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INTRODUCCION



El desarrollo experimentado por la Cirugia Reconstructiva de Cabeza y Cuello asi
como por la Cirugia Oral y sus subespecialidades, ha permitido la obtencion de
excelentes resultados funcionales y estéticos en la resolucion de las patologias objeto
de dichas especialidades (Shah y Patel, 2004); (Shaw et al., 2005). Aun asi persisten
problemas asociados a las actuales técnicas quirdrgicas; entre ellos queremos
destacar los relacionados con la mucosa oral y con las estructuras adyacentes a la
misma (Shah y Patel, 2004). Numerosos procesos congeénitos, infecciosos,
preneoplasicos, neoplasicos, degenerativos, traumaticos o iatrogénicos hacen
necesario, en determinadas ocasiones, llevar a cabo actuaciones quirargicas sobre la
mucosa oral, por lo que ésta adquiere un protagonismo muy significativo en
NUMEerosos procesos terapéuticos, conservadores y restauradores de la Cirugia de
Cabeza y Cuello, de la Cirugia Oral, de la Odontologia y de parte de sus distintas
subespecialidades.

El déficit de mucosa oral secundario a determinados actos quirirgicos programados,
traumatismos u otras situaciones clinicas, supone un auténtico problema a la hora de
obtener una adecuada cobertura que repare el defecto originado de manera idonea
sin afiadir morbilidad al acto terapéutico (L6pez de Atalaya 1996). Frente a la
necesidad de reparar dichos defectos, han surgido diversas soluciones con diferentes
grados de complejidad: cicatrizacion-granulaciobn de zonas cruentas por segunda
intencién (Clark y Singer, 2000), uso de injertos autdlogos cutaneos de espesor parcial
o completo (Petruzzelli et al., 1992) (Butler, 2001), interposicion de materiales
biocompatibles (Paolantonio, 2002), empleo de colgajos locales y locorregionales
(Urken, 1995a) e incluso, utilizacion de técnicas de reconstruccion microquirargica
(Rosenthal et al., 2004) con empleo de colgajos libres para la reparacion de grandes
defectos.

A pesar de este importante arsenal terapéutico, se mantiene la necesidad de encontrar
sustitutos histicos funcional, anatomica y estéticamente similares a los de la zona
receptora, asi como soluciones que reduzcan la morbilidad asociada a la obtencién de
tejidos en las zonas donantes (Garfein et al., 2003).

La Ingenieria Tisular nace en 1933 con la implantacién de células tumorales de ratén
sobre una membrana de polimero biocompatible (Fuchs et al., 2001). Posteriormente
los importantes trabajos de Rheinwald y Green (Rheinwald y Green, 1975) logran
perfeccionar las técnicas de cultivo epitelial in vitro. Todo ello, junto con el posterior
desarrollo de las técnicas de obtencion de materiales histicos biocompatibles liderada
por los sustitutos dermo-epidérmicos (Bannasch et al.,, 2005), han supuesto una
revolucién en la busqueda de material autélogo capaz de sustituir el tejido primario

dafiado. Definimos la Ingenieria Tisular como aquella &rea de la biotecnologia



encargada de construir equivalentes tisulares organicos capaces de restaurar, sustituir
o incrementar las actividades anatomicas y funcionales de los propios tejidos y
organos dafados (Langer y Vacanti,1993); (Nerem y Sambanis, 1995); (Campos,
2004).
En el afio 1987 el profesor Fung, propone el término de Ingenieria Tisular durante una
reunion anual de la Nacional Science Foundation de Estados Unidos. Durante la
década de los 90 el auge de la Ingenieria Tisular se ve favorecido por el empuje de
numerosas empresas que ven en los nuevos productos desarrollados una
potencialidad comercial facilmente aplicable al ambito clinico. En la actualidad tras
afios de investigacion son mas de 80 las empresas dedicadas exclusivamente a la
Ingenieria Tisular (Lysagth, 2001), la inversion econdmica de la Gltima década superé
los 3.5 billones americanos de dodlares y la tendencia es claramente progresiva. El
empleo clinico de epidermis y cartilago viene siendo una constante, desde su
aprobacién por la FDA, como constructos derivados de la Ingenieria Tisular, validos
para su empleo sanitario; en el momento actual no son mas de seis [piel, vasos
sanguineos, valvulas cardiacas, hueso, cartilago y mdasculo] los constructos que
cuentan con aprobacién para su uso terapéutico y sobre los cuales se lleva a cabo una
mayor labor investigadora y de desarrollo, con la consecuente inversion economica
asociada. Desde el punto de vista clinico, son dos los principales factores que
justifican el réapido y necesario desarrollo de esta disciplina:
a) La necesidad de encontrar sustitutos organicos adecuados que permitan disminuir
las listas de espera de transplante de 6rganos, derivadas de la escasez de donantes.
b) La utilizacion de prétesis autdlogas permite eliminar el riesgo de rechazo del injerto
asi como la utilizacion de inmunosupresores tras su implantacion (Sher et al, 1983).
Como toda ciencia en fase de expansion, existen numerosos problemas aun no
solventados, entre los que sobresalen la viabilidad de los cultivos celulares, la
obtencion de un tejido de soporte adecuado que permita su empleo en la clinica y el
reto de obtener constructos viables con aporte vascular intrinseco (Langer, 1993);
(Campos, 2004). A pesar de esto, los resultados alcanzados en la obtencion de
mucosa oral artificial mediante técnicas de Ingenieria Tisular (Izumi, 2004); (lida,
2005), parecen esperanzadores en relacion su aplicacion clinica estandarizada
(Lauer, 2001); (Izumi 2003).
La presente Tesis Doctoral tiene por objeto construir mucosa oral artificial con las
maximas caracteristicas ortotipicas, destinada a su uso terapéutico y utilizando para
ello distintos protocolos de Ingenieria Tisular. Antes de detallar los objetivos de la
misma y de exponer el material y la metodologia a utilizar, describiremos en sucesivos

apartados de este capitulo introductorio las caracteristicas histologicas de la mucosa



oral ortotipica y las principales técnicas quirdrgicas empleadas en la actualidad para
solventar situaciones clinicas que cursen con déficit de mucosa oral y que podrian

beneficiarse de la utilizacion de mucosa oral artificial.

1. HISTOLOGIA DE LA MUCOSA ORAL

La mucosa oral es el epitelio de revestimiento del interior de la cavidad bucal. Se
encuentra en la transicion entre la piel y la mucosa del tracto digestivo, presentando
por tanto caracteristicas intermedias entre ambas (Ferraris y Campos, 2002). Dicha
localizacién anatomica confiere a la mucosa oral una serie de caracteristicas que la
diferencian del resto de superficies de revestimiento epitelial y la convierten en
interesante objeto de estudio. La sustitucion de técnicas clasicas de estudio, como la
microscopia 6ptica por técnicas de microscopia electronica, tanto de barrido como de
transmisién, asi como el uso de técnicas inmunohistoquimicas, enzimaticas y
genéticas nos permiten un conocimiento muy exacto de la estructura, composicién y
caracteristicas de la mucosa oral.

Como toda mucosa se encuentra formada por una superficie epitelial de revestimiento
y una lamina propia subyacente formada por tejido conectivo. En funcién de su
localizacién en diferentes zonas de la cavidad oral, podemos encontrar tres tipos
funcionales de mucosa oral: mucosa de revestimiento, mucosa masticatoria y mucosa
sensitiva 0 especializada (Ardvidson et al., 1988). Dado que cada una cumple una
funcion determinada, sus caracteristicas estructurales e histoldgicas varian:

Mucosa de Revestimiento: Tapiza la region geniana, ambos surcos vestibulo-
labiales, surco glosopélvico y paladar blando. Al no intervenir de manera directa en el
acto masticatorio presenta una superficie epitelial plana estratificada no queratinizada.
Gracias a la capa submucosa conformada por tejido conectivo obtiene relativa
movilidad.

Mucosa Masticatoria: Se encuentra tapizando paladar duro y encia. Soporta de
manera directa la mecénica masticatoria por lo que el epitelio plano estratificado que lo
constituye se encuentra queratinizado. Su capa basal es de tipo fibroso y no presenta
submucosa conectiva de manera que se adhiere firmemente a las estructuras éseas y
peridsticas que recubre.

Mucosa Sensitiva: No hace referencia a una zona anatémica concreta. Se trata de las
papilas linguales situadas en la superficie dorsal de toda la lengua, en cuyo interior

podemos encontrar distintos tipos de corpusculos sensitivos.

Como hemos comentado la mucosa oral presenta dos capas estructurales, bien

diferenciadas entre si, tanto desde el punto de vista embriolégico como histélogico.



La capa superficial o epitelial es de origen ectodérmico, por el contrario la capa
subyacente denominada lamina propia o corion, formada por tejido conectivo, procede
de células de la cresta neural (origen ectomesenquimatoso). Ambas se encuentran
conectadas por la membrana basal. La interrelacién entre ambas capas es de tipo
ondulado, podemos encontrar papilas coriales o prolongaciones de tejido conectivo en
el espesor epitelial interdigitadas con las crestas epiteliales o evaginaciones
epiteliales hacia el interior del tejido conectivo (Figura 1). Esta disposicién en dientes
de sierra facilita la nutricion epitelial al existir una mayor proximidad entre el tejido
conjuntivo vascular y el epitelio avascular (Sperry y Wassersug, 1976); (Takahashi y
Hashimoto, 1985).

1.1 EPITELIO DE LA MUCOSA ORAL
El epitelio de la mucosa oral es de tipo plano o de tipo pavimentoso estratificado.

Puede presentarse queratinizado, paraqueratinizado o no Queratinizado (Figura 2).

1.1.1 EPITELIO PLANO ESTRATIFICADO QUERATINIZADO.

Se encuentra compuesto por dos tipos de poblaciones celulares: intrinseca y
extrinseca. La poblacion intrinseca supone el 90 % de la poblacion celular del epitelio
y se encuentra constituida en su totalidad por queratinocitos Sera la poblaciéon que
vamos a describir pormenorizadamente, ya que es la poblaciébn que constituird la
mayor parte de la mucosa oral a obtener mediante Ingenieria Tisular. La poblacion
extrinseca es la constituida por elementos celulares ajenos al epitelio, el 9% de dicha
poblacion lo forman células permanentes o residentes, el 1% restante lo conforman
células transitorias. Las células permanentes son denominadas células dendriticas o
células claras y agrupan: melanocitos, células de Merckel y células de Langerhans. La
poblacién transitoria estd constituida por linfocitos, granulocitos y linfocitos (Ferraris y
Campos, 2002).

Durante su evolucidn y especializacion los queratinocitos migran desde las capas mas
basales del epitelio hacia la superficie donde se transforman en elementos
queratinizados con ausencia de nucleo. Los queratinocitos del epitelio bucal se
disponen formando cuatro estratos: Germinativo o Basal, Espinoso, Granuloso y
Corneo (Figura 3).

Estrato germinativo o Basal. Se encuentra formado por una Unica capa de células

cubicas o cilindricas. Su nucleo es ovalado y posee un citoplasma intensamente
basofilo, a expensas de una rica actividad sintetizadora de proteinas por parte de los
ribosomas y del Reticulo Endoplasmético Rugoso [RER]. Son responsables de la

formacion de la lamina basal, que forma parte de la membrana basal. Los



gueratinocitos del estrato basal se conectan con la membrana basal a través de
hemidesmosomas y puntos de anclaje, entre los que se establecen uniones
intercelulares tipo desmosoma, uniones ocluyentes o uniones comunicantes [nexos].
Es en este estrato basal donde comienza el proceso de renovacion epitelial. Inmersos
en el estrato germinativo podemos encontrar melanocitos, células de Merckel y células
de Langerhans.

Los queratinocitos basales se caracterizan, principalmente, porque expresan
integrinas de superficie en mayor medida que las células del resto de los estratos
(Aumailley y Krieg, 1996). Dichas integrinas son receptores de adhesion de la
superficie celular. Cada una de estas integrinas se compone de una subunidad o y
una subunidad B. Dichas subunidades son glicoproteinas transmembranosas que
enlazan, por una parte, el citoesqueleto y, por otra, la matriz extracelular. Las
integrinas  a,PB1, o3P, aefs son las mas frecuentemente expresadas por los
queratinocitos del estrato basal; la Gltima de las citadas se localiza principalmente en
la membrana celular basal, las dos primeras podemos encontrarlas en el resto de la
superficie celular. Las integrinas juegan un importante papel en la migracion celular y,
por tanto, en la organizacion espacial de los epitelios, tanto en su desarrollo como en
el proceso de reparacién de heridas. Mediante el empleo de técnicas de citoquimica
enzimatica, se observa que los queratinocitos de la capa basal expresan
succinodeshidrogenasa de manera muy intensa, lo que indica una gran actividad
metabdlica (Holbrook, 1994).

Estrato Espinoso. Se encuentra formado por varias hileras de queratinocitos . Son

células poligonales de nucleo redondo, mas o menos pequefio, de cromatina laxa, con
citoplasma ligeramente basoéfilo y caracterizadas por presentar abundantes
desmosomas constituidos por haces de tonofilamentos. Dichos tonofilamentos son
heteropolimeros constituidos por una subunidad de queratina acida y una subunidad
de queratina béasica. La expresion de los pares de citoqueratinas o queratinas de los
tonofilamentos varia en el epitelio que recubre las distintas regiones de la cavidad
bucal. Los citoplasmas celulares presentan gran cantidad de inclusiones de glucégeno.
Las caracteristicas descritas son clasicas de células en vias de queratinizacion. En el
estrato espinoso al igual que en el basal podemos encontrar células de Merckel y
células de Langerhans.

Estrato granuloso. Se encuentra constituido por dos o tres capas de células aplanadas

0 escamosas con un pequefio ndcleo de cromatina densa. Su citoplasma se encuentra
lleno de granulos de queratohialina intensamente basofilos. Los tonofilamentos son
muy abundantes y estan en intima relacién con los granulos de queratohialina, los

cuales en el proceso de queratinizacion se encargan de formar la sustancia interfibrilar



que une los haces de tonofilamentos. Los tonofilamentos de queratina en la capa
granular son mas fosforilados y poseen méas puentes disulfuros que en los estratos
basal y espinoso. En el estrato granuloso encontramos unos organoides
caracteristicos de los epitelios queratinizados: los cuerpos de Odland o
queratinosomas (Ferraris y Campos, 2002). Son pequefios organoides ovalados, de
100 a 300 nm de diametro que se localizan en las células granulosas mas profundas
en incluso en algunas células del estrato espinoso. Presentan una membrana
trilaminar y un interior con laminas paralelas electrodensas y electrolicidas de
naturaleza lipidica. Contienen fosfatasa acida. Parecen originarse en el aparato de
Golgi, desde el que emigrarian hacia la periferia, para unirse a la membrana
plasmética del queratinocito. Dado que los queratinosomas no estdn presentes en
epitelios no queratinizados, se deduce que deben cumplir algin papel en el proceso de
queratinizacion.

Entre los péptidos segregados por los queratinocitos granulosos, encontramos la
calprotectina, la cual tiene un importante papel antimicético y antibacteriano (Eversole,
1972)

En la capa de células granulosas comienza la degeneracion del nicleo y del resto de
organoides celulares. A diferencia de las células basales y espinosas, en las que las
enzimas lisosomicas, como la fosfata 4cida, s6lo se expresan en forma de escasos
agregados granulares, en la capa granulosa las técnicas histoquimicas revelan una
coloracion muy difundida de las enzimas lisosomicas . En el estrato granuloso se da,
por tanto, un gran contraste poco explicado desde el punto de vista bioldgico: la célula
granulosa desarrolla una importante actividad sintética de proteinas de envoltura,
lipidos, receptores y antigenos relacionados con la queratinizacion y, al mismo tiempo,
en cinco o seis horas se prepara para la desestructuracion de sus organelas y su
nucleo hasta convertirse en un elemento del estrato corneo. Fisher tras realizar varios
experimentos con roedores, propuso al protooncogen c-fos como eje central de este
proceso (Fisher el al., 1991) .

Estrato corneo: Se encuentra constituido por células planas sin nicleo evidente y con

citoplasma fuertemente acidofilo. Estas células, libres de granulos de queratohialina,
reciben la denominacion de corneocitos. Ultraestructuralmente las células de las capas
cornificadas carecen de organoides y estan compuestas por filamentos agrupados de
modo compacto, que se forman a partir de los tonofilamentos de queratina, recubiertos
por la proteina basica del granulo de queratohialina. El citoplasma puede estar
completamente ocupado por haces de filamentos (corneocitos densos) o ocupado de

manera parcial (corneocitos claros).



La célula queratinizada se transforma en una escama compacta y dehidratada, que
cubre un area de superficie mayor que la de la célula basal de la cual se formo,
ademds se encuentra intimamente adosada a las escamas adyacentes. La membrana
plasmatica es mas gruesa que en las células de las capas mas profundas. Existe una
modificacion de las uniones intercelulares, lo que facilita la descamacion celular; los
desmosomas desaparecen y encontramos que las células se unen a través de
interdigitaciones. Entre dichas interdigitaciones, encontramos un material denso de
morfologia lenticular procedente de la degeneracion de los desmosomas y que recibe
la denominacién de “squasmosoma” (Ferraris y Campos, 2002). Las células
superficiales del epitelio bucal plano estratificado queratinizado normalmente no
forman un verdadero estrato cérneo. A diferencia de lo que ocurre en la piel estas
células puede ser eliminadas individualmente sin que se forme una membrana que
actle como una barrera impermeable. A nivel de la mucosa masticatoria la capa
superficial o cérnea alcanza un espesor menor de 150 um, mientras que el espesor
minimo en la piel fina corresponde aproximadamente a 10 mm.
El proceso de queratinizacion no es sinénimo de cornificacion. Si bien la queratina
(proteina azufrada) es el componente principal del estrato corneo, éste posee otras
sustancias, que varian segun el tipo de sistema queratinizante. En este sentido se ha
descrito la sintesis por parte de los queratinocitos de las proteinas involucrina y
filagrina que participarian respectivamente en el engrosamiento de la cara interna de
la membrana celular y en la configuracion de la matriz en la que se lleva a cabo el
ensamblaje de los haces de queratina. El incremento en la sintesis de filagrina
coincide con la disminucion en la sintesis de involucrina (Holbrook, 1994).
En la superficie celular de los queratinocitos existen cinco patrones relacionados con al
grado de diferenciacién de los mismos:
- Patrén celular tipo I. Se caracteriza por la presencia de microvillis como marcador de
diferenciacion superficial.
- Patrén celular tipo Il: Se caracteriza por la presencia de microplicas. Las microplicas
son crestas superficiales originadas por pliegues de membrana de longitud variable y
de curso béasicamente rectilineo.
- Patrén celular tipo lll: Se caracteriza por presentar microplicas curvas, de idéntico
caracter a las del tipo Il, si bien morfol6gicamente ofrecen un patrén curvilineo en los
extremos terminales.

Patron celular tipo IV. Denominado también patron reticular, se caracteriza por

presentar microplicas circulares, ramificadas y concluyentes.



- Patron celular tipo V. Se caracteriza por presentar un patrén poroso en su superficie,
relacionado con la existencia de oquedades claramente definidas y delimitadas por
una moderada sobreelevacion marginal.

Los queratinocitos mas indiferenciados, que se corresponden con los de los estratos
basal y espinoso, presentan en su superficie microvillis (patron ). A medida que los
gueratinocitos se diferencian aparecen microplicas en su superficie (patrones II, Il y
IV). El patron poroso (patron V) se observa en la superficie al final del proceso de
diferenciacion. Aunque en cualquier superficie epitelial de la cavidad bucal pueden
encontrarse los cinco tipos de patrones, en el epitelio plano estratificado queratinizado
predomina el patrén V, y en menor medida, los patrones I, Ill y IV. Estas estructuras
superficiales de los queratinocitos poseen dos funciones basicas: canalizar el flujo de
las secreciones en la superficie celular y favorecer la cohesién intercelular una vez que

desaparecen los desmosomas (Ferraris y Campos 2002).

1.1.2 EPITELIO PLANO ESTRATIFICADO PARAQUERATINIZADO.

Unicamente presenta diferencias con el epitelio queratinizado a nivel del estrato
corneo. Los elementos celulares de esta capa conservan sus nucleos y algunas
organelas parcialmente lisadas. Se trata de nucleos picnéticos con cromatina densa.
Son células aciddfilas, aunque su tincibn no es tan intensa como en epitelios
queratinizados, lo que es indicativo de un metabolismo celular escaso. Presentan gran
cantidad de tonofilamentos. A nivel de los espacios intercelulares podemos encontrar
hendiduras que delimitan las areas celulares. Aunque a nivel de su superficie podemos
encontrar los cinco patrones descritos anteriormente con el microscopio electronico de
barrido, predominan los patrones con microplicas Il, 1l y IV. Los queratinocitos del
epitelio paraqueratinizado expresan calprotectina (Eversole, 1972) en casi todos los

estratos, excepto en el basal y en las primeras hileras del espinoso.

1.1.3 EPITELIO PLANO ESTRATIFICADO NO QUERATINIZADO.

La principal diferencia con el epitelio queratinizado es que no genera la capa cornea
superficial y que carece de estrato granuloso. En el epitelio no queratinizado
encontramos capa basal, capa intermedia y capa superficial. La capa basal no
presenta diferencias respecto a lo descrito anteriormente.

Capa intermedia: Constituida por células poliédricas con nucleo redondo de cromatina
laxa y citoplasma poco baséfilo con gran cantidad de glucégeno. Las células se
encuentran asociadas mediante desmosomas. Las uniones celulares predominantes

son las interdigitaciones.



Capa superficial: Constituida por células planas, nucleadas, de aspecto normal (no
presentan cambios nucleares ni citoplasmaticos) que terminan descamandose al igual
que lo hacen las escamas corneales. Predominan los patrones con microplicas Il, 1l y
IV, aunque también podemos encontrar los cinco patrones descritos. Mediante
técnicas inmunohistoquimicas se observa la expresion de calprotectina por parte de
los queratinocitos en todos los estratos, excepto en el basal y en las primeras hileras

del espinoso.

1.2 MEMBRANA BASAL DE LA MUCOSA ORAL

La separacion entre el epitelio de la mucosa oral y el tejido conjuntivo se lleva a cabo
mediante la membrana basal. Se trata de una banda acelular homogénea y estrecha
constituida por dos regiones bien diferenciadas: la lamina basal, sintetizada por las
células epiteliales y la lamina reticular, elaborada por células del tejido conectivo.
Lamina basal: Se divide en dos estratos, lamina lacida y lamina densa. Cada una
presenta un grosor de 50nm. Ultrastructuralmente se trata de una red tridimensional
constituida por multitud de cordones de aproximadamente 3,4 nm de grosor.

En la lamina lucida se detectan laminina y entactina de manera preferente; en la
lamina densa encontramos colageno tipo IV, fibronectina y heparansulfato, tambien
denominado perlacan, por su aspecto en forma de collar de perlas tras su visualizacion
con microscopia electrénica (Murdoch y lozzo, 1993). La laminina se asocia por una
parte a las integrinas ubicadas en la superficie de la célula epitelial (receptores de
laminina) y por otra, al colageno tipo IV y al heparansulfato, contribuyendo a la fijacion
de la célula a la lamina basal. La laminina tipo | es la que encontramos presente en
casi la préactica totalidad de laminas basales, también es posible encontrar laminina
tipo V.

Lamina reticular: Constituida por fibras inmersas en una matriz de

glucosaminoglicanos. Su espesor varia en funcion del grado de friccion al que se
encuentre sometido el epitelio suprayacente, siendo mas gruesa en epitelios
queratinizados. Podemos encontrar fibras de anclaje y fibras reticulares.

Fibras de anclaje: Son fibras de colageno tipo VII que se disponen formando bucles,
que se originan y finalizan a nivel de la ldmina densa, en pequefas areas subyacentes
de colageno tipo IV denominadas placas de anclaje.

Fibras reticulares: Son fibras de reticulita (coldgeno tipo Ill) que se distribuyen
paralelamente al epitelio entre las fibras de anclaje. La fibronectina contribuye a fijar la
lamina reticular a la ldmina basal.

La membrana basal posee varias funciones. Principalmente la de ser una estructura

de fijacién entre el epitelio y el tejido conectivo. Sirve como guia para la migracion
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celular en la reepitelizacion de heridas y contribuye como barrera al sistema defensivo
del organismo. En la cavidad bucal la membrana basal presenta algunas
caracteristicas especiales: presenta mayor grosor en epitelios no queratinizados y con
la edad va disminuyendo progresivamente de espesor. La alteracion de la
configuraciéon molecular de esta estructura explica numerosos procesos que afectan

involucrados en la patologia de la mucosa bucal (Flug y Kopf-Maier, 1995).

1.3 LAMINA PROPIA O CORION DE LA MUCOSA ORAL

Es una lamina de tejido conectivo de espesor variable que confiere sostén y nutricién
al epitelio. Dichas funciones se ven reforzadas por la presencia de papilas conductoras
de vascularizacion e inervacion. Estas papilas varian de longitud y anchura de acuerdo
con la zona. El tejido conectivo puede ser laxo, denso o semidenso segun la region.
Su distribucion esta relacionada con las necesidades especificas de las diversas
regiones de la cavidad bucal. Presenta fibroblastos, macréfagos, linfocitos, células
cebadas y células plasmaticas (Ferraris y Schneider, 1977). Mediante técnicas
histoquimicas, que incluyen microscopia electrénica por electrones retrodispersos
podemos detectar las fosfatasas acidas y alcalinas en los distintos subtipos de
leucocitos, asi como los receptores de superficie. Existe una estrecha relacion entre el
fibroblasto y los queratinocitos de la poblacion epitelial suprayacente. La secrecion de
IL-1 del queratinocito activado estimula la proliferacion y la actividad sintética del
fibroblasto, y la secrecion por parte de éste de prostaglandinas PGE, que estimulan la
proliferacion y la diferenciacion de los queratinocitos.

Las fibras colagenas ofrecen resistencia a las fuerzas de traccion y tension y evitan
deformaciones de la mucosa. Las fibras elasticas son las encargadas de devolver el
tejido a la normalidad tras la actuacion de las fuerzas de tensién. Podemos asimismo
observar fibras reticulares reforzando la pared de los vasos sanguineos.

La lamina propia se adhiere directamente al periostio o bien se dispone recubriendo la
submucosa . En las zonas laterales de las papilas conectivas de la lamina propia las
células basales del epitelio de revestimiento suprayacente expresan integrinas osf; a
diferencia, de lo que ocurre en la zona libre o vértice de las papilas conectivas en las
gue la células basales del epitelio suprayacente no expresan dichas integrinas.

En la lamina propia los vasos de origen arterial forman redes capilares subepiteliales
en las papilas. A nivel de la lamina propia de la mucosa bucal existe una rica
inervacion con terminaciones nerviosas sensoriales que recogen informacion sobre la
percepcion del dolor (nocirreceptores), la temperatura (termorreceptores) y el tacto y la
presidn (mecanorreceptores). Las terminaciones nocirreceptoras y termorreceptoras

son terminaciones libres que se ubican, tanto en la lamina propia, bajo la lamina basal,
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como entre las células del epitelio. Esta inervacion aferente de la mucosa bucal
procede de los pares craneales V, Vil y IX.

En la lamina propia de la mucosa bucal existen fibras simpaticas eferentes que inervan
vasos y glandulas salivares.

En ocasiones uniendo la mucosa oral a los tejidos subyacentes encontramos un tejido
laxo que suele denominarse submucosa. La submucosa puede existir como una capa
separada y bien definida, o no estar presente cuando el corion se encuentra
firmemente adherido a la estructura ésea y periéstica subyacente. Hay submucosa en
las zonas que requieren movilidad y que no se encuentran expuestas de manera
directa al proceso masticatorio. El tejido conectivo que la conforma puede presentar un
espesor y densidad variables. En esta capa podemos encontrar glandulas salivales,
vasos y nervios asi como tejido adiposo. A nivel de la submucosa las grandes arterias
se dividen en ramas mas pequefias que penetran en la lamina propia. Las fibras
nerviosas son mielinicas cuando atraviesan la submucosa, pero pierden su vaina
antes de dividirse en sus arborizaciones terminales en la lamina propia (Ferraris y
Campos, 2002).
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Crestas epiteliales

Papilas coriales

Capilares sanguineos

Corion semidenso

Figura 1. Mucosa bucal. (M.O. Técnica H-E). Epitelio estratificado plano no queratinizado y
corion semidenso. (Imagen cortesia de Ferraris y Campos)
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Figura 2. Esquema con los diferentes tipos de epitelios estratificados planos. A. queratinizado. B

paraqueratinizado. C. no queratinizado. (Esquema cortesia de Ferraris y Campos)
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Estrato corneo

Estrato granuloso

Estrato espinoso

Estrato basal
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Tejido conectivo
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Figura 3. Esquema con la diferenciacion celular en un epitelio plano estratificado queratinizado.

(Esquema cortesia de Ferraris y Campos)
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2. TECNICAS QUIRURGICAS PARA LA RECONSTRUCCION DE LOS DEFECTOS
DE LA MUCOSA ORAL Y SUS ANEXOS

La ausencia de tejido mucoso en la cavidad oral y sus anexos secundaria a un
fenébmeno traumatico, a cualquier tipo de proceso histopatolégico, o como
consecuencia de un acto quirdrgico programado, supone en la actualidad uno de los
grandes retos reconstructivos de las especialidades médico-quirdrgicas y
odontolégicas vinculadas con el citado territorio (Urken et al., 1995). La evolucion de
técnicas quirdrgicas reconstructivas en Cirugia de Cabeza y Cuello ha permitido la
consecucion de actos quirdrgicos de gran envergadura con resultados funcionales y
estéticos mas que aceptables (Sha, 2004). Logicamente no todos los defectos de
mucosa son iguales, pudiendo oscilar desde defectos aislados que afecten
exclusivamente a la mucosa (Figura 4) a otros de mayor complejidad que en
ocasiones se acompafian de defectos de estructuras adyacentes (musculo, hueso o
incluso piel) (Figura 5). A la hora de elegir el método reconstructivo mas idoneo hemos
de valorar de manera metddica la extension del defecto, los elementos involucrados en
la reconstruccion del mismo, la patologia que ha ocasionado dicho defecto y las
caracteristicas propias de cada paciente. Elegir de manera adecuada el método
reconstructivo a emplear va a condicionar el prondstico funcional, estético y en
ocasiones de supervivencia del paciente (Urken et al., 1995).

En el presente apartado vamos a sintetizar las principales técnicas reconstructivas
empleadas en la actualidad frente a defectos de mucosa oral de diferente cuantia y
susceptibles de ser parcial o totalmente sustituidas por el empleo de mucosa oral
creada mediante ingenieria tisular. Entre las citadas técnicas, destacamos:
Cicatrizacion-granulacion por segunda intencién, sutura primaria directa, empleo de
injertos dermo-epidérmicos, empleo de sustitutos biocompatibles, colgajos locales vy

locorregionales e injertos libres vascularizados.
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2.1 CICATRIZACION-GRANULACION POR SEGUNDA INTENCION

Frente a defectos mucosos de escaso tamafio, de dificil acceso anatémico para su
reconstruccion o sutura (ej. pared posterofaringea) y que no comprometan a
estructuras adyacentes, se puede optar por dejar que la zona cruenta cicatrice y de
lugar a una granulacién por segunda intencién, que a la larga se constituird en un
tejido con caracteristicas histolégicas similares al primario (Figura 6).

El proceso de cicatrizacion consta de una serie de etapas dinamicas concatenadas y
gque involucran a mediadores solubles (mediadores de la inflamacién y factores de
crecimiento), elementos sanguineos, matriz extracelular y al propio parénquima
celular. En lineas generales podemos dividirlo en tres grupos secuenciales:
inflamacioén, epitelizacién y formacion de tejido de granulacion.

ETAPA DE INFLAMACION. Tras la pérdida de un determinado tejido, la extravasacion
sanguinea favorece el fenbmeno de la coagulacion y el agregamiento plaquetario,
cuyo objetivo es el control hemostatico y la generacién de una matriz en la zona afecta
que permita la posterior migracion celular. En esta fase es fundamental el papel jugado
por las plaquetas, encargadas de precipitar la cascada de la coagulacion y de
conseguir la creacion de una adecuada malla de fibrina que favorezca la hemostasia y
por los neutrdfilos, que van a mantener limpio el foco de la zona dafiada mediante la
fagocitosis de microorganismos y particulas extrafias. Otro importante papel es el
jugado por los monacitos, que ademas de favorecer la fagocitosis y el debridamiento,
pasan a transformarse en macrdfagos inflamatorios o reparativos, encargados se
sintetizar y segregar factores de crecimiento [Transforming growth factor tipo p (TGF-
B), Platelel derived growth factor (PDGF), TGF-a, Insuline-like growth factor tipo | (IGF-
| ), Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)] (Clark, 1996a), que parecen ser los
mediadores en la iniciacion y propagacion de nuevo tejido en la zona dafiada, por lo
que jugarian un importante papel en la transicion inflamacion-reparacion (Riches,
1996)

ETAPA DE EPITELIZACION. El proceso de reepitelizacion de la zona dafiada
persigue el rapido reestablecimiento de una barrera, cuyo objetivo es evitar la
morbilidad asociada a la zona cruenta expuesta. Para ello, dentro de las primeras
horas se produce una migracion de células epiteliales desde estructuras epiteliales
residuales. Las células migradas no contienen proteinas queratinociticas encontradas
normalmente en el epitelio maduro estratificado; sin embargo si podemos observar
determinados tipos de queratinas que Unicamente se encuentran en queratinocitos

basales del epitelio estatrificado (Mansbridge y Knapp, 1987).
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ETAPA DE TEJIDO DE GRANULACION. El nuevo estroma o tejido de granulacion,
comienza a formarse a partir del cuarto dia de la pérdida de tejido. Se trata de un
estroma fibroso compuesto por numerosos neovasos, que constituye el andamiaje
para la formacién de un tejido de caracteristicas histologicas similares a las del tejido
primario. La cantidad y la calidad de este tejido va a depender de los factores
biolégicos presentes, del nivel de actividad de las células involucradas y de las

caracteristicas de la matriz extracelular generada. (Juliano y Haskill, 1992)

2.2 SUTURA PRIMARIA DIRECTA

Cuando las condiciones son favorables (reseccibn mucosa de tamafio moderado,
cercania de los bordes cruentos, posibilidad de cierre sin tensién) una de las opciones
mas utilizadas es el cierre del defecto mediante sutura directa, empleando para ello
material de sutura que puede ir desde seda trenzada no rebsorbible a material
reabsorbible de distintas caracteristicas. Con el empleo de sutura directa , se genera
una herida que sigue los pasos de una cicatrizacibn de caracteristicas normales
(Clark, 1996b). En numerosas ocasiones, el cierre del defecto se realiza por planos de
sutura (plano muscular-plano mucoso), lo que favorece un cierre mas hermético, un
control mas adecuado de la hemostasia y una disminucion de las probabilidades de
que se produzca una dehiscencia de la herida quirdrgica. Es una técnica quirdrgica
sencilla, de buenos resultados y asumible siempre y cuando no se comprometa la

funcionalidad y no se altere la anatomia de la zona reconstruida (Figura 7).

2.3 INJERTOS DERMO-EPIDERMICOS

Injertar es la accién de aplicar una porcién de tejido vivo a una parte del cuerpo
dafiada o lesionada de manera que se produzca una unién organica. Los injertos libres
son, por tanto, porciones de tejido vivo que no quedan conectadas a la zona donante,
destinadas a cubrir, rellenar, conectar o dar soporte a la zona lesionada.

La indicacién esencial del injerto libre es reconstruir defectos muy concretos de tejido
vivo en cuanto a tamafo. Puesto que el injerto libre debe permanecer sin aporte
sanguineo hasta que los vasos de la zona receptora y el injerto se unan, éste tiene un
tiempo limitado de supervivencia hasta que se establezca la vascularizacion del injerto
y fijacion del mismo, proceso que se denomina prendimiento.

Los factores que influyen en el prendimiento son los que favorecen una rapida
vascularizacion: un adecuado lecho vascular con potencial angiogénico; una
aproximacion exacta que acorte la distancia que deban puentear los capilares

neoformados sin obstaculos interpuestos asi como una superficie de contacto
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suficiente y una inmovilizacion que evite tensiones o pequefios movimientos (Clevens
y Baker, 1997).

Para defectos de mucosa oral se utilizan injertos libres cutaneos cuando el defecto es
demasiado extenso para cicatrizar por segunda intencion o exista la posibilidad de
producir contracturas y debilidad funcional (Chien et al., 2005). Esto sucede asi en el
caso de los defectos superficiales situados en la parte anterior del suelo de la boca o
en la cara lateral de la porcion bucal de la lengua. Aunque se suele producir un
desprendimiento de las capas superficiales epidérmicas, las basales son viables y
condicionan una epitelizacion con buenos resultados funcionales.

Los injertos pueden ser de dos tipos:

- De espesor total. Formado por epidermis y el grosor completo de la dermis.

- De espesor parcial. Formado por epidermis y una cantidad variable de dermis,
pudiendo ser en funcién de su grosor finos (0,008-0,0012 mm), intermedios
(0,012-0,018 mm) o gruesos (0,018-0,030 mm).

El injerto de piel total prende mas dificilmente que el parcial, si bien aquél resiste mejor
un trauma posterior. Los de grosor total suelen extraerse con bisturi y las zonas
donantes son la piel preauricular, retroauricular 0 mastoidea, la supraclavicular y las
flexuras. Las de grosor parcial se extraen con dermatomos y suelen extraerse de
muslos, nalgas y brazo.

Antes de colocar el injerto es necesario realizar una cuidadosa hemostasia y
desbridamiento de la zona receptora para evitar hematomas o sobreinfecciones que
condicionen su fracaso. Se fijara con sutura discontinua y se aplicara una compresion
para favorecer el contacto. En el injerto se realizaran pequefias perforaciones que
evacuen las posibles colecciones hematicas que puedan formarse y que impedirian la
correcta adherencia entre las superficies. Entre sus principales inconvenientes
destacan el crecimiento, a nivel intraoral, de estructruras anexales y la excesiva

gueratinizacion de sus capas superficiales (Toft et al., 2000); (Chien et al., 2005).

2.4 SUSTITUTOS BIOCOMPATIBLES

La reciente aparicion de sustitutos artificiales de dermis supone un gran avance para la
cobertura de diversos defectos. Entre los mas empleados destacan:

-Alloderm (Marca Registrada): Dermis acelular y criopreservada obtenida de piel de
cadaver. Posee las ventajas de ser inerte, resistente y de facil manejo. Su integracion
en el tejido circundante impide su migracion accidental y mantiene a largo plazo el
volumen obtenido. Existe una amplia experiencia en su utilizaciéon en reconstrucciones

de defectos palatinos, retracciones gingivales y otras situaciones que cursen con
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defectos pequefios o medianos de mucosa oral (Cole et al., 2006); (Navarro-Cuellar et
al., 2004); (Clark et al., 2003).

-Integra (M.R.): Colageno bovino y condroitinsulfatos sobre laminas de silicona
(Dantzer y Brave, 2001).

Uno de los principales inconvenientes de este tipo de productos es su elevado coste.

2.5 COLGAJOS LOCALES Y LOCORREGIONALES

Se define colgajo local o locorregional como aquel tejido irrigado por uno o varios
pediculos vasculares, de los cuales depende, y que puede ser utilizado para la
reparacion de defectos de distinta cuantia y localizacién, mediante el empleo de
técnicas quirdrgicas (avance, rotacién) que permiten su desplazamiento y que
respetan la integridad de su aporte vascular.

Los colgajos locales y locorregionales constituyen una valiosa fuente de tejidos
donantes en Cirugia Reconstructiva de Cabeza y Cuello (Urken et al., 1995). Pese al
avance de la microcirugia, con la posibilidad de transferir colgajos libres
vascularizados, y de técnicas reconstructivas muy refinadas, el empleo de zonas
donantes locales sigue contando con numerosas indicaciones que hemos de valorar
en funcidn de la patologia tratada, de las caracteristicas del paciente y del defecto que
pretendemos restaurar.

En el siguiente apartado repasaremos de forma resumida algunos de los mas
importantes colgajos locorregionales y de transferencia libre empleados en Cirugia
Reconstructiva de Cabeza y Cuello, centrdndonos en aquellos mas utilizados
actualmente en situaciones con afectaciéon directa o indirecta de la cavidad oral y sus

anexos.

2.5.1 COLGAJO DE MUSCULO PECTORAL MAYOR

Se trata de un colgajo musculocutaneo descrito en 1947 por Pickerel y colaboradores
(Pickerel et al., 1947) como un colgajo de rotacién en defectos de pared toracica. A
finales de los setenta Ariyan y Cuono (Ariyan y Cuono, 1980) reconocen el enorme
potencial del colgajo pectoral mayor en la Cirugia Reconstructiva de Cabeza y Cuello.
Permite la transferencia del musculo pectoral mayor y la posibilidad asi mismo de
transferir un segmento de piel irrigado por ramas perforantes procedentes del musculo.
El volumen de piel y tejido celular subcutaneo transferido puede igualar a la superficie
muscular o ser adaptado en funcién del defecto a reparar. Asimismo es posible el
tallado del colgajo pectoral sin incluir piel y tejido celular subcutaneo en el mismo.
Pese a tratarse de un colgajo musculocutaneo, es posible el tallado de componente

0seo, bien de costilla (Cuono y Ariyan, 1980) o de esternén (Green et al., 1981), aun
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asi la morbilidad asociada a la técnica, el escaso componente 6seo obtenido y el
perfeccionamiento de otras técnicas de transferencia 6sea (ej. Colgajo libre peronéo)
hacen que en la actualidad practicamente no se contemple esta posibilidad.

El colgajo pectoral permite su empleo en numerosas circunstancias: cirugia oncolégica
ablativa (Figura 8) (Vartanian et al., 2004), faringostomas-traqueostomas
postquirdrgicos o postradioterapia (Fleischer y Khafif, 1989), reconstrucciones
faringoesofagicas (Lee y Lore, 1986), secuelas postraumaticas con afectacion severa
de partes blandas (Ortiz Mendoza y Garcia Arenas, 2003), recubrimiento de lechos
cervicales con necrosis activa o con exposicion del eje vascular (Urken y Biller,
1995a).

Entre sus ventajas hemos de destacar la facilidad de tallado del colgajo, su rica
vascularizacion, la cantidad de piel que permite obtener, el generoso volumen tisular
que oferta util en la reparacion de grandes defectos, su extenso arco de rotacién, la
posibilidad de tallar una doble paleta cutanea simultanea (Biller et al., 1980) o diferida
(Dennis y Kashima, 1981) que permita por ejemplo su uso intra y extraoral, su buena
tolerancia funcional postquirirgica en region pectoral y la posibilidad de efectuar un
cierre directo en la zona donante.

A pesar de ser un colgajo ampliamente utilizado, cuenta con una serie de
desventajas, de las que enumeramos las mas importantes

a) El excesivo volumen de tejido ofertado origina muchas veces problemas
funcionales, sobre todo en reconstruccioén faringoesofagica y en su uso a nivel
intraoral (Fabian, 1988).

b) El retraso en la cicatrizacion y asentamiento del colgajo.

c) El indeseable efecto gravitatorio sobre el mismo, que en numerosas ocasiones
conlleva un excesivo descolgamiento pectoral con las consecuentes complicaciones
asociadas.

d) La denervacién del colgajo que conduce a una progresiva atrofia del mismo.

e) Necrosis. Gracias a la rica vascularizaciéon del colgajo es extrafio observar una
necrosis completa del mismo [1.5% (Baek et al., 1982), 2.4% (Vartanian et al., 2004),
3% (Shah, 1990) y 7% (Wilson, 1984) en las series revisadas], pero la necrosis parcial
se ha descrito hasta en un 29% (Shah et al., 1990) secundaria a una rotacion excesiva
del pediculo vascular o a una tunelizacién supraclavicular insuficiente.

f) Resultados estéticos deficientes, especialmente cuando el colgajo se emplea en
mujeres.

g) La utilizacién de isla cutanea intraoral en pacientes varones suele determinar un
crecimiento anomalo de pelo, que suele remitir tras recibir tratamiento radioterapico

postoperatorio.
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h) Metaplasia de la epidermis intraoral al cabo de entre aproximadamente ocho y
doce semanas (Shah, 2004) que se transforma en un epitelio estratificado no
gueratinizado similar al de la mucosa oral.

En cuanto a la zona donante, las complicaciones son raras, no obstante podemos
observar:

a) hematomas y seromas postquirdrgicos.

b) cierres directos con excesiva tensién que pueden provocar necrosis parcial de la
zona o incluso anomalias respiratorias de tipo restrictivo (Urken y Biller, 1995a).

¢) La exposiciébn de cartilago costocondral que puede ser origen de infecciones,

incluidos cuadros de condritis (Weaver et al., 1982).

2.5.2 COLGAJO DE MUSCULO ESTERNOCLEIDOMASTOIDEO [ECM]

Colgajo descrito inicialmente por Jiano (Urken y Biller, 1995b), y empleado como
colgajo muscular, musculocutaneo (Owens, 1955) musculoperiéstico (Tovi y Gittot,
1983) y osteomuscular (Conley, 1972) , (Siemssen et al., 1978).

Empleado por primera vez por Jiano en 1908 para intento de reanimaciéon facial
dindmica en paciente con pardlisis unilateral. Posteriormente varios autores (Dingman
et al., 1969), (Hamacher, 1969) emplean el colgajo de ECM como sustituto motor del
musculo masetero o para la reconstruccion de defectos complejos faciales (Owens,
1955)

Este tipo de colgajo permite el tallado del musculo ECM y de sus estructuras
adyacentes. Gracias a su rica vascularizacion (arteria occipital, arteria auricular
posterior, arteria tiroidea superior y tronco tirocervical) permite ser pediculado desde
su insercion superior en mastoides o desde su insercion inferior en el cuerpo
clavicular.

La capacidad de tallar el colgajo preservando su actividad motora lo hace subsidiario
de emplearse en situaciones que requieran actividad funcional: reparacion de paralisis
faciales (Sasaki, 1980), competencia labial (O'Brien, 1970) y masticatoria (Sasaki,
1980). Hasta la fecha se ha empleado como cobertura de defectos postparotidectomia
(Bugis, 1990) sin evidenciarse control de sindrome de Frey postquirtrgico (Kornblut,
1974); (Kornblut et al., 1977) y en defectos postmandibulectomia (Hill y Brown, 1978)
asi como en la reconstruccion de cavidad oral-orofaringe tras cirugia oncolégica
(Hamacher, 1969), (Tanaka et al., 2003) y en cierre de esofagostomas (Ariyan, 1979).
A pesar de ser un colgajo ampliamente estudiado, su uso es en la actualidad muy
limitado. La irregularidad y complejidad de su anatomia vascular unido a la dificultad
de obtencion de una paleta cutdnea viable son dos de los principales defectos de este
colgajo (Urken y Biller, 1995b). Numerosos grupos oncolégicos critican su uso en
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caso de metastasis linfaticas regionales y en caso de necesidad de radioterapia radical
(Kiener et al., 2001). Su tamafio limita su uso a defectos pequefios y medianos
(Tanaka et al., 2003). Por ultimo resefiar el déficit estético y funcional generado tras su

trasposicion. (Alvarez et al., 1983)

2.5.3 COLGAJO DE MUSCULO TEMPORAL

Colgajo que permite la utilizaciébn del musculo temporal y de su correspondiente
fascia, fue descrito en 1898 por Golovine (Golovine, 1898) y es posiblemente uno de
los primeros colgajos locorregionales empleados en reconstruccion de cabeza y cuello.
Inicialmente se utilizé6 para la obliteraciébn de espacios muertos tras exanteraciones
orbitarias (Antonyshyn et al., 1988); (Reese y Jones, 1961); (Tessier y Krastinova,
1982) gracias a la cercania anatébmica de la zona donante y receptora. Mas tarde
Gillies (Gillies, 1934) introduce el uso del muasculo temporal para rehabilitacion
dindmica de paralisis faciales. Posteriormente, ya en la década de los setenta y los
ochenta, numerosos autores (May, 1985); (McKenna et al., 1991); (Edgerton et al.,
1975) emplearan el colgajo temporal de manera satisfactoria con la misma finalidad, lo
que junto a los trabajos de Rubin (Rubin et al., 1989); (Rubin, 1991) en reconstruccion
de comisura oral consolidan al colgajo temporal como primera opcion en el tratamiento
rehabilitador de paralisis faciales.

Refinamientos quirdrgicos posteriores han permitido la transferencia del colgajo
temporal para reconstruccion de defectos postmaxilectomia (Figura 9) (Bakamijian y
Souther, 1975); (Renner et al., 1984), defectos palpebrales (Hallock, 1984) e
intraorales (Lopez et al., 2002); (Smolka y lizuka, 2005).

Asimismo el colgajo oferte la posibilidad de servir como transportador de calota
vascularizada, util en reconstruccién de defectos 6seos palatinos y orbitarios [reborde
y suelo] (Parhiscar et al., 2002); (Ali et al., 2005).

Entre los inconvenientes del colgajo hemos de destacar:

a) la imposibilidad de transferir elemento cutaneo con el mismo.

b) presentar un arco de rotacion relativamente corto que limita su empleo en
reconstruccion de la zona nasolabial.

¢) generar una deformacion secundaria evidente en la zona donante (Cheney, 1995).

2.5.4 COLGAJO PALATINO

Se trata de un colgajo mucoperidstico que permite la utilizacion de la mucosa y el
periostio de la regién del hemipaladar duro. Introducido por Millard en 1962 (Millard,
1962) y popularizado por Gullane y Arena (Gullane y Arena, 1977) para la

reconstruccion de defectos mucosos posteriores de la cavidad oral.
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Dado el tamafio del colgajo, su uso es bastante limitado. Permite un giro de 180° lo
gue favorece la reconstruccion de defectos retromolares y de fosa tonsilar (Urken y
Biller, 1995c). Ademas, es util en el cierre de defectos de la pared laterofaringea
(Komisar, 1985). Se ha empleado, junto a un colgajo mucoso de pared
posterofaringea, para restauracion de la competencia velofaringea (Millard y Seider,
1977) asi como para la reparacion de fisuras palatinas y el cierre de fistulas

oroantrales (Gullane y Arena, 1985)

2.5.5 COLGAJO DE MUSCULO MASETERO

Empleado por primera vez en 1911 por Lexer y Eden (Urken et al., 1995) con fines
reconstructivos, se trata de un colgajo muscular que permite exclusivamente el tallado
del muasculo masetero pediculado sobre la arteria maseterina, rama de la arteria
maxilar interna. Utilizado principalmente para reanimacion dinamica del tercio inferior
facial en casos de pardlisis facial congénita, postraumatica o postablativa. (Conway,
1958), (Rubin, 1974). En ocasiones también se emplea para reconstruccién de
defectos mucosos de cavidad oral (Conley, 1978), que puede verse limitada por el
tamafio del colgajo y por la presencia de la rama mandibular ascendente, que limita su
transposicion (Cheney y Urken, 1995). Una vez que el colgajo ha sido posicionado y
cubre el defecto mucoso a reconstruir, el mismo debe ser cubierto por un injerto
cutaneo de espesor parcial, si la mucosa adyacente no posibilita esta cobertura (Tiwari
y Show, 1988).

2.5.6 COLGAJO DE MUSCULO BUCCINADOR

Colgajo miomucoso que permite el tallado del musculo buccinador y de la mucosa
suprayacente a éste. En 1975, Kaplan (Kaplan, 1975), utiliza un colgajo de mucosa
bucal para reconstruccion de paladar blando; A finales de los ochenta Maeda y
colaboradores (Maeda et al.,, 1987) realizan posteriormente una mejora en la
vascularizacion mucosa del colgajo de Kaplan, afiadiendo fibras del musculo
buccinador. Ese mismo afio el colgajo miomucoso bucal es pediculado hacia el angulo
de la boca para llevar a cabo una reconstruccion parcial de labio (Rayner y Arscott,
1987). Ono y colaboradores (Ono et al.,, 1997) mejoran la técnica a final de los
noventa, empleando el colgajo miomucoso de musculo buccinador para reconstruir
defectos totales de labio inferior.

Se trata de un colgajo que permite una buena alternativa reconstructiva de defectos de
tamafio moderado en el area maxilofacial (Gonzalez Garcia et al., 2005), utilizado en
reconstruccion de paladar, labio inferior, lengua, suelo de la boca, defectos de tercio

medio y periorbitarios (Anastassov et al., 2002), (Stofman et al., 1995). Al presentar un
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arco de rotacién amplio permite cubrir la mayoria de defectos homolaterales palatinos
y maxilares, cruzando incluso la linea media (Anastassov et al., 2002). Asimismo el
colgajo ha sido empleado para cierre de fistulas oroantrales, nasoplalatinas y
orocutaneas, cobertura de injertos 60seos maxilares, exposiciones mandibulares por
osteorradionecrosis, exposiciones de placas de fijacion, defectos de cavidad nasal y
septum, defectos de pared faringea e incompetencia velofaringea (Gonzalez Garcia et
al., 2005). En determinadas ocasiones precisa el empleo de injertos dérmicos de
espesor parcial o aloinjertos para el cierre del defecto originado en la zona donante,
esto unido a la limitaciobn de tejido aportado, son posiblemente los mayores

inconvenientes del colgajo buccinador (Caubet et al., 1996).

2.5.7 COLGAJO DE PAQUETE GRASO BUCAL O BOLA DE BICHAT

Colgajo constituido exclusivamente por el tejido adiposo de la conocida como bola de
Bichat y por la fascia que la empaqueta. Localizada por delante del espacio
pterigomaxilar, puede ser empleada en reconstruccion de defectos pequefios y
medianos que afecten al maxilar superior, paladar blando, a la transicion paladar
blando-paladar duro (Figura 10), al trigono retromolar, a regién amigdalina, pared
laterofaringea, asi como en el cierre de fistulas oroantrales (Colella et al., 2004). Es
conveniente emplear una cuidadosa técnica de diseccion que preserve integro su
pediculo vascular, ya que la falta de vascularizacién conduce a un rapido proceso de
atrofia (Fan et al., 2002). La metaplasia del tejido graso hacia pseudoepitelio tiene

lugar entre la tercera y quinta semana postoperatoria (Alkan et al., 2003).

2.6 COLGAJOS LIBRES DE RECONSTRUCCION MICROQUIRURGICA

Se denomina colgajo libre a aquel colgajo axial cuyo pediculo se anastomosa
mediante técnicas microquirdrgicas, tras seccion del lugar de origen, a un nuevo
pediculo préximo al defecto a cubrir (Navarro y Herencia, 2004).

Los colgajo libres han supuesto un importante avance cualitativo en la Cirugia
Reconstructiva de Cabeza y Cuello de los ultimos veinte afios, permitiendo la
consecucidnde cirugias oncoldgicas radicales con resultados estéticos y funcionales
aceptables (Urken et al., 1995). Por lo general se encargan de cubrir defectos amplios
gue involucran a mas de una estructura anatémica (piel, mucosa, musculo, hueso)
siendo extremadamente infrecuente el empleo de colgajos libres para defectos que de
manera exclusiva afectan a la mucosa oral (Eckardt y Focas, 2003), no obstante en el
siguiente apartado se expondran brevemente los principales colgajos libres empleados

en cirugia reconstructiva para reparacion de defectos que involucran a la cavidad oral.
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2.6.1 COLGAJO RADIAL

Colgajo fascial-fasciocutaneo que permite el tallado de la fascia, la piel y el tejido
celular subcutaneo de la zona del antebrazo. Popularizado por Yang (Yang, 1981) a
principios de los ochenta, se ha posicionado como uno de los colgajos libres mas
versatiles en cirugia reconstructiva, tanto intra como extraoral, de cabeza y cuello
gracias a su facil tallado, a una aceptable morbilidad en la zona donante (Figura 11), a
su rica vascularizacion y a su adaptacién a la zona receptora (Urken, 1995a). Una de
sus principales indicaciones es la reconstruccion intraoral de practicamente cualquier
localizacién (Soutar y Scheker, 1983); (Soutar y McGregor, 1986); (Navarro y
Herencia, 2004): lengua, suelo de boca (Figura 12), mucosa yugal y gingival, paladar
blando y duro y paredes laterales de oro e hipofaringe. Su excelente plegabilidad y
adaptabilidad, su escaso peso, la minima atrofia que sufre a lo largo del tiempo y la
capacidad sensitiva que presenta y que permite discriminar la presencia del bolo
alimenticio son las principales caracteristicas que hacen del colgajo radial el principal
elemento reconstructivo para defectos aislados y complejos intraorales (Navarro y
Herencia, 2004); (Urken, 1995a). En lineas generales es el Unico colgajo libre que
presenta indicacion en la reconstruccion de defectos que afectan de manera exclusiva

a la mucosa oral.

2.6.2 COLGAJOS DEL SISTEMA SUBESCAPULAR

La versatilidad del sistema subescapular permite la obtenciéon de un gran namero de
colgajos con variedad de tejidos basados en el sistema de la arteria axilar y
principalmente de la arteria subescapular (Rowsell y Davies, 1984). Los principales
colgajos (Sullivan, 1995) obtenidos a partir del paquete arteriovenoso subescapular
son:

. Colgajo fasciocutaneo escapular

. Colgajo fasciocutaneo paraescapular

. Colgajo osteofasciocutaneo escapular-paraescapular

. Cogajo de musculo latissimus dorsi

. Cogajo musculocutaneo de latissimus dorsi

. Cogajo osteomusculocutaneo de latissimus dorsi y costilla

. Colgajo de musculo serrato anterior

. Colgajo musculocutaneo de serrato anterior

. Cogajo osteomusculocutaneo de serrato anterior y costilla
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Para reconstruccion de cabeza y cuello es infrecuente la utilizacibn combinada de
estos colgajos (Sullivan, 1995). No obstante autores como Harii (Harii, et al.1982),
Batchelor (Batchelor y Tully, 1984), Richards (Richards, 1987), Swartz (Swartz et al.,
1986) y Aviv (Aviv y Urken, 1991) han descrito el empleo de colgajos combinados del
sistema subescapular para la reconstruccion de defectos complejos tanto intra como
extraorales. Las indicaciones reconstructivas de este tipo de colgajos son multiples
(Sullivan, 1995), entre ellas destacan principalmente la reconstruccion de defectos
complejos de tercio medio facial, defectos orofaciales de espesor total que involucren
maxilar inferior y/o superior (Urken et al., 2001), atrofia facial y ciertos casos de

pardlisis facial.

2.6.3 COLGAJO DE CRESTA ILIACA

Colgajo osteomusculocutaneo ampliamente utilizado en reconstrucciones del area
maxilofacial. Este colgajo se ha consolidado como una de las mejores zonas donantes
de injertos 6seos corticoesponjosos no vascularizados (Garcia Arana y Gonzalez,
2004); (Kessler, 2005); (Hernandez Alfaro, 2006). La identificaciéon del paquete
arteriovenosos circunflejo iliaco profundo como soporte vascular para el tallado, en un
solo bloque, de pala iliaca, musculatura de la pared abdominal y piel (Taylor et al.,
1979); (Sanders y Mayou, 1979) ha hecho de este colgajo libre una de los mas
versétiles en la reconstruccion de defectos complejos maxilomandibulares (Urken
1995b); (Lyons et al., 2005)

2.6.4 COLGAJO DE PERONE

Colgajo de tipo osteocutaneo. Empleado inicialmente para reconstruccion de defectos
en huesos largos, Hidalgo (Hidalgo, 1989) emplea el colgajo de peroné para
reconstruir un defecto mandibular segmentario. Una de sus principales indicaciones
en Cirugia Reconstructiva de Cabeza y Cuello es la reconstruccion de defectos 6seos
mandibulares (Urken y Sullivan, 1995), siendo la principal alternativa al colgajo de
cresta iliaca en defectos superiores a 14 cm (Navarro y Herencia, 2004).

Aunque la calidad 6sea aportada por este tipo de colgajo es menor que la obtenida en
colgajos de cresta iliaca, permite la rehabilitacion funcional posterior mediante la

colocacion de implantes osteointegrados (Teoh, 2005).
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Figura 4. Leucoplasia con foco de carcinoma in situ en borde lateral lingual. Afectacion exclusiva
de mucosa. Precisa extirpacion con margenes de seguridad.

Figura 5. Carcinoma epidermoide estadio IV de maxilar superior con afectacion de mucosa y
estructuras anexas (estructuras dentales, hueso maxilar, mucosa seno maxilar) Precisa cirugia

oncoldgica radical y resonstruccion.
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Figura 6. Granulacion por segunda intencién en zona de paladar blando y tuberosidad tras
exanteracion de adenocarcinoma de glandula salival menor.

By A p

Figura 7. Sutura directa tras reseccion de carcinoma epidermoide de borde lateral lingual.

Figura 8. Empleo de colgajo de musculo pectoral para reconstruccion de defecto cervical con

exposicion de basal mandibular.
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Musculo Temporal

Figura 9. Empleo de colgajo de mulsculo temporal para reconstruccion de defecto

postmaxilextomia.

Figura 10. Empleo de colgajo de paquete adiposo bucal o bola de Bichat en transicion paladar
blando-paladar duro y pared faringea.

Figuras 11y 12. Morbilidad asociada a zona donante tras tallado de colgajo fasciocutaneo radial.

Empleo de colgajo radial para reconstruccion de defecto creado tras pelviglosectomia completa.
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OBJETIVOS

Los objetivos de la presente Tesis Doctoral son los siguientes:

Objetivo General.

Construir mediante Ingenieria Tisular un sustituto equivalente de mucosa oral de

espesor completo para su uso experimental y terapéutico.

Objetivos Especificos.

1. Aislamiento y expansion de las células epiteliales —queratinocitos- y del corion

—fibroblastos- de la mucosa oral a partir de biopsias.

2. Evaluacion de la viabilidad de queratinocitos y fibroblastos

3. Generacion de corion o lamina propia artificial.

4. Elaboracion del constructo epitelio-corion.

5. Evaluacion y control de calidad de la mucosa oral creada por Ingenieria Tisular.
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MATERIAL Y METODOS
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1.- OBTENCION DE MUESTRAS DE MUCOSA ORAL HUMANA.

Para la realizacion de la presente Tesis Doctoral, se ha contado con un total de 30
muestras de mucosa oral normal de espesor total (epitelio y corion) obtenidas de 30
pacientes sanos sometidos a diferentes procedimientos de Cirugia Oral ambulatoria
bajo anestesia local. Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron tratados en el
Servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
de Granada y todos los procedimientos quirtrgicos asociados se llevaron a cabo en
los quir6fanos con que dicho Servicio cuenta en el Hospital. En todos los casos, se
conté con el consentimiento firmado del paciente una vez que éste habia sido
pertinentemente informado del procedimiento (Anexo 1). En el momento de la
obtencion, ninguno de los pacientes seleccionados presentaba enfermedad sistémica
grave, proceso neoplasico asociado o enfermedad infectocontagiosa. En ningln caso
se extirp6 mas tejido del necesario para el tratamiento de la patologia quirargica que

presentaba el paciente.

Una vez obtenida la muestra, los tejidos extraidos fueron introducidos inmediatamente
en medio de transporte estéril constituido por medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (Sigma-Aldrich Ref. D5796, Saint- Quentin-Fallavier, Francia) suplementado
con antibidticos (500 U/ml de penicilina G y 500 pg/ml de estreptomicina) y
antimicéticos (1,25 ug/ml de anfotericina B) (Sigma-Aldrich Ref. A5955) para evitar una
eventual contaminacion de la muestra. La composicién del medio de cultivo DMEM se

muestra a continuacion en la tabla 1.
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Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo DMEM y HAM-F12 utilizados en este trabajo.

Todos los valores estan expresados en gramos por litro de medio de cultivo.

COMPONENTE

Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium (DMEM)

Medio enriquecido F12(Ham)

SALES INORGANICAS

CaCl»*2H-0 0.265 0.0441
CuSQ,*5H-0 — 0.0000025
Fe(NO2)3*9H,0 0.0001 —
FeSO,*7H.0O — 0.000834
KCI 0.4 0.224
MaCle6H,0 — 0.123
MaSO, 0.09767 —
Na,HPO, — 0.14204
NaCl 6.4 7.599
NaH-PO, 0.109 —
NaHCO- 37 1176
ZnS04+7H-,0 — 0.000863
AMINOACIDOS

Glicina 0.03 0.00751
L-Alanina — 0.009
L-ArdininasHCI 0.084 0.211
L-Asparaqina*H>O — 0.01501
L-Acido Aspartico — 0.0133
L-Cistinas2HCI 0.0626 0.035
L-Acido Glutamico — 0.0147
L-Glutamina 0.584 0.146
L-HistidinaeHCleH,O 0.042 0.02096
L-Isoleucina 0.105 0.00394
L-Leucina 0.105 0.0131
L-Lisina*HCI 0.146 0.0365
L-Metionina 0.03 0.00448
L-Fenilalanina 0.066 0.00496
L-Prolina — 0.0345
L-Serina 0.042 0.0105
L-Treonina 0.095 0.0119
L-Triptéfano 0.016 0.00204
L-Tirosina*2Na*2H,O0 [0.10379 0.00778
L-Valina 0.094 0.0117
VITAMINAS

Colina 0.004 —
D-Pantoténico 0.004 0.00048
Acido Félico 0.004 0.00132
Hipoxantina — 0.00408
Acido Linoleico — 0.0000084
Mio-Inositol 0.0072 0.018
Niacinamida 0.004 0.000037
PiridoxinasHCI 0.004 0.000062
Riboflavina 0.0004 0.000038
TiaminasHCI 0.004 0.00034
Acido Tidctico — 0.00021
Timidina — 0.00073
Vitamina B-12 — 0.00136
OTROS

D-Glucosa 45 1.802
Fenol RojosNa 0.0159 0.0013
Acido PiruvicosNa — 0.11
PutrescinasHCI — 0.000161
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2.- DESARROLLO DE CULTIVOS PRIMARIOS DE FIBROBLASTOS Y
QUERATINOCITOS DE MUCOSA ORAL.

Transcurrido el periodo de transporte, todas las muestras fueron lavadas dos veces en
una solucion estéril de PBS con penicilina, estreptomicina y anfotericina B (500 U/ml,
500 ug/ml y 1,25 pg/ml, respectivamente) para eliminar todos los restos de sangre,
fibrina, grasa o materiales extrafios que pudieran encontrarse adheridos a las
muestras. Para llevar a cabo la digestion de la matriz extracelular del corion de la
mucosa oral y conseguir la separacion de los fibroblastos estromales incluidos en
dicha matriz, las muestras fueron incubadas a 37°C en una solucion estéril de
colagenasa tipo | de Clostridium hystoliticum (Gibco BRL Life Technologies Ref.
17100-017, Karlsruhe, Alemania) al 2% en medio de cultivo DMEM durante 10-12
horas. Esta solucion es capaz de digerir el colageno del corion y liberar los fibroblastos
estromales, dejando intacto el epitelio oral. Una vez transcurrido este tiempo, se
procedié a retirar el epitelio no digerido de la mucosa oral, utilizdndose éste para

obtener cultivos primarios de queratinocitos.

Para la obtencion de cultivos primarios de fibroblastos, se centrifugé a 1.000
rpm durante 10 minutos la solucion de digestion que contenia las células estromales
disgregadas del corion, recogiéndose el pellet celular correspondiente a los
fibroblastos en frascos de cultivo de 15 cm? de superficie. Como medio de cultivo, se
utilizo DMEM enriquecido en glucosa (Sigma-Aldrich Ref. D5796) suplementado con
antibiéticos y antimicéticos (100 U/ml de penicilina G, 100 ug/ml de estreptomicina y
0,25 pg/ml de anfotericina B; Sigma-Aldrich Ref. A5955) y suero bovino fetal (SBF)
(Sigma-Aldrich Ref. F9665) al 10%. A este medio basico de cultivo lo denominamos
MF (medio de fibroblastos).

Para la obtencion de cultivos puros de queratinocitos, las muestras de epitelio no
digeridas tras la incubacion con colagenasa tipo |, fueron lavadas en PBS para
conseguir la eliminaciébn de los restos de enzima y posteriormente divididas en
pequefios explantes mediante fragmentacion mecéanica en condiciones de esterilidad.
Para evitar el crecimiento no deseado de fibroblastos, cuya tasa de proliferacion es
habitualmente muy superior a la de los queratinocitos, los explantes epiteliales se
sembraron y cultivaron bajo condiciones selectivas que favorecian el crecimiento de
los queratinocitos e inhibian la adhesion y la proliferacion de los fibroblastos

procedentes de la propia muestra, segun se detalla a continuacion:
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A- En primer lugar, los explantes epiteliales se sembraron en frascos de cultivo
de 15 cm? de superficie que contenian una capa de células alimentadoras 3T3
(ECACC 85022108) inactivadas (8-10 x 10° células/cm?). La inactivacion de las
células 3T3 se llevo a cabo mediante irradiacion (6.000 rads) o mediante
tratamiento con mitomicina C de Streptomyces caespitosus (10 mg/ml) (Sigma-
Aldrich Ref. M4287, Saint Quentin-Fallavier, Francia) durante 2 horas a 37°C.
Las células 3T3 (Figura 13) proceden del tejido conectivo de fetos de ratones de
laboratorio y presentan una tasa de proliferacion muy elevada, por lo que es
necesario inactivarlas antes de iniciar el cultivo de los queratinocitos (Rheinwald
y Green, 1975-1 y 1975-2). Su presencia en el cultivo, sin embargo, garantiza la
disponibilidad de un gran nimero de factores de crecimiento y facilita la adhesion
de las células epiteliales de la mucosa oral, inhibiendo la proliferaciéon de los

fibroblastos del estroma.

B- En segundo lugar, para el cultivo de queratinocitos se emple6 medio de
cultivo selectivo QC (De Diego et al., 2004; Llames et al., 2004), el cual favorece
preferentemente el crecimiento de las células epiteliales sobre los fibroblastos. El
medio QC estaba compuesto por 3 partes de medio DMEM rico en glucosa
(Sigma-Aldrich Ref. D5796) y una parte de medio Ham F-12 (Sigma-Aldrich Ref.
N6658), todo ello suplementado con un 10% de suero bovino fetal (Sigma-
Aldrich Ref. F9665), antibiéticos-antimicoticos (100 U/ml de penicilina G, 100
ug/ml de estreptomicina y 0,25 ug/ml de anfotericina B; Sigma-Aldrich Ref.
A5955), 24 ug/ml de adenina (Sigma-Aldrich Ref. A9795) y distintos factores de
crecimiento: 0,4 ug/ml de hidrocortisona (Sigma-Aldrich Ref. HO888), 5 ng /ml de
insulina (Sigma-Aldrich Ref. 12767), 10 ng/ml de factor de crecimiento epitelial
(EGF) (Becton-Dickinson Ref. 354052, Lincoln Park, Nueva Jersey, EEUU), 1,3
ng/ml de triyodotironina (Sigma-Aldrich Ref. T5516) y 8 ng/ml de toxina colérica
(Sigma-Aldrich Ref. C3012).

En todos los casos, las células fueron incubadas a 37°C con un 5% de di6xido de
carbono, en condiciones estandar de cultivo celular. Los medios de cultivo fueron

renovados cada tres dias.

Para evaluar la integridad de la membrana basal plasméatica se utilizo el ensayo de

exclusion del azul tripan mediante el empleo de microscopia 6ptica (Rodriguez, 2005).
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Figura 13. Cultivo subconfluente de células
alimentadoras 3T3 de embrién de ratén. Estas
células se utilizaron para favorecer el crecimiento
selectivo de los queratinocitos orales humanos e

inhibir la proliferacion de los fibroblastos estromales.

3.- SUBCULTIVO DE LAS CELULAS PROCEDENTES DE CULTIVOS PRIMARIOS
DE MUCOSA ORAL.

Una vez alcanzada la confluencia celular, los distintos cultivos celulares de fibroblastos
0 queratinocitos se lavaron con PBS estéril y se incubaron en 1 ml de una solucion de
tripsina 0,5 g/l y EDTA 0,2 g/l (Sigma Aldrich Ref. T4799) a 37°C durante 10 minutos
para disgregar los mecanismos de adhesion celular y obtener células individualizadas
y no adheridas a la superficie del frasco de cultivo. Una vez que las células se
desprendieron de la superficie de los frascos de cultivo, se procedié a inactivar la
tripsina utilizada mediante adicion de 1 ml de medio de cultivo MF o QC. La presencia
de abundantes proteinas séricas en ambos medios de cultivo MF y QC es capaz de
inactivar la accion proteolitica de la tripsina. Posteriormente, la solucion inactivada en
la cual se localizaban las células desprendidas, se centrifugdé a 1.000 rpm durante 10
minutos para obtener un pellet o boton celular con las células de interés,
desechandose el sobrenadante con la tripsina. El pellet celular se resuspendio
cuidadosamente en 5 ml de medio MF o0 QC y estas células se cultivaron en frascos de
cultivo de 15, 25 6 75 cm? de superficie.

Habitualmente, los cultivos de queratinocitos se expandieron hasta aproximadamente
cinco veces en nuevos frascos de cultivo con células 3T3 inactivadas. Los cultivos de
fibroblastos se expandieron aproximadamente unas quince veces en frascos de cultivo
carentes de células alimentadoras antes de su uso para fabricar los sustitutos de tejido

conectivo.

En todos los casos, y para asegurar una adecuada viabilidad celular, la elaboracién de
sustitutos de mucosa oral se llevdé a cabo utilizando células correspondientes a los

cuatro primeros subcultivos.
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4.- CONGELACION DE CELULAS.

Una vez alcanzada la confluencia de los cultivos, se procedié a congelar las células
para su conservacion a largo plazo. Para ello, los fibroblastos y queratinocitos se
trataron con una solucién de tripsina 0,5 g/l y EDTA 0,2 g/l (Sigma Aldrich Ref. T4799)
a 37°C durante 10 minutos para despegarlos de la superficie del frasco de cultivo.
Para neutralizar la tripsina, se afiadio una cantidad equivalente de medio de cultivo MF
0 QC (ambos contienen un 10% de SBF), obteniéndose las células separadas
mediante centrifugacion a 1.000 rpm durante 10 minutos. Tras esto, las células se
mantuvieron sobre hielo y se resupendieron en medio de congelacion para
queratinocitos (10% de glicerol, 15% de SBF y 75% de DMEM) o para fibroblastos
(10% de DMSO, 10% de SBF y 80% de DMEM) en viales especiales para
ultracongelacién. Para evitar un choque térmico demasiado brusco, las células
incluidas en el medio de congelacion se congelaron a -20°C durante las primeras 12-
24 h, pasandose a continuaciéon a una temperatura de -60° durante 24 horas v,
finalmente, a un tanque con nitrégeno liquido (inicialmente en fase vapor y después en

fase liquida), donde se almacenaron a largo plazo.

Generalmente, los queratinocitos fueron congelados a una densidad 1/10. Esto
significa que con un frasco de cultivo celular de 75 cm?® se prepararon 10 crioviales
para congelar. Cada uno de estos crioviales servira mas adelante para sembrar un
frasco de cultivo de 75 cm?. Para los fibroblastos, se utilizaron dos crioviales por cada

frasco confluente de 75 cm?.

5.- EVALUACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE MICROANALISIS POR
ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS X.

Con objeto de analizar la viabilidad celular de los queratinocitos y fibroblastos
mantenidos en cultivo, se utilizaron técnicas de Microandlisis por Energia Dispersiva
de Rayos X (EPXMA). La metodologia aplicada en la presente Tesis Doctoral tiene
como base estudios previos realizados en nuestro laboratorio con la finalidad de
evaluar la composicién en sodio (Na), magnesio (Mg), fésforo (P), cloro (Cl), potasio
(K), azufre (S) y calcio (Ca) en células en cultivo de crecimiento en monocapa y en
suspension como las células MCF-7, LLC-PK y U-937, respectivamente (Fernandez-
Segura et al., 1997a, 1997b; 1999).

Dicho protocolo, representado de forma esquematica en la figura 14, se llevo a cabo

tal como se indica a continuacion:
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1) Adhesion de las células al soporte. Las células mantenidas en cultivo se

tripsinizaron y se cultivaron sobre rejillas de oro (Gilder Ref. G100-G3) especiales para
microscopia electrénica. En primer lugar, las rejillas se lavaron durante 5 minutos en
cloroformo para eliminar cualquier resto de materia organica que pudiese haberse
depositado sobre las mismas, aclarandose a continuacion en etanol absoluto (dos
lavados de 5 minutos cada uno). Finalmente, las rejillas se lavaron en acido acético
2% durante 5 minutos y se aclararon en etanol absoluto durante otros 5 minutos,
dejandose secar al aire. Para permitir el crecimiento de las células sobre las rejillas de
oro, se aplicé una fina capa de Pioloformo sobre las mismas. A continuacion se
colocaron los cubreobjetos sobre las rejillas y se subcultivaron las células sobre éstas,

incubandose posteriormente en medio de cultivo MF o QC durante 24 horas.

2) Eliminacién del medio extracelular. Con el objetivo de eliminar la contribucion del

medio extracelular al espectro de rayos X en los analisis de los fibroblastos y los
gueratinocitos, se procedio al lavado de las rejillas conteniendo las células de acuerdo
con los criterios establecidos previamente por diferentes autores (Abraham et al.,
1985); (Borgman et al., 1994); (Fernandez-Segura et al.,, 1997%); (von Euler et al.,
1993); (Warley, 1994a); (Wroblewski et al., 1983); (Wroblewski y Roomans, 1984);
(Zierold y Schéfer, 1988), eligiendo como solucién lavadora el agua destilada. Las
muestras fueron lavadas mediante inmersién en agua destilada a una temperatura de
4°C, durante 5 segundos. La solucién lavadora se mantiene en movimiento constante

por agitacion magnética.

3) Criofijacion de las muestras. Las muestras lavadas se criofijaron mediante

inmersion rapida de las mismas en nitrogeno liquido. Previamente se eliminé el exceso
de agua con un papel de filtro. Las rejillas con las células criofijadas se introdujeron en
un portamuestras de aluminio preenfriado a -196°C mediante inmersién en nitrdgeno
liquido. El uso de este tipo de portamuestras permite el procesamiento simultdneo de

varias muestras.

4) Criodesecacién de las muestras. Las células criofijadas y en el interior del

portamuestras fueron transferidas de forma inmediata a un sistema de criodesecacion
de alto vacio Emitech K775 (Emitech, Watford, UK) con el objetivo de extraer el agua
de las células por sublimacién (Figura 15). Las muestras fueron criodesecadas durante
un total de 17 horas a una presiéon de vacio de 10-5 mbar siguiendo el perfil de
temperaturas mostrado en la Tabla 2, y desarrollado de acuerdo con los criterios

establecidos por Warley y Skepper (Warley y Skepper, 2000).
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Figura 15. Criodesecador de alto vacio Emitech K775 (Emitech, Watford, UK) utilizado en esta

Tesis Doctoral.

Tabla 2. Programa de intervalos de tiempo y temperaturas utilizadas para la criodesecacion de

las muestras en un sistema de alto vacio.

Segmento Temperatura inicial Temperatura final Tiempo
1 —100°C -100°C 1 hora
2 —100°C —70°C 1 hora
3 —70°C —70°C 1 hora
4 —70°C -50°C 1 hora
5 -50°C -50°C 1 hora
6 -50°C +25°C 12 horas
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5) Montaje y recubrimiento de las muestras. Tras la criodesecacion de las células, la

ultima fase del protocolo consiste en recubrir a las muestras con una superficie
conductora de electricidad, que facilite el barrido del haz de electrones durante su
observacién microscépica y deteccion analitica. Para ello, las rejillas criodesecadas y
montadas sobre el portamuestras de aluminio fueron recubiertas con una capa de

carbon mediante un evaporador (Emitech, Watford, UK) utilizando hilo de grafito.

6) Instrumentacién, parametros analiticos y condiciones de observacion. Para el

desarrollo de la presente Tesis Doctoral hemos utilizado un microscopio electrénico de
barrido Phillips XL 30 (Phillips, Eindhoven, Holanda), equipado con una lente de
objetivo cénico y un detector de energia dispersiva de rayos X con una ventana
ultrafina CDU (EDAX, Eindhoven, Holanda). La configuracion geométrica de este
equipamiento posibilita la deteccion simultanea de electrones secundarios y rayos X,
con una pequefia distancia de trabajo (10 mm) y un alto angulo de toma (take-off-

angle).

7) Observacion de las muestras. Para la visualizacion de las muestras mediante

electrones secundarios en el microscopio electronico de barrido Phillips XL30, los

parametros fijados fueron los siguientes:

- Voltaje del miCroSCopio...........ccvvvvvieeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 10 KV
- Angulacion de superfiCie ......ccccceevvciiiiiiiee e, 35°
- Distancia de trabajo...........cccceeii 10 mm

8) Método de cuantificacién para microanadlisis por energia dispersiva de rayos X con

microscopia electrénica de barrido. Para determinar cuantitativamente el contenido

elemental de las células, se utilizo el método de la razon pico fondo -método P/B- con
referencia a patrones de calibraciébn de matriz organica (Boekestein et al., 1980);
(Boekestein et al., 1984); (Roomans, 1988); (Statham y Pawley, 1978). La

concentracion de cada elemento se determind de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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Donde:
- Cspe €S la concentracion del elemento a cuantificar,
- P corresponde a las cuentas netas de la sefial caracteristica del elemento,

- B es la radiacion continua medida debajo del pico, es decir, tomada entre los

mismos niveles de energia de la sefial caracteristica,

- Z%IA es el valor medio del nimero atémico al cuadrado por el peso atémico,
correspondiente un valor especifico para el dextrano y las células (Warley
1977).

9) Patrones y curvas de calibracion. La preparacion de los patrones se realizé de

acuerdo con las pautas establecidas en nuestro laboratorio (Crespo et al.,, 1993);
(Lépez-Escamez y Campos, 1994) utilizando sales de NaHPO,4, MgCl,, CaCl,-H,O y
K,SO, disueltas en una matriz organica. Para ello, se prepararon soluciones de cada
sal a diferentes concentraciones en dextrano al 20% (300 kD). Los patrones se
montaron sobre membranas microporosas de las unidades Millicell® y se criofijaron
mediante inmersion en nitrdgeno liquido. En esta fase del proceso, asi como en la
posterior criodesecacion, montaje y recubrimiento, se siguié el mismo procedimiento
gue se expuso para la preparacién de células humanas para microanalisis. Los
patrones se analizaron en el microscopio electronico de barrido y se microanalizaron
inmediatamente después de su preparacion para evitar su contaminacion o
modificacion quimica, adquiriéndose entre 15 y 20 espectros para cada concentracion
de patron, utilizando las mismas condiciones de analisis que se utilizaron para las

células cultivadas sobre rejillas de oro.

El analisis de los patrones de dextrano al 20% conteniendo concentraciones conocidas
de sales de Na, CIl, Mg, P, S, K y Ca, nos permiti6 realizar la calibraciéon de las
concentraciones de los citados elementos frente a la sefial P/B. La concentracion de
cada elemento en el estandar es directamente proporcional a la razén P/B de acuerdo

con la siguiente formula:
Cts = K x (Pstd/Bstd)
Donde:

- Cts es la concentracion del elemento en el patrén, la cual es conocida,
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- (Pstd/Bstd) es la razén P/B, donde el fondo se ha medido entre el mismo
rango de energia de la sefial caracteristica obtenida del andlisis de los

estandar,

- K es la constante de calibracion caracteristica para cada elemento y

configuracion instrumental utilizada.

La relacién entre Pstd/Bstd frente a la concentracion de cada elemento se estudi
mediante regresion lineal simple (Figura XX). Puesto que la constante de calibracion K
depende de la diferencia en el Z%/A (factor G) entre el estandar y la célula, empleamos

la siguiente ecuacién para valorar la influencia de dicho factor en el ajuste de la curva:
Y = Pstd/Bstd - (Z%/A)std

Donde Z?/A es el promedio del valor de Z?/A para todos los elementos presentes en el

volumen analizado de estandar:
Z?IA = 3(fi-Zi%IAi)
Donde:
- Zi es el nUmero atdmico del elemento i,
- Ai es el peso atomico de dicho elemento,

- fi es la fraccibn de masa del elemento i expresada como masa

elemental/masa total (Hall y Gupta, 1982).

En la Tabla 3 se muestran las ecuaciones de regresién obtenidas para todos los
elementos cuando Y= Pstd/Bstd - Z%/A se calibré frente a Cstdt para los elementos Na,
Mg, P, S, Cl, Ky Ca analizados a 10 kV.
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Tabla 3. Ecuaciones de regresion obtenidas cuando Y = Pstd/Bstd - Z2/A se calibrd frente a Cstd

analizados a 10 kV.

Elemento

Na Y = 3,75 + 0,032x (r=0,99 P < 0,001)
Mg Y = 1,07 + 0,052x (r=0,98 P < 0,001)
P Y = 0,64 + 0,042x (r=0,99 P < 0,001)
S Y =1,38 + 0,052x (r=0,97 P <0,001)
Cl Y = 1,42 + 0,036x (r=0,99 P < 0,001)
K Y = 3,32 + 0,054x (r=0,99 P < 0,001)
Ca Y =0,60 + 0,063x (r=0,99 P <0,001)

CULTIVO CELULAR SOBRE
REJILLAS DE ORO
RECUBIERTAS DE PIOLOFORMO

CRIOFIJACION EN

DESTILADA NITROGENO LiQUIDO

Figura 14. Preparacion de células humanas mantenidas en cultivo para andlisis mediante
microandlisis por energia dispersiva de rayos X. Las células cultivadas sobre rejillas de oro
cubiertas de pioloformo son lavadas en agua destilada, criofijadas por inmersién en nitrégeno

liquido, desecadas en frio y recubiertas con carbon.
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6.- DESARROLLO DE MATRICES EXTRACELULARES: ELABORACION DE
SUSTITUTOS DEL CORION DE LA MUCOSA ORAL.

Para la creacion de matrices extracelulares de soporte o sustitutos estromales, se
utilizaron cuatro modelos diferentes: geles de agarosa al 2%, geles de fibrina, geles de
agarosa mas fibrina y geles de colageno tipo I, tal como se detalla a continuacion.

1. Fabricacion de geles de agarosa al 2%. Para la generacion de sustitutos del corion

de la mucosa oral, se emple6 agarosa tipo VIl especial para cultivos celulares (Sigma-
Aldrich Ref. A9045) disuelta en PBS. En primer lugar, se disolvi6 la agarosa soélida al
2% (p/v) en PBS, calentando la mezcla hasta ebullicion para favorecer la disolucién de
la agarosa. Esta solucion de agarosa al 2% en PBS se esteriliz6 a 120°C y 2
atmosferas de presibn mediante autoclavado. Para la fabricacion de sustitutos
estromales, se incubaron al bafio maria unos 20 ml del gel de agarosa hasta alcanzar
el punto de fusién, momento en el que se afiadieron 500.000 fibroblastos de mucosa
oral obtenidos mediante tripsinizacion del cultivo primario de fibroblastos. Para llevar a
cabo esta accién, se tuvo especial cuidado en utilizar la disolucion de agarosa a
temperaturas muy bajas, cercanas al punto de gelificacién, evitando asi el dafio
térmico a los fibroblastos de la mezcla. Una vez mezcladas las células y la disolucién
de agarosa, la mezcla aun liquida se alicuot6 en recipientes estériles de cultivo celular

y se dejo solidificar a temperatura ambiente durante 5 minutos (Figura 16).

Figura 16. Gel de agarosa al 2% sobre una placa de Petri estéril para cultivo celular. En la
imagen de la izquierda se aprecia el gel en estado liquido, mientras que a la derecha se aprecia

el mismo gel después de solidificar.
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2. Fabricacién de geles de fibrina humana. Para la generacion de geles de fibrina

humana, se utilizé plasma sanguineo humano congelado procedente de donantes
sanos (cedido por el Centro Regional de Transfusion Sanguinea y Banco de Tejidos
de Granada y Almeria, Espafia) siguiendo las normas y recomendaciones de la
Asociacion Americana de Bancos de Sangre (American Association of Blood Banks,
1990). La fabricacién de sustitutos estromales de fibrina con fibroblastos se llevé a
cabo utilizando una modificacion de la técnica previamente descrita por Meana y
colaboradores (Meana et al., 1998); (Llames et al., 2004). Para ello, se utilizaron
50.000 fibroblastos procedentes de los cultivos primarios, resuspendidos en 2 ml de
medio de cultivo DMEM, a los cuales se afiadieron unos 5 ml de plasma sanguineo
humano (equivalente a 10-12 mg de fibrindgeno) y 14 ml de suero salino al 0,9%. Para
evitar la fibrinolisis espontanea de los geles de fibrina, se afiadieron 200 ul de &cido
tranexamico (Amchafibrin®, Fides Ecofarma, Valencia, Espafia). Finalmente, la
reaccion de coagulacion de la fibrina se precipitdé mediante la adicién de 1 ml de Cl,Ca
0,025mM a la mezcla, alicuotandose ésta inmediatamente en pocillos, placas de Petri
o frascos de cultivo (Figura 17). Los geles alicuotados se dejaron en el incubador a
37°C con un 5% de CO2, durante 2 horas para que coagularan y secaran. Después de
este tiempo se cubrieron con 10 ml de medio de cultivo QC.

Figura 17. Preparacion de sustitutos estromales de fibrina humana. La mezcla que contenia el
plasma, los fibroblastos, el agente antifibrinolitico, el suero salino y el cloruro célcico se alicuotd

en placas de Petri antes de que comenzara la reaccion de coagulacion del plasma.
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3. Fabricacidn del geles de agarosa mas fibrina. Para la elaboracion de geles de

agarosa Y fibrina, se obtuvo una mezcla de fibrina, suero salino, &cido tranexamico y
fibroblastos tal como se describio en el apartado anterior. Sin embargo, justo después
de precipitar la reaccién de coagulacion con cloruro calcico, se afiadi6 una pequefia
cantidad de agarosa tipo VIl especial para cultivos celulares (Sigma-Aldrich Ref.
A9045) disuelta en PBS y calentada hasta alcanzar el punto de fusion. La
concentracion final de agarosa en el gel fue del 0,1% (p/v). Una vez mezclados todos
los componentes, y evitando un trauma fisico excesivo, estos geles se alicuotaron

cuidadosamente en diferentes superficies de cultivo.

4. Fabricacion de geles de colageno. Los geles de coldgeno se prepararon utilizando

colageno tipo | de cola de rata disponible comercialmente (Roche Diagnostics Ref.
11179179001, Basilea, Suiza) y siguiendo la metodologia previamente establecida por
otros autores (Lee y Cho, 2005); (Navarro et al., 2001) y por la propia casa comercial.
En primer lugar, el colageno liofilizado se redisolvié en 3 ml de una solucién estéril de
acido acético al 0,2% durante 12 h sin agitacion. Posteriormente, para la generacion
de sustitutos del corion de la mucosa oral, se afadieron 50.000 fibroblastos
tripsinizados del cultivo primario y resuspendidos en 200 ul de medio de cultivo MF.
Para inducir la gelificacién de la solucién de colageno tipo | con fibroblastos, se afiadié
a la mezcla 300 ul de una soluciébn de bicarbonato sédico estéril (25 mg/ml),
alicuotandose la mezcla rapida pero cuidadosamente en los pocillos destinados a la
generacién de los constructos de mucosa oral. De este modo, mediante aumento del
pH, las fibras de colageno disueltas en acido comenzaron a formar un gel semisélido

que se dejo secar durante 2 h en incubador a 37°C.

7.- CONSTRUCCION DE SUSTITUTOS DE MUCOSA ORAL MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR.

La construccion de sustitutos de mucosa oral ortotipica de espesor completo, se llevé
a cabo de modo secuencial. Para ello, en primer lugar se elaboré un sustituto de
estroma de mucosa oral y, en un segundo tiempo, se fabricé un equivalente epitelial
en la superficie del mismo. Ademas, para garantizar una correcta diferenciacion y
estratificacion del epitelio construido, se utilizé la técnica de cultivo denominada
interfase aire-liquido (Reichl y Miller-Goymann, 2003). Para ello, los constructos de
mucosa oral se elaboraron en sistemas de cultivo Transwell® con membranas porosas
de 0,4 um (Costar, Corning Inc., Corning, Nueva York, EEUU). Estos sistemas de

cultivo estdn compuestos por una placa estéril de 6 pocillos en el interior de los cuales
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se aloja una pieza de plastico mévil cuya base estd formada por una membrana
porosa y permeable de nylon o policarbonato (Figura 18). El tamafio de estos poros
permite a los nutrientes pasar a través de la membrana de la placa pero evita la
migracion de las células de un compartimento a otro. La construccion de los sustitutos
de mucosa oral se llevé a cabo, en primer lugar, empleando uno de los sustitutos
estromales descritos en el apartado anterior (agarosa, fibrina, fibrina mas agarosa o
colageno con fibroblastos), elaborado directamente sobre la membrana porosa del
sistema de cultivo Transwell®. En segundo lugar, 24 h mas tarde, se tripsinizaron los
cultivos primarios de queratinocitos, cultivAndose las células epiteliales
individualizadas sobre las superficie de los sustitutos estromales en medio QC.
Finalmente, 15 dias después de establecer el cultivo epitelial, se utilizé la técnica aire-
liquido, para lo cual se afadi6 medio de cultivo QC al depdsito inferior del sistema,
pero no al superior, que se expuso directamente al aire. Esta técnica aire-liquido se

mantuvo durante 15 dias mas.

Todo el proceso descrito se muestra de forma esquemética en la Figura 19.

Figura 18. Sistemas de cultivo Transwell® con membranas porosas de 0,4 um (Costar, Corning
Inc., Corning, Nueva York, EEUU).
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Figura 19. Elaboracion de sustitutos de mucosa oral utilizando una técnica secuencial sobre

sistemas de cultivo Transwell®.

8.- EVALUACION MICROSCOPICA DE LOS SUSTITUTOS DE MUCOSA ORAL

Para el analisis de los tejidos mediante microscopia Optica, las muestras control y los
constructos artificiales de mucosa oral se fijaron en formaldehido al 4% tamponado y
se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol (70, 80, 96 y 100%). A
continuacion, el etanol se sustituyd por xileno para permitir la inclusion de las muestras
en parafina. Una vez enfriados los bloques de parafina, se obtuvieron secciones
transversales de 4 um de espesor que se tifieron con hematoxilina y eosina para su

examen histoldégico mediante el microscopio éptico.

Para el estudio de los tejidos mediante microscopia electrénica de barrido, las

muestras se fijaron en glutaraldehido al 3% en 0,1 M tampén fosfato (pH 7,2) a 4°C
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durante 4-6 horas, lavandose a continuacion dos veces en 0,1 M tampén fosfato (pH
7,2) a 4°C. Tras la fijacion, las muestras se deshidrataron en concentraciones
crecientes de acetona (30, 50, 70, 95 y 100%), desecandose por completo mediante el
método del punto critico (Fernandez-Segura, 1999). Este método consiste en la
sustitucion de la acetona tisular, junto con cualquier resto de agua que pudiese quedar
en las muestras, por CO, liquido en frio. A continuacion, el CO, es evaporado a baja
presion, aumentandose progresivamente la temperatura, hasta que la muestra queda
desecada por completo. Una vez desecados, los tejidos fueron recubiertos por atomos
de oro y analizados en un microscopio electronico de barrido FEI Quanta 200

utilizando el modo de alto vacio.

Para el andlisis ultraestructural mediante microscopia electrénica de transmision, las
muestras se fijaron, lavaron y deshidrataron como se describid para microscopia
electrénica de barrido. Posteriormente, las muestras se incluyeron en resina de Spurr
durante 24 h a 4°C, utilizando como agente intermedio el 6xido de propileno. Tras este
periodo de tiempo, se procedi6 a su polimerizacion durante 2 h a 60°C. Finalmente, se
realizaron cortes ultrafinos de 100 nm de espesor de las muestras incluidas en resina,
utilizando para ello un ultramicrotomo Reichter Ultracut. EI montaje de las secciones
ultrafinas se realiz6 sobre rejillas de cobre de malla 300 y teflidas con acetato de
uranilo al 2% en agua destilada durante 10 min y citrato de plomo durante 5 minutos

de acuerdo con la metodologia descrita por Reynolds (Reynolds, 1963).

La observacion se llevo a cabo con un microscopio electrénico de transmision Zeiss
EM902 (Oberkochem, Alemania)
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RESULTADOS
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1. GENERACION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE QUERATINOCITOS Y
FIBROBLASTOS DE MUCOSA ORAL.

El tratamiento enzimético de las muestras de mucosa oral humana demostré ser
efectivo en las muestras de biopsias que se procesaron, obteniéndose abundantes
células en todos los casos. Morfolégicamente, estas células se observaron al
microscopio optico como elementos esféricos de pequefio tamafio (alrededor de 2 um
de diametro) que permanecian en suspension en el medio de cultivo durante las
primeras horas posteriores a su aislamiento. Todos los tejidos fueron completamente
disgregados tras el tratamiento con tripsina y colagenasa, no obteniéndose ningun tipo
de resto tisular microscopicamente visible. El tratamiento de las células obtenidas con
azul tripan demostré que el 91% de las mismas conservaba su viabilidad, aunque el
estrés mecanico y quimico al que habian sido sometidas las células, habia provocado
la muerte del 9% de las mismas.

Generacion de cultivos primarios de fibroblastos.

El cultivo primario de fibroblastos se llevo a cabo en ausencia de células de soporte 6
células 3T3, y a diferencia de los queratinocitos mostraron un crecimiento celular muy
rapido a partir de los primeros dias. A las 24 h (£6), la mayor parte de las células se
encontraban adheridas al fondo del frasco de cultivo y comenzaron a emitir pequefias
prolongaciones a modo de pseudopodos, el crecimiento de los fibroblastos se
evidencio entre las 48 y 72 horas de cultivo, configurandose en el 5° dia, una trama
celular, formada por células con largas prolongaciones, que acaba, a partir del 7° dia,
por convertirse en una masa de células fusiforme que ocupaban toda la superficie del
cultivo -cultivos confluentes- (Figura 20).

Generacion de cultivos primarios de queratinocitos.

Siguiendo la metodologia previamente descrita, los queratinocitos se cultivaron en
presencia de células 3T3 inactivadas con mitomicina C. El crecimiento de los
queratinocitos resulté ser mas lento que el de los fibroblastos, de manera que la
expansién de las mismas se establecid de forma evidente a partir de séptimo dia
(media 8,2 desviacion tipica 3,1), observandose pequefias colonias o islas constituidas
por 4 6 5 células redondeadas, de mayor tamafio que las células 3T3 y con un
citoplasma muy poco refringente. Estas colonias, esparcidas a lo largo de todo el
cultivo (media 8 colonias por frasco de 25 cm2 de area, desviacion tipica 5,5),
presentaron un didmetro medio de 1 mm y fueron aumentando progresivamente de
tamano hasta hacerse confluentes, llegando a ocupar toda la superficie del frasco de
cultivo después de 28 dias (desviacion tipica 13,1), desplazando por completo a las
células 3T3, cuyo crecimiento esta inhibido por el tratamiento con mitomicina C (Figura

21). En este momento, el analisis, mediante microscopia Optica, pone de relieve la
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existencia de una poblacion celular continua de queratinocitos, configurando una
monocapa celular en la superficie de los frascos de cultivo, constituida por células
irregularmente poliédricas con un nacleo voluminoso en el que se pueden apreciar
hasta tres nucleolos y un citoplasma rico en reticulo endoplasmico de consistencia

hialina.
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Figura 20. Cultivos de fibroblastos (M.0.). Evolucién de la confluencia durante la primera
semana.
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Figura 21. Cultivos de queratinocitos (M.O.). Evolucion de la confluencia y desplazamiento de
las células 3T3. Semanas 1,2, 3 y 4 respectivamente.
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2. EVALUACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE MICROANALISIS POR
ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS X.

En el siguiente apartado expondremos los resultados cuantitativos y cualitativos
obtenidos mediante microanalisis por energia dispersiva de rayos X en los fibroblastos
y queratinocitos analizados.

Al realizar el andlisis microanalitico, se eligieron células situadas en el centro de cada
cuadrante, desechando aquellas células ubicadas en el metal de la rejilla, con lo que
evitamos la aparicién de espectros andémalos generados por el elemento Au.

En el grafico representado mas abajo (Figura 22) se aprecia el espectro i6nico

ortotipico —cualitativo- de un fibroblasto.

080 160 240 320 400 480 560 640 720 800
FS : 1749 CPS : 140 Cnts: 5 KeV: 813

Figura 22. Perfil ibnico —cualitativo- de uno de los fibroblastos analizados (Fibroblasto 14).
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En las tablas 4 a 15, expuestas a continuacion, se presentan los resultados cualitativos
del microanalisis de cada una de las células analizadas (30 fibroblastos y 30
queratinocitos). En ellas se describe el orbital atdmico K de cada i6n analizado (Na,
Mg, P, S, Cl, Ky Ca) [elemento], el nimero total de cuentas por segundo que emite al
ser bombardeado con el haz electrénico [CPS], el background o radiacion de fondo y
la relacion de estos dos productos pico/fondo [P/B]. La ultima columna de cada tabla
corresponde a los resultado cuantitativos expresados en milimoles por kilogramo de
peso en seco [Mm/Kg (seco)]

Asimismo se representan mediante tablas las medias (M) y desviaciones estandar
(DE) de cada elemento cuantificado en el total de fibroblastos y queratinocitos (Tablas
16y 17).

Una vez obtenidos el total de resultados, el indice K/Na en fibroblastos es 8,45 y el
indice K/Na en fibroblastos es 10,44.
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Tabla 4. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en fibroblastos [Fibroblastos 1 a 5].

N° Fibroblasto | Elemento CPS | Background | P/B | mmollkg

1 Na K 1,39 1,75 0,79 66,97
Mg K 1,08 1,72 0,63 33,32
P K 8,27 1,32 6,29 | 435,24
SK 2,12 1,18 1,80 98,01
CIK 2,45 1,02 2,40 191,50
K K 6,76 0,78 8,66 | 444,01
CaKkK 0,26 0,68 0,39 19,01

2 Na K 2,96 2,76 1,07 90,70
Mg K 2,78 2,80 0,99 52,35
P K 17,64 2,45 7,20 | 498,20
SK 3,35 2,36 1,42 77,32
ClIK 3,76 2,21 1,70 135,65
K K 11,99 1,97 6,10 | 312,75
CaKkK 0,00 1,75 0,00 0

3 Na K 2,86 4,68 0,61 51,71
Mg K 1,47 4,72 0,31 16,39
P K 18,53 4,11 451 | 312,07
SK 3,72 3,12 1,19 64,80
CIK 5,01 2,32 2,16 172,35
K K 14,72 1,91 7,68 | 393,76
CaKkK 0,43 1,57 0,27 13,15

4 Na K 1,99 3,85 0,52 44,08
Mg K 1,22 3,66 0,33 17,45
P K 13,18 3,03 4,35 | 300,99
SK 2,79 2,30 1,21 65,88
ClIK 3,73 1,74 2,15 171,55
K K 11,97 1,44 8,31 | 426,06
CaKkK 0,00 1,44 0,00 0

5 Na K 3,10 6,20 0,50 42,39
Mg K 1,78 6,29 0,28 14,81
P K 22,59 5,06 4,47 | 309,30
SK 5,32 3,82 1,39 75,69
CIK 6,16 2,94 2,10 167,57
K K 16,34 2,14 7,62 | 390,69
CaKkK 0,23 2,04 0,11 5,36
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Tabla 5. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en fibroblastos [Fibroblastos 6 a 10].

N Fibroblasto | Elemento | CPS | Background | P/B | mmol/kg
6 Na K 1,11 3,67 0,30 | 25,43
Mg K 1,09 3,46 0,31 16,39
PK 12,88 3,34 3,86 | 267,09
SK 3,34 2,41 1,38 | 75,14
CIK 4,12 1,63 2,52 | 201,08
K K 11,02 1,40 7,87 | 403,50
Cak 0,27 1,16 0,23 11,21
7 Na K 1,37 4,82 0,28 | 23,74
Mg K 1,18 4,91 0,24 12,69
P K 19,07 4,30 4,43 | 306,53
SK 2,80 3,45 0,81 | 44,10
CIK 4,95 2,42 2,04 | 162,78
K K 15,05 1,87 8,07 | 413,76
CakK 0,36 1,47 0,24 11,70
8 Na K 1,90 4,26 0,45 | 38,15
Mg K 1,52 3,93 0,39 | 20,62
PK 17,00 3,78 4,50 | 311,38
SK 3,53 2,80 1,26 | 68,61
CIK 4,69 1,93 2,43 | 193,90
K K 13,80 1,57 8,79 | 450,67
Cak 0,41 1,36 0,31 15,11
9 Na K 2,39 5,13 0,47 39,84
Mg K 2,01 5,03 0,40 | 21,15
P K 18,68 4,16 4,48 | 309,99
SK 3,66 2,98 1,23 | 66,97
CIK 5,43 2,08 2,61 | 208,26
K K 13,93 1,92 7,25 | 371,71
CakK 0,27 1,92 0,14 6,82
10 Na K 2,26 4,68 0,48 | 40,69
Mg K 1,49 4,95 0,30 15,86
PK 14,98 3,69 4,06 | 280,93
SK 3,52 2,91 1,21 | 65,88
CIK 4,58 2,18 2,10 | 167,57
K K 12,57 1,93 6,50 | 333,26
Cak 0,54 1,54 0,35 17,06
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Tabla 6. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en fibroblastos [Fibroblastos 11 a 15].

N Fibroblasto | Elemento | CPS | Background | P/B | mmollkg
11 Na K 2,27 2,54 0,89 | 7545
Mg K 1,66 2,97 0,56 | 29,61
PK 10,19 2,97 3,43 | 237,34
SK 2,70 2,14 1,26 | 68,61
CIK 3,73 1,54 2,41 | 192,30
KK 9,60 1,20 8,00 | 410,17
Cak 0,49 1,20 0,40 19,49
12 Na K 2,97 5,34 0,56 | 47,47
Mg K 2,28 5,42 0,42 22,21
P K 21,44 4,70 4,57 | 343,90
SK 3,81 3,44 1,11 | 60,44
CIK 5,95 2,52 2,36 | 188,31
K K 16,13 2,06 7,85 | 402,48
CakK 0,57 1,89 0,30 14,62
13 Na K 1,71 3,42 0,50 | 42,39
Mg K 1,45 3,02 0,48 | 25,38
PK 11,61 2,80 4,15 | 287,16
SK 2,22 2,08 1,07 | 58,26
CIK 4,49 1,44 3,11 | 248,16
K K 11,19 1,17 9,56 | 490,15
Cak 0,41 0,88 0,47 | 22,90
14 Na K 3,06 5,59 0,55 | 46,62
Mg K 1,73 6,04 0,29 15,34
P K 20,28 4,59 4,42 | 305,84
SK 3,76 3,59 1,05 | 57,17
CIK 6,84 2,79 2,45 | 195,49
K K 18,02 2,16 8,34 | 427,60
CakK 0,53 2,06 0,26 12,67
15 Na K 1,36 3,60 0,38 | 32,21
Mg K 1,39 3,60 0,39 | 20,62
PK 12,82 2,97 4,32 | 298,92
SK 2,93 2,18 1,34 | 72,96
CIK 3,87 1,71 2,27 | 181,13
K K 11,23 1,26 8,91 | 459,82
Cak 0,31 1,32 0,23 11,21
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Tabla 7. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en fibroblastos [Fibroblastos 16 a 20].

N° Fibroblasto | Elemento | CPS | Background | P/B | mmol/kg
16 Na K 3,99 4,84 0,82 69,51
Mg K 1,81 5,18 0,35 18,51
P K 17,03 3,97 4,29 | 296,85
SK 5,07 3,13 1,62 88,21
CIK 4,45 2,49 1,79 | 142,83
K K 11,19 1,95 5,74 | 294,30
CakK 0,95 1,56 0,61 29,73
17 Na K 1,21 3,07 0,39 33,06
Mg K 0,93 2,73 0,34 17,98
P K 10,01 1,96 5,12 | 354,28
SK 1,96 1,51 1,29 70,24
CIK 2,65 1,21 2,19 | 174,75
K K 7,55 1,02 7,40 | 379,41
CaK 0,23 0,96 0,24 11,70
18 Na K 2,07 3,05 0,68 57,64
Mg K 0,92 3,28 0,28 14,81
P K 12,28 2,85 4,31 | 298,23
SK 2,09 2,11 0,99 53,91
CIK 3,38 1,41 2,39 | 190,71
K K 10,00 1,25 8,04 | 412,22
CaK 0,00 1,37 0,00 0
19 Na K 2,23 5,05 0,44 37,30
Mg K 1,64 4,64 0,35 18,51
P K 16,25 3,92 4,14 | 286,47
SK 4,01 2,94 1,36 74,05
CIK 4,80 2,20 2,18 | 173,95
K K 13,74 1,80 7,61 | 390,17
CaK 0,78 1,36 0,58 28,26
20 Na K 1,96 5,58 0,35 29,67
Mg K 1,12 5,58 0,20 10,58
P K 17,69 4,00 4,42 | 305,84
SK 5,41 3,09 1,75 95,29
CIK 5,11 2,36 2,17 | 173,15
K K 11,95 1,80 6,64 | 340,44
CaK 0,00 1,80 0,00 0
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Tabla 8. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en fibroblastos [Fibroblastos 21 a 25].

N° Fibroblasto | Elemento | CPS | Background | P/B | mmol/kg
21 Na K 4,32 6,07 0,71 60,19
Mg K 3,24 6,45 0,50 26,44
P K 23,84 5,55 4,30 | 297,54
SK 4,39 4,36 1,01 54,99
CIK 6,45 3,24 1,99 | 158,79
K K 17,47 2,25 7,76 | 397,86
CakK 0,73 2,09 0,35 17,06
22 Na K 2,02 3,33 0,61 51,71
Mg K 1,08 3,38 0,32 16,92
P K 14,66 3,24 4,52 | 312,76
SK 3,34 2,38 1,40 76,23
CIK 3,87 1,70 2,28 | 181,93
K K 11,88 1,20 9,90 | 507,58
CaK 0,43 1,20 0,36 17,54
23 Na K 2,10 2,87 0,73 61,88
Mg K 1,49 2,99 0,50 26,44
P K 13,15 2,80 4,70 | 325,22
SK 2,77 2,19 1,26 68,61
CIK 2,95 1,72 1,72 | 137,24
K K 10,03 1,26 7,93 | 406,58
CaK 0,47 1,08 0,43 20,95
24 Na K 2,09 3,87 0,54 45,78
Mg K 1,10 3,81 0,29 15,34
P K 12,32 3,20 3,85 | 266,40
SK 3,91 2,36 1,66 90,39
CIK 4,63 1,76 2,63 | 209,86
K K 10,52 1,50 7,04 | 360,95
CaK 0,60 1,36 0,44 21,44
25 Na K 2,51 6,86 0,37 31,37
Mg K 1,97 6,93 0,28 14,81
P K 24,43 5,78 4,23 | 292,69
SK 5,98 4,38 1,37 74,60
CIK 6,56 3,39 1,93 | 153,20
K K 19,28 2,38 8,12 | 416,32
CaK 0,89 2,19 0,41 19,98
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Tabla 9. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en fibroblastos [Fibroblastos 26 a 30].

N° Fibroblasto | Elemento | CPS | Background | P/B | mmol/kg
26 Na K 2,43 6,28 0,39 33,06
Mg K 2,15 6,36 0,34 17,98
P K 22,76 5,19 4,39 | 303,77
SK 5,97 4,12 1,45 78,95
CIK 7,11 3,20 2,22 | 177,14
K K 18,66 2,45 7,60 | 389,66
CakK 0,70 2,27 0,31 15,11
27 Na K 2,90 5,50 0,53 44,93
Mg K 1,54 5,86 0,26 13,75
P K 20,12 5,43 3,71 | 256,71
SK 4,19 3,95 1,06 57,72
CIK 6,30 2,72 2,32 | 185,12
K K 16,00 2,19 7,31 | 374,79
CaK 0,41 2,00 0,20 9,75
28 Na K 3,21 5,28 0,61 51,71
Mg K 2,54 5,82 0,44 23,27
P K 19,65 4,60 4,27 | 295,46
SK 5,11 3,47 1,47 80,04
CIK 5,99 2,58 2,32 | 185,12
K K 16,78 1,97 8,52 | 436,83
CaK 0,40 2,06 0,19 9,26
29 Na K 3,15 5,07 0,62 52,56
Mg K 1,89 5,34 0,35 18,51
P K 20,55 4,72 4,36 | 301,69
SK 4,58 3,67 1,27 69,15
CIK 5,80 2,74 2,11 | 168,36
K K 16,05 2,16 7,43 | 380,94
CaK 0,27 2,10 0,13 6,34
30 Na K 2,12 3,98 0,53 44,93
Mg K 1,54 4,10 0,38 20,09
P K 12,58 3,40 3,70 | 256,02
SK 4,00 2,75 1,45 78,95
CIK 4,74 2,01 2,36 | 188,31
K K 11,40 1,77 6,44 | 330,19
CaK 0,82 1,90 0,43 20,95
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Tabla 10. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en queratinocitos [Queratinocitos 1 a 5].

N° Queratinocito | Elemento | CPS | Background | P/B | mmol/kg
1 Na K 2,51 4,23 0,59 50,01
Mg K 1,62 4,30 0,38 20,09
P K 13,28 3,48 3,81 263,63
SK 1,15 2,57 0,45 24,50
CIK 4,57 1,77 2,58 205,87
K K 9,78 1,38 7,12 365,05
CaK 0,57 1,04 0,55 26,80
2 Na K 1,27 2,63 0,48 40,69
Mg K 1,36 3,29 0,41 21,68
P K 7,36 2,65 2,78 192,36
SK 1,99 2,30 0,87 47,37
ClIK 3,09 1,85 1,67 133,25
KK 7,10 1,46 4,86 249,18
CaK 0,25 1,32 0,19 9,26
3 Na K 1,59 4,87 0,33 27,97
Mg K 1,74 5,25 0,33 17,45
P K 11,26 3,72 3,02 208,97
SK 2,18 3,07 0,71 38,66
ClIK 5,05 2,43 2,08 165,97
KK 11,53 1,60 7,23 370,69
CaK 0,65 1,34 0,49 23,88
4 Na K 0,58 4,01 0,15 12,72
Mg K 1,47 4,01 1,37 19,57
P K 10,52 3,10 3,40 235,26
SK 2,11 2,43 0,87 47,37
ClIK 5,80 1,94 2,99 238,58
KK 10,78 1,54 7,00 359,90
CaK 0,62 1,16 0,53 25,83
5 Na K 1,25 3,69 0,34 28,82
MgK | 1.25 3.69 034 | 17.98
P K 7,39 2,69 2,74 189,59
SK 1,62 2,36 0,69 37,57
CIK 4,72 1,89 2,49 198,68
KK 8,89 1,21 7,34 376,33
CaK 0,58 1,04 0,56 27,29
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Tabla 11. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en queratinocitos [Queratinocitos 6 a 10].

N° Queratinocito | Elemento | CPS | Background | P/B | mmol/kg
6 Na K 1,00 3,68 0,27 22,89
Mg K 1,46 3,91 0,37 19,57
P K 10,93 3,03 3,61 | 249,79
SK 1,39 2,30 0,60 32,67
CIK 2,49 1,60 1,56 | 124,48
K K 7,89 1,50 526 | 269,69
CakK 0,12 1,40 0,09 4,39
7 Na K 2,30 2,16 1,06 89,86
Mg K 1,31 2,16 0,61 32,26
P K 8,91 2,06 4,34 | 300,31
SK 1,48 1,63 0,91 49,55
CIK 4,03 1,38 2,93 | 233,79
K K 10,49 1,07 9,85 | 505,02
CakK 0,41 0,75 0,54 26,31
8 Na K 0,90 1,95 0,46 38,99
Mg K 0,76 2,09 0,36 19,04
P K 4,70 1,45 3,24 | 224,19
SK 1,28 1,13 1,13 61,53
CIK 3,56 0,88 4,06 | 323,96
K K 7,47 0,62 12,15 | 622,94
CakK 0,28 0,60 0,47 22,90
9 Na K 1,82 4,03 0,45 38,15
Mg K 1,35 4,13 0,33 17,45
P K 11,05 3,42 3,23 | 223,50
SK 1,87 2,63 0,71 38,66
CIK 4,47 1,98 2,26 | 180,33
K K 9,02 1,39 6,49 | 332,75
CakK 0,11 1,20 0,09 4,39
10 Na K 2,12 3,55 0,60 50,86
Mg K 1,30 3,64 0,36 19,04
P K 8,81 2,60 3,39 | 234,57
SK 2,37 2,10 1,13 61,53
CIK 4,01 1,71 2,35 | 187,51
K K 8,95 1,14 7,86 | 402,99
CakK 0,19 1,26 0,15 7,31
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Tabla 12. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en queratinocitos [Queratinocitos 11 a 15].

N° Queratinocito | Elemento | CPS | Background | P/B | mmol/kg
11 Na K 0,37 9,94 0,39 33,06
Mg K 0,47 1,33 0,35 18,51
P K 6,61 1,73 3,83 | 265,02
SK 1,36 1,42 0,95 51,73
CIK 3,62 1,16 3,11 | 248,16
K K 9,98 0,98 10,18 | 521,94
CakK 0,49 0,74 0,67 32,65
12 Na K 1,07 3,71 0,29 24,58
Mg K 1,41 3,20 0,44 23,27
P K 10,88 2,37 4,60 | 318,30
SK 1,42 1,90 0,75 40,84
CIK 2,99 1,40 2,14 | 170,76
K K 9,38 1,02 9,19 | 471,18
CakK 0,00 0,96 0,00 0
13 Na K 1,87 4,49 0,42 35,60
Mg K 2,01 4,99 0,40 21,15
P K 16,86 4,26 3,96 | 274,01
SK 1,13 3,07 0,37 20,15
CIK 6,43 2,22 2,90 | 231,40
K K 16,17 1,86 8,71 | 446,57
CakK 0,23 1,53 0,15 7,31
14 Na K 0,61 2,41 0,25 21,19
Mg K 1,10 2,56 0,43 22,74
P K 9,20 2,47 3,72 | 257,41
SK 0,52 1,77 0,30 16,34
CIK 3,61 1,24 2,91 | 232,20
K K 11,36 1,12 10,14 | 519,89
CakK 0,20 0,91 0,22 10,72
15 Na K 1,10 4,62 0,24 20,35
Mg K 1,17 4,95 0,24 12,69
P K 10,52 3,51 3,00 | 207,59
SK 3,11 2,62 1,19 64,80
CIK 2,84 1,95 1,46 | 116,50
K K 7,32 1,80 4,05 | 207,65
CakK 0,29 1,29 0,22 10,72
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Tabla 13. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en queratinocitos [Queratinocitos 16 a 20].

N° Queratinocito | Elemento | CPS | Background | P/B | mmol/kg
16 Na K 1,38 4,03 0,34 28,82
Mg K 1,92 4,36 0,44 23,27
P K 14,28 3,54 4,04 | 279,55
SK 1,96 2,72 0,72 39,20
CIK 2,90 1,99 1,46 | 116,50
K K 10,42 1,53 6,81 | 349,16
CakK 0,30 1,35 0,22 10,72
17 Na K 0,96 4,68 0,21 17,80
Mg K 1,58 4,68 0,34 | 17,980
P K 16,02 4,20 3,81 | 263,63
SK 1,42 2,98 0,48 26,14
CIK 2,67 1,98 1,39 | 107,72
K K 10,28 1,63 6,29 | 322,49
CakK 0,53 1,25 0,42 20,47
18 Na K 1,88 1,77 1,06 89,86
Mg K 0,91 1,91 0,48 25,38
P K 6,29 1,62 3,87 | 267,78
SK 1,13 1,30 0,87 47,37
CIK 2,44 1,00 2,45 | 195,49
K K 5,45 0,78 6,98 | 357,87
CakK 0,27 0,72 0,38 18,52
19 Na K 0,88 3,30 0,27 22,89
Mg K 1,45 3,60 0,40 21,15
P K 7,07 2,58 2,75 | 190,29
SK 2,92 2,16 1,35 73,51
CIK 3,13 1,82 1,72 | 137,24
K K 6,57 1,40 4,68 | 239,95
CakK 0,20 1,21 0,17 8,28
20 Na K 1,41 3,58 0,40 33,91
Mg K 1,74 3,56 0,49 25,91
P K 9,43 2,89 3,26 | 225,58
SK 2,30 2,18 1,05 57,17
CIK 1,88 1,67 1,12 89,37
K K 5,12 1,32 3,88 | 198,93
CakK 0,24 1,18 0,20 9,75
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Tabla 14. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en queratinocitos [Queratinocitos 21 a 25].

N° Queratinocito | Elemento | CPS | Background | P/B | mmol/kg
21 Na K 1,50 2,86 0,53 44,93
Mg K 1,13 2,64 0,43 22,74
P K 9,62 2,25 4,28 | 296,15
SK 0,94 1,79 0,53 28,86
CIK 2,66 1,28 2,07 | 165,17
K K 9,45 0,84 11,26 | 577,31
CakK 0,41 0,72 0,57 27,78
22 Na K 1,00 3,70 0,27 22,89
Mg K 1,30 3,48 0,37 19,57
P K 15,61 2,79 5,60 | 387,49
SK 0,86 2,15 0,40 21,78
CIK 2,54 1,52 1,66 | 132,46
K K 10,62 1,14 9,32 | 477,85
CakK 0,00 1,14 0,00 0
23 Na K 2,04 3,48 0,59 50,01
Mg K 1,88 3,61 0,52 27,50
P K 9,52 3,05 3,12 | 215,89
SK 1,97 2,38 0,83 45,19
CIK 2,11 1,84 1,15 91,76
K K 5,44 1,32 4,12 | 211,24
CakK 0,18 1,20 0,15 7,31
24 Na K 0,54 3,87 0,14 11,87
Mg K 1,28 3,87 0,33 17,45
P K 7,01 2,80 2,50 | 172,99
SK 2,87 2,28 1,26 68,61
CIK 2,99 1,92 1,55 | 123,68
K K 7,46 1,30 5,72 | 293,27
CakK 0,44 1,06 0,42 20,47
25 Na K 1,54 4,26 0,36 30,52
Mg K 0,78 4,70 0,17 8,99
P K 11,11 3,28 3,39 | 234,57
SK 2,45 2,52 0,97 52,82
CIK 4,18 1,98 2,11 | 168,36
K K 10,09 1,52 6,63 | 339,93
CakK 0,58 1,24 0,47 22,90
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Tabla 15. Resultados culitativos y cuantitativos obtenidos mediante microandlisis por energia

dispersiva de rayos X en queratinocitos [Queratinocitos 26 a 30].

N° Queratinocito | Elemento | CPS | Background | P/B | mmol/kg
26 Na K 1,37 4,05 0,34 28,82
Mg K 1,68 4,09 0,41 21,68
P K 12,14 2,67 4,55 | 314,84
SK 2,30 2,04 1,13 61,53
CIK 3,38 1,60 2,12 | 169,16
K K 10,42 1,36 7,69 | 394,27
CakK 0,36 1,26 0,29 14,13
27 Na K 1,52 1,83 0,83 70,36
Mg K 1,02 2,02 0,51 26,97
P K 5,09 1,74 2,93 | 202,74
SK 1,26 1,38 0,92 50,09
CIK 1,79 1,02 1,75 | 139,64
K K 5,22 0,85 6,18 | 316,85
CakK 0,22 0,72 0,31 15,11
28 Na K 1,52 4,25 0,36 30,52
Mg K 1,34 4,07 0,33 17,45
P K 12,52 2,90 4,32 | 298,92
SK 1,62 2,24 0,73 39,75
CIK 4,76 1,85 2,58 | 205,87
K K 9,60 1,26 7,62 | 390,69
CakK 0,35 1,20 0,30 14,62
29 Na K 1,50 3,35 0,45 38,15
Mg K 1,65 3,64 0,45 23,80
P K 10,89 2,45 4,44 | 307,23
SK 2,36 1,97 1,20 65,34
CIK 2,83 1,75 1,61 | 128,47
K K 8,45 1,32 6,41 | 328,65
CakK 0,21 1,26 0,17 8,28
30 Na K 0,43 4,39 0,10 8,48
Mg K 1,14 4,03 0,28 14,81
P K 10,99 3,03 3,63 | 251,18
SK 2,27 2,36 0,96 52,27
CIK 3,66 1,82 2,01 | 160,38
K K 8,30 1,38 6,02 | 308,65
CakK 0,45 1,07 0,42 20,47
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Tablas 16 y 17. Medias (M) y Desviaciones Estandar (DE) de cada elemento cuantificado en el

total de fibroblastos y queratinocitos.

FIBROBLASTOS
ELEMENTO MEDIA (M) ngiﬁg&%?ga
Sodio [Na] 47,10 15,22
Magnesio[M] 20,27 7,93
Fosforo [P] 308,49 49,97
Azufre [S] 71,04 12,28
Cloro [CI] 179,27 22,84
Potasio [K] 398,19 47,94
Calcio [Ca] 13,61 7,97
QUERATINOCITOS
ELEMENTO MEDIA (M) ngiﬁg&%?ga
Sodio [Na] 35,52 19,76
Magnesio[M] 20,57 4,58
Fosforo [P] 251,77 47,86
Azufre [S] 45,43 15,25
Cloro [CI] 170,76 53,73
Potasio [K] 370,93 108,67
Calcio [Ca] 15,28 9,05
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3. EQUIVALENTES DE MUCOSA ORAL DE ESPESOR COMPLETO OBTENIDOS
MEDIANTE INGENIERIA TISULAR

Uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral ha sido la elaboracién de sustitutos
0 equivalentes de mucosa oral de espesor completo, los cuales se desarrollaron
siguiendo una técnica de cultivo secuencial. Para asegurar una adecuada inmersion
del cultivo asi como una correcta diferenciacién del epitelio multilaminar se utilizé una
técnica de cultivo interfase aire-liquido, para lo cual se emplearon soportes porosos
sobre los que se logré un adecuado crecimiento y adhesion a los mismos de las
células epiteliales, lo que sugiere que los nutrientes y factores de crecimiento del
medio de cultivo cruzaron de forma efectiva la membrana y migraron hacia el
compartimiento superior de los soportes porosos, donde se encontraban las células,

evitando al mismo tiempo la migracién celular hacia otro compartimento.

Los cultivos de queratinocitos obtenidos fueron cultivados sobre cada uno de
los cuatro tipos de sustitutos estromales desarrollados, obteniéndose equivalentes con
diferentes caracteristicas. A continuacion describimos las caracteristicas de cada uno

de ellos.

1- Geles de agarosa al 2%. La utilizacion de este tipo de material generé sustitutos
estromales con una adecuada consistencia, que pudieron tallarse con facilidad para
generar tejidos artificiales de tamafio y grosor adecuado. Sin embargo, este material
no permitid el crecimiento de los fibroblastos en su interior, por lo que fue desechado
como biomaterial para la fabricacibn de sustitutos de mucosa oral de espesor
completo. Del mismo modo, los queratinocitos cultivados sobre la superficie de los
sustitutos estromales de agarosa pura mostraron muy bajo nivel de adherencia y un

crecimiento muy escaso o nulo.

2- Geles de fibrina humana. La fabricaciéon de geles de fibrina resulté técnicamente
sencilla, no requiriendo la utilizacién de material dependiente de temperatura. Una vez
solidificados, los geles de fibrina permitieron el crecimiento de los fibroblastos

inmersos en su espesor y de las células epiteliales sembradas en su superficie.

La consistencia de los geles de fibrina fue relativamente baja, el sustituto
obtenido presentaba una gran friabilidad lo que dificultaba su manejo y limitaba su

potencial de cara a una posible utilidad clinica.

71



3- Geles de colageno tipo I. La produccion de geles de coldgeno tipo | fue
técnicamente sencilla. Una vez solidificados, los geles de colageno tipo | presentaron
varios problemas. El mas importante de ellos fue la tendencia a la contraccion y a la
pérdida de volumen de este tipo de sustitutos estromales. Tras 7 dias de cultivo con
queratinocitos en su interior, todos los geles de colageno se contrajeron y perdieron
entre un 25 y un 50% de su volumen original. Sin embargo, los geles de colageno tipo
| permitieron el crecimiento de fibroblastos estromales en su espesor y de
queratinocirtos en su superficie. Los indices de consistencia y de resistencia a la

manipulacién fueron adecuados.

4- Geles de fibrina y agarosa al 0.1%. Los geles de fibrina humana a la cual se afadio
agarosa hasta una concentracion final del 0.1% presentaron una buena consistencia a
lo que se uni6 una adecuada resistencia lo cual facilité el manejo y la manipulacién de
los mismos. Los fibroblastos mostraron unos buenos indices de supervivencia y
proliferacion en el interior de los sustitutos estromales. Después de 2 dias de cultivo,
los queratinocitos incorporados dentro de los geles de fibrina y agarosa al 0,1%,
mostraron una morfologia elongada o estrellada, apareciendo extendidos por toda la
superficie de la malla estromal. En ninguno de los casos se aprecié contraccién o
pérdida de volumen de los geles de fibrina y agarosa después de generar los

sustitutos de mucosa oral.

4. EVALUACION MICROSCOPICA DE LOS SUSTITUTOS DE MUCOSA ORAL.

Los resultados microscopicos tienen por base los estudios sobre equivalente de
mucosa oral construidos con un sustrato de fibrina y agarosa. Mediante el uso de
microscopia optica se evidencia que durante la primera semana el constructo esta
revestido por una capa de células epiteliales (Figura 23) que comienzan a
estratificarse al final de dicha semana, contando en ese momento con dos hileras
celulares (Figura 24). Puede asimismo observarse que el proceso de estratificacion
sigue desarrollandose en la segunda y tercera semana posteriores a la elaboracién del
constructo, alcanzando en el estadio final de la tercera semana un nivel de
estratificacion significativo (Figuras 25 y 26).

En el estroma podemos observar poco desarrollo del componente fibroblastico a lo
largo de las tres primeras semanas (Figuras 23-26) .

Con microscopia electronica de transmision los cambios observados son mas

significativos, evidenciandose a nivel epitelial que en la primera semana el
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revestimiento es en monocapa y que las células presentan microvellosidades de
longitud variable. El ndcleo se encuentra formado por cromatina dispuesta en
basicamente en forma de eucromatina y en el citoplasma aparecen algunos cuerpos
residuales (Figuras 27 y 28). Al final de la primera semana se puede observar el
desarrollo de la membrana basal que aparece constituida por su lamina lucida y ldmina
densa, ésta ultima todavia incompleta (Figura 29). Durante la segunda y tercera
semana comienza a estratificarse el epitelio y a aparecer sistemas de unién de
naturaleza desmosdémica asi como interdigitaciones entre las células epiteliales
(Figuras 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38y 39).

La membrana basal continda desarrollandose y comienzan a aparecer elementos de
anclaje en el estroma subyacente (Figuras 33, 40, 41 y 42). Asimismo algunas
organelas alcanzan un notable grado de desarrollo como por ejemplo ocurre con el
aparato de Golgi (Figura 43). Las células mas superficiales presentan expansiones
periféricas hacia el exterior que se corresponden con microplicas (Figura 33).

El estroma al microscopio electrénico de transmisibn muestra la presencia de
fibroblastos inmersos en un reticulo de fibrina. Los fibroblastos muestran una ultra
estructura ortotipica, si bien presentan elementos de tipo vacuolar intracitoplasmaticos
(Figuras 44 y 45).

A partir de la segunda semana comienzan a visualizarse algunas microfibrillas de
colagena (Figura 46). Los fibroblastos no configuran ninguna estructura especifica en
relacion con el soporte sobre el que asienta el estroma (Figura 47).

Con microscopia electronica de barrido es posible observar que durante la primera
semana las células epiteliales no recubren completamente la superficie del constructo,
lo que permite visualizar el estroma subyacente (Figura 48).

Las células muestran una morfologia esférica y una superficie practicamente lisa,
pudiendo observarse en algunos elementos pequemos microvillis (Figura 49). Durante
la segunda semana las células superficiales mantienen la morfologia esferoidea pero
su superficie aparece recubierta con numerosas microvellosidades, las células
presentan por tanto un patron microscépico tipo | (Figura 50). En la tercera semana la
superficie estd constituida por células de morfologia variable esferoideas, poligonales
o fusiformes, cuya superficie esta recubierta fundamentalmente por microplicas
configurando patrones tipo Il y Il (Figura 51). Con microscopia electrénica de barrido,
el estroma muestra una imagen que se caracteriza por la presencia de fibroblastos,

basicamente estrellados inmersos en un espeso reticulo de fibrina (Figura 52).
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Figuras 23, 24 25y 26. Mucosa Oral Artificial (M.O.). Estratificacion progresiva en semanas 1, 2, 3
y 4.
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Figuras 27, 28 y 29. Mucosa Oral Artificial (M.E.T.). Semana 1.
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Figuras 30, 31y 32. Mucosa Oral Artificial (M.E.T.). Semana 2.
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Figuras 37, 38 y 39. Mucosa Oral Artificial (M.E.T.). Semana 3.
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Figuras 40, 41 y 42. Mucosa Oral Artifical (M.E.T.). Semanas 3y 4.
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Figuras 44 y 45. Mucosa Oral Artificial (M.E.T.). Semana 3.
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Figuras 48 y 49.. Mucosa Oral Artificial (M.E.B.). Semana 1.
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Figuras 50 y 51. Mucosa Oral Artificial (M.E.B.). Semanas 2y 3.

Figura 52. Mucosa Oral Artificial (M.E.B.) Semana 3.
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DISCUSION
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De acuerdo con lo indicado en el capitulo introductorio, uno de los retos fundamentales
de la Cirugia Oral y Maxilofacial es la busqueda de sustitutos equivalentes de mucosa
oral, a través de protocolos de Ingenieria Tisular, con el objeto de reemplazar los
defectos mucosos originados en dicha region como consecuencia de lesiones de
distinta naturaleza. (Schultze-Mosgau et al., 2004); (Song et al., 2004). Ello se debe a
que las técnicas quirdrgicas hasta ahora utilizadas, someramente descritas
anteriormente, no satisfacen de manera absoluta los objetivos funcionales y estéticos
a cubrir. Buen ejemplo de ello, son las complicaciones secundarias acaecidas tras el
empleo de injertos cutaneos, teéricamente de gran utilidad, tales como el crecimiento
intraoral de estructuras anexales o la excesiva queratinizacion superficial del injerto
(Toft et al., 2000); (Chien et al., 2005).

Desde hace unos afios, la Ingenieria Tisular ha logrado elaborar distintos tipos de
estructuras histoldgicas capaces de ser utilizadas, con un notable éxito, para
finalidades terapéuticas. A este respecto destacan las aportaciones realizadas en piel
(Meana et al., 1998); (Llames et al., 2004, 2006), cornea (Nishida, 2003); (Alaminos et
al., 2006), urotelio (Wunsch et al., 2005) y vasos sanguineos (Pascual et al., 2004). En
mucosa oral asimismo se han propuesto algunos protocolos de Ingenieria Tisular para
la construccion de mucosa oral artificial (Schultze-Mosgau et al., 2004); (Song et al.,
2004); (Lauer 2001b) Si bien no existe aun un modelo capaz de satisfacer de modo
absoluto los requerimientos fundamentales que exige un tejido artificial destinado a su
uso terapéutico.

Las areas principales de investigacion se centran basicamente en la viabilidad de las
células a utilizar, en la naturaleza del estroma y en la diferenciacion tisular del
constructo. A este respecto la presente Tesis Doctoral aborda el estudio de las
caracteristicas histolégicas de una mucosa oral de espesor completo obtenida
mediante Ingenieria Tisular haciendo hincapié en el estudio de la viabilidad celular y
de la naturaleza del estroma. En relacion con la viabilidad celular es importante
resefiar que existen distintos métodos para llevar a cabo su estudio, dichos métodos
estdn basados en criterios morfolégicos, bioquimicos y metabdlicos. Los mas
utilizados estan vinculados a métodos basados en la perturbaciéon de la permeabilidad
de la membrana. Estos métodos son fundamentalmente dos: a) métodos basados en
el empleo de colorantes y b) métodos basados en la determinacion de la liberacién de

moléculas, fundamentalmente enzimas, en el medio extracelular.
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El principio basico de los primeros, consiste en utilizar un colorante, que en funcién de
sus caracteristicas, penetra y colorea las células vivas o muertas. La proporcion
relativa de las células coloreadas o no, refleja el nimero exacto de células vivas o
muertas, y en consecuencia la viabilidad del conjunto de la poblacién celular. El
contaje de las diferentes poblaciones celulares puede ser efectuado por métodos
microscopicos, citometria de flujo, espectrofotometria y por espectrofluorimetria
automatizada (Slater, 2001); (Chen y Wargner 2001)

Por otra parte, y haciendo referencia al punto b, los métodos basados en la medicién
de la liberacion de moléculas intracelulares, estan fundamentados, asimismo, en las
alteraciones de la permeabilidad de la membrana celular bajo la accién de los toxicos.
Dichos métodos comprenden dos tipos de ensayos, uno enzimatico y otro radioactivo.
El método enzimatico estd basado en la medicion del enzima citosolico lactico
deshidrogenada (LDH), enzima que es liberada al medio extracelular tras alteraciones
graves de la membrana plasmatica. En efecto la alteraciéon de la membrana plasmatica
induce la liberacion de las enzimas citosélicas, como la deshidrogenasa lactica, al
medio extracelular. El método radioactivo se basa en la medida de la liberacion del
Crb1, is6topo radioactivo que se une de manera no covalente a los aminoacidos
bésicos de las proteinas intracelulares. Las células muertas liberan el Cr51 en el
medio extracelular el cual puede ser cuantificado por un contador gamma.

En nuestro estudio hemos utilizado el azul tripAn tanto en queratinocitos como
fibroblastos obtenidos a partir de las muestras de biopsia, comprobando una alta
viabilidad en dichos elementos. La experiencia desarrollada por el grupo de
investigacion de Ingenieria Tisular en la utilizacion de técnicas de microscopia
electrénica analitica aplicables al estudio de la viabilidad celular ha hecho que
asimismo utilicemos dicha metodologia para confirmar la viabilidad de estos elementos
celulares, elementos que van a ser utilizados posteriormente para la construccion de
nuestro modelo de mucosa oral artificial.

Como es sabido, el estudio de la viabilidad celular con colorantes, como el azul tripan,
0 mediante la liberacién de enzimas, exige la ruptura de la membrana celular. Sin
embargo como han demostrado los estudios de nuestro grupo la evaluaciéon con
microscopia electrénica analitica, no exige la ruptura de la membrana y por tanto los
criterios de viabilidad alcanzan un mayor grado de exactitud y prediccién (Fernandez-
Segura et al.,, 1997, 1999); (Arrebola et al., 2005); (Rodriguez Morata 2005);
(Rodriguez IA, 2005); (Alaminos et al., 2006p)

Es necesario evaluar la metodologia a utilizar en la microscopia electrdnica analitica,
ya que uno de los principales inconvenientes al utilizar células en cultivo completas, no

seccionadas, lo constituye el medio de cultivo, el cual debe ser eliminado para que no
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interfiera con el microandlisis de las células. Esta eliminacion debe realizarse
previamente al proceso de criopreparacion mediante el lavado de las células con
soluciones lavadoras, las cuales deben eliminar de una manera efectiva el medio de
cultivo, no deben interferir con el analisis y no deben alterar la permeabilidad de la
membrana plasmatica o causar alteracion y redistribucion de la composicion ionica
intracelular (Warley et al., 1997); (Zierold et al., 1998). Para ello se han empleado tres
tipos de soluciones: 1) soluciones isoténicas volatiles como el acetato de amonio, 2)
soluciones isotonicas no volatiles como la sacarosa y el manitol y 3) agua destilada.
Desde el punto de vista fisiolégico, las soluciones isoténicas deben de ser las
soluciones lavadoras mas efectivas debido al escaso riesgo de efectos osmoticos.
Paradéjicamente diferentes grupos de investigacion han demostrado, a este respecto,
que el agua destilada a 4°C constituye, desde el punto de vista morfologico y
microanalitico, la solucién lavadora mas efectiva (Roomans, 1991); (Warley et al.,
1994b); (Fernandez-Segura et al., 1997a), solucién que fue por tanto utilizada en la
presente Tesis Doctoral.

Como hemos comentado anteriormente, la aplicacion del microanalisis por energia
dispersiva de rayos X al material biolégico requiere la eleccibn de métodos de
preparacion que eviten o reduzcan la pérdida y/o redistribucién de los diferentes
elementos y en especial de los elementos difusibles. A este respecto, los métodos
convencionales de preparacion de muestras bioldgicas para microscopia electronica —
y que tienen por base la utilizacion de fijadores quimicos, la deshidratacion, la
inclusion en material plastico, la polimerizacion a altas temperaturas y el ultracorte- no
constituyen un procedimiento adecuado para preservar la integridad del contenido de
los elementos a analizar. Por el contrario, las técnicas de crio-preparacion constituyen,
en la actualidad, los métodos ideales para el estudio de la composicién elemental, y
muy especialmente de los elementos difusibles, de células y tejidos, mediante técnicas
microanaliticas (Zierold et al., 1988); (Warley, 1997); (Warley y Skepper, 2000);
(Ferndndez Segura, 1999). En nuestra opinién, las células aisladas y en cultivo,
constituyen los especimenes bioldgicos mas adecuados para llevar a cabo los
procedimientos de criopreparacién. Esta caracteristica radica en el pequefio tamafo
de las muestras, que permite un procesamiento con escaso numero de artefactos
analiticos debido sobre todo a la escasa aparicién y grado de extension de los cristales
de hielo. En relacién con los métodos de cuantificacibn en muestras biolégicas se
pueden distinguir, fundamentalmente, dos métodos: 1) métodos de medida de la masa
elemental por unidad de masa -método de la normalizacién del fondo- y 2) método del
estandar periférico (Rick et al., 1979). El método més utilizado es el método de la
normalizacion del fondo o método de Hall et al (Hall et al., 1973) desarrollado
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inicialmente para secciones finas y para microscopia electrénica de transmision. El
fundamento de este método es que la concentracion de un elemento en el area de
andlisis es proporcional al nimero de cuentas netas bajo el pico caracteristico de ese
elemento, mientras que la radiacion de fondo o blanca es una medida de la masa total
en el éarea del anadlisis. A este respecto, cuando se analizan especimenes
criodisecados, los datos cuantitativos son obtenidos en mmol/kg masa seca; por el
contrario, cuando el material es analizado en un estado congelado e hidratado los
datos son obtenidos en mmol/kg masa humeda.

No obstante, el método de la normalizacion del fondo no constituye un procedimiento
apropiado para el andlisis cuantitativo de especimenes gruesos. Por este motivo,
diferentes autores han propuesto una extension del método de Hall: el método de la
razéon pico/fondo (P/B) (Staham y Pawley, 1978); (Boekestein et al., 1984), En la
presente Tesis utilizamos este método ya que la sefial de fondo es medida por debajo
del pico caracteristico de cada elemento, en vez de elegir una region del espectro de
rayos X libre de picos (4.2-6.2 KeV). Por tanto, el fundamento del método de la razén
P/B implica que la concentracion de un elemento en el area de analisis en la muestra
es proporcional al nUmero de cuentas netas de la sefial caracteristica de ese elemento
dividido por el fondo existente debajo de pico. El interés del método P/B es que resulta
independiente de las variaciones en la intensidad de corriente, asi como de la
absorcién debida a las irregularidades de la superficie de la muestra siendo, por tanto,
el método de eleccion para el analisis cuantitativo de la composicion elemental de
especimenes biolégicos gruesos examinados en un microscopio electrénico de
barrido.

El estudio cuantitativo por microscopia electronica analitica, tras las consideraciones
metodoldgicas que se acaban de indicar, permite determinar, utilizando energia
dispersiva de rayos X, el perfil ionico de las células y la cuantificacion de los elementos
quimicos de la misma, fundamentalmente el sodio, el potasio y el cloro, que son los
mas vinculados a la definicion de su estado biolégico.

En efecto diferentes autores han demostrado que las concentraciones intracelulares
de potasio, sodio y cloro y el indice potasio/sodio son excelentes marcadores de la
viabilidad celular (Warley, 1994b); (Roomans, 2002), (Alaminos, 2006p)

En nuestro estudio hemos determinado en los queratinocitos y fibroblastos
procedentes de biopsias, el contenido de sodio, magnesio, fésforo, cloro, azufre,
potasio y calcio, utilizando para ello microscopia electrénica analitica siguiendo las
técnicas y protocolos descritos en el capitulo de Material y Métodos.

Nuestros resultados revelan que los perfiles ionicos de los queratinocitos y fibroblastos

de los cultivos primarios poseen un alto grado de viabilidad.
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Cifras intracelulares altas de potasio y fésforo son excelentes marcadores, sobre todo
si se unen a cifras bajas de sodio (Roomans, 2002); (Arrebola et al., 2005); (Alamimos
et al.,, 2006). Cifras bajas de potasio y cloro son indicadoras de un proceso de
apoptosis, pudiendo ser detectadas incluso en las primeras fases de dicho proceso
(Barbiero et al., 1995); (Hughes et al., 1997); (Fernandez-Segura et al., 1999);
(Arrebola et al., 2005;)

En nuestros resultados los indicadores potasio/sodio son también elevados lo que ha
de relacionarse asimismo con un alto grado de viabilidad celular.

Uno de los retos futuros de la investigacion en este campo es sin duda el
mantenimiento o no de dicha viabilidad a lo largo del tiempo, de los subcultivos a
utilizar y de las condiciones de preservacion y conservacién de los cultivos para su uso
futuro en Ingenieria Tisular y en terapéutica (Alaminos 2006p)

Una vez considerada la viabilidad de las células a utilizar en la construccién de nuestro
modelo de mucosa oral artificial vamos a discutir la construccion de dicha mucosa y
sobre todo el uso de los distintos soportes estromales utilizados en la fabricacion de la
misma.

En relacion con los soportes, al igual que otros autores en diferentes tejidos, hemos
ensayado la utilizacion de geles de agarosa, colagena y fibrina (Meana et al., 1998);
(Schoop et al., 1999); (Bach et al., 2001); (Chinnathambi et al., 2003); (LIlames et al.,
2004, 2006); (Ilsenberg et al., 2006); (Peretti et al., 2006); (Talbot et al., 2006);
(Alaminos et al.,, 2006). Nuestros resultados son en este caso semejantes a los
obtenidos por dichos autores.

En efecto cuando se utiliza coldgena podemos comprobar como los geles tienden a
perder volumen y a contraerse con el tiempo, por lo que el volumen de la mucosa
obtenida resulta finalmente de un menor tamafio que el previsto. Los resultados en
otros 6rganos que utilizan en su construccion colagena son, como indicAbamos con
anterioridad, semejantes a los nuestros (Minami et al., 1993); (Schneider et al., 1999);
(Germain et al., 2000); (Reichl et al., 2004); (Alaminos et al., 2006)

Cuando utilizamos fibrina como sustituto estromal, las propiedades mecéanicas no son
comparables con la consistencia y elasticidad propias de la mucosa oral, lo que a
nuestro juicio dificultaria su empleo con fines terapéuticos. Hay que sefialar sin
embargo que el estroma constituido a partir de fibrina facilita el crecimiento de los
fibroblastos y apenas presenta contraccion en su volumen final. Cuando utilizamos
agarosa como sustituto estromal, pudimos comprobar al igual que hizo Alaminos en
cornea (Alaminos et al., 2006) que los fibroblastos crecen en su interior con mucha
dificultad por lo que dicho sustituto estromal fue desechado para su utilizacién en la

construccion de mucosa oral artificial. Con la intencion de mejorar las propiedades
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mecénicas de la mucosa oral artificial, el cuarto sustituto que elaboramos estuvo
compuesto por una mezcla de fibrina y de agarosa al 0.1%. Dicho sustituto demostr6
un mejor indice de consistencia que cuando sélo se emplea fibrina y una menor
contracciéon que la observada en el resto de los constructos, especialmente en
comparacion con el sustituto de colagena. La utilizacion de fibrina tiene una ventaja
adicional y es que al proceder del plasma sanguineo incorpora citoquinas y factores de
crecimiento que facilitan la generacion de un excelente micromedioambiente que
potencia la proliferacion y desarrollo de las células a utilizar en el constructo. El
soporte fibrina-agarosa permite, como comprobaremos mas adelante, que sobre éste
se desarrolle un epitelio bien caracterizado siguiendo criterios estrictamente
histologicos, al igual que ocurre cuando se utiliza este soporte en la construccién de
corneas artificiales (Alaminos et al., 2006); (Mufioz Avila, 2006)

Para la construccion de la mucosa oral artificial utilizamos en nuestra Tesis una
técnica de cultivo secuencial sobre membrana porosa disponible comercialmente
(Reichl and Muller-Goymann, 2003).

Este sistema se utilizé por un doble motivo. En primer lugar porque la membrana
porosa permite el paso de nutrientes desde el medio de cultivo al tejido en
construccion. En segundo lugar porque el disefio de este dispositivo permite utilizar
una técnica de cultivo aire-liquido que estimula la estratificacion del epitelio localizado
sobre el sustituto estromal. La utilizacion de dispositivos con membranas porosas de
distintas variedades han sido utilizados por diferentes autores en protocolos de
Ingenieria Tisular para la construccion de diversos tejidos (Richard et al., 1991);
(Geroski y Hadley, 1992); (Casasco et al., 2001); (Limat et al., 2003); (Izumi et al.,
2003); (Reichl et al., 2004)

Una vez determinada la viabilidad de las células a utilizar y seleccionado el sustrato
estromal mas apropiado es importante considerar la evaluacion y la calidad histologica
del tejido artificial formado. Para alcanzar dicho objetivo estudiamos nuestro material
con microscopia 6ptica y con microscopia electréonica de transmision y de barrido. Es
precisamente el estudio microscoépico, el que con mayor claridad nos va a determinar
la naturaleza estructural del tejido neoformado. Nuestros resultados revelan que
aunque con microscopia Optica y con microscopia electrénica de transmision es
posible observar en la primera semana un recubrimiento de la superficie del sustituto
estromal, la microscopia electrénica de barrido pone de relieve que dicho
recubrimiento es incompleto y que este sélo se produce a partir de la segunda
semana. Los datos microscopicos ponen asimismo de relieve que las células durante
las dos primeras semanas presentan un alto grado de indiferenciacién puesto que

tanto con microscopia electronica de transmisiobn como con microscopia electronica de
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barrido no ofrecen caracteristicas microscopicas de diferenciacion queratinocitica en el
caso del epitelio ni de sintesis de colagena, al menos de manera significativa, en el
caso de los fibroblastos. La existencia de microvellosidades y de un patrén superficial
tipo | ha sido relacionado en los queratinocitos de la mucosa oral con un bajo grado de
diferenciacion (Moreu et al., 1993); (Sanchez-Quevedo et al., 1994); (Dourov, 1984);
(Kullaa-Mikkonen, 1986, 1987)

Los clasicos trabajos de Hodgkin (Hodgkin et al., 1978) y de Southgate (Southgate et
al., 1987) demostraron respectivamente con microscopia electronica de barrido que las
células de los estratos mas inferiores de los epitelios estratificados y que los
queratinocitos en cultivos primarios, presentaban microvilis en su superficie, esto es,
un patrén tipo | como el que presentan las células que recubren nuestros constructos
durante la primera semana. En el transcurso de la segunda y tercera semana se
desarrolla el proceso de estratificacion en el epitelio, comprobandose el progresivo
incremento y maduracidon de los sistemas de unién y de las interdigitaciones que
resultan ser semejantes a los de la mucosa oral ortotipica. Dichos sistemas de unién
son fundamentalmente de tipo adherente, especialmente maculas adherentes o
desmosomas. El nimero de estratos no alcanza, sin embargo, en la tercera semana el
numero de hileras existente en la mucosa oral ortotipica del adulto, aunque el sistema
de cohesion estructural si esta bien definido. La maduraciéon queratinocitica progresa
asimismo de manera temporal y aparte de la morfologia y estructura celular, las
células presentan patrones superficiales tipo Il y Ill, esto es patrones de superficie con
microplicas que se corresponden con estratos mas avanzados en el proceso de
queratinizacion (Moreu et al., 1993); (Sanchez-Quevedo et al., 1994); (Dourov, 1984);
(Kullaa-Mikkonen, 1986, 1987); (Gonzalez Jaranay et al., 1990)

En el estroma se evidencia la actividad sintética de los fibroblastos a medida que
progresa el desarrollo del constructo. Igualmente las interrelaciones epitelio-estroma
se van configurando a través de la membrana basal que ya en la tercera semana
ofrece algunas fibras de anclaje aunque no presenta todavia la configuracion
estructural completa de la membrana basal ortotipica de la mucosa oral. (Ferraris y
Campos, 2002)

El resultado final del modelo tras la evaluacidon microscopica permite comprobar que la
utilizacién de queratinocitos y fibroblastos obtenidos a partir de biopsias, de acuerdo
con el protocolo descrito e el apartado correspondiente, y la utilizacién de un sustituto
estromal de fibrina y agarosa facilita el desarrollo de una mucosa artificial constituida
por un epitelio con un alto grado de diferenciacién y por un estroma estructuralmente
apto para satisfacer las propiedades mecanicas basicas que caracterizan a la mucosa

oral.
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CONCLUSIONES
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1. El estudio con microscopia analitica por energia dispersiva de rayos X, pone de
relieve que los queratinocitos y fibroblastos aislados de biopsias de mucosa
oral y expandidos en cultivos primarios poseen un alto grado de viabilidad al
presentar concentraciones intracelulares elevadas de potasio y cloro y un alto
indice potasio/sodio. El método de aislamiento y expansion utilizado para los
queratinocitos y fibroblastos procedentes de biopsias constituye por tanto un
modelo idéneo para la obtencion de células viables destinadas a la
construccion mediante Ingenieria Tisular de equivalentes de mucosa oral de

espesor completo.

2. La elaboracion de sustitutos estromales formados por la union de fibroblastos y
cuatro tipos distintos de geles —agarosa, fibrina, colagena y el complejo fibrina-
agarosa- pone de relieve que el sustituto estromal mas idoneo para la
construccion de mucosa oral artificial por Ingenieria Tisular es el conjunto
formado por fibroblastos y el complejo fibrina-agarosa. La consistencia, la
ausencia de contraccion del sustituto, asi como la elevada supervivencia de los
fibroblastos en el seno del mismo, lo convierten en el sustituto estromal de
eleccion para la construccion mediante Ingenieria Tisular de equivalentes de

mucosa oral de espesor completo.

3. La utilizacion de la técnica de cultivo secuencial sobre soportes porosos pone
de relieve que la asociacion de una poblacién queratinocitica con un gel de
fibrina-agarosa y fibroblastos da lugar a u equivalente de mucosa oral artificial
de espesor completo sin que se generen artefactos estructurales significativos
ni en la cohesion intertisular ni en lo que a la proliferacion y supervivencia

celular se refiere.
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4. La evaluacion del equivalente de mucosa oral artificial generado de acuerdo
con la metodologia descrita en la presente Tesis Doctoral pone de relieve, con
microscopia Optica y electrénica de transmision y de barrido, que las
estructuras generadas alcanzan, tres semanas después de su elaboracion, un
alto grado de diferenciacion tisular, configurando un equivalente de mucosa
oral de espesor completo compatible con una mucosa oral de caracter
ortotipico. Dicha diferenciacion se caracteriza a nivel epitelial por una
progresiva estratificaciéon y por el desarrollo de un sistema de cohesién
intercelular fundamentalmente de tipo adherente. A nivel del estroma la
diferenciacion se caracteriza por la sintesis progresiva de colagena en el seno
del gel de fibrina y agarosa. La interrelacion entre ambas poblaciones queda

establecida mediante el desarrollo progresivo de una membrana basal.

5. El equivalente de mucosa oral artificial de espesor completo generado
mediante Ingenieria Tisular de acuerdo con la metodologia descrita en la
presente Tesis Doctoral constituye un modelo integrado de epitelio y corion
susceptible de ser utilizado en protocolos clinicos de experimentacién animal

asi como en ensayos farmacolégicos.
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ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

La Cirugia Oral se realiza para resolver determinados problemas de la
cavidad oral, tales como: extraccion de piezas dentarias o0 restos
apicales incluidos, fenestracion o traccion de dientes retenidos,
plastia de frenillos labiales, extirpacion de quistes maxilares y
pequefios tumores de los mismos o del resto de la cavidad oral,
implantes dentarios y cirugia preprotésica fundamentalmente. La
intervencidn puede realizarse con anestesia general o local (con los
riesgos inherentes a ellas), y que los farmacos utilizados pueden
producir determinadas alteraciones del nivel de conciencia por lo que
no podré realizar determinadas actividades inmediatamente, tales
como conducir un vehiculo. Todos estos procedimientos suponen un
indudable beneficio, sin embargo no estan exentos de
complicaciones, algunas de ellas inevitables, tales como:

- Alergia al anestésico u otro medicamento utilizado, antes , durante o después de
la cirugia.

- Hematoma y edema de la regién.

- Hemorragia postoperatoria.

- Dehiscencia de la sutura.

- Dafo de dientes adyacentes.

- Hipoestesia o anestesia del nervio dentario inferior, temporal o definitiva.
- Hipoestesia o anestesia del nervio lingual, temporal o definitiva.

- Hipoestesia o anestesia del nervio infraorbitario, temporal o definitiva.

- Infeccidon postoperatoria.

- Osteitis.

- Sinusitis.

- Comunicacion oronasal y/o orosinusal.

- Fracturas 0Oseas.

- Rotura de instrumentos.

Recibida la anterior informacién, considero que he comprendido

la naturaleza y propdsitos del procedimiento
........................................................................... Ademas, en
entrevista personal con el Dr.

................................................................ he sido informado/a en
términos asequibles, del alcance de dicho tratamiento. En la
entrevista he tenido oportunidad de proponer y resolver mis posibles
dudas, y de obtener cuanta informacion complementaria he creido
necesaria. Asimismo se me ha expuesto que si durante el acto
quirargico, el cirujano considera que existe algun material histico
sobrante, con mi consentimiento, el mismo podra ser utilizado con
fines de investigacion. Por ello, me considero en condiciones de
ponderar debidamente tanto sus posibles riesgos como la utilidad y
beneficios que de él puedo obtener.
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