenden, por ejemplo, factores de transcripcion, factores de diferenciacion, factores
de crecimiento y combinaciones de los mismos. La frase “al menos un agente activo”
también puede incluir cualquier agente capaz de promover la formacion de tejido (por
ejemplo, tejidos de la piel), y/o dirigirse a un estado de enfermedad especifico,
preferiblemente, enfermedad que afecte a la piel. Preferiblemente, el principio activo es
un agente bioactivo. Entre los ejemplos de agentes bioactivos se encuentran, sin limitar
a, agentes quimiotacticos, glicoproteinas, lipoproteinas, mediadores de la unién celular,
ligandos bioldgicamente activos, secuencia de unién a integrinas, diversos agentes de
crecimiento y/o diferenciacién y fragmentos de los mismos (por ejemplo, EGF), HGF,
VEGEF, factores de crecimiento de fibroblastos (por ejemplo, bFGF), PDGF, factor de
crecimiento similar a la insulina (por ejemplo, IGF-I, IGF-Il) y factores de crecimiento
transformantes (por ejemplo, TGF-8 I- Ill), factores de diferenciacién del crecimiento (por
ejemplo, GDF5, GDF6, GDF8), factores de crecimiento humanos recombinantes (p. €j,
MP-52 y la variante MP-52 rhGDF-5), proteinas morfogénicas derivadas del cartilago
(CDMP-1 , CDMP-2, CDMP-3), pequenas moléculas que afectan a la regulacion de
factores de crecimiento especificos, tenascina-C, condroitin sulfato, fibronectina,
decorina, tromboelastina péptidos derivados de la trombina, dominios de union a la
heparina, heparina, sulfato de heparina, polinucledtidos, fragmentos de ADN, plasmidos
de ADN, MMP, TIMP, moléculas de ARN de interferencia, ADN que codifique un ARN

de interés, oligonucledtidos, proteoglicanos, glicoproteinas y glucosaminoglicanos.
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La via de administracion de la composicion de la invencién, preferiblemente la
composicion farmacéutica de la invencion, y/o sus formulaciones, asi como los
hidrogeles de la invencion, hidrogeles obtenidos por el método de obtencion de la
invencion, las biotintas de la invencion, incluye, sin limitar a, administracién parenteral
como intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, o inyeccién intraarticular,
administracion dérmica, administracion intradérmica, administracion tépica,

administracion intranasal, administracion oral, o administracion transmucosa.

En una realizacion preferida, la via de administracion es seleccionada de la lista que

consiste en administracién tépica, dérmica, intradérmica, subcutanea e intralesional.

Usos de la invencion

Los hidrogeles de la invencion, asi como los aspectos derivados del mismo, encuentran

diversos usos y aplicaciones, que seran descritos a continuacion.

Usos terapéuticos

Como se ha explicado previamente, los inventores han demostrado que los hidrogeles
de la invenciébn y aspectos derivados de los mismos, presentan propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas de interés, especialmente para su aplicacion en ingenieria
tisular, ademas de ser capaces de promover la cicatrizacién de heridas, teniendo
aplicacion en medicina, mas en particular en medicina regenerativa y/o en la

regeneracion, reparacion, o sustitucion de tejidos de la piel de un sujeto.

En la presente invencion se entiende por “sujeto” a cualquier animal, preferiblemente un
mamifero, mas preferiblemente un primate, en particular, un ser humano, de cualquier

raza, sexo o edad.

Asi, otro aspecto de la invencion se relaciona con uno de los hidrogeles de la invencion,
hidrogeles de la invencién, hidrogeles obtenidos por el método de obtencion de la
invencion, biotintas de la invencién, o composicion farmacéutica de la invencion, para

su uso en medicina, preferiblemente en medicina regenerativa.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con uno de los hidrogeles de la invencion, los

hidrogeles de la invencion, hidrogeles obtenidos por el método de obtencion de la
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invencién, o biotinta de la invencién para su uso en medicina, preferiblemente en
medicina regenerativa, en donde el hidrogel, hidrogeles, hidrogeles obtenidos por el

método de obtencion, o biotinta de la invencion es proveido en forma de un implante.

Otro aspecto de la invencién se relaciona con uno de los hidrogeles de la invencion,
hidrogeles de la invencién, hidrogeles obtenidos por el método de obtencion de la
invencion, biotintas de la invencién, o composicion farmacéutica de la invencion, para

Su uso en la regeneracion, reparacion o sustitucion de tejidos de la piel.

Los tejidos de la piel incluyen tejidos propios de las capas epidérmicas, dérmicas e
hipodérmicas. Asi, una realizacion preferida, se refiere a los hidrogeles de la invencion
(hidrogel monolaminar, hidrogel bilaminar y/o hidrogel trilaminar), la biotinta de la
invencién o la composicion farmacéutica de la invencion para su uso en la regeneracion,

reparacion y/o sustitucion de la epidermis, dermis y/o hipodermis.

El término “regeneracion”, tal y como se usa aqui, se refiere a la sustitucion completa

del tejido dafiado por tejido nuevo.

El término “reparacién”, tal y como se usa aqui, se refiere a la restauraciéon de la
estructura de un tejido que previamente ha sufrido un dafo, asi como la restauracion de

sus componentes y/o funcion.

El término “sustitucion”, tal y como se usa aqui, se refiere a un reemplazo o reproduccion

de propiedades presentes en tejido nativo.

Otro aspecto de la invencién se relaciona con uno de los hidrogeles de la invencion,
hidrogeles de la invencién, hidrogeles obtenidos por el método de obtencion de la
invencidn, biotintas de la invencién, o composicion farmacéutica de la invencién para su

uso en el tratamiento de lesiones o heridas de la piel.

Tal como se utiliza aqui, el término "tratamiento” (término intercambiable con “terapia” y
que pueden emplearse en el presente documento de forma indistinta) se refiere a
procesos que implican una ralentizacion, interrupcion, detencion, control, detencion,
reduccion o reversion de la progresién o gravedad de un sintoma, trastorno, condicion

o enfermedad existente, pero no implica necesariamente una eliminacion total de todos
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los sintomas, condiciones o trastornos relacionados con la enfermedad. Ademas, el
"tratamiento” también puede referirse a un proceso que implica evitar la aparicion de
sintomas que aun no se han manifestado, pero que se manifestaran debido a una
progresion no tratada del trastorno, condicién o enfermedad. El tratamiento de un
trastorno o enfermedad puede, por ejemplo, conducir a la detencién de la progresién del
trastorno o la enfermedad (por ejemplo, sin deterioro de los sintomas) o a un retraso en
la progresién del trastorno o la enfermedad (en caso de que la detencién de la
progresion sea sélo de caracter transitorio). El "tratamiento" de un trastorno o
enfermedad también puede conducir a una respuesta parcial (por ejemplo, la mejora de
los sintomas) o completa (por ejemplo, la desaparicion de los sintomas) del
sujeto/paciente que sufre el trastorno o la enfermedad. Por consiguiente, el "tratamiento”
de un trastorno o enfermedad también puede referirse a una mejora del trastorno o
enfermedad, que puede, por ejemplo, conducir a una detencion de la progresién del
trastorno o enfermedad o a un retraso en la progresion del trastorno o enfermedad.
Dicha respuesta parcial o completa puede ir seguida de una recaida. Debe entenderse
que un sujeto/paciente puede experimentar una amplia gama de respuestas a un
tratamiento (como las respuestas ejemplares descritas anteriormente). En la presente
invencion, la condicion o el trastorno a tratar son afecciones o patologias que afectan a

la piel, preferiblemente lesiones o heridas de la piel.

Usos de los hidrogeles de la invencién, y aspectos derivados del mismo, en la

fabricacion de un medicamento.

Como ya se ha mencionado, los hidrogeles de la invencion y aspectos derivados del
mismo, tienen aplicacion en medicina, mas en particular en medicina regenerativa, y/o

en la regeneracion, reparacion, o sustitucion de tejidos de la piel de un sujeto.

Asi, en otro aspecto, la invencion se refiere al uso de uno de los hidrogeles de la
invencion, hidrogeles de la invencién, hidrogeles obtenidos por el método de obtencién
de la invencién, o biotintas de la invencién, en la elaboracion de una composicién
farmacéutica o medicamento. Las técnicas y procedimientos para elaborar
composiciones farmacéuticas son conocidas en el estado de la técnica. A su vez, el
término composicién farmacéutica, asi como sus realizaciones preferidas ya han sido

explicadas en el presente documento.
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En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso de uno de los hidrogeles de la
invencion, hidrogeles de la invencidn, hidrogeles obtenidos por el método de obtencion
de la invencion, o biotinta de la invencion, en la elaboracion de una composicién

farmacéutica para regenerar, reparar o sustituir tejidos de la piel.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso de uno de los hidrogeles de la
invencion, hidrogeles de la invencién, hidrogeles obtenidos por el método de obtencién
de la invencién, o biotintas de la invencién, en la elaboracién de una composicién

farmacéutica para el tratamiento de lesiones o heridas de la piel.

Los términos empleados para definir dichos aspectos de la invencién ya han sido
explicados previamente, y tanto ellos como sus realizaciones preferidas son aplicables

a ellos.

Uso cosmeético

Otro aspecto de la invencién se relaciona con una composicién cosmética, de aqui en
adelante “la composicion cosmeética de la invencion" que comprende el hidrogel
monolaminar, el hidrogel bilaminar, el hidrogel trilaminar de la invencion, o la biotinta/s
de la invencion. La composicion cosmética de la invencion puede prepararse en diversas
formas, por ejemplo, emulsiones, lociones, cremas (aceite en agua, agua en aceite,
multifase), soluciones, suspensiones, productos anhidros (a base de aceite y glicol),
geles, mascaras, paquetes, polvos y similares. Ademas, la composicion cosmética de la
presente invencion puede incluir un vehiculo aceptable en una preparacion cosmética.
Aqui, el "vehiculo aceptable en la preparacion cosmética" es un compuesto conocido en

el estado de la técnica que puede incluirse en las preparaciones cosméticas.

Ejemplos de vehiculos aceptables en la preparacién cosmética incluyen, sin limitar a,
alcoholes, aceites, tensioactivos, 4acidos grasos, aceites de silicona, agentes
humectantes, agentes hidratantes, modificadores de la viscosidad, emulsiones,

estabilizadores, protectores solares, colorantes, fragancias y similares.

Otro aspecto de la invencién se relaciona con el uso cosmético de cualquiera de los
hidrogeles de la invencién, biotinta de la invencion, composicion de la invencion,

preferiblemente la composicion cosmética de la invencion, o apdsito de la invencion.
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El término “uso cosmético” se refiere a un uso no terapéutico que puede mejorar el
aspecto estético o la comodidad de algun area, 6rgano o tejido de un sujeto, en la
presente invencion relacionada con la piel, asi como su mejora y/o prevencion de dafos.

Preferiblemente, el sujeto es un ser humano.

Usos in vitro de los hidrogeles de la invencién, y aspectos derivados del mismo

Ademas de las aplicaciones mencionadas mas arriba, también es posible la aplicacién

del hidrogel, asi como los aspectos inventivos derivados del mismo en ensayos in vitro.

Asi, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de uno de los hidrogeles de la
invencion, hidrogeles de la invencién, hidrogeles obtenidos por el método de obtencién
de la invencion, biotinta de la invencion, composicion de la invencién, o apdsito de la

invencion, para promover in vitro la cicatrizacién de heridas.

El término “cicatrizacién”, tal y como se emplea aqui, se refiere a un proceso natural que
tiene el cuerpo para regenerar tejidos comprometidos, en la presente invencion tejidos
de la piel, debidas a una herida. En dicho proceso se llevan a cabo una serie de
complejos fendmenos bioquimicos que tienen lugar para reparar el dafio causado por la

herida.

El término “herida”, tal y como se utiliza aqui, se refiere a un trastorno en el que areas o
tejidos se cortan, se desgarran, se queman o se traumatizan provocando dafos.
También puede referirse a una lesién o trastorno en el cuerpo humano causada por una
enfermedad. Ademas, la herida puede ser una herida causada por otra enfermedad. Por
ejemplo, la herida puede ser una fibrosis, una diabetes, una ulcera diabética, una
enfermedad cutanea autoinmune, una abrasidon, una laceraciéon, una incisién, un
hematoma, un pinchazo, un desprendimiento, una quemadura, una ulcera, una Ulcera

de decubito o una combinacién de ellas

En una realizacion preferida, la herida se selecciona del grupo que consiste en herida
cronica, herida aguda, herida quirurgica, herida ortopédica, herida traumatica, herida de

combate, y cualquier combinacion de las mismas.

Ademas, los hidrogeles de la invencion y aspectos derivados de los mismos han
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mostrado la capacidad de restaurar los niveles de melanina. Asi, otro aspecto de la
invencion se relaciona con el uso de uno de los hidrogeles de la invencion, los hidrogeles
de la invencion, hidrogeles obtenidos por el método de obtencion de la invencion,
biotintas de la invencion, composicién o apdsito de la invencion, para promover in vitro
la produccion de melanina en células aisladas de piel. Preferiblemente, las células

aisladas son de piel humana.

Los hidrogeles de la invencion, el apésito de la invencidn o las biotintas de la invencion
pueden utilizarse como modelo de piel, incluyendo modelo patolégico de piel, lesiones
o tumores. Asi, otro aspecto de la invencién se relaciona con el uso in vitro de uno de
los hidrogeles de la invencion, los hidrogeles de la invencion, hidrogeles obtenidos por
el método de obtencidén de la invencion, biotinta de la invencion, o apésito de la invencion
como modelo de piel artificial. Preferiblemente, se relaciona con el uso in vitro como
modelo de piel artificial en tests o pruebas de laboratorio para evaluar los efectos

ejercidos por sustancias bajo estudio.

Ademas, los hidrogeles de la invencion, el apdsito de la invencién o las biotintas de la
invencion pueden emplearse para testear farmacos y/o compuestos toxicos para la piel.
Asi, otro aspecto de la invencion se relaciona con el uso in vitro de uno de los hidrogeles
de la invencidn, los hidrogeles de la invencion, hidrogeles obtenidos por el método de
obtencion de la invencion, biotinta de la invencidn, o aposito de la invencién para testear

farmacos y/o compuestos toxicos para la piel.

Tal y como se usa aqui, el término “testear” se refiere a medir o valorar el potencial
efecto en la piel de sustancias bajo estudio, tales como compuestos quimicos,
moléculas, compuestos toxicos, o farmacos. También se refiere a valorar el efecto de

sustancias bajo estudio, para identificar farmacos y/o compuestos toxicos para la piel.

Método de obtencion del hidrogel

Los hidrogeles de la invencién pueden ser obtenidos por un método, de aqui en adelante
“el método de obtencion de los hidrogeles de la invencién” o “método de la invencion”.
Asi, otro aspecto de la invencion se relaciona con un método de obtencién de los

hidrogeles de la invencion que comprende las siguientes etapas:
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a) mezclar Col |, agarosa, DS, HA y EL, obteniendo una solucién (i),
b) mezclar Col |, agarosa, DS, HA, obteniendo una solucion (i), y
c) poner en contacto la solucién (i) y la solucion (ii), obteniendo un hidrogel

bilaminar.

Preferiblemente, el hidrogel bilaminar obtenido en la etapa c) es el hidrogel bilaminar de

la invencion.

En otra realizacion preferida del método de la invencién, la agarosa es previamente
calentada a una temperatura de 60 a 80 °C, preferiblemente 70 °C. antes de mezclar
con el resto de componentes en las etapas a) y b) del método. Mas preferiblemente, la
agarosa es previamente calentada a una temperatura de 60 a 80 °C, preferiblemente 70
°C, y posteriormente atemperada, preferiblemente a una temperatura de, al menos, 37
°C, mas preferiblemente atemperada a una temperatura de 37 a 40 °C (incluyendo los
extremos), antes de mezclar con el resto de componentes en las etapas a) y b) del

método.

El término “atemperada”, tal y como se usa aqui, se refiere a una reduccién o

moderacién de la temperatura a la que es calentada la agarosa.

En otra realizacion preferida del método de la invencion, la etapa b) ademas comprende

mezclar EL con el resto de componentes.

En otra realizacion preferida del método de la invencion, las soluciones (i) y (ii) se filtran
a través de un filtro o membrana porosa antes de la etapa c) del método de la invencion.

Mas preferiblemente, el filtro comprende un tamafio de poro de 0,22 ym.

En otra realizacion preferida del método de la invencion, sola o en combinacion con el
resto de realizaciones preferidas:
-la concentracion de Col | es de 1 a 3,5 mg/mL (incluyendo los extremos), la
concentracion de DS es de 7 a 10 mg/mL (incluyendo los extremos), la
concentracion de HA es de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los extremos), la
concentracion de Ag es de 10 a 30 mg/mL (incluyendo los extremos), y la
concentracion de EL es de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los extremos) en la

solucion (i); y
32



10

15

20

25

30

35

ES 2956 802 B2

- la concentracion de Col | es de 1 a 3,5 mg/mL (incluyendo los extremos), la
concentracion de DS es de 7 a 10 mg/mL (incluyendo los extremos), la
concentracion de HA es de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los extremos), la
concentracion de Ag es de 10 a 30 mg/mL (incluyendo los extremos), y la
concentracién de EL es de 0,5 a 1,5 mg/mL (incluyendo los extremos) en la

solucion (ii).

En otra realizacion mas preferida del método de la invencion:
-la concentracién de Col | es 2,2 mg/mL, la concentracion de DS es 8,4 mg/mL,
la concentracion de HA es 1 mg/mL, la concentracion de Ag es 15 mg/mL, y la

concentracion de EL es 1 mg/mL en la solucién (i); y

-la concentracion de Col | es 2,2 mg/mL, la concentracion de DS es 8,4 mg/mL,
la concentracion de HA es 1 mg/mL, y la concentracion de Ag es 15 mg/mL en

la solucion (ii).

Un ejemplo de fuente adecuada de DS y HA para el propdsito de la presente invencion
incluye el producto Dermial ®, que contiene ambos componentes. Asi, en otra
realizacion preferida del método de la invencién, sola o en combinacion con el resto de

realizaciones preferidas, se utiliza Dermial ® como fuente de DS y HA.

Ademas, como ya se ha mencionado previamente, algunos hidrogeles de la invencién
pueden comprender células, preferiblemente células humanas. Asi, en otra realizacion
preferida del método de la invencion, la etapa a) ademas comprende anadir DFs,
preferiblemente DFs humanos (hDFs), y la etapa b) ademas comprende afiadir MSCs,
preferiblemente MSCs humanos (hMSCs). En otra realizacion preferida, sola o en
combinacion con el resto de realizaciones preferidas, la concentracion de MSCs es de

1M/mL y la concentracién de DFs es de 1M/mL.

Los términos “células madre mesenquimales” y fibroblastos dérmicos”, han sido
explicados previamente en otro aspecto de la invencion, y tanto ellos como sus

realizaciones preferidas, son aplicables al presente aspecto de la invencion.

En una realizaciéon preferida del método de obtencion de la invencién, sola o en
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combinacion con el resto de realizaciones preferidas, en la etapa (c) que comprende
poner en contacto la solucion (i) y la solucién (ii), ambas soluciones se afiaden
secuencialmente. Mas preferiblemente, la solucion (i) se afade tras la solucion (ii). Aun

mas preferiblemente, la adicion secuencial se realiza mediante una jeringuilla.

En otra realizacion del método de obtencién del hidrogel bilaminar de la invencion, sola
0 en combinacion con el resto de realizaciones preferidas, el hidrogel bilaminar es
cultivado a una temperatura de 30 a 40 °C (incluyendo los valores extremos),
preferiblemente a 37 °C. En otra realizacion preferida del método de obtenciéon de
hidrogel bilaminar de la invencién, el hidrogel bilaminar es cultivado a una temperatura
de 30 a 40 °C en presencia de CO; al 5%.

Ademas, para la obtencién de algunos hidrogeles de la invencion, el método de la
invencién puede comprender etapas adicionales. Asi, una realizacion preferida del
método de obtencion de los hidrogeles de la invencion, ademas comprende las

siguientes etapas adicionales:

(d) mezclar Col | con Kty Sph, obteniendo una solucion (iii), y
(e) poner contacto la solucion (iii) con el hidrogel bilaminar obtenido en c),

obteniendo un hidrogel trilaminar.

Preferiblemente, el hidrogel trilaminar obtenido en la etapa e) del método de la invencion

es el hidrogel trilaminar de la invencion.

Una realizacion preferida del método de la invencion, sola o en combinacién con el resto
de realizaciones preferidas, comprende una etapa adicional de gelificacién. Dicha etapa
de gelificacion es posterior a la obtencidén del hidrogel bilaminar o posterior a la

obtencion del hidrogel trilaminar.

El término “gelificar”, como se usa en el presente documento, se refiere a un proceso en
el que una solucion o mezcla de componentes es transformada a un estado sélido,
semisolido o semiliquido en condiciones en las que se producen diferentes fuerzas o
interacciones de los componentes que la forman mediante, por ejemplo, enlaces de
hidrogeno, Fuerzas de van der Waals, enlaces covalentes, idnicos, supramoleculares y

combinaciones de los mismos.
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En una realizacion preferida del método de la invencién, la gelificacion comprende:
-una primera subetapa de gelificacion, que comprende incubar el hidrogel bilaminar o el
hidrogel trilaminar obtenido en el método de la invencion a una temperatura inferior a 37
°C durante 1 a 5 minutos (incluyendo los extremos), y

-una segunda subetapa, posterior a la primera subetapa de gelificacion, que comprende
incubar el hidrogel bilaminar o el hidrogel trilaminar a una temperatura de 37°C,

preferiblemente durante 15 a 120 minutos (incluyendo los extremos).

En una realizacién preferida del método de la invencion, sola o en combinacion con el
resto de realizaciones preferidas, la concentracién en la solucion (iii) de Col | es de 3,5
a 5,5 mg/mL (incluyendo los extremos), la concentracion de Kt es de 10 a 20 mg/mL
(incluyendo los extremos) y la concentracién de Sph es de 2,5 a 7,5 mg/mL (incluyendo

los extremos).

En otra realizacién mas preferida del método de la invencién, sola o en combinacion con
el resto de realizaciones preferidas, la concentracion en la solucion (iii) de Col | es 4,4

mg/mL la concentracion de Kt es 15,2 mg/mL y la concentracion de Sph es 5 mg/mL.

Como ya se ha mencionado en otros aspectos de la invencién, algunos hidrogeles de la
invencion pueden comprender EKs. Asi, otra realizacion preferida del método de
obtencion de los hidrogeles de la invencién, sola o en combinacién con el resto de
realizaciones preferidas, ademas comprende anadir EKs, preferiblemente EKs humanos
(hEKs). En una realizacion mas preferida, las EKs se afiaden sobre el hidrogel trilaminar
obtenido en la etapa (e) o tras la etapa de gelificacién. En otra realizacion aun mas
preferida, las EKs afiadidas se dejan cultivar durante 0,5 a 3 semanas, mas
preferiblemente 1 semana. En otra realizacion preferida, sola o en combinacion con el

resto de realizaciones preferidas, la concentracion de EKs es de 1M/cm?.

Por otro lado, los hidrogeles de la invencién pueden encontrarse deshidratados,
preferiblemente, deshidratados parcialmente, lo que les otorga propiedades que
incluyen, sin limitar a, mayor resistencia, rigidez o propiedades mecanicas. Asi, otra
realizacion preferida el método de la invencion, sola o en combinacién con el resto de
realizaciones preferidas, ademas comprende una etapa (f) de deshidratacion, del

hidrogel, posterior a la obtencién de un hidrogel bilaminar, o posterior a la obtencion de
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un hidrogel trilaminar

Preferiblemente, la etapa de deshidratacion comprende la aplicacion de presiéon, mas
preferiblemente, la aplicacién de 50 a 150 g de presion, incluyendo los valores extremos.
Aun mas preferiblemente, la deshidratacién comprende la aplicacién de 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145 o0 150 g de

presion.

En otra realizacién preferida, la deshidratacién comprende la aplicacion de presion
durante 1 a 5 minutos. Preferiblemente, comprende la aplicacion de presién durante 1,
2, 3, 4 0 5 minutos. Mas preferiblemente, comprende la aplicacién de presién durante 2
minutos. Alun mas preferiblemente, la deshidratacion comprende la aplicacion de 100 g

de presion durante 2 minutos.

Como se ha descrito previamente en otros aspectos de la invencion, algunos hidrogeles
de la invencion, se encuentran liofilizados. Asi, en algunas realizaciones preferidas, el
método de la invencion ademas comprende una ultima etapa de liofilizacién del hidrogel.
La etapa de liofilizacion comprende liofilizar el hidrogel, preferiblemente comprende
liofilizar el hidrogel bilaminar o el hidrogel trilaminar sin células. El término “liofilizacién”,
ya ha sido explicado en aspectos de la invencion anteriores, y tanto €l, como sus

realizaciones preferidas son aplicables al método de la invencion.

Mas preferiblemente, la liofilizacion del hidrogel comprende la congelacion y posterior

aplicacion de vacio.

En una realizaciéon aun mas preferida, la congelacion de la etapa de liofilizacién se lleva
a cabo a una temperatura de -20 °C a -80°C (incluyendo los extremos), mas
preferiblemente a -60 °C a -80 °C (incluyendo los extremos), aun mas preferiblemente a
-70 °C.

En una realizaciéon aun mas preferida, sola o en combinaciéon con las realizaciones
preferidas anteriores, la etapa de aplicacion de vacio se lleva a cabo durante 1,5 horas

a 16 horas (incluyendo los extremos).

El hidrogel obtenido tras la ultima etapa de liofilizacion es el hidrogel bilaminar liofilizado
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de la invencion, o el hidrogel trilaminar liofilizado de la invencion.

En oftra realizacion preferida, sola o en combinacion con el resto de realizaciones
preferidas, el método de la invencion comprende una etapa adicional de congelacion,
preferiblemente, posterior a la etapa de deshidratacion y previa a la liofilizacion. Dicha
etapa de congelacion comprende incubar la muestra a una temperatura inferior a -10
°C. Preferiblemente, la etapa de congelacién se lleva a cabo a una temperatura de -40
°C a -10 °C, incluyendo los valores extremos. Mas preferiblemente, la congelacion se
lleva a cabo a una temperatura de -40, -35, -30, -25, -20, -15, o -10 °C. Aun mas

preferiblemente, la congelacion se lleva a cabo a una temperatura de -20 °C.

Como ya se ha mencionado, los hidrogeles de la invencién pueden ser obtenidos por el

método de obtencion de los hidrogeles de la invencion.

Asi, otro aspecto de la invencion se relaciona con el hidrogel bilaminar de la invencién

obtenido por el método de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se relaciona con el hidrogel bilaminar liofilizado de la

invencion obtenido por el método de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se relaciona con el hidrogel trilaminar de la invencion

obtenido por el método de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se relaciona con el hidrogel trilaminar liofilizado de la

invencién obtenido por el método de la invencion.
Algunos términos empleados para definir el método de obtencion de los hidrogeles de
la invencidn, ya han sido explicados previamente, y tanto ellos como sus realizaciones

preferidas son aplicables al mismo.

Método de tratamiento de la invencién

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método para el tratamiento de lesiones
o heridas de la piel en un sujeto, que comprende la administracion de uno de los

hidrogeles de la invencion, hidrogeles de la invencion, hidrogeles obtenidos por el
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método de obtencidon de la invencion, biotintas de la invencién, composicion

farmaceéutica de la invencion, apdsito o implante de la invencion a dicho sujeto.

Otro aspecto de la invencion se relaciona con un método de regeneracion, reparacion o
sustitucién de tejidos de la piel en un sujeto, que comprende la administracion de uno
de los hidrogeles de la invencion, hidrogeles de la invencion, hidrogeles obtenidos por
el método de obtencidén de la invencion, biotinta de la invencion, composicién

farmacéutica de la invencion, apésito o implante de la invencion a dicho sujeto.

En una realizacion preferida el sujeto es un mamifero, mas preferiblemente un primate,

aun mas preferiblemente, un ser humano.

Las referencias a los métodos de tratamiento in vivo mediante terapia de esta
descripcion deben interpretarse como referencias a las sustancias, composiciones

farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion para su uso en dichos métodos.

Los términos definidos y explicados para el resto de aspectos de la invencioén, asi como
las realizaciones preferidas de los mismos, también son aplicables al presente aspecto

de la invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. (A) Disefio del hidrogel BT Skin en comparacién con piel nativa. Se representan
células como queratinocitos, fibroblastos y células madre mesenquimales (MSC), y
componentes biolégicos como queratina, esfingolipidos, colageno tipo |, sulfato de
dermatan, acido hialurdnico y elastina. (B) Imagenes de prueba de inversién de tubo y
(C) resultados del tiempo de gelificacion de cada biotinta hipodérmico, dérmico y
epidérmico. (D) Fuerza minima necesaria para extruir las biotintas a través de una

jeringa de bioimpresora de 3 ml. Significacién estadistica: * P <0,05; *** P <0,005.

Fig. 2. Ensayos de hinchamiento (A), degradacion (B) y reolégicos (C y D). (A)
Comportamiento de hinchazén y (B) porcentaje de degradacion del hidrogel BT Skin
durante 21 dias. Médulos de Young (C) y mddulos viscoelasticos (D) de hidrogeles BT
Skin, con o sin células, antes y después del proceso de deshidratacion parcial, después

de 21 dias en cultivo, en comparacién con piel nativa. Significacion estadistica: * P
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<0,05, *** P <0,005.

Fig. 3. Proliferacion celular (A) y viabilidad (B) de la biotinta hipodérmica. Proliferacion
celular (C) y viabilidad (D) de la biotinta dérmica. (E) Imagenes de microscopia
representativas de las biotintas hipodérmicos y dérmicos en los dias 0, 7, 14y 21. Se
empled ensayo live/dead, usando calceina y homodimero de etidio, las células vivas se
tineron con calceina mientras que las células muertas se tifieron con homodimero de
etidio. Las flechas blancas senalan las células muertas, las células no sefialadas son

células vivas. Barras de escala: 200 ym.

Fig. 4. Proliferacion celular (A) y viabilidad (B y C) del hidrogel BT Skin (las flechas
blancas senalan las células muertas, las células no senaladas son células vivas. Barras
de escala: 200 um). Imagenes macroscépicas del hidrogel BT Skin (D; flecha negra:
capa epidérmica), antes (E) y después (F) de la deshidratacion parcial (barras de escala
=5 mm). (G) Imagen de fluorescencia confocal del hidrogel BT Skin después de 21 dias
de cultivo (hEK etiquetadas en la parte superior, hDF etiquetadas en Cell Tracker Red

en el medio y hMSC etiquetadas en Cell Tracker Green en la parte inferior).

Fig. 5. Imagenes macroscépicas del proceso de cicatrizacion de heridas a lo largo del
tiempo (A). El tipo de tratamiento se indica en cada fila, mientras que el tiempo de
progresion (semana 0, 2, 4, 6, 8) se representa en cada columna. Las barras de escala
estan representadas en cada imagen: 1 cm. Evaluacion cuantitativa del area de la
herida/cicatriz a lo largo del tiempo para todos los grupos (B) y en grupos separados
(C). Significacién estadistica en comparacion con el control: * P <0,05; ** P <0,01; *** P
<0,005. Significacion estadistica en comparacion con el dia 14: #P <0,05; ## P <0,01.

Fig. 6. Analisis de parametros de homeostasis por semana y grupo. Los gréficos
muestran los resultados de cada grupo de tratamiento frente al grupo de piel nativa. (A,
B, C, D, E, F y G) Grupo de control; (H, |, J, K, L, My N) Grupo de autoinjerto; (O, P, Q,
R, S, Ty U) Piel BT sin células; (V, W, X, Y, Z, AAy AB) Piel BT. Los resultados por
semana se calcularon como el valor medio de todas las medidas de los ratones en cada
momento de estudio; Grupos de control, autoinjerto, piel BT sin células y piel BT (n
semanas 2, 4, 6, 8 = 8, 8, 4, 4); Grupo de piel nativa (n semanas 2, 4, 6, 8 = 32, 32, 16,
16). Significacion estadistica: * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,005.
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Fig. 7. Tinciones histoldgicas con hematoxilina y eosina (H&E) y tricromico de Masson
a partir de biopsias de la zona de la herida/cicatriz de los ratones y la piel nativa después

de 4 y 8 semanas. Barra de escala: 50 ym.

Fig. 8. Perfiles de fibronectina y citoqueratina del area de la herida/cicatriz de ratones y
biopsias de piel nativa después de 4 y 8 semanas. Observaciones de microscopia

fluorescente. Barra de escala: 100 pm.

Fig. 9. Inyectabilidad de las biotintas base (Col | y Agarosa) y biotintas estudiadas

(epidérmica, hipodérmica y dérmica).

Fig. 10. Analisis de homeostasis por parametro. Los graficos muestran los resultados
de cada grupo de tratamiento frente al grupo de piel nativa. Los resultados por semana
se calcularon como el valor medio de todas las medidas de los ratones en cada momento
de estudio; Grupos de control, autoinjerto, piel BT sin células y piel BT (n semanas 2, 4,
6,8 =28, 8, 4, 4); Grupo de piel nativa (n semanas 2, 4, 6, 8 = 32, 32, 16, 16). Significacion
estadistica: *** P <0,005.

Fig. 11. Tinciones histolégicas con hematoxilina y eosina (H&E) y tricromico de Masson
a partir de biopsias de la zona de la herida/cicatriz de los ratones y la piel nativa después

de 4 y 8 semanas. Barra de escala: 500 ym.

Fig. 12. Liofilizado (F-D). (A) Compresion y (B) Viscoelasticidad. Proliferacién (C) y

viabilidad (D) celular. (E) Imagenes de fluorescencia confocal tras 21dias. D: dias.

Fig. 13. (A) Imégenes macroscépicas del proceso de curaciéon de herida a lo largo del
tiempo. Tipo de tratamiento indicado en cada fila, progresién temporal indicada en cada
columna (semanas 0, 2, 4, y 8). Las barras de escala representadas en cada imagen: 1
cm. (B) Evaluaciéon cuantitativa del area de herida/cicatriz a lo largo del tiempo para
todas las condiciones, y (C) por condicion. Significacién estadistica comparada con el
control: ***P < 0.005. Significacion estadistica comparada con el dia 14: #P < 0.05; ##P
<0.01.

Fig. 14. Analisis de los parametros de homeostasis por semana y grupo. Las graficas

muestran los resultados de cada grupo comparado con los de piel nativa. (A, B, C, D, E,
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P, Q) Grupo apésito liofilizado, (F, G, H, |, J, R, S) grupo autoinjerto, y (K, L, M, N, O, T,
U) grupo control. Los resultados por semana se calcularon como la media de las
medidas de todos los ratones a cada punto temporal; Liofilizado, autoinjerto, control (n
por semana 2, 4, 6, 8 = 24, 24, 12, 12); piel nativa (n por semana 2, 4, 6, 8 = 8, 8, 4, 4).
Significacién estadistica: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,005.

Fig. 15. Tinciones histoldgicas de hematoxilina & eosina (H&E) y Tricrémico de Masson
de biopsias de piel de ratdn en zona de herida/cicatriz y piel nativa tras 4 y 8 semanas.

Escala: 50 ym.

Fig. 16. Perfiles de fibronectina y citoqueratina de biopsias de piel de ratén en zona de
herida/cicatriz y piel nativa tras 4 y 8 semanas. Observaciones de microscopia

fluorescente. Escala: 100 ym.

Fig. 17. Viabilidad celular de las formulaciones de los hidrogeles ACiow y AC. (A)
Imagenes de confocal de los hidrogeles cargados con fibroblastos tras 7 y 14 dias. La
calceina marca las células vivas y el heterodimero de etidio las muertas. Las flechas
blancas sefalan las células muertas, las células no sefialadas son células vivas. Escala
= 500um. (B) Viabilidad celular (%) en los hidrogeles tras 7 y 14 dias. Se realizé un
analisis de t de Student de doble cola para calcular la significacién de las muestras de
los hidrogeles ACiow y AC en unos niveles de significacion de: * p < 0.05. AC: agarosa y

colageno.

Fig. 18. Ensayo de viabilidad celular de muestras de hidrogel AC, ACD, ACDH vy
ACDHE. (A) Imagenes de microscopia confocal de hidrogeles cargados con hDF a los
0, 7, 14 y 21 dias. La calceina tifie las células vivas, mientras que el EthD-1 tifie las
células muertas. Las flechas blancas senalan las células muertas, las células no
sefialadas son células vivas. Barra de escala = 500 ym. (B) Viabilidad celular (%) en los
andamios de hidrogel después de 0, 1, 7, 14 y 21 dias. Se realizaron analisis de prueba
T de Student de dos colas para muestras de ACD, ACDH, ACDHE en comparacion con
muestras de AC en cada punto de tiempo en niveles significativos de: *p < 0,05y ** p
< 0,01; y para muestras de ACDHE comparadas con ACD, muestras de ACDH en cada
punto de tiempo a niveles significativos de: # p < 0,05 y ## p < 0,01. AC: agarosa y
colageno; ACD: agarosa, colageno y dermatan sulfato; ACDH: agarosa, colageno,

dermatan sulfato y acido hialurénico; ACDHE: agarosa, colageno, dermatan sulfato,
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acido hialurénico y elastina.

Fig. 19. Prueba de inversion de tubo y ultraestructura de los hidrogeles. (A)
Representacion de hidrogeles AC (tapa blanca) y ACDHE (tapa negra) que resisten la
prueba de inversion del tubo. (B) imagenes ESEM (barra de escala = 1 ym) y (C)
caracterizacion del tamano de poro de los hidrogeles ACD, ACDH y ACDHE. Se
realizaron andlisis de la prueba T de Student de dos colas para las muestras de ACDH
y ACDHE en comparacion con las muestras de ACD con un nivel de significacion de: ***
p < 0,05. AC: agarosa y colageno; ACD: agarosa, colageno y dermatan sulfato; ACDH:
agarosa, colageno, dermatan sulfato y acido hialurénico; ACDHE: agarosa, colageno,

dermatan sulfato, acido hialurdnico y elastina.

Fig. 20. Ensayos de hinchamiento, degradacion y mecanica. (A) Comportamiento de
hinchamiento y (B) tasas de degradacion del hidrogel ACDHE en un lapso de tiempo de
21 dias. (C-E) Mediciones mecanicas: (C) Moddulos de Young, (D) médulos de
almacenamiento, y (E) médulos de pérdida de hidrogeles AC y ACDHE sin células y con
células a 1, 14 y 21 dias en condiciones de cultivo, en comparacion con piel humana
nativa. Se realizaron analisis de prueba T de Student de dos colas para muestras de
piel humana en comparacion con muestras AC y ACDHE en el dia 21 a niveles
significativos de: * p < 0,05 y ** p < 0,005; y para muestras AC comparadas con
muestras ACDHE en cada punto de tiempo a un nivel de significancia de: # p < 0,05.
AC: agarosa y colageno; ACDHE: agarosa, colageno, dermatan sulfato, acido

hialurénico y elastina.

Fig. 21. Rango de tension analizado para obtener el médulo de Young de los hidrogeles
con y sin células AC y ACDHE, y de muestras de piel humana. AC: agarosa y colageno;

ACDHE: agarosa, colageno, dermatan sulfato, acido hialurénico y elastina.

Fig. 22. Ensayo de cicatrizacion de herida in vitro de hDF y hMSC tratadas con medios
suplementados con DHE. Se utilizé medio de cultivo sin suplementos como control para
las células no tratadas. Las imagenes (A) y los resultados analizados (B, C) mostraron
el cierre de la herida a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas. Significacion estadistica: * p <
0,05; ** p < 0,005. Abreviaturas: DHE, dermatan sulfato, acido hialurénico y elastina;

MSC, células madre mesenquimales.
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Fig. 23. Hidrogel ACDHE bilaminar. (A) Aspecto macroscoépico de los hidrogeles ACDHE
bilaminares. (B) Imagen de seccion transversal vertical del hidrogel bilaminar adquirido
por microscopia confocal (las flechas blancas sefalan las células muertas, las células
no sefialadas son células vivas. Barras de escala: 200 um). Las vistas lateral e inferior
también se incluyen en los lados derecho e inferior de la figura. Los hDF y las hMSC se
tinen con CellTrackerTM Green CMFDA (CTG) y CellTrackerTM Red CMTPX (CTR),
respectivamente. Barra de escala = 1000 uym. (C) Imagenes de microscopia confocal de
la viabilidad celular del hidrogel ACDHE en los dias 0, 7, 14 y 21. Adicionalmente se
muestra la imagen aumentada del hidrogel ACDHE bilaminar en el dia 21, la linea de
puntos blanca separa la capa de fibroblastos (arriba) de la capa hMSCs (abajo). Barra
de escala = 500 uym. (D) Resultados de proliferacion de los hidrogeles ACDHE hasta 21

dias. ACDHE: agarosa, colageno, dermatan sulfato, acido hialurénico y elastina.

Fig. 24. ESEM de hidrogel bilaminar ACDHE. (A-F) Imagenes ESEM (barra de escala =
1 um) de hidrogeles ACDHE. Barras de escala: (A) 20 ym; (B) 10 ym; (Cy E) 3 um; (D
y F) 2 um. (E y F). Imagenes ESEM que muestran células y estructuras similares a la
MEC producidas por células. ACDHE: agarosa, colageno, dermatan sulfato, acido

hialurénico y elastina.

EJEMPLOS

A continuacion, se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que ponen de manifiesto la efectividad de la invencién.

En la presente seccion, se indican las abreviaturas en alusiéon a los componentes
comprendidos por los hidrogeles y formulaciones: AC: agarosa y colageno; ACD:
agarosa, colageno y dermatan sulfato; ACDH: agarosa, colageno, dermatan sulfato y
acido hialurénico; ACDHE: agarosa, colageno, dermatan sulfato, acido hialurénico y

elastina.

1. Materiales y métodos

1.1. Modelo trilaminar

1.1.1. Cultivos celulares
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Se aislaron células madre mesenquimales humanas (hMSC, por sus siglas en inglés)
del tejido adiposo humano y se caracterizaron utilizando un método ya descrito (Lépez-
Ruiz E, et al., Eur Cells Mater., 35:209-24 (2018); Galvez-Martin P, et al., Eur J Pharm
Biopharm., 86(3):459-68 (2014)). Todas las muestras humanas utilizadas en este
estudio se obtuvieron con consentimiento informado y aprobacién del Comité de
Revision Institucional (numero de permiso ético: 02/022010 Hospital Virgen de la
Victoria, Malaga, Espafa), y se transportaron al laboratorio en medio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM; Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) con penicilina y
estreptomicina al 1% (P/S; Invitrogen). Las hMSC se cultivaron en DMEM con alto
contenido de glucosa complementado con suero bovino fetal (FBS, por sus siglas en
inglés) al 10% y P/S al 1%, a 37°C en una atmédsfera humidificada que contenia CO: al
5%. El medio se renovo cada 3 dias. Al 80% de confluencia, las células se subcultivaron

y se usaron entre los pases 4 y 6 para todos los experimentos.

Los fibroblastos dérmicos humanos (hDF, por sus siglas en inglés) y queratinocitos
epidérmicos humanos (hEK, por sus siglas en inglés) se aislaron de muestras de piel
humana obtenidas de donantes utilizando un método ya publicado (Sierra-Sanchez A,
et al., J Eur Acad Dermatology Venereol. (2020)). Una vez extirpadas las muestras de
piel, se transportaron al laboratorio en recipientes estériles que contenian DMEM con
alto contenido de glucosa sin rojo fenol suplementado con antibidticos. Todas las
muestras de piel humana se obtuvieron de acuerdo con las normas éticas del comité
responsable de experimentacion humana (Comités Eticos Provinciales de Granada) y
con la Declaracion de Helsinki de 1975, revisada en 1983. Una vez aisladas, las hDF y
hEK se cultivaron (Carriel V. et al., Cells Tissues Organs, 196196:1-121(2012)).

1.1.2. Preparacion de biotintas y del sustituto BT skin

Se prepararon biotintas basadas en hidrogeles para crear un sustituto de piel trilaminar
(también denominado BT Skin o Piel BT).

En primer lugar, se prepard una solucion de agarosa (Ag) (UltraPure ™ Low Melting
Point Agarose Thermo Scientific™) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), se
esterilizé en autoclave a 120 °C durante 2 h y se almacen6 a 4 °C hasta su uso. La Ag

se precalenté y se mantuvo a 37 °C en bafio de agua para evitar la gelificacién y
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estabilizar su temperatura en 37 °C. La solucién de Col | (3,3 mg/mL rat tail collagen I,
Corning®) se neutraliz6 con NaHCOs 0,8M. A continuacion, se prepararon tres
soluciones utilizando Kt (Kerapro S, Proalan S.A., Barcelona, Espafa), Sph, DS, HA 'y
EL (Bioibérica S.A.U, Barcelona, Espafa) diluidas en PBS: i) Kt + Sph (KS); ii) DS + HA
(DH); iii) DS + HA + EL (DHE). Para incluir el DS y el HA se utilizé Dermial ®, un producto
que abarca ambos principios activos. Cada solucién se mezclé con Col | a la
concentracion final como se muestra en la Tabla 1. Todas las soluciones de los
componentes se filtraron a través de una membrana de 0,22 um (Merck Millipore) antes

de su uso.

Tabla 1. Concentraciones de agarosa, colageno |, dermatan sulfato (DS), acido

hialurénico (HA), elastina (EL), queratina (Kt) y esfingolipidos (Sph) en las diferentes

biotintas.

Composicion (mg/mL) Agarosa Colageno | DS HA EL Kt Sph
Biotinta epidérmica i 4.4 i i i 152 5.0
Biotinta dérmica 15 2.2 8.4 10 10 i i
Biotinta hipodérmica 15 2.2 8.4 10 ) ) )

Para biofabricar el sustituto de piel BT, se prepararon las biotintas dérmica e
hipodérmica cargadas de células mezclando Col | + DHE con hDFs y Col | + DH con
hMSCs, respectivamente, y se agregd Ag precalentado a cada mezcla, obteniendo una
concentracion final de 1-10° células/mL. Una vez obtenidas tanto la capa hipodérmica
como la dérmica, se colocé encima la biotinta epidérmica (Col | + KS) y se dej6 gelificar
dentro de una incubadora a 37 °C durante 15 min. Una vez que la capa epidérmica
gelificd, se sembraron 2:10° hEK sobre el hidrogel BT Skin y se cultivaron durante 1
semana. Pasado este tiempo, las muestras se deshidrataron parcialmente mediante la
aplicacion de 100 g de presion durante 2 min, otorgando a los hidrogeles una mayor

resistencia y potenciando su rigidez y propiedades mecanicas.

1.1.3. Caracterizacion fisicoquimica de los hidrogeles trilaminares

Test de inversion de tubo
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La prueba de inversion de tubo se utilizé para definir el tiempo de gelificaciéon de las
biotintas. Las biotintas se vertieron en viales de vidrio, invirtiendo los viales boca abajo
cada 1 minuto para comprobar la formacion de geles estables. El tiempo de gelificacion
se estim6é como el momento en el que las muestras formaron un gel estable que

permanecié en el fondo de los viales cuando se invirtio.

pH

El pH de las muestras de hidrogel se determiné utilizando un pHmetro digital calibrado

Hach Sension + (Hach Lange S.L., Espana) a temperatura ambiente (TA).

Test de inyectabilidad

La fuerza requerida para extruir las diferentes mezclas de biomateriales se midié usando
un redmetro torsional MCR302 (Anton Paar, Austria). El equipo utilizado para el ensayo
se dispuso como se ve en la Fig. 1D, donde se mantuvo una jeringa de 3 mL rodeada
de agua caliente a una temperatura de 37 °C para evitar una gelificacion rapida y
reproducir el ambiente de una jeringa calentada con bioimpresora 3D. Las muestras se

colocaron en la jeringa y se control6 la fuerza requerida para extruir las biotintas.

Test de hinchamiento

Se analizaron las tasas de hinchamiento de las muestras liofilizadas. Brevemente, las
muestras se pesaron previamente y se sumergieron en PBS. La tasa de hinchamiento

de las muestras de hidrogel se calcul6 en diferentes momentos de la siguiente manera:

. . _ (W, — Wp)
Tasa de hinchamiento (%) = . x 100
0

Wy representa el peso inicial de las muestras en el dia cero y Wt representa el peso

humedo de las muestras en el momento correspondiente.

Test de degradacion
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La tasa de degradacion se analizé cuantificando la pérdida de peso de las muestras a
lo largo del tiempo. Los hidrogeles se incubaron con agitacion suave a 37 °C, se
recuperaron en diferentes momentos y se centrifugaron a 5000 rpm durante 2 minutos.
Se elimino el sobrenadante y se pesaron las muestras. La tasa de degradacion (%) se

calculé como una medida de la pérdida de peso de la siguiente manera:

iy (W —W))
Tasa de degradacion (%) = —wJ* 100
i

Wi, representa el peso inicial de las muestras y W; representa el peso humedo de los

hidrogeles en el momento correspondiente.

Analisis mecanico

Las pruebas reoldgicas se llevaron a cabo utilizando un redmetro torsional MCR302.
Las muestras de hidrogel se moldearon usando un molde de 20 mm de diametro y 5
mm de altura. Se diseiid un ensayo de tres pasos para obtener datos sobre las
caracteristicas de compresion y cizallamiento de los hidrogeles. En el primer paso, las
muestras se colocaron en la base del reébmetro, acercandose a la cabeza del redmetro
a 10 ym/s hasta una fuerza normal de 0,5 N. En segundo lugar, las muestras se
sometieron a cizallamiento oscilatorio con una amplitud de deformacion de 0,00001% a
una frecuencia de 1 Hz y fuerza normal de 0,5 N para analizar los médulos viscoelasticos
de cizallamiento, y finalmente se retird la placa superior a una velocidad constante de

10 uym/s.

1.1.4. Ensayo de viabilidad celular

Se utilizé el kit de viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD™ (Invitrogen, Massachusetts,
EEUU) para analizar la viabilidad celular. Los hidrogeles se tifieron usando una solucion
de calceina AM (2 uM; verde) y homodimero de etidio (4 uM; rojo) diluida en PBS a 37
°C durante 30 min. Las muestras se observaron mediante microscopia confocal (Nikon
Eclipse Ti-E A1) en diferentes momentos y se analizaron mediante el software NIS-
Elements. Las células vivas y muertas se cuantificaron utilizando el software ImageJ

(Fiji), determinar el porcentaje de viabilidad celular de la siguiente manera:
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Células vivas

Viabilidad celular (%) = 100

X
(Células vivas + Células muertas)

1.1.5. Ensayos de proliferaciéon celular

Se utilizé el ensayo AlamarBlue HS® (Invitrogen) para analizar la proliferacion celular
de las muestras después de 1, 3, 5, 7, 14 y 21 dias de cultivo. Se midio la fluorescencia
después de la incubacion, lo que dio lugar a una seial que puede estar relacionada con
la actividad metabdlica de las células. Las muestras se incubaron con la solucion
AlamarBlue HS® a 37 °C durante 1 h. La fluorescencia de la solucion reducida se

determiné a longitudes de onda de excitacién/emision de 530/590 nm.
1.1.6. Ensayo in vivo

1.1.6.1. Modelo animal de cicatrizacion de herida, procedimientos quirdrgicos vy grupos

experimentales

Un total de 32 ratones ATHYM-Foxn1nu/nu machos y hembras, inmunodeficientes,
atimicos, lampifios y albinos, de 4 semanas de vida, fueron empleados para el ensayo
in vivo. Todos los procedimientos de manipulacion de animales siguieron la legislacion
nacional y de la Unién Europea (RD 53/2013 y Directiva de la UE 2010/63) para la
proteccion de animales utilizados con fines cientificos y de acuerdo con los Principios
Eticos y Directrices para el Uso de Animales aprobados por Provincial. Comités de Etica

de Granada.

Se realiz6 una cirugia para extirpar un area de piel de 2 cm? desde la parte superior
dorsal, en una posicién longitudinal a la columna del raton, utilizando unas tijeras
quirargicas. Una férula impresa en 3D utilizando el elastomero de poliuretano
termoplastico de 1,4-butanodiol (b-TPUe), porosa, en forma de donut, disefiada con una
tapa con bisagras se centr6 sobre la herida y se aseguré con siete suturas
interrumpidas. Luego, los ratones se trasplantaron con BT Skin, BT Skin sin células,
autoinjerto de piel de la espalda baja (Autoinjerto), o se dejaron sin tratar como

condiciones de control (Control) (n = 8 por grupo). Finalmente, se cerr6 la tapa de la
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férula con ocho suturas interrumpidas. Para todos los grupos se injertaron muestras y
férulas, y se aplicé un unguento antibidtico (Mupirocina 20 mg/g; ISDIN). Asimismo, se
inyectd subcutdneamente un analgésico (Bupredine 0,3 mg/mL 10 mL; Fatro Ibérica,
Desvern, Barcelona, Espafa) y un antibiético (Ganadexil Enrofloxacino 5% 100 mL;

Industrial Veterinaria, S.A. Invesa) como tratamiento postoperatorio.

1.1.6.2. Monitoreo de cicatrizacion

Alo largo de 8 semanas se realizé un seguimiento, recogiendo informacion clinica, como
area cicatriz/herida, y varios parametros de homeostasis. Ademas, después de 8
semanas, las cicatrices se evaluaron mediante una adaptacion de la Escala de
evaluacion de cicatrices del paciente y el observador (POSAS). Cada 2 semanas, se
anestesié a los ratones mediante inhalacidon de isoflurano para evitar un estrés
innecesario y se midieron los parametros cutaneos de homeostasis mediante el sistema
de sonda Microcaya (Microcaya SL, Bilbao, Espafa), permitiendo la monitorizacion de
diferentes parametros cutaneos: la sonda Thermometer® permitia medir la piel
temperatura en °C; la sonda Skin pH-meter® midid6 el pH de la piel; la sonda
Tewameter® determiné la pérdida transepidérmica de agua (TEWL), como la
evaporacion del agua en g/ h/ m?; la sonda Cutometer® analizé la elasticidad de la piel
(Mm) con succién (450 mbar de presion negativa - 2 s); la sonda Corneometer®
determind la hidratacién de la piel a través de la capacitancia de un medio dieléctrico; y
la sonda Mexameter®, basada en la absorcion/reflexion de la luz de tres longitudes de
onda, fue capaz de medir el eritema y la pigmentacion de la piel, obteniendo informacion
indirecta sobre la vascularizacién (niveles de hemoglobina) y la pigmentacion
(melanina), respectivamente. Los valores de piel sana se obtuvieron midiendo un area

sana de piel (piel nativa) de cada ratén del estudio.

1.1.6.3. Analisis histolégico e inmunotinciones

Cuatro y ocho semanas mas tarde, los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical una vez anestesiados por inhalacion de isoflurano. Se recolectaron biopsias de
injerto y muestras de piel nativa, se fijaron en paraformaldehido al 4%, se deshidrataron,
se incrustaron en parafina o en un compuesto de temperatura de corte 6ptima (OCT)
(Tissue-Tek®, Sakura Finetek) y se cortaron en secciones de 5 ym u 8 ym utilizando un

micrétomo y un criostato, respectivamente.
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Las secciones de parafina se desparafinaron, rehidrataron y tifieron con hematoxilina y
eosina (H&E) y tricromico de Masson para revelar la estructura histologica. Para el
analisis de inmunofluorescencia, las criosecciones se incubaron con anticuerpos
primarios contra fibronectina (Santa Cruz Biotechnology, 1:100) y citoqueratina
(Invitrogen, 1:100). A continuacién, las secciones se incubaron con anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con Alexa-488 (ThermoFisher, 1:500) y se
contratifieron con Hoechst. Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio Leica

DM 5500B y se analizaron con el software Image J.

1.2. Modelo trilaminar liofilizado

Para fabricar el modelo trilaminar liofilizado se prepararon las biotintas dérmica e
hipodérmica mezclando Col | + DHE y Col | + DH, y se agreg6 Ag precalentado a cada
mezcla. Una vez obtenidas tanto la capa hipodérmica como la dérmica, se colocd
encima la biotinta epidérmica (Col | + KS) y se dejo gelificar dentro de una incubadora a
37 °C durante 15 min. Una vez que la capa epidérmica gelificd, las muestras se
deshidrataron parcialmente mediante la aplicacion de 100 g de presién durante 2 min,
otorgando a los hidrogeles una mayor resistencia y potenciando su rigidez y propiedades
mecanicas. Finalmente, las muestras se congelaron a -20 °C, se introdujeron en el
liofilizador cuya trampa de frio fue previamente enfriada a -70 °C. Se cerr6 la cdmara de
liofilizacion, manteniendo las muestras a temperatura ambiente y se aplicé vacio
utilizando una bomba de aire presurizado. Las muestras se mantuvieron en proceso de
liofilizacion hasta que se pudo observar macroscépicamente que se habian

deshidratado correctamente (entre 2-16 h).

1.2.1. Caracterizacion biolégica y mecanica de los apésitos liofilizados

Para este modelo trilaminar liofilizado, se llevaron a cabo analisis mecanico, ensayos de
viabilidad celular, y ensayo de proliferacion celular bajo las mismas condiciones
experimentales que para el modelo trilaminar sin liofilizar.

1.2.2. Ensayos in vivo

Ademas, al igual que en el modelo trilaminar sin liofilizar, se llevaron a cabo una serie
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de ensayos in vivo.

Modelo animal de cicatrizacion de herida, procedimientos quirdrgicos y grupos

experimentales

Un total de 24 ratones ATHYM-Foxn1nu/nu machos y hembras, inmunodeficientes,
atimicos, lampifios y albinos, de 4 semanas de vida, fueron empleados para el ensayo

in vivo.

Se realizd una cirugia para extirpar un area de piel de 2 cm? desde la parte superior
dorsal, en una posicién longitudinal a la columna del ratén, utilizando unas tijeras
quirargicas. Una férula impresa en 3D utilizando el elastbmero de poliuretano
termoplastico de 1,4-butanodiol (b-TPUe), porosa, en forma de donut, disefiada con una
tapa con bisagras se centr6 sobre la herida y se aseguré con siete suturas
interrumpidas. Luego, los ratones se trasplantaron con el apdsito liofilizado, autoinjerto
de piel de la espalda baja (Autoinjerto), o se dejaron sin tratar como condiciones de
control (Control) (n = 8 por grupo). Finalmente, se cerr6 la tapa de la férula con ocho
suturas interrumpidas. Para todos los grupos se injertaron muestras y férulas, y se aplicé
un unguento antibidtico (Mupirocina 20 mg/g; ISDIN). Asimismo, se inyecto
subcutaneamente un analgésico (Bupredine 0,3 mg/mL 10 mL; Fatro Ibérica, Desvern,
Barcelona, Espafia) y un antibiético (Ganadexil Enrofloxacino 5% 100 mL; Industrial

Veterinaria, S.A. Invesa) como tratamiento postoperatorio.

Monitoreo de cicatrizacion

Alo largo de 8 semanas se realizé un seguimiento, recogiendo informacion clinica, como
area cicatriz/herida, y varios parametros de homeostasis. Cada 2 semanas, se anestesié
a los ratones mediante inhalacion de isoflurano para evitar un estrés innecesario y se
midieron los parametros cutaneos de homeostasis mediante el sistema de sonda
Microcaya (Microcaya SL, Bilbao, Espafia), permitiendo la monitorizaciéon de diferentes
parametros cutaneos: la sonda Thermometer® permitia medir la piel temperatura en °C;
la sonda Skin pH-meter® midioé el pH de la piel; la sonda Tewameter® determind la
pérdida transepidérmica de agua (TEWL), como la evaporacion del agua en g/ h/ m2;
la sonda Cutometer® analizé la elasticidad de la piel (um) con succién (450 mbar de

presion negativa - 2 s); la sonda Corneometer® determind la hidrataciéon de la piel a
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través de la capacitancia de un medio dieléctrico; y la sonda Mexameter®, basada en la
absorcioén/reflexion de la luz de tres longitudes de onda, fue capaz de medir el eritema
y la pigmentacioén de la piel, obteniendo informacion indirecta sobre la vascularizacion
(niveles de hemoglobina) y la pigmentacion (melanina), respectivamente. Los valores
de piel sana se obtuvieron midiendo un area sana de piel (piel nativa) de cada ratén del

estudio.

Analisis histoldgico e inmunotinciones

Cuatro y ocho semanas mas tarde, los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical una vez anestesiados por inhalacion de isoflurano. Se recolectaron biopsias de
injerto y muestras de piel nativa, se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4%, se
deshidrataron, se incrustaron en parafina o en un compuesto de temperatura de corte
optima (OCT) (Tissue-Tek®, Sakura Finetek) y se cortaron en secciones de 5 ym u 8

pm utilizando un micrétomo y un criostato, respectivamente.

Las secciones de parafina se desparafinaron, rehidrataron y tifieron con hematoxilina y
eosina (H&E) y tricromico de Masson para revelar la estructura histologica. Para el
analisis de inmunofluorescencia, las criosecciones se incubaron con anticuerpos
primarios contra fibronectina (Santa Cruz Biotechnology, 1:100) y citoqueratina
(Invitrogen, 1:100). A continuacién, las secciones se incubaron con anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con Alexa-488 (ThermoFisher, 1:500) y se contra-
tineron con Hoechst. Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio Leica DM

5500B y se analizaron con el software Image J.

1.3. Modelo bilaminar

1.3.1. Cultivos celulares

Los hDF se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC® PCS-201-012)
y se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma) que
contenia suero bovino fetal al 10 % (FBS; Sigma), 100 U/ml de penicilina y 100 mg/mL
de estreptomicina (Invitrogen) a 37 °C en atmésfera humidificada al 5% de CO.. El medio
se cambio cada 3 dias. Cuando se alcanz6 el 80% de la confluencia, las células se

liberaron con Tryple Express (Gibco) y se subcultivaron. Se usaron hDF entre los
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pasajes 4 y 6 para todos los experimentos.

Las hMSC se obtuvieron de tejido adiposo humano y se caracterizaron utilizando un
método ya descrito (Lépez-Ruiz E, et al., Eur Cells Mater., 35:209-24 (2018); Galvez-
Martin P, et al., Eur J Pharm Biopharm., 86(3):459-68 (2014)). Las hMSC se cultivaron
en DMEM con alto contenido de glucosa (Sigma) complementado con 10 % de FBS,
100 U/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina (Invitrogen) a 37 °C en una
atmosfera humidificada que contenia 5 % de CO.. El medio se cambi6 cada 3 dias. Al
80% de confluencia, se subcultivaron las células. Se utilizaron hMSC entre los pases 4

y 6 para todos los experimentos.

1.3.2. Formulacion del hidrogel

Para preparar el hidrogel se disolvieron dos concentraciones diferentes de Ag, una
formulacién de hidrogel de Ag-Col | (AC) previamente reportada (Ag 1,5 % p/v) y un
hidrogel de AC con una concentracion de agarosa reducida (1,2 % p/v) (AClow). Las
soluciones de Ag se prepararon disolviendo Agarosa UltraPure de bajo punto de fusién
(Thermo Scientific) en tampdn fosfato (PBS). Esta solucion se autoclavdé a 120 °C
durante 2 h y se almaceno a 4 °C. Antes de su uso, la Ag se precalenté a 70 °C y se
mantuvo en un bafio de agua a 37 °C para templar y evitar la gelificacion. La solucion
de Col | (4,42 mg/ml de colageno | de cola de rata, Corning) se mantuvo en hielo antes
de su uso y se neutralizé con NaHCO3 0,8 M. El pH de la solucién Col | después de la
neutralizacién fue de 7,4. A continuacion, se prepararon tres soluciones madre utilizando
DS, HA y EL (Bioibérica SAU) diluidas en PBS (DS; DS + HA; DS + HA + EL) y se
mezclaron con Col | a las concentraciones finales que se muestran en la Tabla 2. Las
soluciones de Col | fueron esterilizadas por filtracion a través de un filtro de luz de poro
de 0,22 pm (Merck Millipore) antes de su uso. De manera similar, el polvo liofilizado DS,
HA y EL se esteriliz6 usando radiaciéon UV durante al menos 30 min. Finalmente, se
prepararon hidrogeles cargados de células mezclando las soluciones antes
mencionadas con hDFs 0 hMSCs y se afadio Ag precalentado a la mezcla, obteniendo

1,1 mL de hidrogel con 1-106 células/mL.

Tabla 2. Concentracién de los compontes en el hidrogel bilaminar. AC: agarosa +
colageno; ACD: agarosa + colageno + dermatan sulfato; ACDH: agarosa + colageno +

dermatan sulfato + acido hialurénico; ACDHE: agarosa + colageno + dermatan sulfato
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+ acido hialurénico+elastina.

(mg/mL) Agarosa Colageno D::;r;:ttjm hia':’\ucric’?:ico Elastina
AC 0,015 2,2 - - -
ACD 0,015 2,2 8,4 - -
ACDH 0,015 2,2 8,4 1,0 -
ACDHE 0,015 2,2 8,4 1,0 1,0

1.3.3. Caracterizacion fisica del hidrogel ACDHE

Test de inversidon

Para analizar la gelificacion del hidrogel se realizé la prueba de inversion del tubo y se
ensayaron las formulaciones de AC y ACDHE. La mezcla de hidrogel se vertié en un
vial de vidrio para la preparacion de los hidrogeles. Para comprobar la formacion de un
gel estable, el vial se invirti6 boca abajo cada 1 minuto y se anoté el tiempo de

gelificacion.

Andlisis de pH

Los valores de pH de los hidrogeles generados a temperatura ambiente se determinaron
utilizando un pHmetro digital calibrado Hach Sension+ (Hach Lange S.L.) a 25,0 + 0,5
°C. Las mediciones se realizaron por contacto directo del electrodo del pHmetro en

hidrogeles.

Microscopia electronica de barrido ambiental (ESEM)

La ESEM se utilizé para observar la morfologia de la superficie de los hidrogeles y la
distribucion celular interna. Las muestras de hidrogel se fijaron con glutaraldehido al
2,5% p/v (Merck) durante 1 hora a 4°C, luego se lavaron y mantuvieron en tampon de
cacodilato de sodio 0,1 M (EMS, Electron Microscopy Science). Antes de su analisis, las

muestras fueron procesadas mediante la técnica de secado en punto critico. Cuatro
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muestras se fijaron con tetroxido de osmio al 1 % p/v, se deshidrataron en una serie de
soluciones de etanol de concentracion creciente (50, 70, 90 y 100 %) durante 15 min
cada una, y se secaron en el punto critico en un secador Leica EM CPD300. Finalmente,
las muestras se cubrieron con carbén usando el evaporador de carbéon EMITECH
K975X. Las imagenes se adquirieron con ESEM QEMSCAN 650F y los tamarfios de poro

del hidrogel se analizaron con el software ImagedJ (Fiji).

Ensayo de hinchamiento

Los hidrogeles liofilizados previamente pesados se sumergieron en PBS. El peso de los
hidrogeles preparados se calculé en diferentes tiempos. La relacion de hinchamiento se

calculé mediante la siguiente ecuacion:

W, — W,
Tasa de hinchamiento (%) = <(tW—O)> x 100
0

Donde WO representa el peso seco de la muestra en el dia cero y Wt representa el peso

himedo de las muestras en un momento especifico.

Test de degradacion

El comportamiento de degradacion de los hidrogeles se analizé pesando cantidades
conocidas de muestras de hidrogel. A continuacién, las muestras de hidrogel se
incubaron con agitacion suave en un horno de hibridacion a 37 °C. Las muestras se
recuperaron en diferentes momentos del horno de hibridacién y se centrifugaron a 5000
rom durante 2 min. Después de eliminar el sobrenadante, finalmente se pesaron las
muestras de hidrogel. La tasa de degradacion (%) como medida de la pérdida de peso

se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

.y _ W, — W)
Tasa de degradacion (%) = —w x 100
0

Donde Wy representa el peso inicial de la muestra y W; representa el peso humedo de

las muestras en un momento especifico.
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Ensayos mecanicos

Los analisis mecanicos se realizaron en un reémetro torsional MCR302 (Anton Paar) a
25°C. Los hidrogeles libres de células y cargados con hDF se moldearon con forma
cilindrica en moldes (20 x 5 mm). Se disefidé una prueba de tres pasos para obtener
informacidn sobre las caracteristicas de compresion y corte de las muestras. En primer
lugar, las muestras se colocaron en la base del reémetro. Luego, la cabeza del redmetro
se acerco a una velocidad constante (10 pym/s) hasta una fuerza normal de 0,5 N. A
continuacion, la muestra se cizallé oscilatoriamente de acuerdo con una amplitud de
deformacion de 0,00001 % a una frecuencia de 1 Hz y una fuerza normal de 0,5 N para
determinar los médulos viscoelasticos de corte y, finalmente, la placa superior se separé

a una velocidad constante (10 pm/s).

1.3.4. Ensayo de cierre de herida

Se sembraron hDF y hMSC en placas multipocillo de 12 pocillos y se cultivaron a 37 °C
durante 72 h. Se elimin6 el medio de cultivo, se enjuagaron las células con PBS y se
incubaron con medio de cultivo suplementado con 8,4 mg/mL de DS, 1,0 mg/mL de HA
y 1,0 mg/mL de elastina durante 24 h. Se utilizé medio de cultivo sin suplementos como
condicién de control no tratada. Después de 24 h, se retird el medio, las células se
lavaron con PBS y se realizé un trazo sobre la monocapa celular mediante rascado
manual con una punta de pipeta de 200 uL. Se repusieron los medios suplementados y
de control, y se tomaron imagenes de las heridas a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 h. Las
muestras se mantuvieron a 37 °C en una atmdsfera de CO- al 5%. Las imagenes se
tomaron con un microscopio Leica DMi8 (Leica Microsystems) con el software Leica

Application Suite (LAS) X y se analizaron con el software ImageJ (Fiji).

1.3.5. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular se determind utilizando el kit de viabilidad/citotoxicidad
LIVE/DEADTM (Invitrogen). Las muestras se incubaron en PBS que contenia calceina
AM (2 uM) y homodimero de etidio (4 uM) a 37 °C durante 30 min para tefir las células
vivas (verde) y muertas (roja). Se obtuvieron imagenes de hidrogeles mediante
microscopia confocal en diferentes momentos y se analizaron con el software NIS-

Elements (Nikon Eclipse Ti-E A1). Las células vivas y muertas se contaron utilizando el
56



10

15

20

25

30

ES 2956 802 B2

software ImageJ (Fiji), y la viabilidad celular se determin6 de la siguiente manera:

células vivas

Viabilidad celular (%) = 100

X
(células vivas + células muertas)
1.3.6. Ensayo de proliferacién celular

La proliferacién celular se analizé utilizando el ensayo AlamarBlue® (Invitrogen) a los
dias 1, 3, 5,7, 14 y 21. Este reactivo es una solucién de resazurina, un compuesto azul
permeable a las células no fluorescente que es modificado por el entorno reductor de
las células viables en resorufina, un compuesto rojo fluorescente. Se puede medir la
fluorescencia tras la incubacion y, por tanto, la senal generada relacionada con la
actividad metabdlica de las muestras. Los hidrogeles se incubaron con solucién
AlamarBlue® a 37 °C durante 3 h. La fluorescencia de AlamarBlue® reducido se

determiné a longitudes de onda de excitacién/emision de 530/590 nm.
1.3.7. Diseno del hidrogel bilaminar

Se prepararon hidrogeles separados cargados con hMSC o hDF en tubos conicos y se
cargaron en jeringas estériles de 3 mL. Luego, las capas de hidrogel se apilaron
secuencialmente ubicando la capa de hMSC en la parte inferior y la capa de hDF en la
parte superior. Los hidrogeles bicapa se dejaron gelificar y luego se colocaron en una
placa multipocillo rectangular de 4 pocillos con DMEM que contenia FBS al 10 % y
penicilina/estreptomicina al 1 % y se cultivaron a 37 °C en una atmosfera de CO- al 5
%.

1.3.8. Caracterizacion morfolégica de los hidrogeles bilaminares

La monitorizacion del mantenimiento de la forma del hidrogel se llevé a cabo durante un
periodo de cultivo de 21 dias. Para observar el tamafo de los hidrogeles con el tiempo,
se prepararon tres muestras de hidrogel y se sembraron con hDF y hMSC, se
sumergieron en medio de cultivo y se mantuvieron en una incubadora. A intervalos de
tiempo preestablecidos (0, 7, 14 y 21 dias) se recuperaron los hidrogeles de la solucion,
se elimind el exceso de medio con papel filtro y se midi6 el largo y ancho de las

muestras.
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1.4. Analisis estadistico

Los resultados de este trabajo se representan como media * desviacion estandar (SD).
Las diferencias entre dos grupos de datos se probaron utilizando la prueba T de Student
de dos colas para muestras no apareadas. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas en P <0,05 (* / #), P <0,01 (** / ##) y P <0,005 (*** / ###).
2. Resultados

2.1. Modelo trilaminar

2.1.1. Propiedades fisicoquimicas del hidrogel trilaminar

Test de inversion de tubo y pH

El tiempo de gelificacion se analizé aplicando la prueba de inversién de tubos para las
biotintas hipodérmica, dérmica y epidérmica. La Fig. 1B muestra imagenes
representativas de las biotintas en su forma liquida y gelificada. Los tiempos de
gelificacion promedio de las biotintas fueron 0,76 + 0,03, 0,91 £ 0,03 y 5,22 + 0,09 min
(Fig. 1C), respectivamente. El valor de pH del hidrogel BT Skin completo fue de 7,59 £
0,12.

Inyectabilidad de las biotintas

Para caracterizar la inyectabilidad de las biotintas, se midi6 la fuerza requerida para
extruir las soluciones de una jeringa de 3 mL. Los resultados variaron entre 1,0y 2,3 N
(Fig. 1D y Figura 9), donde la biotinta epidérmica (0,34 + 0,03 N) mostr6 el valor mas
bajo, incluso menor que la fuerza necesaria para extruir Col | (1,04 + 0,04 N). Respecto
a las biotinta hipodérmica (1,82 + 0,57 N) y dérmica (2,30 = 0,49 N), aunque no
mostraron diferencias entre ellas ni en comparacion con su mezcla de base, Ag (1,99 £
0,17 N) y Ag + Col | (2,22 £ 0,19 N), mostraron un rango mas alto de N (1,25 - 2,79 N)
que el Col | y la biotinta epidérmica (0,31 - 1,08 N).

Comportamiento de hinchamiento y degradacion del hidrogel BT Skin
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Los hidrogeles BT Skin liofilizados se sumergieron en PBS (pH 7,4) para observar su
comportamiento de hinchamiento. La cinética de hinchazén de la piel BT durante un
tiempo transcurrido de 21 dias se muestra en la Fig. 2A. La hinchazén media del hidrogel
BT Skin fue del 70 = 7%. El hidrogel BT Skin (liofilizado) mostré alcanzar una etapa de
meseta después de 7 dias. Para analizar la resistencia del hidrogel BT Skin a lo largo
del tiempo, se llevo a cabo un ensayo de degradacién midiendo el cambio de peso hasta
21 dias (Fig. 2B). Los resultados mostraron que la tasa maxima de degradaciéon se

alcanzé después de 14 dias con un 8,8 £ 1,5% de pérdida de masa.

Propiedades mecanicas del hidrogel BT Skin

Los hidrogeles BT Skin con y sin células antes (Pre BT Skin y Pre Cell-free BT Skin) y
después (BT Skin y Cell-free BT Skin) se generaron y se mantuvieron a 37 °C en una
atmésfera de CO; al 5%. Los médulos de Young de los hidrogeles mantenidos hasta 21
dias en comparacion con las biopsias de piel humana nativa se representan en la Fig.
2C. Aunque se encontraron variaciones en Pre BT Skin (7,49 + 0,62 kPa) y Cell-free BT
Skin (13,24 £ 0,30 kPa) en comparacion con la piel nativa (9,46 £ 0,79 kPa), BT Skin
(9,06 + 0,21 kPa) no mostré diferencias significativas en comparacién con el tejido de

referencia.

También se midieron los médulos viscoelasticos de hidrogeles BT Skin cargados de
células y libres de células antes y después de la deshidratacion y se muestran en la Fig.
2D. Aunque se encontré que las cuatro condiciones probadas compartian el mismo
rango de médulo de pérdida de la piel nativa (2,92 + 0,91 kPa), solo el médulo de pérdida
de hidrogeles BT Skin (0,28 + 0,10 kPa) no mostro diferencias significativas con respecto
al médulo de pérdida de piel natural (0,83 + 0,33 kPa).

2.1.2. Caracterizacion biolégica de las biotintas y el hidrogel BT Skin

Se realizd una caracterizacion biolégica de las biotintas hipodérmica y dérmica con
ensayos de proliferaciéon y viabilidad celular. Dado que la manipulacién de la biotinta
epidérmica era complicada, ya que se mostraba fragil una vez gelificada, se incorporé
esta biotinta al hidrogel BT Skin y se realizé la caracterizacion bioldgica del hidrogel
completo. Las tasas de proliferacion celular de los hidrogeles de las biotintas

hipodérmica y dérmica en los dias 0, 1, 3, 5, 7, 10, 14, 18 y 21 se muestran en las Fig.
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3A y C, respectivamente. Los hidrogeles hipodérmicos mostraron un aumento de la
proliferacion celular al dia 5, manteniendo una etapa de meseta hasta el final del
experimento. Asimismo, los hidrogeles dérmicos incrementaron su proliferacion celular
desde el dia 14, manteniendo su nivel hasta el final del experimento. Ambas condiciones
pudieron mantener el nivel de viabilidad celular por encima del 97% durante la duracion
del ensayo (Fig. 3B, D y E), como lo demuestran las imagenes adquiridas a los 0, 7, 14

y 21 dias.

El hidrogel BT Skin se preparé en tres capas con la capa hipodérmica en la parte inferior,
una capa dérmica intermedia, y la capa epidérmica en la parte superior (Fig. 1A), y se
deshidratd parcialmente. La Fig. 4D muestra el aspecto macroscopico de la piel BT
(flecha negra que indica la capa epidérmica), y las Fig. 4E y F muestran la diferencia de
altura del hidrogel antes y después del proceso de deshidratacién parcial, donde se

reducen 2 mm de la altura del hidrogel.

La tasa de proliferacion de células cutaneas y la viabilidad hasta 21 dias se muestran
en las Fig 4A y B, respectivamente. De manera similar, para los hidrogeles de biotintas
hipodérmica y dérmica, el BT Skin mostré un aumento en la tasa de proliferacion celular
desde el dia 5, permaneciendo en una etapa de meseta hasta el final del experimento.
Las células que pudieron adherirse y crecer en contacto con las células circundantes en
algunas areas de los hidrogeles, como se puede observar en la Fig. 4C. Ademas, BT
Skin mostré tasas de viabilidad celular entre 90,9 y 98%. Para observar la distribucion
de los tres tipos de células dentro del hidrogel, se tifieron hMSC, hDF y hEK con
CellTrackerTM Green CMFDA, CellTrackerTM Red CMTPX y CellTrackerTM Green
CMFDA, respectivamente. Se pudo ver que las tres capas del hidrogel estaban bien
diferenciadas (Fig. 4G).

2.1.3. Ensayos in vivo

2.1.3.1. Analisis clinico

Se observo una adecuada estabilizacion de la herida para todos los grupos de ratones
a las 4 semanas, sin complicaciones (Fig. 5A). La resolucion de la herida fue mas rapida
en el caso de los grupos tratados con Autoinjerto, Piel BT sin células y Piel BT que en

el grupo Control. De manera similar, la reparacion de heridas fue mas rapida y efectiva
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en el caso del grupo BT Skin, mientras que los grupos Control, Autoinjerto y BT Skin sin
células experimentaron una mejora mas lenta. En el caso de BT Skin, se observé una

reparacion total de la piel después de 8 semanas.

La evaluacién de los resultados mediante observacion clinica visual (Fig. 5A) se
correlaciond con el andlisis cuantitativo del area de la herida / cicatriz (Fig. 5B y C),
donde se encontraron diferencias significativas entre los grupos de piel con BT sin
células y piel con BT en comparacion con el grupo de control en la semana 2, lo que
indica un efecto positivo de estas condiciones en el proceso de cicatrizacion de heridas,
pero al final del experimento, solo el grupo BT Skin mostré diferencias significativas con

el grupo Control.

2.1.3.2. Estudio de parametros de homeostasis

Se monitorizaron la temperatura, pH, TEWL, elasticidad y humedad (Fig. 6 y Fig. 10),

comparando todos los grupos con la piel nativa de ratones.

Los resultados de temperatura (Fig. 6A, H, Oy V) y pH (Fig. 6B, I, P y W) mostraron una
evolucion homogénea en todos los grupos en general del estudio, sin diferencias en
comparacion con piel nativa (también referida como Native Skin). Los valores de
temperatura de todos los grupos durante el estudio oscilaron entre 31,8 y 36,6 °C,
superponiendo el rango de la temperatura de la piel nativa (34,0 - 36,0 °C). De manera
similar, los rangos de pH de todos los grupos (5,2 - 7,8) y la piel nativa (6,4 - 7,3) también

se superpusieron en general a la duracion del experimento.

TEWL (Fig. 6C, J, Q y X) mostré una disminucién significativa después de 2 semanas
en todos los grupos (Fig. 10), alcanzando niveles de piel nativa. En cuanto a la
elasticidad (Fig. 6D, K, R e Y), aunque en los grupos Control y Piel BT mostraron un
comportamiento oscilatorio a lo largo del experimento, no hubo diferencias significativas
entre todos los grupos y la Piel Nativa en general las 8 semanas. Finalmente, de manera
similar a los resultados de TEWL, la monitorizacién de la humedad (Fig. 6E, L, Sy Z)
mostré una recuperacion después de 2 semanas, restaurando los niveles de piel nativa

a las 4 semanas en todos los grupos.

2.1.3.3. Eritema y pigmentacion
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La evaluacion del eritema (Fig. 6F, M, T y AA) de los grupos de piel BT de control,
autoinjerto y sin células no mostro diferencias significativas con respecto a la piel nativa,
sin embargo, la piel BT mostré niveles significativamente mas altos durante las 8

semanas del experimento.

Con respecto a la pigmentacién (Fig. 6G, N, U y AB), mientras que los grupos Control y
Autoinjerto no pudieron alcanzar los niveles de melanina de piel nativa hasta 4 semanas,
después de 2 semanas, los grupos Cell-free BT Skin y BT Skin ya habian restaurado

esos niveles.

2.1.3.4. Anidlisis histolégico e inmunotinciones

Las tinciones de H&E y tricromico de Masson de biopsias de heridas (Figura 7 y Fig. 11)
mostraron una correcta regeneracién de la epidermis y la dermis después de 4 y 8
semanas en todos los grupos; sin embargo, los grupos Autoinjerto, Piel BT sin células y
Piel BT presentaron una estructura de matriz dérmica mas compleja mas cercana a la
Piel nativa que al grupo Control, que mostrdé una estructura de matriz dérmica menos

densa después de 4 semanas de procedimiento quirurgico.

Como se puede observar en la Fig. 8, el analisis por inmunotincién mostré la expresion
de fibronectina, una proteina tipica que se encuentra en la matriz extracelular (MEC)
dérmica expresada abundantemente. Asimismo, se observé la expresién de

citoqueratina, un marcador de diferenciacion epidérmico especifico, en todos los grupos.
2.2. Modelo trilaminar liofilizado

2.2.1. Propiedades mecanicas

Las muestras con y sin células se generaron y se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera
de CO: al 5%. Los mddulos de Young de las muestras mantenidas hasta 21 dias se
representan en la Fig.12A. Aunque se encontraron variaciones entre las 2 condiciones

en el lapso de 21 dias, no se observaron diferencias significativas.

También se midieron los médulos viscoelasticos de las muestras cargadas de células y
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libres de células y se muestran en la Fig.12B. Se observé que las dos condiciones
probadas compartian un rango similar de modulos de viscoelasticidad, sin mostrar

diferencias significativas entre ellas durante los 21 dias.

2.2.2. Propiedades biolégicas

Se realiz6 una caracterizacion bioldgica de las muestras con ensayos de proliferacion y
viabilidad celular. Las tasas de proliferacion celular de los apdsitos liofilizados en los
dias 1, 3, 5, 7, 14 y 21 se muestran en la Fig. 12C. Los apdsitos liofilizados mostraron
un aumento de la proliferacion celular desde el dia 3, manteniendo una etapa de meseta
hasta el final del experimento desde el dia 5. Los apdsitos liofilizados pudieron mantener
el nivel de viabilidad celular por encima del 93% durante la duracion del ensayo (Fig.

12D y E), como lo demuestran las imagenes adquiridas a los 1, 10, y 21 dias.

El hidrogel BT Skin se preparo en tres capas con la capa hipodérmica en la parte inferior,
una capa dérmica intermedia, y la capa epidérmica en la parte superior, y se deshidrato
parcialmente. La Fig. 4D muestra el aspecto macroscopico de la piel BT (flecha negra
que indica la capa epidérmica), y las Fig. 4E y F muestran la diferencia de altura del
hidrogel antes y después del proceso de deshidratacion parcial, donde se reducen 2 mm

de la altura del hidrogel.

2.2.3. Ensayos in vivo

Evaluacion del proceso de cicatrizacion en la piel de ratas

Se observo una adecuada estabilizacion de la herida para todos los grupos de ratones
a las 4 semanas, sin complicaciones (Fig. 13A). La resolucion de la herida fue mas
rapida en el caso del grupo tratado con apdsito liofilizado que en el grupo Control. De
manera similar, la reparacién de heridas fue mas rapida y efectiva en el caso de este
grupo, mientras que los grupos Control, Autoinjerto y BT Skin sin células experimentaron
una mejora mas lenta. La evaluacion de los resultados mediante observacion visual (Fig.
13A) se correlaciond con el analisis cuantitativo del area de la herida / cicatriz (Fig 13B
y C), donde se encontraron diferencias significativas entre los grupos de piel con apdsito
liofilizado en comparacion con el grupo de control en la semana 2, lo que indica un efecto

positivo de esta condicion en el proceso de cicatrizacion de heridas.
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Estudio de parametros de homeostasis

Se monitorizaron la temperatura, pH, TEWL, elasticidad y humedad (Figura 3),
comparando todos los grupos con la piel nativa de ratones. Los resultados de
temperatura (Figuras 14A, F, y K) y pH (Figuras 14, G, y L) mostraron una evolucién
homogénea en todos los grupos en general del estudio, sin diferencias en comparacion
con piel nativa. Los valores de temperatura de todos los grupos durante el estudio
oscilaron entre 31,8 y 36,6 °C, superponiendo el rango de la temperatura de la piel nativa
(34,0 - 36,0 °C). De manera similar, los rangos de pH de todos los grupos (5,2 - 7,8) y
la piel nativa (6,4 - 7,3) también se superpusieron en general a la duracion del

experimento.

La TEWL (Figuras 14C, H, y M) mostré una disminucion significativa después de 2
semanas en todos los grupos, alcanzando niveles de piel nativa. En cuanto a la
elasticidad (Figuras 14D, I, y N), aunque en el grupo Control se observé un
comportamiento oscilatorio a lo largo del experimento, no hubo diferencias significativas
entre todos los grupos y la Piel Nativa en general las 8 semanas. Finalmente, de manera
similar a los resultados de TEWL, la monitorizacion de la humedad (Figuras 14E, J, y O)
mostré una recuperacion después de 2 semanas, restaurando los niveles de piel nativa

a las 4 semanas en todos los grupos.

Eritema y pigmentacion

La evaluacion del eritema (Figuras 14P, R, y T) de los 3 grupos no mostré diferencias
significativas con respecto a la piel nativa. Con respecto a la pigmentacién (Fig. 14Q, S,

y U), los 3 grupos alcanzaron los niveles de melanina de piel nativa tras 4 semanas.

Analisis histoldgico e inmunotinciones

Las tinciones de H&E y tricromico de Masson de biopsias de heridas (Fig. 15) mostraron
una correcta regeneracion de la epidermis y la dermis después de 4 y 8 semanas en
todos los grupos; sin embargo, los grupos Autoinjerto y liofilizado presentaron una
estructura de matriz dérmica mas compleja mas cercana a la Piel nativa que el grupo
Control, que mostré una estructura de matriz dérmica menos densa después de 4

semanas de procedimiento quirurgico.
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Como se puede observar en la Fig. 16, el analisis por inmunotincion mostré la expresion
de fibronectina, una proteina tipica que se encuentra en la matriz extracelular dérmica
expresada abundantemente. Asimismo, se observd la expresion de citoqueratina, un

marcador de diferenciacion epidérmico especifico, en todos los grupos.

2.3. Modelo bilaminar

2.3.1. Formulacioén del hidrogel

Para determinar la concentracion de agarosa mas adecuada, se investigd la viabilidad
celular de los hidrogeles AClow y AC con el ensayo Live/Dead. Se usaron imagenes
confocales para calcular el porcentaje de viabilidad celular. Aunque ambas
concentraciones mostraron buenas tasas de viabilidad, la viabilidad celular en
hidrogeles AClow fue significativamente menor en comparacién con los hidrogeles AC
en los dias 7 y 14 (Fig. 17).

Ademas, se observo una pérdida de integridad estructural en hidrogeles AClow después
de 7 dias en cultivo. Por lo tanto, la concentracion de Ag referenciada (Kopf et al.,

8(2):025011 (2016)) se mantuvo en experimentos posteriores.

Para crear un hidrogel que imita la composicion de la matriz extracelular (ECM) de la
piel, los hidrogeles basados en AC se complementaron con componentes de la piel. Es
decir, DS, un glucosaminoglucano que se encuentra en la piel humana nativa; HA, un
polisacarido ECM de la piel natural; y EL, una proteina relacionada con la elasticidad
ECM de la piel, se agregaron a la formulacién de AC generando tres formulaciones
secuenciales: ACD, ACDH y ACDHE.

Las soluciones de hidrogel cargadas con hDF se pipetearon en la superficie de una
placa de Petri, se dejaron gelificar, se transfirieron suavemente a una placa de cultivo
multipocillo y se cultivaron durante 21 dias. Todas las condiciones estaban pobladas
principalmente por células vivas, mostrando una distribucion uniforme dentro de los
hidrogeles (Fig. 18A).

Los resultados de todas las formulaciones no mostraron efectos negativos sobre la

viabilidad de los hDF hasta los 21 dias. Las formulaciones de control e hidrogel
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enriquecidas con materiales relacionados con la piel pudieron mantener niveles de
viabilidad superiores al 78 y 86 %, respectivamente (Fig. 18B), durante al menos 21
dias. Estos resultados coinciden con las especificaciones de viabilidad de los productos
farmacéuticos antes de su administracion a los pacientes, en base a los criterios
primarios de calidad establecidos por la Food and Drug Administration (FDA) y la
European Medicines Agency (EMA) (= 70% y = 80%, respectivamente). Los hidrogeles
ACDHE mostraron niveles de viabilidad mas altos después de 21 dias en comparacién
con los hidrogeles AC, ACD y ACDH. Las tasas de viabilidad celular de la condicién
ACDHE se mantuvieron por encima del 93 % durante todo el experimento. Por lo tanto,
se utilizé la formulacion de hidrogel ACDHE con todos los componentes de ECM para

los experimentos posteriores.

2.3.2. Propiedades fisicoquimicas del hidrogel ACDHE

Test de inversion y pH

El tiempo transcurrido para que la solucion se convierta en un gel se registro utilizando
la prueba de inversion del tubo. Los tiempos promedio de gelificacion de los hidrogeles
AC y ACDHE fueron 3,4 + 0,2 y 4,1 £ 0,2 min, respectivamente. La Fig. 19A muestra
evidencia de hidrogeles AC (vial de tapa blanca) y ACDHE (vial de tapa negra) en su
forma liquida y gelificada. El valor de pH de los hidrogeles ACDHE fue de 7,36 + 0,05.

Ultraestructura del hidrogel

Para caracterizar fisicamente los hidrogeles, se realizé6 un analisis ESEM para las
formulaciones de ACD, ACDH y ACDHE. Las tres formulaciones de hidrogel mostraron
una organizacion reticular uniforme y homogénea, con una red porosa interconectada
(Fig. 19B). El tamafo de poro aumentd proporcionalmente con la complejidad de la
formulacién de hidrogel, mostrando el hidrogel ACDHE el mayor tamaro de poro (Fig.
19C).

Comportamientos de hinchamiento y degradacién del hidrogel ACDHE

Se sumergieron hidrogeles de ACDHE liofilizados en PBS (pH 7,4) para estudiar el

comportamiento de hinchamiento de esta formulacién. Los resultados de la cinética de
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hinchamiento del hidrogel se muestran en la Fig. 20A. Se encontré que la tasa de
hinchamiento promedio del hidrogel ACDHE era 42 + 8%. La cinética de hinchamiento
del hidrogel ACDHE indicé que se alcanz6 una fase estacionaria alrededor de los 3 dias
después de comenzar el ensayo, con un pico maximo en el dia 14. Para estudiar la
estabilidad de la formulacion de ACDHE, se determind la degradacién del hidrogel
midiendo la variacion de peso a lo largo del tiempo hasta 21 dias (Fig. 20B). La maxima

tasa de degradacion se encontré después de 14 dias con casi 7,14 + 0,22 %.

Propiedades mecanicas del hidrogel

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles AC y ACDHE se determinaron mediante
ensayos mecanicos. Como se indicd en la seccion de materiales y métodos, los
hidrogeles sin y con células (hDFs) se colocaron en moldes de forma cilindrica (20 mm
de diametro y 5 mm de altura) y se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera con 5 % de
COs.. En la Fig. 20C se muestran los médulos de Young obtenidos de los ensayos de
compresion de los hidrogeles AC y ACDHE hasta 21 dias en cultivo y se comparan con

piel humana.

A pesar de que se encontraron ligeras variaciones entre los médulos de Young de los
hidrogeles AC sin células y ACDHE a lo largo del tiempo, el hidrogel AC sin células
después de 21 dias en cultivo (10,14 + 0,72 kPa) mostrd diferencias significativas en
comparacion con el rango de elasticidad observado en muestras de piel nativa humana
(5,22 + 0,39 kPa), mientras que no se encontraron diferencias significativas el dia 21 de
cultivo en hidrogeles libres de células ACDHE (7,50 + 0,94 kPa) en comparacién con la
piel nativa humana. Por otro lado, ademas de que los mdodulos de Young de los
hidrogeles cargados con células también mostraron variaciones en el tiempo, después
de 21 dias de cultivo, ni los hidrogeles AC (5,68 £ 0,00 kPa) ni los hidrogeles ACDHE
(5,86 + 0,38 kPa) mostraron diferencias significativas en comparacién con la piel nativa
humana (5,22 + 0,39 kPa). Esto puede deberse al hecho de que el tejido de la piel
humana y los hidrogeles comparten un rango de rigidez similar ubicado en el orden de
magnitud kPa. El rango de tension analizado para los médulos de Young obtenidos en

hidrogeles y muestras de piel se muestra en la Fig. 21

Los modulos viscoelasticos de los hidrogeles AC y ACDHE, con y sin células, se

muestran en las Fig. 20D y Fig. 20E. Aunque los modulos de almacenamiento de los
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hidrogeles AC y ACDHE, ya sea sin células (3,19 + 0,61 y 2,56 + 0,29 kPa,
respectivamente) o con células (2,49 + 0,03 y 1,89 = 0,12 kPa, respectivamente)
mostraron una ligera variacién con el tiempo, no se encontraron diferencias significativas
después de 21 dias en comparacion con muestras de piel nativa humana (2,94 £ 0,27
kPa) (Fig. 20D).

Por otro lado, como se puede observar en la Fig. 20E al analizar los médulos de pérdida,
se encontraron diferencias significativas en el dia 21 para los hidrogeles AC y ACDHE,
ya sea para sin células (0,19 £ 0,04 y 0,17 £ 0,00 kPa, respectivamente) o hidrogeles
con células (0,14 £ 0,00 y 0,12 + 0,00 kPa, respectivamente) en comparacion con

muestras de piel nativa humana (0,63 + 0,13 kPa).

2.3.3. Ensayo de cierre de herida

Para estudiar el efecto de cicatrizacion de heridas de los compuestos bioldgicos solubles
suplementados en la formulacion de hidrogel, se llevo a cabo un ensayo de herida por
rascado. A continuacion, se afadio la solucion de dermatan/acido hialuronico/elastina
(DHE) a los medios de cultivo y se estudio en hDF y hMSC (Fig. 22A). Curiosamente,
los hDF cultivados con medios suplementados con DHE mostraron un importante efecto
de cicatrizacién de heridas, mostrando una mayor tasa de cierre de heridas después de
6 y 12 h, incluso logrando un 100% de cierre de heridas 24 h antes que el grupo de
control (Fig. 22B). Ademas, el efecto de cierre de heridas de la formulacion de DHE en
hMSC mostré una tasa de curacion de heridas significativamente mas alta a las 48 h en
comparacion con el grupo de control; sin embargo, se logré el cierre completo de la
herida a las 72 h en condiciones tratadas y de control (Fig. 22C). Estos resultados
indican que la suplementacién con DHE puede promover significativamente la tasa de

cicatrizacion de heridas, especialmente para los hDF.

2.3.4. Hidrogel ACDHE bilaminar celular

Para la biofabricacion de un hidrogel bicapa se utilizaron dos tipos de células. Por un
lado, los hDFs, componente esencial de la dermis de la piel, y por otro lado, las hMSCs,
que pueden aportar factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas que favorecen la
supervivencia celular y regulan la regeneracion tisular. La formulacion de hidrogel

ACDHE se prepar6 de forma bilaminar con hDF ubicados en la capa superior y hMSC
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en la capa inferior. Se coloc6 una capa cargada con ACDHE hMSCs en la superficie de
una placa de Petri y se dejo gelificar mientras se preparaba la solucién ACDHE cargada
con hDFs. Luego, la capa cargada con hDFs se agrego en la parte superior de la capa
cargada con hMSCs. Debido a la viscosidad de la formulaciéon de ACDHE, las dos capas
no se mezclaron durante el proceso, sino que permanecieron adheridas durante la
gelificacién. Una vez gelificadas por completo, las muestras se transfirieron a placas de
cultivo multipocillo y se sumergieron en medio de cultivo celular. La Fig. 23A muestra la
apariencia macroscopica del hidrogel bicapa ACDHE en los dias 0 y 21, lo que

demuestra que podria mantener su forma con el tiempo.

Para evaluar la distribucion de las células dentro de los hidrogeles, los hDF y las hMSC
se tineron previamente con CellTrackerTM Green CMFDA y CellTrackerTM Red
CMTPX, respectivamente. Se pudieron observar dos capas bien diferenciadas con los
dos tipos de células diferentes (Fig. 23B). La vista inferior de la seccion transversal
permitid ver las células distribuidas uniformemente a lo largo de la estructura bicapa.
Ademas, esta estructura mantuvo su distribucion, pudiendo observarse ambas capas
durante todo el tiempo de cultivo. Las imagenes de viabilidad celular adquiridas en los
dias 0, 7, 14 y 21 mostraron que la mayoria de las células eran viables, con pocas
células muertas. Las muestras de hidrogel de ACDHE bicapa demostraron sustentar la
viabilidad celular hasta 21 dias (Fig. 23C), manteniendo la distribucion bilaminar
claramente diferenciada, con hDF mostrando una morfologia celular fibroblastica
(arriba) y hMSC mostrando una forma esférica (abajo). La tasa de proliferacion de los
hidrogeles bilaminares en los dias 0, 1, 3, 5, 7, 10, 14, 18 y 21 mostrd una disminucion
inicial en la tasa de proliferacion (en los dias 1 a 5) y un aumento significativo posterior
(desde el dia 10 al 21) (Fig. 23D).

Ademas, utilizando ESEM también se analizé los hidrogeles ACDHE bilaminares
cargados de células (Fig. 24). Se podian observar células encapsuladas dentro de la
matriz de hidrogel (Fig. 24A y B), e incluso parecia que podian producir estructuras
similares a ECM (Fig. 24C y D). Las Fig. 24E y 24F muestran células y ECM depositada.
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REIVINDICACIONES

1. Un hidrogel monolaminar que comprende:

- Coléageno tipo I (Col 1),
- dermatan sulfato (DS),
- acido hialurénico (HA), y

- agarosa (Ag).

2. Un hidrogel monolaminar segun la reivindicacion 1, que ademas comprende elastina
(EL).

3. Un hidrogel bilaminar que comprende dos capas del hidrogel monolaminar segun la

reivindicacién 2, donde ambas capas comprenden elastina.

4. Hidrogel bilaminar segun la reivindicacion 3, que comprende una primera capa inferior
que comprende el hidrogel monolaminar segun la reivindicacion 2, donde dicho hidrogel
monolaminar comprende células madre mesenquimales (MSCs), y una segunda capa
superior, dispuesta encima de la primera, que comprende el hidrogel monolaminar
segun la reivindicacion 2, donde dicho hidrogel monolaminar comprende fibroblastos

dérmicos (DFs).

5. Hidrogel bilaminar segun la reivindicacién 4, donde los fibroblastos dérmicos y/o las

células madre mesenquimales son humanos.

6. Hidrogel bilaminar segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en donde:

-la capa superior comprende Col | a una concentracion de 1 a 3,5 mg/mL, DS a
una concentracion de 7 a 10 mg/mL, HA, a una concentracién de 0,5 a 1,5
mg/mL, Ag a una concentracion de 10 a 30 mg/mL, y EL a una concentracion de

0,5a1,5mg/mL;y

-la capa inferior comprende Col | a una concentracién de 1 a 3,5 mg/mL, DS a
una concentracién de 7 a 10 mg/mL, HA, a una concentracién de 0,5 a 1,5

mg/mL, Ag a una concentracion de 10 a 30 mg/mL, y EL a una concentracion de
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0,5a 1,5 mg/mL.

7. Hidrogel bilaminar segun la reivindicacion 6, en donde:

-la capa superior comprende Col | a una concentracion de 2,2 mg/mL, DS a una
concentracién de 8,4 mg/mL, HA, a una concentracion de 1 mg/mL, Ag a una

concentracion de 15 mg/mL, y EL a una concentracion de 1 mg/mL; y

-la capa inferior comprende Col | a una concentracion de 2,2 mg/mL, DS a una
concentracién de 8,4 mg/mL, HA, a una concentracion de 1 mg/mL, Ag a una

concentracién de 15 mg/mL, y EL a una concentracion de 1 mg/mL.

8. Un hidrogel trilaminar que comprende:

-una capa inferior que comprende el hidrogel monolaminar segun la
reivindicacion 1,

-una capa intermedia que comprende el hidrogel monolaminar segun la
reivindicaciéon 10 2,y

-una capa superior que comprende un hidrogel que comprende Col |, queratina

(Kt), y esfingolipidos (Sph).

9. Hidrogel trilaminar segun la reivindicacion 8, que ademas comprende DFs, MSCs y/o

queratinocitos epidérmicos (EK).

10. Hidrogel trilaminar segun la reivindicacion 9, en donde la capa superior comprende

EKs, la capa intermedia comprende DFs y la capa inferior comprende MSCs.

11. Hidrogel trilaminar segun la reivindicacién 9 o 10, donde los DFs, MSCs y/o EKs son

humanos.

12. Hidrogel trilaminar segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en donde:

-la capa superior comprende Col | a una concentracion de 3,5 a 5,5 mg/mL, Kt a
una concentracién de 10 a 30 mg/mL y Sph a una concentraciéon de 2,5 a 7,5

mg/mL;
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-la capa intermedia comprende Col | a una concentracion de 1 a 3,5 mg/mL, DS
a una concentracion de 7 a 10 mg/mL, HA a una concentracion de 0,5 a 1,5
mg/mL, Ag a una concentracion de 10 a 30 mg/mL, y EL a una concentracion de

0,5a1,5mg/mL;y

-la capa inferior comprende Col | a una concentracién de 1 a 3,5 mg/mL, DS a
una concentracién de 7 a 10 mg/mL, HA a una concentracién de 0,5 a 1,5 mg/mL,

y Ag a una concentracion de 10 a 30 mg/mL.

13. Hidrogel trilaminar segun la reivindicacion 12, en donde:

-la capa superior comprende Col | a una concentracion de 4,4 mg/mL, Kt a una

concentracion de 15,2 mg/mL y Sph a una concentracion de 5 mg/mL;

-la capa intermedia comprende Col | a una concentraciéon de 2,2 mg/mL, DS a
una concentracion de 8,4 mg/mL, HA, a una concentracion de 1 mg/mL, Ag a

una concentracion de 15 mg/mL, y EL a una concentracion de 1 mg/mL; y

-la capa inferior comprende Col | a una concentracion de 2,2 mg/mL, DS a una
concentracion de 8,4 mg/mL, HA a una concentracion de 1 mg/mL, y Ag a una

concentracion de 15 mg/mL.

14. Hidrogel monolaminar segun la reivindicacién 1 o 2, hidrogel bilaminar segun una
cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, o hidrogel trilaminar segun una cualquiera de

las reivindicaciones 8 a 13, en donde el hidrogel esta liofilizado.

15. Biotinta que comprende el hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 14.

16. Uso del hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para la

fabricacion de una biotinta.

17. Uso del hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, o de la biotinta

segun la reivindicacion 15, para la fabricacion de un apdsito o implante, preferiblemente
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cutaneo o subcutaneo.

18. Apdsito o implante, preferiblemente cutdneo o subcutaneo, que comprende el
hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, o la biotinta segun la

reivindicacion 15.

19. Composicién farmacéutica que comprende el hidrogel segun una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 14, o la biotinta segun la reivindicacion 15.

20. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 19, que ademas comprende al
menos un principio activo que favorece la reparacion o regeneracion de tejidos de la

piel.

21. Hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, biotinta segun la
reivindicacion 15, o composicion farmacéutica segun la reivindicacion 19 o 20, para su

uso en medicina, preferiblemente en medicina regenerativa.

22. Hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, biotinta segun la
reivindicacion 15, o composicion farmacéutica segun la reivindicacion 19 o 20, para su

uso en la regeneracion, reparacion o sustitucion de tejidos de la piel.

23. Hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, o biotinta segun la
reivindicaciéon 15, o composicion farmacéutica segun la reivindicacion 19 o 20, para su

uso en el tratamiento de lesiones o heridas de la piel.

24. Uso del hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, de la biotinta
segun la reivindicacién 15, del apdsito segun la reivindicacién 18, o de la composicion
farmacéutica segun la reivindicacion 19 o 20, para promover in vitro la cicatrizacion de

heridas.

25. Uso del hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, de la biotinta
segun la reivindicacion 15, del apdsito segun la reivindicacion 18, o de la composicion
farmacéutica segun la reivindicacién 19 o 20, para promover in vitro la produccion de

melanina en células aisladas de piel.
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26. Uso in vitro del hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, de la
biotinta segun la reivindicacion 15, del apdsito segun la reivindicacion 18 para testear

farmacos y/o compuestos toxicos para la piel.

27. Método de obtencion del hidrogel segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a

14, que comprende las siguientes etapas:

a) mezclar Col |, agarosa, DS, HA y EL, obteniendo una solucioén (i),
b) mezclar Col I, agarosa, DS, HA, obteniendo una solucién (ii), y
c) poner en contacto la solucién (i) y la solucion (ii), obteniendo un hidrogel

bilaminar.

28. Método de obtencion segun la reivindicacién 27, en donde la etapa b) ademas

comprende mezclar EL con el resto de componentes.

29. Método de obtencion segun la reivindicacion 27 o 28, en donde:

-la concentracion de Col | es de 1 a 3,5 mg/mL, la concentracion de DS es de 7
a 10 mg/mL, la concentracién de HA es de 0,5 a 1,5 mg/mL, la concentracion de
Ag es de 10 a 30 mg/mL, y la concentracién de EL es de 0,5 a 1,5 mg/mL en la

solucion (i); y

- la concentracién de Col | es de 1 a 3,5 mg/mL, la concentracion de DS es de 7
a 10 mg/mL, la concentracion de HA es de 0,5 a 1,5 mg/mL, la concentracion de
Ag es de 10 a 30 mg/mL, y la concentracién de EL es de 0,5 a 1,5 mg/mL en la

solucion (ii).

30. Método de obtencidn segun la reivindicacion 29, en donde:

-la concentracién de Col | es 2,2 mg/mL, la concentracion de DS es 8,4 mg/mL,
la concentracion de HA es 1 mg/mL, la concentracion de Ag es 15 mg/mL, y la

concentracion de EL es 1 mg/mL en la solucion (i); y

-la concentracion de Col | es 2,2 mg/mL, la concentracion de DS es 8,4 mg/mL,

la concentracion de HA es 1 mg/mL y la concentracion de Ag es 15 mg/mL en la
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solucion (ii).

31. Método de obtencion segun una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 30, en donde

se utiliza Dermial ® como fuente de DS y HA.

32. Método de obtencion segun una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 31, en donde
la etapa a) ademas comprende anadir DFs, preferiblemente DFs humanos (hDFs), y en
donde la etapa b) ademas comprende anadir MSCs, preferiblemente MSCs humanos
(hMSCs).

33. Método de obtencidon segun una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 32, que

ademas comprende las siguientes etapas adicionales:

(d) mezclar Col | con Kty Sph, obteniendo una solucion (iii), y
(e) poner contacto la solucion (iii) con el hidrogel bilaminar obtenido en c),

obteniendo un hidrogel trilaminar.

34. Método de obtencién segun la reivindicacién 33, en donde la concentracion en la
solucion (iii) de Col | es de 3,5 a 5,5 mg/mL, la concentracién de Kt es de 10 a 20 mg/mL

y la concentracion de Sph es de 2,5 a 7,5 mg/mL.

35. Método de obtencién segun la reivindicacién 34, en donde la concentracion en la
solucion (iii) de Col | es 4,4 mg/mL la concentracion de Kt es 15,2 mg/mL y la

concentracion de Sph es 5 mg/mL.

36. Método de obtencidon segun una cualquiera de las reivindicaciones 33 a 35, que

ademas comprende afadir EKs, preferiblemente EKs humanos (hEKSs).

37. Método de obtencién del hidrogel segun la reivindicacion 36, en donde las EKs se

anaden sobre el hidrogel trilaminar obtenido en la etapa (e).

38. Método de obtencion del hidrogel segun la reivindicacion 36 o 37, en donde las EKs

anadidas se dejan cultivar durante 0,5 a 3 semanas, preferiblemente 1 semana.

39. Método de obtencion segun una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 38, que
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ademas comprende una etapa (f) de deshidratacion del hidrogel.

40. Método de obtencion segun una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 39, que

ademas comprende una ultima etapa de liofilizacion del hidrogel.
41. Método de obtencidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 27 a 40, en donde

la agarosa es previamente calentada a una temperatura de 60 a 80 °C, preferiblemente

70 °C, antes de mezclar con el resto de componentes en las etapas a) y b) del método.
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