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1.1. La Ingenieria Tisular

La ingenieria tisular es una novedosa rama del conocimiento que se encarga de
utilizar células, biomateriales y factores de crecimiento con el Unico objetivo de
reparar y regenerar la funcion de los tejidos afectados por diversas patologias. En
este sentido, la ingenieria tisular ha desarrollado numerosos sistemas
especializados para la generacion de los tejidos artificiales in vitro a partir de
diferentes técnicas de cultivo que permiten el desarrollo y la diferenciacion de los
tejidos artificiales. La gran amplitud de aplicaciones de la ingenieria tisular incluye
su potencial terapéutico, su utilizacion en estudios toxicolégicos y también en
estudios relacionados con desarrollo y morfogénesis. El término de Ingenieria
Tisular fue acufiado sobre la década de los 80°s y fue utilizado prontamente de
una forma sutil en el campo de los dispositivos protésicos y a la manipulacién de
algunos tejidos quirdrgicos. En este sentido, no fue hasta la reunion celebrada a
finales de los afos 80°s, que se logré englobar una definicion mas completa de la
Ingenieria Tisular. Dicha reunion enfatizd e integro los conceptos protésicos y
comenzo a introducir algunos conceptos de la integracion de células con dichos
artefactos protésicos. Todos estos acercamientos en el campo de la evolucion del
término de Ingenieria Tisular, logran establecer que esta disciplina es un rama
cientifica dedicada a la generacién de nuevos tejidos usando los principios de la
ingenieria en combinacion de las ciencias biologicas™ (Vacanti, 2006; Vacanti,

2006).
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Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, las herramientas fundamentales
que utiliza la ingenieria tisular para la construccion de tejidos artificiales son las
células, los biomateriales y los factores de crecimiento que seran descritos en
detalle en el siguiente apartado de la presente tesis doctoral (Atala, 2000; de

Ferraris and Campos, 2009; Falke et al., 2000; Vacanti, 2006).

1.1.1. Células
Dentro de las diferentes fuentes que existen para obtener células con potencial
uso en ingenieria tisular podemos considerar las células autélogas, alégenicas y

xenogenicas.

Las células autdlogas son consideradas el gold estandar para desarrollar
protocolos de ingenieria tisular. Sin embargo, algunas desventajas han sido
atribuidas a estas células. Entre ellas destacan las enfermedades sistémicas
asociadas al donante, la edad y en algunos casos, la dificultad de obtener grandes
cantidades de células. Por estas razones, se hace necesario cultivarlas en el
laboratorio cuando la cantidad de células no es adecuada. Por otro lado, las
células de origen alogénico han presentado buen comportamiento en tejidos
especificos como la piel, mientras que las células de origen xenogénico tienen un
alto potencial de reaccién inmunolégica y por tanto, es necesario realizar
previamente una terapia de inmunosupresiéon cuando un tejido artificial es
construido utilizando este tipo de células (Li et al., 2011; Tang et al., 2013) (Figura

1).

“‘Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
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Figura 1. Esquema ilustrativo del potencial de diferenciacion de las células madre de médula

6sea en protocolos de Ingenieria Tisular. Holden C, Vogel G. (2002)

Clasificacion de las células madre

Las células madre pueden clasificarse de acuerdo a su potencial de diferenciacion
y origen. Las células madre que se originan en el periodo de desarrollo
embrionario son consideradas embrionarias, pudiendo ser totipotentes o
pluripotentes. Por otro lado, las células madre que se originan de tejidos
postnatales son las denominadas células madre adultas, pudiendo ser
multipotentes o unipotentes (Fernandez Vallone et al., 2013; Kolios and Moodley,

2013) (Figura 2).

A continuacion detallaré la clasificaciéon de las células madre de acuerdo a su

potencial de diferenciacion.

“‘Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
Patrones Histologicos e Histoquimicos de la Matriz Extracelular”



13

a. Totipotenciales: Son aquéllas capaces de diferenciarse tanto en tejido

embrionario (por ejemplo: sistema nervioso, musculo, etc.) como en tejido

extraembrionario (placenta y anejos placentarios).

|=

Pluripotenciales: Son aquéllas que tienen la capacidad de diferenciarse a

cualquiera de los tejidos existentes en un organismo adulto, y por tanto, a

tejidos procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias.

|©

Multipotenciales: Serian capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares,
pero siempre restringiendo su potencialidad a tejidos derivados de una
misma capa embrionaria, es decir, tejidos derivados del ectodermo,

mesodermo o endodermo.

|

Unipotenciales: Capacidad para formar un unico linaje celular. Por ejemplo:

células madre epiteliales de la capa basal de la epidermis.

“‘Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
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Figura 2. Esquema de la clasificacion de las células madre segun su

potencial de diferenciacion. George Kolios 2013.

Teniendo en cuenta el origen de las células madre, las podemos clasificar
en células madre embrionarias y adultas.

- Embrionarias Existen Unicamente durante el periodo embrionario. Se
pueden obtener a partir de la masa celular interna del blastocisto en el
estadio de embrién preimplantatorio, o bien, de la cresta gonadal (Resnick
et al., 1992). Las células madre embrionarias de la masa celular interna del
blastocisto son pluripotenciales, es decir, son capaces de diferenciarse a
cualquier tejido del organismo (Ho et al., 2012; Kolios and Moodley, 2013;

Vojnits et al., 2014).
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« Adultas: Existen en el adulto, el feto y el cordon umbilical. Tienen una
capacidad proliferativa y un potencial de diferenciacion menores que las
células madre embrionarias. Son células multipotenciales o unipotenciales,
y se han podido identificar en casi todos los tejidos del organismo (Fukada

et al., 2014).

Las células madre mesenquimales también conocidas como células madre
estromales o MSC, son células multipotentes primitivas, con morfologia
fibroblastoide, originadas a partir de la capa germinal mesodermal, con la
capacidad de diferenciarse en diversos tipos de células, incluyendo osteocitos
(células Oseas), condrocitos (células del cartilago), adipocitos (células grasas),
mioblastos (precursores de células musculosas) cardiomiocitos (células del
corazon), neuronas Yy astrocitos (Células gliales) tanto in vivo como in vitro (Salem

and Thiemermann, 2010).

1.1.2. Biomateriales

Biomaterial es una matriz extracelular capaz de dirigir el crecimiento celular y
prever un microambiente fisico, quimico y biolégico adecuado para optimizar el
crecimiento y diferenciacion celular (Bhardwaj et al., 2014).

Un biomaterial adecuado debe poseer algunos requisitos basicos, como, por
ejemplo, ser biocompatible. Ademas, no debe ser tdxico ni carcinogénico. El
material debe poseer propiedades fisicas y mecanicas adecuadas para servir
como sustituto de tejidos del cuerpo. Para uso clinico, un biomaterial debe

posibilitar su fabricacion en diferentes formas y presentar bajo coste (Hoch et al.,

“‘Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
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2014). Para aplicaciones en ingenieria tisular deben promover viabilidad,
desarrollo, proliferacién y diferenciacion celular.

Ademas de cumplir los requisitos basicos, los biomateriales deben mimetizar las
caracteristicas del tejido que serd reparado. En este contexto, es necesario
considerar algunos aspectos como propiedades eléctricas (conductores y
aislantes), propiedades térmicas (termoestables, labiles, conductores y aislantes),
propiedades biomecanicas (tensién de compresion, elasticidad, ductilidad, cizalla,
densidad, fatiga, fragilidad, desgaste y corrosion), propiedades estructurales y
geomeétricas, y la respuesta celular (bioinerte, bioactivo y bioabsorbible) (Scionti et

al., 2014) (Figure 3).

Figure 3. Biomaterial natural analizado mediante microscopia electrénica de barrido
(MEB). Biomaterial desarrollado a partir de la utilizacion de fibrina y agarosa.

Scionti 2013.

1.1.3. Factores de Crecimiento

En la proliferacion vy diferenciacién celular varias proteinas tienen un rol
fundamental Estas proteinas son secretadas de forma enddgena por las células o
bien, son el resultado de sefiales paracrinas con células vecinas. Estas proteinas,

son llamadas factores de crecimiento.

“Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
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Dentro los factores de crecimiento mas utilizados en Ingenieria Tisular vale la
pena mencionar las proteinas morfogenéticas Oseas (BMP), el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF 6 FGF-2), el factor de crecimiento vascular
epitelial y el factor de crecimiento transformante-b (TGF-b) (Quan et al., 2014;

Whelan et al., 2014).

1.2. La Mucosa Oral Humana

La mucosa oral esta constituida por el epitelio, el cual es de origen ectodérmico y
por el estroma o tejido conectivo, el cual es de origen ectomesenquimal. Ambos
tejidos cumplen una funcién muy importante en el desarrollo y la funcién de la
mucosa oral. Por una parte, el tejido epitelial tiene como funcion principal prever
una barrera fisica contra agentes externos y el estroma o tejido conectivo brinda
soporte estructural y nutrientes al tejido epitelial. En este sentido, la interaccion
entre ambos tejidos garantiza el correcto funcionamiento de la mucosa oral dentro

de la cavidad oral (de Ferraris and Campos, 2009).

1.2.1. Epitelio y tejido conectivo de la Mucosa Oral Humana

El epitelio de la mucosa oral es de tipo estratificado plano, y dependiendo de su
ubicacion topografica dentro de la cavidad oral puede ser queratinizado, como
ocurre, en la mucosa oral del paladar o bien, paragueratinizado como en el dorso
de la lengua. En el epitelio podemos encontrar diferentes poblaciones celulares,
los queratinocitos, constituyen una de las poblaciones celulares mas abundantes
del tejido epitelial de la mucosa oral. Los queratinocitos que integran el epitelio de

la mucosa oral se disponen formando la capa basal, el estrato espinoso, el estrato

“‘Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
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granuloso y por ultimo el estrato superficial. Por otro lado, es importante
mencionar otros tipos celulares que también se encuentran en el epitelio de la
mucosa oral, entre ellos podemos destacar la presencia de melanocitos, células
de Merkel y células de Langerhans. En menor cantidad también podemos
encontrar granulocitos, linfocitos y monocitos (de Ferraris and Campos, 2009)

(Figura 4).

Figura 4. Mucosa oral humana. Tincion de Hematoxilina-eosina donde se
observa el tejido epitelial queratinizado, el tejido conectivo, crestas

epiteliales y papilas coriales. C. Alfonso 2014

Como mencione anteriormente el estudio del estroma o tejido conectivo adquiere
gran importancia a la hora de hablar de la mucosa oral debido a sus funciones de
soporte y nutricion. En este sentido cabe destacar que el estroma o tejido
conectivo se encuentra intimamente relacionado con el epitelio gracias a la
membrana basal cuyas funciones son de gran importancia en la interaccion entre

el tejido epitelial y el tejido conectivo. El componente celular del tejido conectivo
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esta constituido por diferentes tipos de células tales como fibroblastos,
macroéfagos, leucocitos, células cebadas y células plasmaticas (Gartner, 2008).

Ademas de dicho componente, el tejido conectivo estd compuesto de Matriz
extracelular (MEC). Al ser la matriz extracelular el objeto de estudio de esta tesis
doctoral es por lo que a continuacién se llevara a cabo una descripcién detallada
de las funciones y los componentes principales de la MEC de la mucosa oral

humana.

1.2.2. Matriz extracelular de la Mucosa Oral

La matriz extracelular (MEC) es un complejo organizado de macromoléculas que
elaboran las células y eliminan hacia el espacio extracelular (Alcaraz et al., 2014).
Algunos tejidos, como el epitelio, forman laminas de células con tan so6lo una
cantidad escasa de matriz extracelular. En el extremo opuesto se encuentra el
tejido conectivo, constituido principalmente de matriz extracelular, con un nimero
limitado de células diseminadas en toda la matriz. Las células conservan sus
relaciones con la matriz extracelular y forman uniones especializadas que las unen
con las macro moléculas circundantes.

En este sentido, es importante resaltar que la matriz extracelular de la mucosa oral
se encarga de nutrir al epitelio y que estas funciones se ven reforzadas puesto que
hay vasos y nervios inmersos en dicha matriz. La matriz extracelular de la mucosa
oral como todo tejido conectivo presenta células, fibras y sustancia fundamental
(de Ferraris and Campos, 2009).

En este contexto, es importante analizar la naturaleza de la matriz extracelular y

su relaciéon con los elementos celulares.

“‘Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
Patrones Histologicos e Histoquimicos de la Matriz Extracelular”



20

Aunque al principio se pensaba que la MEC soélo formaba los elementos
esqueléticos del tejido en el que se encontraba, ahora se sabe que también
modifica la morfologia y funciones de las células, modula la supervivencia celular,
influye en el desarrollo celular, regula la migracién de las células, dirige la
actividad midtica celular y establece relaciones de union con las células (Gartner,
2008).

La matriz extracelular del tejido conectivo adulto, el tejido conectivo mas comun
del cuerpo, se compone de una sustancia base hidratada similar a un gel, con
fibras incluidas en ella. La sustancia fundamental resiste fuerzas de compresion y
las fibras soportan fuerzas de tension. El agua de hidratacion permite el
intercambio rapido de nutrientes y productos de desecho transportados por el
liquido extracelular a medida que se filtra a través de la sustancia base. La
sustancia fundamental en la mucosa oral esta presente en todas las zonas
topograficas en mayor o menor medida dependiendo su necesidad. Por ejemplo,
la mucosa oral masticatoria tiene gran cantidad de sustancia fundamental porque
necesita amortiguar el choque masticatorio durante la alimentacion. Ademas, los
habitos nutricionales actuales, el consumo de alcohol y tabaco hacen que estas
zonas topograficas se alteren con frecuencia (de Ferraris and Campos, 2009;

Ross and Pawlina, 2007).

Sustancia Fundamental
La sustancia fundamental es un material semejante a un gel compuesto de
glicosaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas. Estas tres familias de

macromoléculas forman diversas interacciones entre si, con las fibras y las células
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de tejido conectivo. Es importante aclarar antes de describir especificamente cada
molécula que la sustancia fundamental es un componente de gran importancia en
la composicion de la matriz extracelular de la mucosa oral. Por otro lado, en la
sustancia fundamental de la mucosa oral existe gran cantidad de
glicosaminoglicanos que retienen el agua y permiten la difusion de nutrientes

desde los vasos hacia el epitelio (de Ferraris and Campos, 2009).

Glicosaminoglicanos

Los GAG son polisacéaridos largos compuestos de cadenas de unidades repetidas
de disacéaridos. Uno de los dos disacaridos de repeticion siempre es un azlcar
amino (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina); el otro es de manera
caracteristica un acido uronico (iduronico o glucuronico). Los GAG tienen la
capacidad para atraer iones sodio (Na*), esto significa que una concentracion alta
de sodio en la sustancia fundamental atrae liquido extracelular, que favorece la
resistencia a fuerzas de compresion. A medida que estas moléculas entran en
proximidad cercana entre si, su carga negativa las repele, lo que da lugar a que
tengan una textura resbaladiza, como lo demuestran el moco, el humor vitreo del
ojo y el liquido sinovial (Lehninger and Cox, 2006).

La mayoria de los GAG de la matriz extracelular son sulfatados y poseen menos
de 300 unidades de disacéridos repetidas. Los GAG sulfatados incluyen sulfato de
gueratan, sulfato de heparan, heparina, sulfato de condroitina 4, sulfato de
condroitina 6 y sulfato de dermatan. Muchas veces estos GAG se unen a menudo
de manera covalente a moléculas de proteinas para formar proteoglicanos. El

unico GAG no sulfatado es el acido hialurénico (hialuronano) (Gartner, 2008). Es
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importante resaltar que todos los GAG se sintetizan dentro del aparato de Golgi
por accion de las enzimas residentes, excepto el acido hialurénico que se produce
como un polimero lineal libre en la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica
por accion de las sintasas de hialuronano. Estas enzimas son proteinas integrales
de la membrana que no solo catalizan la polimerizacién sino que también facilitan
la transferencia de la macromolécula recién formada hacia la matriz extracelular.
Se ha sugerido que esta macromolécula también tiene funciones intracelulares.
Parte del acido hialuronico recién liberado ingresa a algunas células por
endocitosis, sobre todo durante el ciclo celular; ahi participa en el mantenimiento
del espacio y modulacion de las actividades de los microtubulos durante la
metafase y anafase de la mitosis, lo que facilita los movimientos cromosomicos.
Otras funciones intracelulares podrian incluir la modulacion del transito intracelular
y la influencia en cinasas especificas intracitoplasmaticas e intranucleares

(Gartner, 2008; Lehninger and Cox, 2006).

Proteoglicanos

Los proteoglicanos constituyen una familia de macromoléculas; cada una de ellas
compuesta de un centro proteico al cual se unen de manera covalente los
Glicosaminoglicanos (Lehninger and Cox, 2006).

Cuando los GAG sulfatados forman uniones covalentes con un centro proteico,
constituyen una familia de macromoléculas conocida como proteoglicanos,
muchos de los cuales ocupan dominios enormes. Los proteoglicanos pueden tener
un tamafo variable, de unos 50000 dalton (decorin y betaglucan) hasta 3 millones

de dalton (agrecan) (Gartner, 2008; Kreis and Vale, 1999; Lehninger and Cox,
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2006). Los centros proteicos de los proteoglicanos se elaboran en el reticulo
endoplasmico rugoso (RER) y se transportan al aparato de Golgi, donde las
enzimas residentes unen los tetrasacéridos con sus cadenas laterales de serina
mediante enlaces covalentes; luego se ensambla el GAG con la adicién de
azucares, uno a la vez. La sulfatacion, catalizada por sulfotransferasas, y la
epimerizacion (reordenamiento de diversos grupos alrededor de atomos de
carbono de las unidades de azlcar), también ocurre en el aparato de Golgi.
Muchos proteoglicanos, en especial el agrecan, una macromolécula que se
encuentra en cartilago y tejido conectivo, se unen al acido hialurénico. La forma de
unién incluye una interaccion iénica no covalente entre los grupos azucar del acido
hialurénico y la proteina central de la molécula de proteoglucano

Los proteoglicanos resisten la compresion y retrasan el movimiento rapido de
microorganismos y células metastasicas, facilitan la locomocién celular. Algunos
proteoglicanos como las decorinas, son necesarios para la formaciéon de fibras de
colageno (de Ferraris and Campos, 2009; Gartner, 2008; Lehninger and Cox,

2006).

Glicoproteinas

Son moléculas de adhesion celular que tienen sitios de uniébn para varios
componentes de la matriz extracelular y moléculas de integrina de la membrana
celular que facilitan la union de células de la matriz extracelular (Gartner, 2008).
Las glicoproteinas de adhesién representan un rol importante en la estabilizacion

de la MEC y en su vinculacion con la superficie celular. Presentan sitios
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especificos especializados e integrinas de la membrana celular para poder unirse
a otras moléculas de la MEC (Ross and Pawlina, 2007).

La capacidad de las células para adherirse a componentes de la matriz
extracelular es mediada en gran parte por glicoproteinas de adhesién celular.
Estas macromoléculas grandes tienen varios dominios, uno de los cuales suele
unirse a proteinas de la superficie celular llamadas integrinas, una para fibras de
colageno y otra para proteoglicanos. En esta forma, las glicoproteinas modulan las
funciones de la matriz extracelular relacionadas con el movimiento y la migracién
de las células. Regulan la adhesion y unen entre si los diversos componentes de
los tejidos. Los principales tipos de glicoproteinas de adhesion son fibronectina,
laminina, tenascina, y osteopontina (Ross and Pawlina, 2007; Stevens and Lowe,
2006). La fibronectina es una proteina muy abundante del tejido conectivo, es un
dimero grande compuesto de dos subunidades polipeptidicas similares, cada una
de alrededor de 220.000 dalton, unidas entre si en sus extremos carboxilo
mediante enlaces disulfuro (Guan et al., 1991; Mosher et al., 1991). Cada brazo de
esta macromolécula en forma de V, tiene sitios de unién para diversos
componentes extracelulares y para integrinas de la membrana celular. Aunque la
fibronectina la producen principalmente los fibroblastos, también se encuentra en
la sangre como fibronectina del plasma. Ademas, puede unirse de manera
temporal a la membrana plasmatica como fibronectina de la superficie celular. La
fibronectina marca las vias migratorias para células embrionarias de tal manera
gue las células en migracion del microorganismo en desarrollo pueden llegar a su
destino. Esta proteina promueve la adhesion y proliferacion celular y se una a

diferentes tipos de integrinas (Juliano and Haskill, 1993). La localizaciéon de la
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laminina casi siempre se limita rigidamente a la |lamina basal; por consiguiente,
esta glicoproteina tiene sitios de union para sulfato de heparan, colageno tipo IV,
entactina y la membrana celular (Nunez et al.,, 2013). La tenascina es una
glicoproteina grande compuesta de seis cadenas polipeptidicas unidas entre si por
enlaces disulfuro. Esta macromolécula, que semeja un insecto cuyas seis patas se
proyectan en forma radial desde un cuerpo central, tiene sitios de unién para los
proteoglicanos sindecanos transmembranales y para fibronectina. La distribucién
de la tenascina suele limitarse a tejido embrionario, en donde marca vias

migratorias para célula especificas (Gartner, 2008; Ross and Pawlina, 2007).

Integrinas

Las integrinas son una superfamilia de glicoproteinas que participan
principalmente en la union de las células con la matriz extracelular, aunque hay
algunas que también participan en la union célula-célula. Estan presentes en la
superficie celular en elevadas concentraciones. Las integrinas son proteinas
transmembranales similares a los receptores de la membrana celular porque
forman enlaces con ligandos (Gartner, 2008; Larjava et al., 2011).

Las integrinas son una familia de moléculas involucradas en la adhesién celular y
algunas participan en procesos de agregacion. Las integrinas son heterodimeros
obligados que contienen dos tipos de cadenas distintas, la subunidad a (alfa) y la
subunidad B (beta), que se unen de forma no covalente con un peso aproximado
de (250 000 dalton) (Clark and Brugge, 1995; Hynes, 1992; Kreis and Vale, 1999).
Las integrinas participan en funciones de adherencia, en la transduccién de

sefiales bioquimicas en fendmenos intracelulares activando el sistema en
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cascadas de segundo mensajero (Nastro Siniscalchi et al., 2010). La funcionalidad
de las integrinas en la transduccion bioquimica se manifiesta por su capacidad
para estimular diversas vias de sefialamiento, incluyendo cinasa de proteina
activada por mitébgeno, cinasa de proteina C y vias de fosfoinositida, que
conducen a la activacion del ciclo celular, la diferenciacion de las células,
reorganizacion del citosqueleto, regulacién de la expresién de gen e incluso la

muerte celular programada a través de apoptosis.

Fibras

Las fibras de colageno y las elasticas son las principales proteinas fibrosas del
tejido conectivo, tienen propiedades bioquimicas y mecanicas distintivas como
consecuencia de sus caracteristicas estructurales.

Las fibras de la matriz extracelular proporcionan fuerza de tension y elasticidad a
esta sustancia. Se han descrito tres tipos de fibras. Las fibras de colageno, las
fibras reticulares y las fibras elasticas (Stevens and Lowe, 2006). El colageno
constituye una superfamilia de proteinas de la matriz extracelular teniendo como
primera funcion la estabilidad estructural de un tejido (Kreis and Vale, 1999).
(Figura 5).

Fibras de colageno: estructuray funcion

Las fibras de colageno estan compuestas de subunidades de tropocolageno cuya
cadena alfa de secuencias de aminoacidos permite la clasificacién de colageno en
20 tipos de fibras diferentes. La principal funcién del colageno es participar en la
integridad estructural de la matriz extracelular y ayudar a la union celular a la

matriz. Diferentes estudios describen tres categorias de colageno: la formadora de
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fibrillas, la relacionada con fibrillas y la formadora de redes (Gartner, 2008; Kreis
and Vale, 1999; Stevens and Lowe, 2006).

El colageno formador de fibrillas incluye cinco tipos moleculares de coldgeno
diferentes (I, I, Ill, V' y Xl) las cuales forman tipos de colageno flexibles los cuales
presentan gran fuerza de tension. Las fibras de colageno del tejido conectivo
suelen tener un didmetro menor de 10 um (Maynes, 2012; Stein and Pardee,
2004). Cuando se tifien con hematoxilina y eosina, aparecen como haces de fibras
de eosindfilas, largas y onduladas. Muestras observadas en microscopio
electronico de barrido muestran bandas transversales a intervalos regulares de 67
nm. Cada fibrilla esta formada por 300 secuencias de aminoacidos y subunidades
de tropocolageno cada una de 280 nm de largo y 1.5 nm de diametro (Richardson,
1995). Las cadenas alfa de tropocolageno estan envueltas entre si en una
configuracion helicoidal triple con grandes residuos de aminoéacidos. Cada tercer
aminoacido es glicina y la mayor parte de los aminoacidos restantes estan
compuestos de prolina, ludroxiprolina e hidroxilisina. Se ha descrito que la glicina
permite la vinculacién de las tres cadenas alfa; los enlaces de hidrégeno de la
hidroxiprolina conservan juntas las tres cadenas alfa; y la hidroxilisina permite la
formacion de fibrillas por la union de moléculas de colageno entre si (Brinckmann
et al., 2005). Se conocen diferentes tipos de colageno pero en este apartado de
esta tesis doctoral se describira brevemente algunos de los coladgenos mas
relevantes. EI coladgeno tipo I, el tipo mas comun, forma fibras gruesas y se
encuentra en tejido conectivo, hueso, dentina y cemento (de Ferraris and Campos,
2009; Ross and Pawlina, 2007). El colageno tipo Il forma fibras mas delgadas y se

encuentra casi de manera exclusiva en las matrices de cartilago hialino y elastico
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(Gudmann et al., 2014). El coldgeno tipo Il también llamado fibra reticular. Debido
al gran contenido de carbohidratos, las fibras de colageno tipo Il se tifien de
manera preferencial por sales argénticas, estas fibras son parte de la estructura
del higado (Nielsen et al.,, 2014). El colageno tipo IV es un componente
fundamental de la lamina basal y esta encargada de formar la [amina densa. El
colageno tipo V forma fibrillas muy delgadas, es un tipo de fibra presente en la
mayoria del tejido intersticial (Bronner and Farach-Carson, 2004). Se asocia con el
tipo I. Es minoritario de los tejidos no cartilaginosos. El colageno tipo VII también
conocido como colageno alfa-1 funciona como un anclaje fibrilar entre el epitelio
externo y el estroma subyacente. Por otra parte, teniendo en cuenta la anterior
descripcion, es importante destacar el papel de esta fibras de colageno en la
mucosa oral. Estas fibras resisten las fuerzas de traccion y tensién y evitan
deformaciones de la mucosa oral. Asi mismo, participan en procesos
regenerativos durante eventos patologicos y tras intervenciones quirargicas(de

Ferraris and Campos, 2009).

Figura 5. Fibras de colageno de nervio ciatico de rata. Region del epineuro que
denota la presencia de fibras de colageno. Microscopia electrénica de barrido.

Gartner 2008
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Fibras elasticas

A diferencia del colageno, las fibras elasticas son sumamente ajustables y pueden
estirarse una y media veces su longitud en reposo sin romperse. Cuando se libera
la fuerza, las fibras elasticas regresan a su longitud en reposo. Las fibras elasticas
estan compuestas por dos tipos de proteinas: la elastinay la fibrilina. Son fibras
mas delgadas que las fibras coldgenas y abundan en tejidos conectivos laxos
(Kreis and Vale, 1999; Ross and Pawlina, 2007).

La elasticidad del tejido conectivo se debe, en gran parte, a la presencia de fibras
elasticas en la matriz extracelular. Tiene la capacidad para deformarse incluso
cuando se les aplica un pequefio esfuerzo. Presentan grandes propiedades
biomecanicas y algunos estudios sugieren que participan en procesos
guimiotacticos durante la inflamacion (Barnes et al., 2002). Estas fibras suelen ser
mas delgadas, largas y ramificadas en el tejido conectivo laxo, pero pueden formar
haces mas gruesos en ligamentos y vainas fenestradas (Gartner, 2008). Los
fibroblastos y células de muasculo liso de vasos sanguineos son los encargados de
sintetizar este tipo de fibras en el tejido conectivo. Estan compuestas de elastina,
una proteina rica en glicina, lisina, alanina, valina y prolina, pero que carece de
hidroxilisina (Kreis and Vale, 1999). Después de estirarse, las fibras elasticas son
capaces de regresar a su longitud de reposo. En este contexto, podemos describir
la participacion de las fibras elasticas en la mucosa oral. Estas fibras elasticas son
las encargadas de devolver el tejido a la normalidad después que la tensién haya
actuado sobre este tejido. El niumero de fibras elasticas en la mucosa oral la hace

directamente responsable junto con algunas caracteristicas del epitelio, de la
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mayor o menor distensibilidad de algunas de las regiones que recubren la cavidad

oral (de Ferraris and Campos, 2009).

1.3. La Ingenieria Tisular de la Mucosa Oral

La mucosa oral estd cominmente afectada por un gran nimero de patologias de
tipo inflamatorio, infeccioso, neoplasico, degenerativo, traumatico o iatrogénico.
Para el tratamiento de dichas patologias generalmente se requieren técnicas
quirargicas e incluso el reemplazo del tejido afectado. La mayoria de las técnicas
quirdrgicas utilizadas hasta el momento incluyen el uso de injertos o colgajos
cutaneos de espesor parcial o total y trasplante heterologo e incluso las técnicas
de reconstruccién microquirdrgicas. Sin embargo, la mayoria de pacientes con
afecciones patologicas de la mucosa oral pueden requerir mas de un
procedimiento quirargico, debido a la extension y localizacion de la lesion y a la
escasez de donantes. Por estas razones, en la actualidad se torna necesario
encontrar nuevas fuentes de mucosa oral normal como sustitutos biocompatibles,

anatoémicos, estéticos y fisiolégicamente adecuados (Garzon et al., 2009).

En este sentido, numerosos estudios en Ingenieria Tisular de la Mucosa Oral, han
permitido el desarrollo de modelos tridimensionales tanto in vitro como in vivo

orientados a la aplicacion clinica (Figura 6).

En un estudio realizado por (Moharamzadeh et al., 2008; Moharamzadeh et al.,
2008) en 2008, se evaluaron constructos desarrollados con 10 tipos de colageno y
con una linea celular de queratinocitos con el objetivo principal de estudiar su

biocompatibilidad, bioestabilidad, porosidad y la capacidad de integrarse
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adecuadamente en un organismo. Los resultados de este estudio mostraron
buenas caracteristicas de biocompatibilidad pero revelaban carencias en cuanto a
su bioestabilidad. Por otra parte, estudios realizados utilizando técnicas de cross-
linking en biomateriales de colageno y quitosan mostraron excelentes resultados
de bioestabilidad cuando fueron comparados con biomateriales que no fueron
sometidos a cross-linking (Moharamzadeh et al., 2008). Otros estudios
desarrollados en la generacién de mucosa oral artificial han utilizado biomateriales
porosos basados en una mezcla de colageno, glicosaminoglicanos y quitosan con
el objetivo de evaluar la diferenciacion celular de las células queratinociticas
dentro de dichos biomateriales naturales. Los resultados de este estudio fueron
significativos debido a la gran expresion de citoqueratina 13 en el tejido epitelial
(Kinikoglu et al., 2009). Aparte de esto, estudios recientes se han enfocado en la
utilizacion de una fuente alternativa de células diferentes a las células epiteliales
con resultados promisorios (Dongari-Bagtzoglou and Kashleva, 2006; Garzon et

al., 2013; Yadev et al., 2011).

Figura 6. Mucosa Oral obtenida mediante técnicas de Ingenieria Tisular.

“Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
Patrones Histologicos e Histoquimicos de la Matriz Extracelular”



32

El grupo de investigacion de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada ha
desarrollado un modelo de mucosa oral artificial utilizando células madre
queratinociticas y fibroblasticas y un material de fibrina-agarosa. Dicho modelo ha
sido investigado en sus distintas propiedades para su adecuada transferencia a la
clinica. Asimismo el grupo ha utilizado fuentes celulares alternativas con el mismo
biomaterial y con resultados inicialmente satisfactorios. (Garzon et al., 2013; San
Martin et al., 2013; Sanchez-Quevedo et al., 2007).

En este sentido, la ingenieria tisular de la mucosa oral se ha convertido en una
herramienta promisoria que engloba el uso de un arsenal de posibilidades
terapéuticas que pueden ser aplicadas en la odontologia permiti€ndonos generar
tejidos artificiales de la mucosa oral sin necesidad de utilizar tejidos heterdlogos.
En la presente tesis doctoral se realiza una investigacion sobre los patrones
histolégicos e histoquimicos de la matriz extracelular en mucosa oral construida
ortotipicamente y heterotipicamente por ingenieria tisular tanto in vitro como in
vivo. Esta investigacion tiene como objeto fundamental sistematizar dichos
patrones en ambos modelos de mucosa oral artificial para evaluar la idoneidad
arquitectural de los mismos en relacion al uso alternativo de células en la
generacion de mucosa artificial. A tal efecto y tras enumerar los objetivos
generales y especificos describiremos el material y los métodos empleados y muy
especialmente los controles utilizados en el desarrollo del estudio experimental
realizado. Con posterioridad expondremos los resultados y los discutiremos en el
contexto de la bibliografia existente al respecto, finalmente enumeraremos las

conclusiones.
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2. OBJETIVOS
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Objetivo General

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es identificar los patrones histologicos e
histoquimicos de la matriz extracelular de mucosa oral ortotipica y heterotipica
generada por Ingenieria Tisular.

Objetivos Especificos

1- Elaborar modelos ortotipicos y heterotipicos de mucosa oral artificial humana
utilizando células madre queratinociticas, células madre mesenquimales de la

gelatina de Wharton, fibroblastos y biomateriales de fibrina-agarosa.

2- Identificar el patron fibrilar de la matriz extracelular de la mucosa oral artificial
ortotipica y heterotipica con el objeto de sistematizar cualitativa vy
cuantitativamente la presencia de fibras de colageno, reticulares y elasticas en el

estroma.

3- Identificar el patron histolégico e histoquimico de las glicoproteinas y los
proteoglicanos de la matriz extracelular de la mucosa oral artificial ortotipica y
heterotipica con el objeto de sistematizar cualitativa y cuantitativamente la

presencia de estos componentes en el estroma.

4- ldentificar el patron histologico e inmunohistoquimico de los componentes no
fibrilares agrecan y versican de la matriz extracelular de la mucosa oral artificial
ortotipica y heterotipica con el objeto de sistematizar cualitativa y

cuantitativamente la presencia de estos componentes en el estroma.

5- Identificar el patron histolégico e inmunohistoquimico del componente no
fibrilares decorin de la matriz extracelular de la mucosa oral artificial ortotipica y
heterotipica con el objeto de sistematizar cualitativa y cuantitativamente la

presencia de este componente en el estroma.

6- Evaluar comparativamente los patrones de la matriz extracelular de ambos

modelos de mucosa oral para determinar la posible utilidad del modelo de las
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células madre de la gelatina de Wharton como fuente alternativa de células en

mucosa oral generada por Ingenieria Tisular.

3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Obtencion de muestras de tejido humano

En la presente Tesis Doctoral se utlizaron muestras de tejido humano
correspondiente a controles de tejido conectivo humano, mucosa oral artificial
generada por Ingenieria Tisular ortotipica y mucosa oral artificial generada por
Ingenieria Tisular heterotipica. En todos los casos, se obtuvo consentimiento
informado por parte de los donantes de tejido.

3.1.1. Muestras de mucosa oral humana

En primer lugar, se obtuvieron pequefas biopsias de mucosa oral humana
correspondientes a la zona masticatoria de donantes adultos sanos sometidos a
procedimientos quirdrgicos menores mediante anestesia local en la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Granada. Todas las muestras correspondieron a

biopsias de alrededor de 2 x 2 x 2 mm.

3.1.2. Muestras de tejido conectivo humano control

En la presente Tesis Doctoral, se analizaron tres tipos de muestras de tejido
conectivo humano control. Concretamente, se obtuvieron muestras de tejido
conectivo laxo (TCL), muestras de tejido conectivo denso (TCD) y muestras de

tejido conectivo fibroso (TCF).

En el caso de los tejidos TCL y TCF, las muestras se obtuvieron de pacientes que
presentaban enfermedad de Dupuytren sometidos a procedimiento quirargico en la
unidad de traumatologia y ortopedia del Hospital Universitario San Cecilio de
Granada. Las muestras de TCF correspondieron al cordon fibroso palmar
extirpado al paciente, mientras que las muestras de TCL correspondieron a tejido
sano de la regidn del antebrazo del mismo paciente. Todos estos pacientes fueron

varones entre los 60 a 66 afos de edad con estadios avanzados de enfermedad
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de Dupuytren que afectaba al movimiento de uno de los dedos. Ninguno de los
pacientes habia sido sometido a intervencion quirdrgica previa.

En el caso de los tejidos TCD, éstos correspondieron al estroma (corion o lamina
propia) de las muestras de biopsia de mucosa oral humana normal.

3.1.3. Muestras del corddn umbilical humano

En la presente Tesis Doctoral se emplearon muestras de cordon umbilical
humano, las cuales fueron fueron obtenidas de recien nacidos a término nacidos

por cesarea.

3.2. Aislamiento de células y obtencidon de cultivos primarios

3.2.1. Fibroblastos de la mucosa oral humana

Para obtener cultivos primarios de fibroblastos de mucosa oral, se procedido a
disgregar el tejido conectivo de la mucosa oral utilizando digestion enzimatica con
una solucion de colagenasa | (2 mg/ml) de Clostridium histolyticum (Gibco BRL
Life Technologies). Tras ello, se obtuvieron los fibroblastos mediante
centrifugacion, cultivandolos en frascos de cultivo con medio de Dulbecco
modificado por Eagle (DMEM) suplementado con un 10% de suero bovino fetal y
antibidticos-antimicoticos (100 U/ml de penicilina G, 100 mg/ml de estreptomicina,

y 0,25 mg/ml de anfotericina B).

3.2.2. Queratinocitos de la mucosa oral humana

Para obtener cultivos primarios de queratinocitos, las muestras fueron
cuidadosamente lavadas en solucion salina de tampon fosfato (PBS), incubandose

posteriormente a 4°C en una solucion de dispasa Il (2 mg/ml) (Gibco BRL Life
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Technologies, Karlsruhe, Germany) con el fin de separar el epitelio del estroma.
Inmediatamente, el epitelio separado fue cultivado en frascos de cultivo por medio
de la técnica de explante con un medio especial para queratinocitos. Este medio
consiste en una proporcion de 3:1 de DMEM y medio Ham-F12 suplementado con
un 10% de suero bovino fetal, 5 mg/ml de insulina, 10 ng/ml de factor de
crecimiento epidérmico, 1,3 ng/ml de triyodotironina, 24 pug/ml de adenina, 0,4
mg/ml de hidrocortisona y antibiéticos-antimicéticos (100 U/ml de penicilina G, 100
mg/ml de estreptomicina, y 0,25 mg/ml de anfotericina B) (todos ellos de Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EEUU).

3.2.3. Células madre mesenquimales de la gelatina de Wharton

Para la obtencion de las células mesenquimales de la gelatina de Wharton, los
cordones umbilicales humanos se lavaron en PBS, y se obtuvieron fragmentos de
la gelatina de Wharton mediante diseccion mecanica, tras extraer los vasos
sanguineos del cordon. Estos fragmentos de la gelatina de Wharton fueron
sometidos a digestion enzimatica utilizando una mezcla de colagenasa tipo |
(Gibco BRL Life Technologies) y 0,5 g/l de tripsina con 0,2 g/l de EDTA (Gibco
BRL Life Technologies). Las células aisladas fueron cultivadas en medio de cultivo
AmnioMAX (Gibco BRL Life Technologies).

3.3. Generacion de sustitutos de la mucosa oral humana mediante Ingenieria
Tisular

3.3.1. Mucosa oral artificial humana ortotipica (MO)

Para elaborar sustitutos ortotipicos de la mucosa oral humana mediante Ingenieria
Tisular (MO), se utilizaron las células epiteliales (queratinocitos) y estromales
(fibroblastos) de mucosa oral previamente aislados y mantenidos en cultivo,

combinadas con biomateriales de fibrina y agarosa. Para ello, en primer lugar se
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generd un sustituto del corion o lamina propia de la mucosa oral y, en segundo

lugar, se genero un epitelio en su superficie.

Para la generacion del sustituto del corion de la mucosa oral mediante técnicas de
Ingenieria Tisular, se utilizaron 250.000 fibroblastos orales humanos mantenidos
en cultivo. Una vez obtenidas las células, se realiz6 una mezcla de plasma
humano con una solucién caliente de agarosa tipo VII en PBS hasta una
concentracion final del agarosa de 0,1%, afadiéndose acido tranexamico, y
cloruro de calcio con el objetivo de inducir el proceso de gelificacion, siguiendo
protocolos previamente publicados (Garzon et al., 2009; Sanchez-Quevedo et al.,
2007; Scionti et al., 2014). La mezcla obtenida fue alicuotada en insertos porosos

tipo Transwell (Corning Inc., Corning, NY) e incubados a 37°C.

Una vez, gelificado el estroma de fibrina y agarosa, se utilizaron 500.000
gueratinocitos de mucosa oral humana mantenidos en cultivo, los cuales se
subcultivaron sobre la superficie estromal artificial, manteniéndose en cultivo
durante siete dias, inmersas en medio de cultivo de queratinocitos. Con el objetivo,
de inducir la estratificacion y maduracion de las células epiteliales en el sustituto
de mucosa oral humana, se utilizé la técnica de aire-liquido durante la segunda y
tercera semanas de cultivo in vitro (Carriel et al., 2013; Carriel et al., 2012; Garzon
et al., 2009; Sanchez-Quevedo et al., 2007).

3.3.2. Mucosa oral artificial humana heterotipica (hMO)

La elaboracién de mucosa oral artificial heterotipica (hMO) mediante técnicas de
Ingenieria Tisular se llevd a cabo utilizando células madre de la gelatina de
Wharton subcultivados sobre los estromas artificiales de fibroblastos orales y

biomateriales de fibrina-agarosa.

En primer lugar, se generaron sustitutos artificiales del corion o lamina propia de la
mucosa oral utilizando el mismo protocolo que se describié para la generacion de

sustitutos del corion de los constructos ortotipicos MO.

“‘Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
Patrones Histologicos e Histoquimicos de la Matriz Extracelular”



40

En segundo lugar, se subcultivaron 500.000 células madre de la gelatina de
Wharton sobre la superficie del estroma artificial, manteniéndose durante 7 dias
sumergidas en medio de cultivo de queratinocitos para inducir el proceso de
diferenciacion hacia células epiteliales de la mucosa oral sobre el sustituto
estromal. Al igual que se hizo en los sustitutos MO, los constructos hMO fueron
sometidos a técnica de cultivo aire-liquido durante la segunda y tercera semana de
desarrollo in vitro para potenciar el proceso de diferenciacion epitelial de las
células madre de la gelatina de Wharthon.

3.4. Evaluacién in vivo de los sustitutos de mucosa oral artificial humana
ortotipicos y heterotipicos

Con el fin de evaluar el comportamiento in vivo de los sustitutos de mucosa oral
generados en esta Tesis Doctoral (MO y hMO), ambos tipos de sustitutos de la
mucosa oral fueron implantados en 9 ratones atimicos desnudos nu/nu
inmunodeprimidos de 6 semanas de edad (Harlan, Indianapolis, IN). Todos los
animales fueron adecuadamente anestesiados usando una mezcla de
acepromacina (Calmo-Neosan® 0.001 mg por g de peso del animal) y ketamina
(Imalgene 1000® 0,15 mg por g de peso del animal), tras inyeccién subcutanea de

atropina.

Los tejidos artificiales MO y hMO obtenidos mediante técnicas de Ingenieria
Tisular fueron implantados en la region dorsal de los animales con el objetivo de
determinar el comportamiento in vivo de dichos tejidos. Los ratones fueron
sacrificados 30 dias después de la implantacion de los tejidos de MO y hMO,
extrayéndose estos tejidos para analisis histologico. Todos los procedimientos

fueron realizados bajo las mas estrictas normas de ética y seguridad biologica.
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3.5. Andlisis histolégico mediante microscopia Optica

Para determinar la morfologia y estructura de cada uno de los tejidos evaluados
en la presente Tesis Doctoral, las muestras de estudio correspondientes a los
controles TCL, TCD y TCF, asi como las muestras de mucosa oral artificial MO y
hMO mantenidas in vitro durante 1, 2 y 3 semanas, asi como las muestras
implantadas in vivo durante 30 dias, fueron fijadas en formalina neutra al 10%
(formaldehido 4%), incluidas en parafina y cortadas a 5 um de espesor. Dichas
muestras fueron desparafinizadas y tefidas con hematoxilina y eosina para su

posterior analisis histolégico mediante un microscopio 6ptico Nikon Eclipse 90i.

3.6. Analisis histolégico mediante microscopia electronica de transmision

Para el analisis de los tejidos control y los tejidos artificiales generados por
Ingenieria Tisular (MO y hMO) mediante microscopia electronica de transmision
(MET), las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2,5%, se postfijaron en
tetroxido de osmio al 1% y se incluyeron en resina epoxica, cortandose en
secciones de 50nm de espesor. Para su analisis, estas secciones fueron tefidas
con acetato acuoso de uranilo, observandose con un microscopio electrénico de

transmision EM902 Carl Zeiss Meditec, Inc. (Oberkochen, Germany).

3.7. Andlisis histoquimico de componentes fibrilares y no fibrilares de la
Matriz Extracelular

Para el andlisis de componentes fibrilares y no fibrilares de la matriz extracelular
mediante histoquimica en las muestras analizadas en esta Tesis Doctoral
(controles y mucosa oral artificial MO y hMO), se obtuvieron secciones de los
diferentes tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina, procediéndose a su

desparafinizacion en xilol durante 15 minutos (dos veces) y su posterior
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rehidratacion usando diluciones crecientes de alcohol hasta llegar a agua
destilada.

Tras ello, se realizaron tinciones de picrosirius para evaluar la presencia de
coldgeno, de Verhoeff para determinar la presencia de fibras reticulares, de
Gomori para la deteccion de fibras elasticas, de acido peryddico de Schiff (PAS)
para identificar glicoproteinas y de azul alcidn para determinar la presencia de
proteoglicanos (Alfonso-Rodriguez et al., 2014; Carriel et al., 2011; Oliveira et al.,
2013).

3.7.1. Tincién mediante el método histoguimico de Picrosirius

La técnica de picrosirius es una técnica muy utilizada para identificar colageno,
uno de los componentes fibrilares mas importantes de la matriz extracelular. Para
tal objeto, las secciones de las muestras de estudio (controles, MO y hMO) se
tineron durante 30 minutos en una solucion Sirius red F3B, contrastandose con
hematoxilina de Harris durante 5 minutos. Finalmente, las muestras fueron
sometidas a deshidratacion utilizando alcoholes de concentracion ascendente
(70°, 96°, 100°) y xilol y se montaron con cubreobjetos utilizando medio de montaje

histolégico.

3.7.2. Tincién mediante el método histoquimico de Gomori

La deteccién de las fibras reticulares se realiz6 mediante la tincidn histoquimica de
Gomori. Este método de impregnacidon metdlica utiliza sales metélicas y
precipitacion de un metal (plata principalmente) que se reduce sobre las fibras
reticulares. En este caso, las muestras de estudio fueron sumergidas en
permanganato de potasio al 1% durante 1 minuto, y en metabisulfito de sodio al
2% durante 1 minuto. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a
sensibilizacion con alumbre de hierro al 2% durante 2 minutos e incubadas en

oscuridad durante 15 minutos en plata amoniacal y en formaldehido al 20%
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durante 3 minutos. Finalmente, la diferenciacion se realiz6 con cloruro de oro al
2% durante 5 minutos y en tiosulfato durante 1 minuto, contrastandose con
hematoxilina. Finalmente, las muestras fueron sometidas a deshidratacion
utilizando alcoholes de concentracion ascendente (70° 96°, 100° vy xilol y se

montaron con cubreobjetos utilizando medio de montaje histologico.

3.7.3. Tincién mediante el método histoquimico de Verhoeff

Para identificar la presencia de fibras elasticas, se utilizo la tincion histoquimica de
Verhoeff. Para ello, las muestras se incubaron en solucion de trabajo Verhoeff
durante 30 minutos en oscuridad. Esta solucion consistio en hematoxilina
alcohdlica al 10%, alcohol etilico 70°, cloruro férrico al 10% y solucién de yodo de
Verhoeff. Posteriormente, se realizaron tres lavados en agua destilada durante 5
minutos cada uno. Las muestras fueron inmediatamente diferenciadas en coluro
férrico durante 5 minutos en oscuridad. Después, las muestras fueron sumergidas
en tiosulfato de sodio durante 1 minuto y lavadas abundantemente en agua
destilada. Finalmente, se realiz6 contraste con hematoxilina durante 20 segundos.
Finalmente, las muestras fueron sometidas a deshidratacion utilizando alcoholes
de concentracion ascendente (70° 96° 100° y xilol y se montaron con

cubreobjetos utilizando medio de montaje histoldgico.

3.7.4. Tincién mediante el método histoquimico de tincién con acido
peryodico de Schiff (PAS)

El método de tincion mediante acido peryodico de Schiff (PAS) permite la
identificacion de glicoproteinas y mucosustancias neutras. En la presente Tesis
Doctoral, las muestras a analizar mediante este método fueron sometidas a
oxidacion, sumergiéndolas en una solucion de acido peryodico al 0,5% durante 5
minutos. Posteriormente, las muestras fueron incubadas en reactivo de Schiff

durante 15 minutos en oscuridad. Finalmente, las muestras fueron contrastadas
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rapidamente durante 20 segundos usando hematoxilina para su posterior
deshidratacion, aclarado y montaje con cubreobjetos.

3.7.5. Tincién mediante el método histoguimico de azul alcian

El andlisis del contenido de proteoglicanos se realizdé mediante la técnica
histoquimica de azul alcian. Para realizar este protocolo de tincion, las muestras
fueron incubadas en solucién de azul alcian de pH 2,5 durante 30 minutos. Una
vez tefidas, las muestras fueron contrastadas con reactivo nuclear fast red
durante 5 minutos para su posterior deshidratacion y aclaramiento utilizando
alcoholes ascendentes hasta llegar a xilol, (70°, 96° 100°). Por ultimo, las

muestras fueron deshidratadas, aclaradas y montadas con cubreobjetos.

3.7. Andlisis inmunohistoquimico de componentes no fibrilares de la Matriz
Extracelular

Para el analisis de ciertos componentes no fibrilares de la matriz extracelular con
alta sensibilidad (los proteoglicanos agrecan, versican y decorin), se utilizaron
métodos inmunohistoquimicos basados en anticuerpos especificos. Para ello, se
obtuvieron secciones de los diferentes tejidos fijados en formalina e incluidos en
parafina, procediéndose a su desparafinizacion en xilol durante 15 minutos (dos
veces) y su posterior rehidratacion usando diluciones crecientes de alcohol hasta

llegar a agua destilada.

Una vez rehidratadas las muestras, se procedié a su incubacion en condroitinasa
ABC (Sigma Aldrich) durante una hora en una cadmara humeda a 37°C para
recuperacion antigénica. Posteriormente, se realizd6 el blogueo de sitios
antigénicos inespecificos con suero de caballo (Vector, Burlingame, CA, EEUU).
Posteriormente, las muestras fueron incubadas con anticuerpos primarios anti-
decorin (dilucién 1:500) (R&D systems, Minneapolis, MN, EEUU), anti-versican
(1:100) (ABcam, Cambridge, UK) y anti-agrecan (1:250) (ABcam, Cambridge, UK)
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durante 1 hora en camara hiumeda a temperatura ambiente. Tras lavar tres veces
en PBS, se aplico un anticuerpo secundario (Vector Laboratories), incubandose
durante 30 minutos en cAmara humeda a temperatura ambiente, lavandose tres
veces en PBS. Finalmente, para inducir la reaccion colorimétrica, se utilizé un kit
comercial de 3,-diaminobencidina (DAB) (Vector Laboratories) durante 2 minutos.
Finalmente, las muestras fueron contrastadas con hematoxilina durante 20
segundos, se deshidrataron en alcoholes crecientes, se aclararon en xilol y se

montaron con cubreobjetos utilizando medio de montaje resinoso.

3.8. Andlisis cuantitativo

Una vez identificados los diferentes componentes fibrilares y no fibrilares de la
matriz extracelular utilizando métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos, se
procedio al analisis cuantitativo de la intensidad de sefal obtenida para cada
técnica. Para ello, se utiliz6 el programa Image J disefiado por el National
Institutes of Health (NIH) de EEUU.

Para cada una de las técnicas y para cada tipo de muestra (controles y muestras
de mucosa oral artificial), se obtuvieron tres imagenes histologicas,
cuantificandose la intensidad de sefial en diez puntos tomados aleatoriamente en
el estroma de cada una de las muestras. Tras ello, se obtuvieron valores medios y
desviaciones estandar para cada muestra y cada técnica, y se normalizaron todos
los valores respecto al valor obtenido por el control correspondiente al corion de la
mucosa oral humana (TCD) en cada método histoquimico o inmunohistoquimico.
De este modo, se consider6 que la intensidad correspondiente a TCD era 100%
para todos los métodos, expresandose la sefial del resto de las muestras en

referencia a este 100%.
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3.9. Analisis estadistico

Para la identificacién de diferencias estadisticas en la intensidad obtenida para
cada método histoquimico o inmunohistoquimico entre las diferentes muestras
analizadas en esta Tesis Doctoral (controles TCL, TCD y TCF y muestras MO y
hMO mantenidas in vitro durante 1, 2, y 3 semanas e in vivo durante 30 dias), se
aplico la prueba estadistica t de Student. Esta prueba se aplico tras demostrar que
las muestras cumplian los criterios para la utilizacion de métodos paramétricos, y
tras aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov. En todos los casos, se aplicaron
tests de doble cola, considerandose significativos los valores de p menores de
0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1. Generacion de Sustitutos de Mucosa Oral Artificial Humana Ortotipica y

Heterotipica Mediante Ingenieria Tisular

La aplicacion de los métodos que se describen en el apartado anterior de esta
Tesis Doctoral nos permitié generar eficientemente sustitutos de mucosa oral
humana mediante Ingenieria Tisular. Como se puede apreciar en la Figura 7, las
muestras de mucosa oral artificial humana ortotipica compartian numerosas
similitudes con las muestras heterotipicas a nivel macroscépico, presentando
ambas buena consistencia, manipulabilidad, resistencia y elasticidad.

A nivel macroscopico, no se apreciaron diferencias entre ambos tipos de sustitutos
biolégicos (MO y hMO).

A B

Figura 7. Aspecto macroscopico de los sustitutos de mucosa oral artificial
humana generados en esta Tesis Doctoral. A: muestras de mucosa oral
artificial humana ortotipica. B: muestras de mucosa oral artificial humana

heterotipica.

4.2. Analisis Histoldgico del Estroma de la Mucosa Oral Artificial Ortotipicay

Heterotipica Mediante Tincién con Hematoxilinay Eosina

En primer lugar, el andlisis histolégico de los tejidos TCL, TCD y TCF utilizados
como control utilizando hematoxilina-eosina reveld la presencia de una red fibrilar

de tipo laxo, en el caso del TCL, de tipo denso, en los TCD y de tipo muy denso y
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fibroso en los tejidos TCF. Asimismo, se observd una poblacion celular de tipo
fibroblastico inmersa en esta red fibrilar, la cual fue mas abundante en los tejidos
con mayor abundancia en componente fibrilar (Figura 8).

En segundo lugar, el andlisis histolégico de los estromas de los tejidos artificiales
desarrollados mediante Ingenieria Tisular mostr6é una red fibrilar muy homogénea,
con un numero variable de fibroblastos inmersos en el biomaterial de fibrina-
agarosa. En general, los tejidos mantenidos en cultivo presentaron un estroma
muy laxo y con un escaso componente celular. Como se muestra en la Figura 8,
todos los modelos de mucosa oral artificial humana presentaron un estrato epitelial
con un numero de capas que tendia a incrementarse con el tiempo, alcanzando
mas de 15 capas en las muestras mantenidas in vitro durante 3 semanas. En
general, se observaron grandes similitudes entre los modelos ortotipico (MO) y
heterotipico (hMO) de mucosa oral artificial, aunque las células del modelo hMO
tendian a presentar mayores niveles de compactacion, formandose un epitelio
muy denso en comparacion con el modelo MO. Ninguno de los modelos presento
crestas epiteliales, papilas coriales, vasos sanguineos o nervios mientras se
mantuvieron en cultivo.

Una vez que los tejidos artificiales de MO y hMO fueron implantados in vivo
(Figura 8), se observé un gran desarrollo y maduracion de dichos tejidos. En
concreto, por un lado se aprecio la formacion de estratos bien diferenciados a nivel
epitelial, con formacion de estratos coérneos a nivel apical, aunque no se
observaron crestas epiteliales a nivel basal. Por otro lado, el estroma artificial
presentd un gran numero de vasos sanguineos y una abundante poblacion celular
inmersa en una densa red fibrilar que compartia numerosas similitudes con el
corion de la mucosa oral humana nativa (TCD), siendo mas densa que el TCL y

menos densa que el TCF.
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Figura 8. Andlisis histolégico mediante tincion con hematoxilina y eosina de las
muestras utilizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo
laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido
conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana

heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.

4.3. Analisis Histoldgico del Estroma de la Mucosa Oral Artificial Ortotipicay

Heterotipica Mediante Microscopia Electronica de Transmision

El anadlisis mediante microscopia electrénica de transmision de las muestras
utilizadas en esta Tesis Doctoral (Figura 9) mostré la presencia de fibras de

colageno ordenadas y tipicamente orientadas en las muestras control TCD. En el
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caso del biomaterial de fibrina-agarosa, se observé una red de fibras
electrodensas mal orientadas correspondientes fundamentalmente a las fibras de
fibrina.

Cuando se analizaron las muestras de mucosa oral humana generadas mediante
Ingenieria Tisular y mantenidas en cultivo durante 3 semanas, se observo la
presencia de numerosos fibroblastos con abundantes organelas de sintesis
(ribosomas, reticulo endoplasmatico, etc.) rodeadas de las fibras de fibrina-
agarosa sin orientacion definida, no encontrandose diferencias entre las muestras
MO y las hMO.

Finalmente, el analisis de las muestras de mucosa oral artificial implantadas in vivo
revel6 la presencia de una amplia poblacion celular inmersa en una densa matriz
extracelular formada mayoritariamente por fibras de colageno bien orientadas
similares a las que se encontraron en las muestras control. No se encontraron
restos de la malla de fibrina-agarosa en ninguna de las muestras implantadas in

Vvivo en animales de laboratorio.
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Figura 9. Andlisis de las muestras utilizadas en esta Tesis Doctoral mediante
microscopia electronica de transmision (MET). A: estroma de la mucosa oral humana
nativa utilizada como control (TCD). B: biomaterial de fibrina-agarosa utilizado para la
generacion de mucosa oral artificial. C: estroma artificial correspondiente a las muestras
ortotipicas mantenidas en cultivo durante 3 semanas (OM-3). D: estroma de las muestras
ortotipicas implantadas en animales durante 30 dias (OM in vivo). E: estroma artificial
correspondiente a las muestras heterotipicas mantenidas en cultivo durante 3 semanas
(hOM-3). F: estroma de las muestras heterotipicas implantadas en animales durante 30
dias (hOM in vivo).
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4.4. Andlisis de Componentes Fibrilares de la Matriz Extracelular del Estroma
de la Mucosa Oral Artificial Ortotipica y Heterotipica

4.4.1. Andlisis de Fibras de Colageno de la Matriz Extracelular del Estroma de la

Mucosa Oral Artificial Ortotipica y Heterotipica

El andlisis cualitativo de la presencia de fibras de colageno mediante la técnica
histoquimica de Picrosirius mostr6 importantes diferencias entre las diferentes
muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. Como se puede apreciar en la (Figura
10), la intensidad de la tincién histoquimica fue superior en las muestras control y

en los tejidos implantados in vivo que en las muestras mantenidas in vitro.

Figura 10. Andlisis histoquimico mediante tincion Picrosirius de las muestras
utilizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD:
muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo
fiboroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1
semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2
semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3
semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1
semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2

semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3
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semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de
laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica
implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.

Por otro lado, el andlisis cuantitativo reveld la existencia de diferencias
significativas entre las distintas muestras analizadas. Como se aprecia en las
Tablas 1y 2y en la Figura 11, las muestras implantadas in vivo (tanto la MO como
la hMO) presentaron niveles de intensidad de colageno similares al control TCD,
mientras que las TCF presentaron niveles significativamente mas altos que el
resto de las muestras analizadas. En general, las muestras mantenidas in vitro
presentaron escasos nhiveles de tincion para este componente de la matriz

extracelular.

MEDIA DE

TCL 32.7 36.1
TCD 100.0 24
TCF 114.1 18.7
MO-1 334 25.5
MO-2 39.3 15.8
MO-3 484 20.2
hMO-1 35.9 21.3
hMO-2 40.1 21.5
hMO-3 61.3 29.7
MO in vivo 99.7 11.9
hMO in vivo 104.4 12.6

Tabla 1. Cuantificacién de la intensidad de tincién histoquimica para fibras de
coldgeno en el estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis
Doctoral. En cada caso, se muestra la intensidad de tincién para fibras de colageno en
cada muestra, normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%),
presentandose la media y la desviacién estandar (DE). TCL: muestras control de tejido
conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control
de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in
vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro

durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
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durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana

heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.
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Figura 11. Cuantificacién de fibras de colageno en el estroma de las diferentes
muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo
laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido
conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana

heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. Los valores
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corresponden a la intensidad de tincion para fibras de colageno en cada muestra,

normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%).

PICROSIRIUS TCD TCF TCL | MO-1 | MO-2 | MO-3 | hMO-1 | h(MO-2 | hMO-3 M.o in ‘hN!O
VvVivo in vivo
TCD - 0.0008 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. N.S.
TCF 0.0008 - 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0007 | 0.0132
TCL 0.0000 | 0.0000 - N.S. N.S. |0.0268 | N.S. N.S. | 0.0009 | 0.0000 | 0.0000
MO-1 0.0000 | 0.0000 | N.S. - N.S. |0.0081 | N.S. N.S. | 0.0002 | 0.0000 | 0.0000
MO-2 0.0000 | 0.0000 | N.S. N.S. - 0.0331| NS. N.S. | 0.0008 | 0.0000 | 0.0000
MO-3 0.0000 | 0.0000 | 0.0268 | 0.0081 | 0.0331 - 0.0127 | N.S. |0.0324 | 0.0000 | 0.0000
hMO-1 0.0000 | 0.0000 | N.S. N.S. N.S. | 0.0127 - N.S. | 0.0003 | 0.0000 | 0.0000
hMO-2 0.0000 | 0.0000 | N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - 0.0016 | 0.0000 | 0.0000
hMO-3 0.0000 | 0.0000 | 0.0009 | 0.0002 | 0.0008 | 0.0324 | 0.0003 | 0.0016 - 0.0000 | 0.0000
MO in vivo N.S. | 0.0007 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 - N.S.
hMO in vivo N.S. | 0.0132 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. -

Tabla 2. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos mediante cuantificacion de
la intensidad de tincidn histoquimica para fibras de colageno en el estroma de las
diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En todos los casos, se
muestra el valor estadistico de significacion p para la comparacion bilateral de dos
muestras entre si utilizando la prueba t de Student. N.S.: valor p no significativo (p>0.05).
TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo
denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial
humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial
humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo:
mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante
30 dias.
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4.4.2. Andlisis de Fibras Reticulares de la Matriz Extracelular del Estroma de la

Mucosa Oral Artificial Ortotipica y Heterotipica

La aplicacion de la técnica histoquimica de Gomori a las muestras analizadas en
esta Tesis Doctoral demostré la escasez de fibras reticulares en todas las
muestras, incluyendo los controles y la mucosa oral generada en laboratorio
mediante Ingenieria Tisular (Figura 12). Ademas, el analisis cuantitativo confirmé
gue este tipo de este tipo de componente fibrilar de la matriz extracelular no
presentaba diferencias entre los distintos tipos de muestras analizadas (Tablas 3y
4y Figura 13).

TEL | o

MO-2

~

W -
-

Figura 12. Analisis histoquimico mediante tincion de Gomori de las muestras
utilizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD:
muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo
fiboroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1
semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2
semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3
semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1
semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2

semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3
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semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de
laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica
implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.

MEDIA DE

TCL 100.0 13.1
TCD 100.0 13.1
TCF 105.0 134
MO-1 100.0 17.0
MO-2 103.0 16.1
MO-3 101.0 15.1
hMO-1 102.0 15.2
hMO-2 104.0 12.5
hMO-3 104.0 12.8
MO in vivo 101.0 13.0
hMO in vivo 100.0 5.6

Tabla 3. Cuantificacién de la intensidad de tincion histoquimica para fibras
reticulares en el estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis
Doctoral. En cada caso, se muestra la intensidad de tincién para fibras reticulares en
cada muestra, normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%),
presentandose la media y la desviacion estandar (DE). TCL: muestras control de tejido
conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control
de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in
vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana

heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.

“‘Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
Patrones Histologicos e Histoquimicos de la Matriz Extracelular”



59

GOMORI

120

100

80

60

40

20

Figura 13. Cuantificacion de fibras reticulares en el estroma de las diferentes
muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo
laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido
conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana
heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. Los valores
corresponden a la intensidad de tincibn para fibras reticulares en cada muestra,

normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%).
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GOMORI TCD TCF TCL | MO-1 | MO-2 | MO-3 | hMO-1 | h(MO-2 | hMO-3 MP in ‘hIV!O
vivo | in vivo
TCD - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
TCF N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
TCL N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
MO-1 N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
MO-2 N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
MO-3 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
hMO-1 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S.
hMO-2 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S.
hMO-3 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S.
MO in vivo N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S.
hMO in vivo N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. -

Tabla 4. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos mediante cuantificacion de
la intensidad de tincién histoquimica para fibras reticulares en el estroma de las
diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En todos los casos, se
muestra el valor estadistico de significacion p para la comparacion bilateral de dos
muestras entre si utilizando la prueba t de Student. N.S.: valor p no significativo (p>0.05).
TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo
denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial
humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial
humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo:
mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante
30 dias.

4.4.3. Andlisis de Fibras Elasticas de la Matriz Extracelular del Estroma de la

Mucosa Oral Artificial Ortotipica y Heterotipica

Al igual que ocurria en el caso de las fibras reticulares, el analisis cualitativo y
cuantitativo de fibras elasticas en los diferentes tejidos control (TCL, TCDy TCF) y

generados por Ingenieria Tisular (MO y hMO) demostré muy escasa presencia de
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fibras elésticas en todas estas muestras, no existiendo diferencias significativas
entre dichos tejidos (Figuras 14y 15y Tablas 5y 6).
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Figura 14. Analisis histoguimico mediante tincién de Verhoeff de las muestras
utilizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD:
muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo
fiboroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1
semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2
semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3
semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1
semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2
semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3
semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de
laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica

implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.
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MEDIA DE

TCL 93.3 22.0
TCD 100 131
TCF 92.6 5.8
MO-1 96.3 3.7
MO-2 85.2 5.9
MO-3 111.1 9.5
hMO-1 92.5 6.5
hMO-2 86.0 6.8
hMoO-3 88.9 5.0
MO in vivo 96.3 44.0
hMO in vivo 92.6 43.2

Tabla 5. Cuantificacion de la intensidad de tincion histoquimica para fibras elasticas
en el estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En cada
caso, se muestra la intensidad de tincién para fibras elasticas en cada muestra,
normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%), presentandose
la media y la desviacion estandar (DE). TCL: muestras control de tejido conectivo laxo.
TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido
conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana

heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.
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Figura 15. Cuantificaciéon de fibras elasticas en el estroma de las diferentes
muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo
laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido
conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana
heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. Los valores
corresponden a la intensidad de tincion para fibras elasticas en cada muestra,

normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%).
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VERHOEFF TCD TCF TCL | MO-1 | MO-2 | MO-3 | hMO-1 | h(MO-2 | hMO-3 M? in -hIV!O
vivo | in vivo
TCD - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
TCF N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
TCL N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
MO-1 N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
MO-2 N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
MO-3 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
hmo-1 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S.
hMO-2 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S.
hMO-3 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S.
MO in vivo N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S.
hMO in vivo N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. -

Tabla 6. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos mediante cuantificacién de
la intensidad de tincion histoquimica para fibras elasticas en el estroma de las
diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En todos los casos, se
muestra el valor estadistico de significacion p para la comparacién bilateral de dos
muestras entre si utilizando la prueba t de Student. N.S.: valor p no significativo (p>0.05).
TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo
denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial
humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial
humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo:
mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante
30 dias.

“‘Generacion de Mucosa Oral Artificial por Ingenieria Tisular. Identificacion de los
Patrones Histologicos e Histoquimicos de la Matriz Extracelular”




65

4.5. Anédlisis de Componentes no Fibrilares de la Matriz Extracelular del
Estroma de la Mucosa Oral Artificial Ortotipica y Heterotipica

45.1. Andlisis de Glicoproteinas de la Matriz Extracelular del Estroma de la

Mucosa Oral Artificial Ortotipica y Heterotipica

La determinacién de glicoproteinas de matriz extracelular mediante la técnica del
PAS revel6 la existencia de diferencias entre los tejidos analizados. En primer
lugar, el analisis cualitativo mostré escasa presencia de estos componentes en el
estroma de los diferentes tipos de tejido, existiendo mayor presencia de
glicoproteinas en las muestras implantadas in vivo (Figura 16).

TCL TCF
MO\ilfn\\(:yo
MO-1 MO-2 .~ MO-3
hMggRvivo
)//, -t
hMO-1 hMO-2 hM©O-3
» A"":- - ~ P\

Figura 16. Analisis histoquimico mediante tincion PAS de las muestras utilizadas en
esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras
control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-
1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1.:

mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2:
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mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo:
mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30
dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de
laboratorio durante 30 dias.

El andlisis cuantitativo de glicoproteinas identificadas mediante tincion PAS
confirmo la mayor presencia de estos componentes en las muestras implantadas
in vivo en animales de experimentacion, las cuales presentaron niveles
significativamente mayores de glicoproteinas que el resto de las muestras, con la
excepcion de los controles TCD (Tablas 7 y 8 y Figura 17). En general, las
muestras de mucosa oral mantenidas in vitro tendieron a mostrar menor cantidad
de glicoproteinas que el control TCD, mientras que los controles TCF presentaron
niveles significativamente menores de estos componentes que el resto de las

muestras analizadas.

MEDIA DE

TCL 44.6 3.0
TCD 100.0 3.2
TCF 26.4 2.2
MO-1 53.7 14.0
MO-2 79.1 14.6
MO-3 85.0 14.5
hMO-1 62.6 15.3
hMO-2 515 15.2
hMoO-3 70.4 15.8
MO in vivo 202.2 15.2
hMO in vivo 148.5 16.5

Tabla 7. Cuantificacion de la intensidad de tincién histoquimica para glicoproteinas
en el estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En cada
caso, se muestra la intensidad de tinciobn para glicoproteinas en cada muestra,

normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%), presentandose
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la media y la desviacion estandar (DE). TCL: muestras control de tejido conectivo laxo.
TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido
conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana

heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.
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Figura 17. Cuantificacion de glicoproteinas en el estroma de las diferentes muestras
analizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD:
muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo
fiboroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1
semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2
semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3
semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1

semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2
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semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3
semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de
laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica
implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. Los valores corresponden a la
intensidad de tincion para glicoproteinas en cada muestra, normalizada respecto a las

muestras control TCD (tomadas como 100%).

PAS TCD TCF TCL | MO-1 | MO-2 | MO-3 | hMO-1 | h(MO-2 | hMO-3 M.O in .hN!O
Vivo in Vivo

TCD - 0.0010 | 0.0126 | 0.0157 | N.S. N.S. [0.0418 | 0.0124 | N.S. N.S. N.S.
TCF 0.0010 - N.S. | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0053 | 0.0001
TCL 0.0126 | N.S. - N.S. [0.0219 | 0.0099 | N.S. N.S. N.S. | 0.0098 | 0.0004
MO-1 0.0157 | 0.0000 | N.S. - 0.0000 | 0.0000 | N.S. N.S. | 0.0003 | 0.0131 | 0.0007
MO-2 N.S. | 0.0000 | 0.0219 | 0.0000 - N.S. |0.0048 | 0.0000 | 0.0232 | 0.0309 | 0.0054
MO-3 N.S. | 0.0000 | 0.0099 | 0.0000 | N.S. - 0.0005 | 0.0000 | 0.0010 | 0.0379 | 0.0089
hMO-1 0.0418 | 0.0000 | N.S. N.S. |0.0048 | 0.0005 - 0.0490 | N.S. |0.0177 | 0.0014
hMO-2 0.0124 | 0.0000 | N.S. N.S. |0.0000 | 0.0000 | 0.0490 - 0.0001 | 0.0121 | 0.0006
hMoO-3 N.S. |0.0000 | N.S. |0.0003 | 0.0232 | 0.0010 | N.S. |0.0001 - 0.0230 | 0.0027

MO in vivo N.S. | 0.0053 | 0.0098 | 0.0131 | 0.0309 | 0.0379 | 0.0177 | 0.0121 | 0.0230 - N.S.

hMO in vivo N.S. | 0.0001 | 0.0004 | 0.0007 | 0.0054 | 0.0089 | 0.0014 | 0.0006 | 0.0027 | N.S. -

Tabla 8. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos mediante cuantificacion de
la intensidad de tincién histoquimica para glicoproteinas en el estroma de las
diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En todos los casos, se
muestra el valor estadistico de significacion p para la comparacion bilateral de dos
muestras entre si utilizando la prueba t de Student. N.S.: valor p no significativo (p>0.05).
TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo
denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial
humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial

humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo:
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mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante
30 dias.

4.5.2. Andlisis de Proteoglicanos de la Matriz Extracelular del Estroma de la

Mucosa Oral Artificial Ortotipica y Heterotipica

Para identificar proteoglicanos de la matriz extracelular, las diferentes muestras se
tiferon utilizando la técnica histoquimica del azul alcian. A este respecto, nuestros
resultados muestran escasa presencia de estos componentes no fibrilares en la
matriz extracelular de los tejidos mantenidos in vitro, siendo mas abundantes en
los tejidos implantados in vivo, asi como en los controles. Asimismo, el analisis
cualitativo revela gran abundancia de proteoglicanos en los controles TCF,
seguidos de los controles TCD, siendo éstos menos abundantes en los controles
TCL (Figura 18).

TCL TCD TR
B . MOinvivo
TR LS
MO-1 MO-2 MO-3
hMO invivo
hMO-1 hMO-2 hMO-3

Figura 18. Andlisis histoquimico mediante tincién de azul alcian de las muestras
utilizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD:
muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo

fiboroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1
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semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2
semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3
semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1
semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2
semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3
semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de
laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica
implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.

La cuantificacion de proteoglicanos en la matriz extracelular de las muestras
analizadas en esta Tesis Doctoral demostrd que la mayor concentracion de estos
componentes correspondié a los tejidos fibrosos TCF, los cuales fueron
significativamente mayores a todas las muestras mantenidas in vitro y a los
controles TCL y TCD, aunque no a las muestras implantadas in vivo. Asimismo, la
cuantificacion confirmo la mayor presencia de estos componentes en los tejidos
artificiales implantados in vivo en comparacion con todas las demas muestras,
excepto las TCF (Tablas 9y 10 y Figura 19).

MEDIA DE

TCL 59.9 7.4
TCD 100.0 0.7
TCF 143.7 13.1
MO-1 36.5 3.2
MO-2 37.6 11
MO-3 51.4 1.0
hMO-1 38.3 5.9
hMO-2 24.8 1.7
hMoO-3 39.2 3.2
MO in vivo 143.7 17.1
hMO in vivo 129.3 10.0

Tabla 9. Cuantificacion de la intensidad de tincidn histoguimica para proteoglicanos
en el estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En cada

caso, se muestra la intensidad de tincibn para proteoglicanos en cada muestra,
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normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%), presentandose
la media y la desviacion estandar (DE). TCL: muestras control de tejido conectivo laxo.
TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido
conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana

heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.
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Figura 19. Cuantificaciéon de proteoglicanos en el estroma de las diferentes
muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo
laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido
conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro

durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
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durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana
heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. Los valores
corresponden a la intensidad de tincibn para proteoglicanos en cada muestra,

normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%).

AZUL ALCIAN TCD TCF TCL | MO-1 | MO-2 | MO-3 | hMO-1 | h(MO-2 | hMO-3 M'O in . hN!O
Vivo in Vivo
TCD - 0.0012 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0058 | 0.0027

TCF 0.0012 - 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. N.S.
TCL 0.0000 | 0.0000 - 0.0014 | 0.0021 | N.S. |0.0050 | 0.0001 | 0.0034 | 0.0000 | 0.0000
MO-1 0.0000 | 0.0000 | 0.0014 - N.S. |0.0001 | N.S. [0.0004 | N.S. |0.0000 | 0.0000
MO-2 0.0000 | 0.0000 | 0.0021 | N.S. - 0.0000 | N.S. |0.0000| N.S. |0.0000 |0.0000
MO-3 0.0000 | 0.0000 | N.S. | 0.0001 | 0.0000 - 0.0123 | 0.0000 | 0.0004 | 0.0000 | 0.0000
hMO-1 0.0000 | 0.0000 | 0.0050 | N.S. N.S. |0.0123 - 0.0105| N.S. |0.0000 | 0.0000
hMO-2 0.0000 | 0.0000 | 0.0001 | 0.0004 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0105 - 0.0001 | 0.0000 | 0.0000
hMoO-3 0.0000 | 0.0000 | 0.0034 | N.S. N.S. |0.0004 | N.S. |0.0001 - 0.0000 | 0.0000

MO in vivo 0.0058 | N.S. |0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 - N.S.

hMOinvivo |0.0027 | N.S. |0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. -

Tabla 10. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos mediante cuantificacion
de la intensidad de tincién histoquimica para proteoglicanos en el estroma de las
diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En todos los casos, se
muestra el valor estadistico de significacion p para la comparacion bilateral de dos
muestras entre si utilizando la prueba t de Student. N.S.: valor p no significativo (p>0.05).
TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo
denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial
humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial
humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial

humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo:
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mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante
30 dias.

4.5.3. Andlisis Inmunohistoguimico del Contenido de Agrecdn en la Matriz

Extracelular del Estroma de la Mucosa Oral Artificial Ortotipica y Heterotipica

El andlisis inmunohistoquimico cualitativo de las muestras control y de mucosa
oral artificial utilizando anticuerpos anti-agrecan revel6 la presencia de este
proteoglicano en la matriz extracelular de los tejidos artificiales implantados in vivo,
y su total ausencia en los controles y en las muestras mantenidas in vitro (Figura
20).

BCL 27 & 4 TCD s« TCF.
MO-1 MO-2 ~ MO-3.
hMO-1 hMO-2 hMO-3

Figura 20. Analisis inmunohistoquimico para agrecan de las muestras utilizadas en
esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras
control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-
1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1.:
mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2:

mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3:
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mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo:
mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30
dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de

laboratorio durante 30 dias.

El andlisis cuantitativo de la presencia de agrecan en los diferentes tejidos mostré
niveles muy similares de este componente no fibrilar en la matriz extracelular de
todos los tejidos artificiales mantenidos en cultivo, asi como de los controles TCL,
TCD y TCF, siendo estos niveles significativamente inferiores a los encontrados en
los tejidos implantados en animales de laboratorio (Tablas 11y 12 y Figura 21).

MEDIA DE

TCL 96.9 25.8
TCD 100.0 33.4
TCF 103.2 28.2
MO-1 94.7 13.7
MO-2 99.2 51
MO-3 95.3 36.7
hMO-1 98.1 21.0
hMO-2 117.6 22.2
hMoO-3 88.5 15.5
MO in vivo 283.3 10.8
hMO in vivo 337.4 9.3

Tabla 11. Cuantificacién de la intensidad de sefial inmunohistoquimica para agrecan
en el estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En cada
caso, se muestra la intensidad de sefal para agrecan en cada muestra, normalizada
respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%), presentandose la media y la
desviacion estandar (DE). TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras
control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-
1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3:

mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1.:
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mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo:
mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30
dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de
laboratorio durante 30 dias.
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Figura 21. Cuantificacién de la sefial inmunohistoquimica para agrecan en el
estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras
control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF:
muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana
heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana
ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa

oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.
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Los valores corresponden a la intensidad de sefial inmunohistoquimica para agrecan en

cada muestra, normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%).

AGRECAN TCD TCF TCL | MO-1 | MO-2 | MO-3 | hMO-1 | h(MO-2 | hMO-3 M.o in ‘hN!O
VvVivo in vivo
TCD - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. | 0.0000 | 0.0000
TCF N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. | 0.0000 | 0.0000
TCL N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. | 0.0000 | 0.0000
MO-1 N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. | 0.0000 | 0.0000
MO-2 N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. N.S. | 0.0000 | 0.0000
MO-3 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. | 0.0000 | 0.0000
hMO-1 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. N.S. | 0.0000 | 0.0000
hMO-2 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. | 0.0000 | 0.0000
hMO-3 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - 0.0000 | 0.0000
MO in vivo 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 - 0.0000
hMO in vivo | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 -

Tabla 12. Analisis estadistico de los resultados obtenidos mediante cuantificacion
de la sefial inmunohistoquimica para agrecan en el estroma de las diferentes
muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En todos los casos, se muestra el valor
estadistico de significacion p para la comparacion bilateral de dos muestras entre si
utilizando la prueba t de Student. N.S.: valor p no significativo (p>0.05). TCL: muestras
control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF:
muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana
heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana
ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa

oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.
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45.4. Andlisis Inmunohistoquimico del Contenido de VersicAn en la Matriz

Extracelular del Estroma de la Mucosa Oral Artificial Ortotipica y Heterotipica

Al igual que ocurria para el agrecan, el analisis inmunohistoquimico cualitativo de
las muestras de mucosa oral humana artificial mantenidas in vitro mostré6 muy
escasos niveles de expresion de versican en la matriz extracelular. Sin embargo,
esta expresion fue muy positiva en las muestras implantadas in vivo en animales
de laboratorio. Asimismo, las muestras control TCL mostraron niveles apreciables
de agrecan, seguidos de las muestras TCD, con muy escasa expresion en TCF
(Figura 22).

Figura 22. Andlisis inmunohistoquimico para versican de las muestras utilizadas en
esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras
control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-
1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1:
mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3:

mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo:
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mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30
dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de
laboratorio durante 30 dias.

Por otro lado, los andlisis cuantitativos de expresion de versican confirmaron la
mayor expresion de este componente en las muestras sometidas a condiciones
fisiolégicas in vivo, las cuales presentaron niveles significativamente superiores a
las muestras mantenidas in vitro y a las muestras TCF, aunque no a las TCL ni a
las TCD. A su vez, los controles TCD de estroma de mucosa oral humana nativa
fueron similares a los controles TCL y a las muestras in vivo, pero

significativamente superiores a todas las demas muestras (Tablas 13y 14 y Figura
23).

MEDIA DE

TCL 113.4 2.6
TCD 100.0 2.6
TCF 44.1 24
MO-1 36.2 40.3
MO-2 25.7 39.9
MO-3 35.5 47.7
hMO-1 44.1 50.5
hMO-2 324 48.1
hMoO-3 38.5 49.9
MO in vivo 116.4 44.5
hMO in vivo 139.0 41.2

Tabla 13. Cuantificacién de la intensidad de sefial inmunohistoquimica para
versican en el estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis
Doctoral. En cada caso, se muestra la intensidad de sefial para versican en cada
muestra, normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%),
presentandose la media y la desviacién estandar (DE). TCL: muestras control de tejido
conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control

de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in
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vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro
durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro
durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en
animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana
heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.
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Figura 23. Cuantificacion de la seflal inmunohistoquimica para versican en el
estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras
control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF:
muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana
heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana

ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana
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ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa
oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.

Los valores corresponden a la intensidad de sefial inmunohistoquimica para versican en

cada muestra, normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%).

VERSICAN TCD TCF TCL | MO-1 | MO-2 | MO-3 | hMO-1 | h(MO-2 | hMO-3 M.O in .hN!O
VvVivo in vivo
TCD - 0.0085 | N.S. |0.0040 | 0.0016 | 0.0037 | 0.0095 | 0.0028 | 0.0049 | N.S. N.S.
TCF 0.0085 - 0.0002 | 0.0187 | 0.0000 | N.S. N.S. |0.0096 | N.S. |0.0005 | 0.0000
TCL N.S. | 0.0002 - 0.0001 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0001 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. N.S.
MO-1 0.0040 | 0.0187 | 0.0001 - 0.0064 | N.S. N.S. N.S. N.S. | 0.0002 | 0.0000
MO-2 0.0016 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0064 - N.S. [0.0385| N.S. |0.0233 | 0.0001 | 0.0000
MO-3 0.0037 | N.S. |0.0000 | N.S. N.S. - N.S. N.S. N.S. | 0.0002 | 0.0000
hMO-1 0.0095| N.S. [0.0001| N.S. [0.0385| N.S. - N.S. N.S. | 0.0004 | 0.0000
hMO-2 0.0028 | 0.0096 | 0.0000 | N.S. N.S. N.S. N.S. - N.S. | 0.0001 | 0.0000
hMoO-3 0.0049 | N.S. [0.0000 | N.S. [0.0233 | N.S. N.S. N.S. - 0.0002 | 0.0000
MO in vivo N.S. |0.0005| N.S. |0.0002 | 0.0001 | 0.0002 | 0.0004 | 0.0001 | 0.0002 - N.S.
hMO in vivo N.S. |0.0000 | N.S. |0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. -

Tabla 14. Analisis estadistico de los resultados obtenidos mediante cuantificacion
de la seflal inmunohistoquimica para versican en el estroma de las diferentes
muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En todos los casos, se muestra el valor
estadistico de significacion p para la comparacion bilateral de dos muestras entre si
utilizando la prueba t de Student. N.S.: valor p no significativo (p>0.05). TCL: muestras
control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF:
muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana
heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana

ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana
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ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa
oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.

455. Andlisis Inmunohistoguimico del Contenido de Decorin en la Matriz

Extracelular del Estroma de la Mucosa Oral Artificial Ortotipica y Heterotipica

El andlisis inmunohistoquimico cualitativo de decorin mostro la presencia de este
proteoglicano en la matriz extracelular de los tejidos control TCF y TCD,
especialmente en el primero, asi como en las muestras de mucosa oral artificial
humana implantadas in vivo en animales de laboratorio, siendo indetectable su

presencia en las muestras mantenidas in vitro (Figura 24).
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Figura 24. Andlisis inmunohistoquimico para decorin de las muestras utilizadas en
esta Tesis Doctoral. TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras
control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-
1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1:
mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2:

mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3:
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mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo:
mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30
dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de
laboratorio durante 30 dias.

Cuando se analiz6 cuantitativamente la expresion inmunohistoquimica de decorin,
encontramos muy escasos hiveles de este proteoglicano en la matriz extracelular
de los tejidos mantenidos in vitro, siendo significativamente superiores los niveles
de expresion inmunohistoquimica encontrados en las muestras in vivo y en los
controles TCL, TCD y TCF. Ademas, el analisis estadistico también demostré que
la expresion de decorin fue significativamente mayor en TCF que en TCL, y que
las muestras implantadas in vivo presentaron mayor expresion de decorin que las

muestras in vitro (Tablas 15y 16 y Figura 25).

MEDIA DE

TCL 86.7 29.8
TCD 100.0 28.1
TCF 133.1 29.4
MO-1 2.6 32.5
MO-2 16.5 42.9
MO-3 36.2 50.1
hMO-1 13.8 51.0
hMO-2 23.3 48.7
hMoO-3 195 48.8
MO in vivo 109.6 35.6
hMO in vivo 124.6 22.6

Tabla 15. Cuantificacion de la intensidad de sefial inmunohistoquimica para decorin
en el estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En cada
caso, se muestra la intensidad de sefial para decorin en cada muestra, normalizada
respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%), presentandose la media y la
desviacion estandar (DE). TCL: muestras control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras
control de tejido conectivo denso. TCF: muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-

1: mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2:
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mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1:
mucosa oral artificial humana heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3:
mucosa oral artificial humana ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo:
mucosa oral artificial humana ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30
dias. hMO in vivo: mucosa oral artificial humana heterotipica implantada en animales de
laboratorio durante 30 dias.
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Figura 25. Cuantificacion de la sefial inmunohistoquimica para decorin en el
estroma de las diferentes muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. TCL: muestras
control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF:
muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana
heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana

ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana
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ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa
oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.

Los valores corresponden a la intensidad de sefial inmunohistoquimica para decorin en

cada muestra, normalizada respecto a las muestras control TCD (tomadas como 100%).

DECORIN TCD TCF TCL | MO-1 | MO-2 | MO-3 | hMO-1 | h(MO-2 | hMO-3 M'O in .hN!O
VvVivo in vivo

TCD - N.S. N.S. | 0.0005 | 0.0014 | 0.0075 | 0.0012 | 0.0026 | 0.0019 | N.S. N.S.

TCF N.S. - 0.0003 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. N.S.
TCL N.S. | 0.0003 - 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. |0.0039
MO-1 0.0005 | 0.0000 | 0.0000 - 0.0048 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000
MO-2 0.0014 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0048 - 0.0006 | N.S. N.S. N.S. | 0.0000 | 0.0000
MO-3 0.0075 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0006 - 0.0000 | 0.0007 | 0.0001 | 0.0000 | 0.0000
hMO-1 0.0012 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. | 0.0000 - 0.0001 | 0.0212 | 0.0000 | 0.0000
hMO-2 0.0026 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. | 0.0007 | 0.0001 - N.S. | 0.0000 | 0.0000
hMoO-3 0.0019 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. |0.0001 | 0.0212 | N.S. - 0.0000 | 0.0000

MO in vivo N.S. N.S. N.S. | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 - N.S.

hMO in vivo N.S. N.S. | 0.0039 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0000 | N.S. -

Tabla 16. Analisis estadistico de los resultados obtenidos mediante cuantificacion
de la sefal inmunohistoqguimica para decorin en el estroma de las diferentes
muestras analizadas en esta Tesis Doctoral. En todos los casos, se muestra el valor
estadistico de significacion p para la comparacion bilateral de dos muestras entre si
utilizando la prueba t de Student. N.S.: valor p no significativo (p>0.05). TCL: muestras
control de tejido conectivo laxo. TCD: muestras control de tejido conectivo denso. TCF:
muestras control de tejido conectivo fibroso. MO-1: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 1 semana. MO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. MO-3: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. hMO-1: mucosa oral artificial humana
heterotipica mantenida in vitro durante 1 semana. hMO-2: mucosa oral artificial humana
ortotipica mantenida in vitro durante 2 semanas. hMO-3: mucosa oral artificial humana

ortotipica mantenida in vitro durante 3 semanas. MO in vivo: mucosa oral artificial humana
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ortotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias. hMO in vivo: mucosa
oral artificial humana heterotipica implantada en animales de laboratorio durante 30 dias.
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5. DISCUSION
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La generacion de sustitutos artificiales de mucosa oral construidos mediante
Ingenieria Tisular representa un importante progreso en el campo de la
biomedicina. En la presente Tesis Doctoral, se han generado mediante Ingenieria
Tisular sustitutos de mucosa oral utilizando biomateriales de origen natural.
Ademas, se ha utilizado una fuente de células mesenquimales de la gelatina de
Wharton extraidas del cordon umbilical como fuente alternativa de células

epiteliales para inducirlas hacia epitelio.

Los biomateriales son uno de los tres componentes fundamentales para la
generacion de tejidos artificiales, como hemos descrito en el capitulo introductorio
de esta Tesis Doctoral. En este sentido, el biomaterial natural de fibrina-agarosa
gue se ha utilizado en la presente Tesis Doctoral ha sido previamente empleado
para la generacion de diferentes tejidos artificiales en combinacion con distintos
tipos de células madre, incluyendo la mucosa oral humana (Cardona Jde et al.,
2011; Carriel et al., 2014; Carriel et al., 2012; Garzon et al., 2009; Garzon et al.,
2009; Sanchez-Quevedo et al., 2007). Este biomaterial de fibrina-agarosa cumple
con los requisitos fundamentales para poder desarrollar un sustituto artificial de
buena calidad como, por ejemplo, buena biocompatibilidad, adecuadas
propiedades opticas (transparencia, absorcion, dispersion, etc.) (Cardona Jde et
al., 2011; Ionescu et al., 2010) y, principalmente, adecuadas propiedades
biomecanicas (elasticidad, resistencia, etc.) facil manipulacion y suturabilidad
(lonescu et al., 2011; Rodriguez et al., 2013; Scionti et al., 2014).

Uno de los objetivos de la Ingenieria Tisular de la mucosa oral es la busqueda de
fuentes alternativas de células que permitan la utilizacion diferida de la mucosa
artificial generada en distintos procesos patoldgicos. En tal sentido, se han
utilizado células mesenquimales, especialmente las células madre de la gelatina
de Wharton del cordon umbilical (Garzon et al., 2013). Como sabemos, la matriz
extracelular posee funciones fisiologicas celulares de vital importancia, entre las
gue destacan el control de la fisiologia celular, la modulacién de la supervivencia
celular, la regulacion de la migracién de las células, el control de la actividad
mitética y la comunicacion intercelular. Estas razones justifican la necesidad de

investigar la naturaleza y el patrén arquitectural del estroma de los tejidos
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artificiales, especialmente, de las superficies de recubrimiento como la piel y la
mucosa oral. Demostrada la eficacia de la diferenciacion epitelial de las células
madre mesenquimales de la gelatina de Wharton y su estratificacion en los
modelos de mucosa oral artificial, es necesario indagar los patrones
arquitecturales de los biomateriales utilizados en los tejidos artificiales con el
objeto de garantizar el caracter biomimético de los constructos y una correcta

transicion epitelio-mesénquima (Moustakas and Heldin, 2014).

En la presente Tesis Doctoral, se ha generado mucosa oral ortotipica y
heterotipica con células de la mucosa oral y células madre de la gelatina de
Wharton con el objeto de identificar y cuantificar los patrones histolégicos e
histoquimicos de la matriz extracelular de dichos modelos, tanto in vitro como in
vivo, para establecer la idoneidad de la mucosa artificial heterotipica. A este
respecto, la aplicacion de los meétodos y técnicas optimizados en esta
investigacion han permitido generar eficientemente modelos ortotipicos y
heterotipicos de la mucosa oral humana mediante Ingenieria Tisular, con
propiedades macroscopicas y biomecanicas (manipulabilidad, suturabilidad, etc.)
satisfactorias. Estos resultados permiten confirmar que, a este nivel, los tejidos

generados son susceptibles de transferirse para su estudio a salas GMP.

Aunque la mucosa oral generada por Ingenieria Tisular a partir de biomateriales
de fibrina y agarosa ha sido objeto de estudio en trabajos previos que demostraron
la idoneidad del epitelio oral (Alaminos et al., 2007; Garzon et al., 2013; Garzon et
al., 2009; Garzon et al., 2009; Maranes Galvez et al., 2011; Rodriguez et al., 2013;
Sanchez-Quevedo et al.,, 2007), hasta el momento no existe ningun trabajo
relacionado con la caracterizacion histolégica, histoquimica e inmunohistoquimica
de la matriz extracelular de los modelos ortotipicos y heterotipicos de la mucosa
oral artificial humana de fibrina-agarosa, y soélo existe un trabajo que evaluo
algunos componentes de esta matriz extracelular en sustitutos estromales
carentes de epitelio (San Martin et al., 2013). Por ese motivo, y puesto que los
controles de calidad a realizar sobre los tejidos artificiales han de incluir una
adecuada caracterizacion no solo del epitelio, sino del tejido en su conjunto, en la

presente Tesis Doctoral planteamos la necesidad de evaluar y caracterizar el
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estroma de los modelos de mucosa oral artificial generados mediante Ingenieria
Tisular para garantizar la idoneidad de estos modelos para posible utilizacion

clinica.

En este contexto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral demuestran que
los modelos ortotipico y heterotipico de mucosa oral artificial eran altamente
biomiméticos, especialmente en las muestras implantadas in vivo y, por tanto,
podrian ser Utiles para la reparacion de lesiones de la mucosa oral. En concreto, el
analisis histolégico realizado a los tejidos artificiales mantenidos in vitro mediante
tincion de hematoxilina-eosina reveldé la existencia de un sustituto estromal
formado por una malla fibrilar de tipo laxo en la que las células se disponian
tridimensionalmente siguiendo una distribucion al azar. La regularidad de la matriz
extracelular artificial y la estructura y ultraestructura de las células dispersas por la
misma sugieren que los biomateriales de fibrina-agarosa son altamente
biocompatibles y funcionales in vitro, como ya se demostré en trabajos previos
(Carriel et al., 2013; Carriel et al., 2014; Carriel et al., 2012; Garzon et al., 2014;
Garzon et al., 2013; lonescu et al., 2011; Rodriguez et al., 2013; San Matrtin et al.,
2013). Ademas, el hecho de que el epitelio generado sobre la superficie estromal
tendio a diferenciarse, madurar y estratificarse de forma adecuada en
dependencia del tiempo de evolucidon en cultivo, confirman la idoneidad de estos
biomateriales para la generacion in vitro de sustitutos del corion de la mucosa oral
humana. Sin embargo, nuestros resultados confirman hallazgos previos en los que
se sugiere que los niveles de diferenciacion y maduracion de estos sustitutos del
corion de la mucosa oral son escasos en los tejidos mantenidos en cultivo, no
alcanzando los niveles correspondientes a las muestras de tejido conectivo control
(Garzon et al., 2009; Garzon et al., 2009).

Cuando estos tejidos artificiales, tanto los ortotipicos como los heterotipicos, se
implantaron en modelos animales, se observd un gran desarrollo y diferenciacion
de ambos tipos de tejidos, alcanzandose niveles adecuados de diferenciaciéon, con
la formacién de estratos epiteliales y la remodelacién del componente extracelular
del sustituto estromal. Estos resultados confirman la idea previamente aceptada

de que los tejidos artificiales requieren un medio ambiente adecuado como es la
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situacion in vivo para terminar de madurar y diferenciarse histologicamente,
llegando a asemejarse a los tejidos control a nivel estructural y ultraestructural
(Carriel et al., 2012; Garzon et al., 2013).

Como se indic6 en la Introduccion de esta Tesis Doctoral, el componente fibrilar de
la matriz extracelular es uno de los constituyentes fundamentales de esta
estructura, siendo el responsable fundamental de sus propiedades biomecanicas.
A este respecto, el andlisis de fibras de colageno de la matriz extracelular llevado
a cabo en esta Tesis Doctoral demostré grandes diferencias entre los diferentes
tejidos analizados. En primer lugar, las muestras de mucosa oral artificial
mantenidas in vitro presentaron escasa cantidad de fibras de coladgeno en su
estructura, siendo comparables al tejido conectivo laxo TCL utilizado como control.
Aunque no se encontraron grandes diferencias entre los tejidos orto y
heterotipicos, existio una tendencia a encontrar mayor cantidad de colageno en los
tejidos mantenidos in vitro durante mayores tiempos de cultivo, lo cual revela la
funcion activa de los fibroblastos en el estroma artificial. Estos resultados
coinciden con hallazgos previos en los que se demostré que el biomaterial de
fibrina-agarosa es capaz de estimular la actividad biosintética de los fibroblastos
inmersos en estas matrices, siendo mayor la fibrilogénesis en los tejidos
mantenidos en cultivo durante mayores periodos de tiempo (San Martin et al.,
2013). Finalmente, el implante in vivo de estos tejidos artificiales se asocié a un
incremento significativo en la sintesis de colageno, alcanzandose niveles muy
similares a los encontrados en el estroma de la mucosa oral humana nativa TCD
utilizada como control, pero sin llegar a los niveles del tejido patologicamente
fibroso correspondiente al TCF (Alfonso-Rodriguez et al., 2014; Michou et al.,
2012). Junto a ello, se aprecio una distribucion ordenada y orientada de las fibras
de colageno una vez implantado el tejido in vivo. Estos resultados confirman la
idea de que el medio ambiente in vivo es fundamental para la correcta
diferenciacion y fisiologia del estroma artificial y descartan la idea de que estos
tejidos pudiesen generar niveles patoldgicos de fibrosis una vez implantados in
vivo. Ademas, confirman la idea de que los tejidos heterotipicos generados a partir

de células madre mesenquimales fueron analogos a los tejidos ortotipicos
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generados a partir de queratinocitos de la mucosa oral en lo que se refiere a la
sintesis de fibras de colageno de la matriz extracelular. Trabajos previos
demostraron la necesidad de una adecuada red tridimensional de fibras de
coladgeno bien organizadas en el estroma para la diferenciacion y migraciéon
celular, no sélo de las células estromales, sino también, de las células epiteliales
(Halper and Kjaer, 2014).

Por otro lado, el analisis de fibras reticulares y de fibras elasticas, dos
componentes basicos de la matriz extracelular de algunos tipos de tejido
conectivo, mostr6 muy escasa presencia de ambos tipos de fibras en los tejidos
artificiales generados en laboratorio. El hecho de que los controles utilizados
también mostraron muy escasa cantidad de estas fibras, como demostraron
algunos trabajos previos (Carriel et al., 2012), confirma la similitud estructural y
funcional de los tejidos artificiales respecto a la mucosa oral nativa utilizada como
control y la analogia de los modelos heterotipicos con los modelos ortotipicos de
mucosa oral, y la ausencia de alteraciones asociadas al uso de fuentes

alternativas de células.

Una vez evaluado el componente fibrilar, procedimos al analisis y cuantificacién de
la presencia de componentes no fibrilares de la matriz extracelular del estroma de
los tejidos artificiales generados en esta Tesis Doctoral. En general, los
componentes no fibrilares juegan un importante papel en el mantenimiento de la
estructura espacial y los niveles de hidratacion de los tejidos, siendo los
responsables de gran parte de las funciones fisiologicas de la matriz extracelular
(Glim et al., 2014; Halper and Kjaer, 2014).

El primer componente no fibrilar analizado fueron las glicoproteinas identificadas
mediante la técnica del PAS. En general, se observé que la matriz extracelular
presenta cantidades bajas de estos componentes tanto en los controles como en
los tejidos cultivados in vitro, aunque se apreciaron diferencias entre las distintas
muestras. En concreto, el hecho de que los modelos de mucosa oral ortotipicos
presentaran mayores cantidades de glicoproteinas que los modelos heterotipicos

en las semanas 2 y 3 de desarrollo in vitro sugiere que la induccion de los
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fibroblastos por parte de las células epiteliales cultivadas sobre la superficie
estromal podria ser mas eficiente en este momento en el caso de los sustitutos
ortotipicos, al menos para la sintesis de glicoproteinas. Al igual que se observo
para el colageno, la exposicidén de la mucosa oral artificial a las condiciones in vivo
fue capaz de inducir un aumento significativo en la sintesis de glicoproteinas de la
matriz extracelular, sin que las diferencias entre el modelo ortotipico y heterotipico
fuesen estadisticamente significativas. Estos resultados confirman de nuevo la
importancia del ambiente bioldgico in vivo, el cual seria capaz de activar la
sefalizacion paracrina responsable de la interaccidén epitelio-mesénquima para,
finalmente, inducir la sintesis de componentes de la matriz extracelular por parte
de las células del estroma artificial generado en laboratorio (Garzon et al., 2013).
Junto a ello, el hecho de que los niveles alcanzados por estos componentes en las
muestras implantadas en animales de laboratorio fuesen mas similares al control
de tejido conectivo denso de la mucosa oral humana que a los tejidos fibrosos
correspondientes a tejido patoldgico reflejan de nuevo la utilidad potencial del

modelo generado.

El segundo componente no fibrilar analizado fueron los proteoglicanos
identificados por la tincion de azul alcian. Los proteoglicanos juegan un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis y las funciones fisiologicas de
la matriz extracelular, siendo capaces de regular la actividad de proteasas y la
respuesta celular a los factores de crecimiento, participando en la interaccion
célula-célula y célula matriz y en la maduracion de fibras de colageno (Aviezer et
al., 1994). Asimismo, la técnica de azul alcian utilizada en esta Tesis Doctoral es
capaz de identificar proteoglicanos acidos sulfatados, los cuales juegan un papel
vital en todo tipo de tejido conectivo. A este respecto, es importante sefialar la
gran correlacién existente entre los patrones obtenidos para las fibras de colageno
y los patrones de proteoglicanos identificados mediante azul alcian. Esta
correlacién indicaria que la sintesis progresiva de fibras de coldgeno se acompafa
de una sintesis concomitante de proteoglicanos, los cuales se asociarian
tridimensionalmente al colageno para inducir la maduracion y organizacion

espacial de estas fibras en la matriz extracelular (lozzo, 1998). De este modo, al
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igual que ocurria con las fibras de coldgeno, y con algunas similitudes con lo
encontrado para las glicoproteinas, nuestros resultados revelan la tendencia
progresiva a encontrar mayores niveles de proteoglicanos en las muestras
mantenidas durante tiempos crecientes en cultivo, siendo muy superior la
concentracion alcanzada una vez implantadas in vivo. Curiosamente, los niveles
de proteoglicanos acidos sulfatados fueron superiores en las muestras
implantadas en animales de experimentacion que en las muestras de mucosa oral
control, llegando a ser similares a las de los tejidos conectivos fibrosos. Estos
resultados sugeririan que, en lo que se refiere a este tipo de proteoglicanos, los
tejidos artificiales implantados in vivo podrian ser similares al tejido conectivo
fibroso, a pesar de que los niveles de colageno encontrados en estos tejidos son

similares a los tejidos conectivos densos de la mucosa oral nativa.

Tras determinar histoquimicamente la presencia de componentes fibrilares y de
los componentes no fibrilares glicoproteinas y proteoglicanos acidos sulfatados, se
llevaron a cabo estudios inmunohistoquimicos especificos para tres componentes
especificos de la matriz extracelular: agrecan, versican y decorin. En este punto,
pudimos demostrar que agrecan, una macromolécula implicada en remodelacion
de la matriz extracelular, presentd escasos niveles tanto en los tejidos conectivos
control como en las muestras de mucosa oral artificial mantenidas in vitro. Sin
embargo, su presencia aumentd significativamente una vez los tejidos fueron
implantados in vivo, alcanzando niveles muy superiores a los de los controles.
Trabajos previos demuestran que agrecan es un compuesto altamente hidrofilico
presente en tejidos muy ricos en agua como puede ser el cartilago (Bernhard and
Panitch, 2012), y su presencia en los tejidos injertados in vivo es dificil de explicar.
Una posibilidad es que el hecho de que la mucosa oral artificial (tejido
normalmente rico en agua) fue injertada en la zona dorsal de los animales de
experimentacion, por lo que es posible que las células del estroma de la mucosa
oral artificial sintetizara este componente como respuesta compensatoria a la falta
de humedad existente en esta zona en comparacion con la situacion fisiolégica de
la mucosa oral humana. Junto a ello, es interesante notar como los tejidos orales

heterotipicos implantados in vivo presentaron mayores niveles de agrecan que los
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tejidos ortotipicos in vivo. Este hallazgo podria estar relacionado con la naturaleza
mucosa y rica en agua de la gelatina de Wharton, tejido de origen de las células
madre mesenquimales utilizadas para generar el epitelio de la mucosa oral

heterotipica.

Por otro lado, versican es un componente no fibrilar de la matriz extracelular
directamente implicado en el control de la proliferacion celular, remodelacion de la
matriz extracelular, adhesién y migraciéon celular (Yang and Yee, 2014). El patrén
de expresiéon de versican fue muy similar al encontrado para el agrecéan, excepto
para las muestras de tejido conectivo control que tendieron a mostrar mayor
cantidad de versican cuanto mas laxo era el tejido. En nuestro caso, se volvio a
observar la tendencia a encontrar mayor cantidad de versican en las muestras
implantadas in vivo que en las muestras mantenidas en cultivo in vitro. Sin
embargo, nuestros resultados revelan niveles finales de versican en las muestras
ortotipicas y heterotipicas injertadas in vivo similares a los de la mucosa oral
control, confirmando la idoneidad de ambos modelos como sustitutos de la
mucosa oral en lo que se refiere al estroma, una vez sometidos al medio ambiente
in vivo. Por el contrario, tejidos patologicos como el tejido conectivo fibroso
utilizado en este estudio presentaron muy bajos niveles de agrecan en su matriz

extracelular.

Finalmente, en esta Tesis Doctoral quisimos evaluar la presencia de decorin en la
matriz extracelular de los tejidos control y tejidos artificiales generados mediante
Ingenieria Tisular. Decorin es un proteoglicano de pequefio tamafio que tiene gran
afinidad por unirse a las fibrillas de colageno y contribuye de forma decisiva al
empaguetamiento, la maduracion y la diferenciacion de las fibras de coldgeno en
la matriz extracelular del tejido conectivo (Islam et al., 2013). La gran correlacion
entre los niveles de decorin y la presencia de fibras de coldgeno en la matriz
extracelular de todos los tejidos analizados revela la presencia de fibras maduras
en los tejidos analizados. De este modo, la mayor presencia de decorin, junto con
colageno, en los controles de tejido conectivo fibroso estarian en consonancia con
la fibrosis existente en estos tejidos y las propiedades biomecanicas

incrementadas en los mismos. Ademas, la tendencia a encontrar mayores
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cantidades de decorin en las muestras mantenidas en cultivo durante mayores
tiempos de evolucion indicaria que la interaccion epitelio-mesénquima que en
estos tejidos se establece, seria capaz de inducir la sintesis no soélo del
componente fibrilar de la matriz extracelular, sino, ademéas, de decorin, como
elemento clave en la maduracion de éste, y esta induccion se incrementaria con el
tiempo de desarrollo de las muestras artificiales. Por otro lado, el medio ambiente
in vivo incrementaria la maduracion y funcionalidad de esta interacciéon epitelio-
mesénquima, induciéndose la sintesis de todos estos componentes hasta alcanzar

niveles fisiolégicos, tanto en el modelo ortotipico como en el heterotipico.

En resumen, en esta Tesis Doctoral hemos sido capaces de elaborar modelos de
mucosa oral humana artificial basados en biomateriales de fibrina-agarosa
utilizando una fuente alternativa de células madre mesenquimales de la gelatina
de Wharton del cordon umbilical. El andlisis de estos modelos tanto in vitro como
in vivo demuestra la idoneidad de estos modelos y su analogia con los modelos
establecidos a partir de queratinocitos aislados a partir del epitelio de la mucosa
oral humana nativa y sugiere que el medio ambiente in vivo es fundamental para el

adecuado desarrollo de la matriz extracelular de ambos tipos de modelos.
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6. CONCLUSIONES
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral se infieren las

siguientes conclusiones:

1- La metodologia desarrollada y optimizada en la presente Tesis Doctoral permite
elaborar modelos ortotipicos y heterotipicos de mucosa oral artificial utilizando
células madre queratinociticas, células madre mesenquimales de la gelatina de
Wharton, fibroblastos y biomateriales de fibrina-agarosa sin que se generen

artefactos significativos in vitro e in vivo.

2- El estudio histolégico e histoquimico del componente fibrilar de la matriz
extracelular de la mucosa oral artificial pone de relieve que, cualitativa y
cuantitativamente, existe un patron similar en la presencia de fibras de colageno
tanto en el modelo ortotipico como en el heterotipico, in vitro e in vivo, con mayor
presencia de colageno en las muestras implantadas in vivo. El patron fibrilar de
colageno en las muestras evaluadas in vivo resulta similar al patron fibrilar de
colageno de la mucosa oral nativa. El estudio no revel6 presencia significativa de
fibras reticulares y elasticas en ninguno de los modelos de mucosa oral artificial

generados.

3- El estudio histolégico e histoquimico de las glicoproteinas y los proteoglicanos
de la matriz extracelular de la mucosa oral artificial pone de relieve que, cualitativa
y cuantitativamente, existe mayor presencia de ambos componentes en las
muestras ortotipicas que en las heterotipicas mantenidas in vitro tras la primera
semana de desarrollo. Asimismo, nuestros resultados revelan mayor presencia de
glicoproteinas y proteoglicanos en las muestras implantadas in vivo. Mientras la
presencia de glicoproteinas de ambos modelos es similar a la existente en el tejido
conectivo denso del estroma de la mucosa oral nativa, la presencia de
proteoglicanos es superior a la de la mucosa oral nativa y se corresponde con el

existente en el tejido conectivo fibroso.

4- El estudio inmunohistoquimico de los componentes no fibrilares agrecan y

versican de la matriz extracelular de la mucosa oral artificial pone de relieve que,
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cualitativa y cuantitativamente, existe un patrén similar en la presencia de ambos
componentes tanto en el modelo ortotipico como en el heterotipico en muestras
mantenidas in vitro. Asimismo, nuestros resultados revelan mayor presencia de
agrecan y versican en las muestras implantadas in vivo. Mientras la presencia de
versican es similar en ambos modelos cuando se implantan in vivo, la de agrecan
es mayor en el modelo heterotipico. La presencia de versican en las muestras in
vivo es similar a la existente en el estroma de la mucosa oral nativa, mientras que

la de agrecan fue muy superior a la existente en dicha mucosa.

5- El estudio inmunohistoquimico del componente no fibrilar decorin de la matriz
extracelular de la mucosa oral artificial pone de relieve que, cualitativa y
cuantitativamente, existe mayor presencia de dicho componente en el modelo
ortotipico que en el heterotipico mantenidos in vitro durante 3 semanas. Asimismo,
nuestros resultados revelan mayor presencia de decorin en las muestras
implantadas in vivo, siendo esta presencia similar a la existente en el estroma de

la mucosa oral nativa.

6- El estudio comparado de los resultados obtenidos pone de relieve que la
mucosa oral heterotipica generada con células madre de la gelatina de Wharton
presenta, tras su implantacion in vivo, un patron similar a la mucosa nativa en la
presencia de fibras de colageno, glicoproteinas, versican y decorin, que
constituyen elementos basicos del patron arquitectural del estroma de la mucosa
oral humana. Todo ello confirma la idoneidad de la mucosa oral heterotipica para

su posible utilizacion en protocolos de Ingenieria Tisular.
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